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EINLEITUNG 1

1. Einleitung
1.1 Das Humane Immunschwéche Virus (HIV)

1.1.1 AIDS und das HI-Virus

Im Juni 1981 begann mit einer Verdffentlichung des ,,U.S. Centers for Disease Control
and Prevention® die Dokumentation von AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome),
eine der verheerendsten Epidemien der Menschheit.! Allein im Jahr 2005 starben 3.1
Millionen Menschen an diesem Syndrom, welches durch ein Versagen des Immunsystems
charakterisiert ist.> Als Verursacher des Syndroms konnte das Humane Immunschwiche
Virus (HIV) identifiziert werden.™ Im Allgemeinen fiithrt die HIV-Infektion nach mehreren
symptomfreien Jahren zum Ausbruch des als AIDS bezeichneten Endstadiums. Zum
jetzigen Zeitpunkt leben weltweit etwa 40 Millionen mit dem HI-Virus infizierte Menschen
von denen etwa 570000 pro Jahr an dieser Infektion versterben. Im Jahr 2005 haben sich
rund fiinf Millionen Menschen neu mit HIV infiziert. In den siidlich der Sahara gelegenen

afrikanischen Staaten ist AIDS bereits die hdufigste Todesursache.

Osteuropa
Zentralasien
. Westeuropa
Nordamerika 720 06)0 1 600 000
1200 000 Ostasiefn/Pazifik
Karibik  Nordafrika/Mittlerer Qsten 870 000
300 000 510 000

Siid-/Sltidostasien

Zentral-/Stidafrika
Lateinamerika 25 800 000 7400 00.0
1.800 000

Australien
Neuseeland

74000

Abb. 1.1 Verteilung der etwa 40 Millionen mit HIV infizierten Menschen Ende 2005.°

Man vermutet, dass zwischen 2002 und 2010 ohne eine deutliche Verstirkung der
Priaventionsbemiithungen noch zusitzlich 45 Millionen Menschen mit HIV infiziert werden
konnen, wobei der asiatisch pazifische Raum als besonderes stark betroffene Region
angeschen wird.”

Es gibt zwei Arten von HIV, die sich innerhalb dieser Arten in eine Vielzahl von

Subtypen einteilen lassen. HIV-1 kommt weltweit vor, HIV-2 dagegen hauptséchlich in
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West-Afrika und weist weniger pathogenes Potential auf.”® Im Laufe der Zeit diversifizierte
sich HIV-1 in viele Subtypen mit unterschiedlicher geographischer Privalenz. Aufgrund
von Sequenzanalysen unterteilt man in M- (main), N- (new) und O- (outlier) Obersubtypen,
wobei 99% aller HIV-1-Infektionen Subtypen der M-Gruppe zuzuordnen sind (Subtypen A
bis K). In Amerika, Europa und Australien dominiert Subtyp B, in Siidafrika und Indien
Subtyp C, in Thailand Subtyp E und in Zentralafrika koexistieren verschiedene Subtypen
mit dem Subtyp A. Zudem ist verstiarkt das Auftreten von hybriden Subtypen, den CRFs, zu
verzeichnen.” Es ist erwdhnenswert, dass selbst innerhalb eines Subtypus die HI-Viren in
ihrer Erbinformation um bis zu 10% divergieren konnen. Aufgrund genetischer Vergleiche
mit HIV-2 wird vermutet, dass sich das HIV vom SIV herleitet und vor etwa 50 Jahren in

Zentralafrika vom Affen auf den Menschen iibergegangen ist.®

1.1.2 Beschreibung des Erregers

Das HI-Virus gehort zur Gruppe der Retroviren, da sich seine Erbinformation auf
einzelstrangiger RNA (ssRNA) befindet. Dartiber hinaus gehort dieses Virus zur Familie der
Lentiviren, welche sich durch eine relativ lange Latenzzeit auszeichnen. Die duflere Hiille
eines HI-Virions wird durch eine aus der Wirtszelle hervorgegangenen Lipiddoppelschicht
gebildet, mit der die viralen Glycoproteine gp4l und gpl20 assoziiert sind. Das
transmembrane gp41 liegt als Trimer vor und bindet nichtkovalent das ebenfalls trimer
vorliegende Glycoprotein gpl120. Das aus Einheiten des Proteins p24 aufgebaute Capsid
beinhaltet das Genom in Form zweier ssRNA-Kopien zusammen mit der Reversen
Transkriptase (RT), der HIV-Protease und der Integrase. Die RT ist eine RNA-abhingige
DNA-Polymerase mit einer RNaseH-Doméne. Die dimere HIV-1 Protease ist eine
Aspartatprotease, welche Zymogene spaltet. Das dritte Enzym, die Integrase, vermag die
revers transkribierte sSRNA in Form von cDNA in das Erbgut der Wirtszelle zu

integrieren.”!”

1.1.3 Wirtszellen des HI-Virus

Die Wirtszellen dieses Virus sind sogenannte CD4" Lymphozyten, zu welchen im
Wesentlichen T-Helfer-Zellen (Ty) und Makrophagen gehéren.'' Beide Zelltypen sind von
zentraler Bedeutung im Rahmen der Immunabwehr. So stimulieren Ty-Zellen
beispielsweise durch Ausschiittung von Interleukinen die Proliferation von B-Lymphozyten
zu Antikérper-sezernierenden Plasmazellen.'” Neben CD4 bendtigt das HI-Virus zur
erfolgreichen Penetration der Zelle einen weiteren Rezeptor. Aus einer Vielzahl von
gefundenen Rezeptoren stellten sich CXCR4 und CCRS als die in vivo wichtigsten HIV-

Korezeptoren heraus, wobei mit Progression der Infektion ein Wechsel von R5- zu X4-
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tropen HIV-Stimmen auftritt.”'® Diese Korezeptoren gehdren zu den Chemokin-
Rezeptoren und haben eine sieben-helix transmembran Struktur. Eine alternative
Bezeichnung dieser Stdmme ist M-trop (Makrophagen) und T-trop (T-Zellen),

korrespondierend zu den Korezeptor tragenden Wirtszellen.

1.1.4 HIV-Lebenszyklus

Nach dem Andocken des Virus durch Interaktion mit CD4- und einem Korezeptor, folgt
die Membranfusion und das freigesetzte Genom wird durch die viruseigene RT in cDNA
umgeschrieben (Abb. 1.2). Die cDNA wird Integrase vermittelt in das Genom der Zelle
eingefiigt. Die Wirtszelle transkribiert diese DNA in mRNA, welche zu viralen Proteinen
translatiert wird.'” Aus den neu entstandenen Hiillproteinen und viraler RNA entstehen in
einem Abschniirungsprozess neue Virionen, wobei von den infizierten CD4" Lymphozyten

taglich bis zu 10" Virionen produziert werden.'"

Virion

p41/gp120-Trimere

# m e C D/f-Zeue

DNA-Kopie der

/ Co—Rezeptor Proteasﬁ* ‘b# HIV-RNA
CCRS5 oder \ “_':,t
CXCR4 PR ase :

| HIVRNA ] >

Abb. 1.2 Schematische Darstellung des HIV-Lebenszyklus; A: Interaktion von gpl20
mit CD4 und einem Korezeptor; B: gp4l vermittelte Membranverschmelzung, C:
Freisetzung viraler  RNA und Enzyme;, D: DNA-Kopie; E: Integration viraler
Erbinformation ins Genom der Wirtszelle;, F: Expression viraler Bestandteile; G und
H: Assembly und Knospung neuer Virionen.”’

1.1.5 Klinischer Verlauf der HIV-Infektion

Im Verlauf einer HIV-Infektion kommt es nach unspezifischen Symptomen innerhalb der
ersten Wochen (Akutphase, hoher HIV-Titer) zu einem oftmals Jahre anhaltenden
symptomfreien subklinischen Zustand, in dem ein Gleichgewichtszustand zwischen
absterbenden und nachgebildeten CD4" Lymphozyten vorliegt.”' Die Fehlerrate der HIV-1-

Transkriptase ist bedingt durch das Fehlen einer Exonucleasefunktion etwa 10 mal hoher als
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die anderer Polymerasen. Dadurch kann HIV sowohl dem Immunsystem als auch
medikamentdsen FEingriffen unter Ausbildung von Fluchtmutanten entgehen. Nach
mehreren Jahren kommt es zum Ubergang zu AIDS, bei dem der HIV-Titer zunimmt und
die Anzahl der CD4" Lymphozyten dramatisch abfillt. Das Immunsystem vermag nun nicht
mehr normalerweise harmlose Mikroorganismen zu bekdmpfen, wodurch es zu
lebensbedrohlichen Sekundirinfektionen kommt. Ein Kriterium fiir das Eintreten des
Vollbildes von AIDS ist, wenn der CD4" Lymphozyten-Titer auf weniger als 200 Zellen/uL
Blut gegeniiber etwa 1000 Zellen/uL bei gesunden Menschen abfillt.”

1.1.6 Infektionsmechanismus

Die Erregeriibertragung erfolgt durch Intim- und Blutkontakte. Frauen konnen HIV auf
ihr Kind wihrend der Schwangerschaft oder bei der Geburt iibertragen. Nach Ubertragung
der HI-Viren iibernehmen vermutlich unreife dendritische Zellen (DC) den Transport zu den
regioniren Lymphknoten, in denen dann die Infektion von CD4" T-Lymphozyten stattfindet.
Schliisselprotein ist dabei das C-Typ Lektin DC-SIGN, welches HI-Viren zu assoziieren
und stabilisieren vermag. Der molekulare Mechanismus dieser trans-Verstarkung ist jedoch
noch kaum verstanden.”** Im Rahmen der initialen Kontaktaufnahme zwischen Virus und
mit niedrigen CD4-Rezeptoranzahlen versehenen Makrophagen scheinen auch Syndecane
von Bedeutung. Sie gehdren zu den Heparansulfatproteoglycanen und sind auf der
Oberfliche der Wirtszellen prisent.”>*°

Schon seit 1984 ist die Bedeutung der Interaktion des viralen gp120 mit dem Protein
CD4 bekannt (Abb. 1.3)."" Sie fiihrt zu einer Konformationsinderung innerhalb des gp120

und somit zur Prisentation einer Korezeptor-bindenden Doméne, der V3-Region.””*®

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der viralen Komplexe aus den Glycoproteinen
2pl120 und gp41 und ihre Interaktion mit den Rezeptoren CD4 und CCRS humaner
Lymphozyten.”

Die Wechselwirkung zwischen gp120 und dem Korezeptor (CCRS5, CXCR4) wiederum
fihrt zu einer Destabilisierung des gp120-gp41-Komplexes.™®° Eine dadurch hervor-
gerufene Anderung der Tertidrstruktur von gp41 fiihrt schlieBlich zur Einleitung der noch



EINLEITUNG 5

nicht vollstindig aufgeklirten Membranverschmelzung, die vermutlich iiber eine als

31532

»Irimer of Hairpins* bezeichnete Zwischenstufe verlauft. Wie in einem Modellsystem

gezeigt wurde, kann die HIV-Infektion von Zellen auch iiber Clathrin-vermittelte

Endozytose erfolgen.™

1.1.7 Das HIV-Glycoprotein gp120

Das gpl120 des HIV-1 enthilt fiinf variable Regionen (V1 bis V5), getrennt von fiinf
konservierten Regionen (C1 bis C5). Seine Tertidrstruktur wird durch neun Disulfidbriicken
mitbestimmt. Bemerkenswert ist der hohe Glycosylierungsgrad. Etwa die Hélfte des
Molekulargewichtes entfillt auf die Kohlenhydratanteile.**> Die N-Typ Glycosylierungs-
stellen des gp120 gehoren zu den in Abb. 1.4 dargestellten Typen.
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Abb. 1.4 Strukturen von N-Typ Glycosylierungen.”®

Die Bedeutung des hohen Glycosylierungsgrades von gp120 liegt nach Wei und Kang in
der Fahigkeit des Virus, durch ein dynamisches Kohlenhydratschutzschild einer effektiven
Immunantwort zu entgehen.3 7

Das strukturelle Riickgrat des gp120, welches als Bridging Sheet bezeichnet wird, ist ein
aus den V1/V2- und C4-Regionen zusammengesetztes antiparalleles B—Faltblatt. Eine
Struktur des vollstdndigen Glycoproteins liegt derzeit nicht vor. Ein detaillierter Einblick in
Wechselwirkung von gpl120 mit CD4 konnte jedoch erstmals 1998 aus einer Rontgen-
strukturanalyse von Kwong et. al. erhalten werden.”® Den Autoren gelang es, einen
heterotrimeren Komplex aus einem gp120-Fragment, den V1/V2 Doménen von CD4 und
einem F,-Fragment eines monoklonalen Antikorpers kozukristallisieren. Aus der
Strukturanalyse ergab sich, dass das von CD4 erkannte Epitop diskontinuierlicher Natur ist.
Im Jahr 2005 gelang es Huang et. al. einen Komplex aus einem V3-Region beinhaltenden

gp120-Fragment, einem Antikorper und einer CD4-Domine zu kristallisieren.”
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1.1.8 Die V3-Region des gp120

Wie von Cocchi et. al. im Jahr 1996 gezeigt, ist die V3-Doméne des gp120 essentiell fiir
den HIV-Entry iiber CCR5 und CXCR4.* Im Einklang mit diesen Studien haben
Antikorper, die an die V3- oder an die durch CD4 induzierte Region binden, ein die
Infektion inhibierendes Potential.”® Zudem gelang es, innerhalb der V3-Region bedeutsame
Positionen fiir die Korezeptorinteraktion zu ermitteln.*'™*

Die Konsensussequenz der V3-Region von HIV-1 Subtyp B ist 35 Aminosduren lang und
terminiert durch zwei hochkonservierte Cysteine, durch welche eine zyklische Struktur
vorliegt (V3-Loop).”**® Obgleich die V3-Region als variable Region definiert ist, gibt es
innerhalb dieser durchaus einige Positionen an denen Aminosduren hochkonserviert

vorkommen (Abb. 1.5).45474

| HIG
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Abb. 1.5 Primdrstruktur der V3-Loop des HIV-1 gpl20 mit angrenzenden
Sequenzbereichen. Die abgebildete Sequenz entspricht dem Konsensus von 17974
verdffentlichten Sequenzen aller Subtypen der Léinge von 35 Aminosduren;” unterlegt
sind die Positionen die zu iiber 94% konserviert sind; hm: , high mannose*
Glycosylierung; ct: ,,complex “-Typ Glycosylierung.

Die Spitze der V3-Loop beinhaltet das in allen Subtypen hochkonservierte GPG-Motiv,
welches bei Subtyp B auf GPGRAF verldngert ist. Es bildet eine Typ-II B-Schleife, welche
entscheidend die Tertidrstruktur pragt. AuBer den aufgelosten Strukturen des V3-
beinhaltenden gp120-Konstrukts von Kwang ef. al’’ sowie von V3-Antikorper-
komplexen®'”* liegen keine detaillierten Strukturdaten iiber die native Konformation der
V3-Region vor.

Die V3-Loop ist kationischer Natur, wobei mit zunehmender positiver Ladung von bis zu
neun ein Tropismuswechsel von R5 nach X4 zu beobachten ist.” Die positive Ladung der
V3-Loop steht zudem auch im Zusammenhang mit der Interaktion von polyanionischen
Verbindungen der Wirtszellen mit den HI-Viren.>*

Innerhalb der V3-Loop befindet sich vorzugsweise bei R5-tropen Stimmen an Position
N301 eine N-Glycosylierung komplexen Typs, welche etwa den gleichen Raum
beansprucht, wie der V3-Proteinanteil.”® Fiir diese Glycosylierung an N301 liegen

experimentelle Daten vor, die deutlich einen Einfluss auf die Korezeptorinteraktion
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aufzeigen.”® Eine direkte Beteiligung der N-Acetylglucosamine der core-Region an der

CCRS5-Korezeptorwechselwirkung wurde nachgewiesen, *' %!

1.1.9 Therapieansiatze zur HIV-Bekampfung

Der Ubergang von der symptomfreien Phase der HIV-Infektion zu AIDS kann
heutzutage durch Therapien deutlich verzogert werden. Seit 1987 werden {iberwiegend
Inhibitoren der beiden viralen Enzyme Reverse Transkriptase (NRTI, NNRTI) und Protease

6293 Diese Medikamente werden Rahmen einer Kombinationstherapie, die

(PI) eingesetzt.
mit HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) abgekiirzt wird, verabreicht. Eine
vollstindige Bekdmpfung der Infektion kann jedoch nicht erreicht werden, so dass diese mit
teilweise schweren Nebenwirkungen behafteten Medikamente {iiber Jahre hinweg
eingenommen werden miissen. Neben der Weiterentwicklung dieser Medikamente bietet
gerade der HIV-Infektionsmechanismus Ansatzmoglichkeiten der Inhibition.** Auf der
Suche nach Eingriffspunkten fiir diese als Fusions- und Entry-Inhibitoren bezeichnete
Wirkstoffklasse bieten sich verschiedene Ziele an.

Das virale Protein gp41 ist durch seine Funktion im Membranverschmelzungsprozess ein
wichtiges Angriffsziel. Abgeleitet von der Sequenz des gp4l, verhindert das Peptid
FuzeoN® (Efuvirtide, T20) die Membranverschmelzung. FUZEON ist der wichtigste
Vertreter seiner Klasse und ist als einziger bereits Bestandteil von HAART-
Therapiekonzepten.*>*%

Eine antagonistische Blockierung von CXCR4 scheint nicht ohne Risiko zu sein, da eine
Deletion des CXCR4-Gens bei Miusen zu todlichen Entwicklungsstorungen des Fotus
fiihrte.*” Es gibt dennoch einige Beispiele nicht toxischer niedermolekularer (AMD3100)
und peptidischer (T22, T134) Inhibitoren.®*’ Da ein gewisser Anteil der weifien
Bevdlkerung keinen funktionalen CCR5-Rezeptor aufweist (A32-Deletion), erscheint eine
Blockierung dieses Korezeptors weniger bedenklich.”""* Neben CCRS5-spezifischen
Antikorpern gibt es niedermolekulare CCR5-Inhibitoren wie zum Beispiel die Verbindung
SCH-351125." Ein kiirzlich entwickelter Inhibitor basiert auf RANTES, einem der
natiirlichen Liganden von CCR5.7

Abgeleitet vom diskontinuierlichen Epitop des gp120 beziiglich CD4 wurden von Meyer
et. al. peptidomimetische Liganden entwickelt, die derzeit auf ihr inhibitorisches Potential
hin untersucht werden.”

Aus der Beobachtung heraus, dass kohlenhydratbindende Proteine Deletionen von
Glycosylierungsstellen verursachen konnen, ergibt sich die Hoffnung den Virus auf diese

Weise dem Immunsystem zugénglicher zu machen.”*"’
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In Kapitel 1.3 dieser Arbeit werden Problematiken bei der Suche nach einem breit
einsetzbaren Impfstoff erldutert. Diese intensiven, jedoch bislang erfolglosen Bemiihungen
sind begriindet. So haben in Niedrig- und Mittel-Einkommensldndern weniger als 4% der
HIV-Infizierten die Mdglichkeit, die derzeit existierenden teuren Medikamente dauerhaft zu
beziehen.

Uber die bisher angesprochenen Punkte hinaus stellen sdmtliche Prozesse des
Lebenszyklus potentielle Ziele und intensiv bearbeitete Forschungsschwerpunkte dar.” Ein
einzelnes Medikament wird auf lange Sicht hin nicht in der Lage sein, die HIV-Infektion
vollstdndig zu eliminieren. Je mehr Stadien des viralen Lebenszyklus allerdings effektiv
entgegengewirkt werden kann, desto geringer ist die Chance, dass es zur Entstehung und
Vermehrung von Fluchtmutanten kommt. Unstrittig ist, dass die zentrale Rolle bei der
Epidemiebekdmpfung der Pridvention zukommen sollte. Entsprechende Bemiihungen
werden in einigen Lindern jedoch durch infrastrukturelle und gesellschaftspolitische
Probleme stark behindert.”
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1.2 Antikoérper und Antikérperfragmente

1.2.1 Immunglobuline

Antikorper (Immunglobuline, Ig) sind Teil des Immunsystems hoherer Vertebraten,
dessen Aufgabe der Schutz vor Infektionen durch Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilze ist.
Die Aufgabe der Antikorper liegt im Wesentlichen in der spezifischen Bindung von
Antigenen, an die sich dadurch weitere Schritte zur Zerstorung des Pathogenes anschlielen
kénnen.'? Es wird geschitzt, dass der Mensch ein Repertoire von mehr als 10° Antikérpern
verschiedener Spezifitdten ausbildet. Diese Vielfalt wird durch einen modularen Aufbau
gewihrleistet. Als Beispiel einer von fiinf vorkommenden Isotypen mit unterschiedlicher
Funktion und Bedeutung, ist in Abb. 1.6 eine schematische Darstellung eines IgG zu sehen.
Dieses Immunglobulin kommt in einer verzogerten Phase der Immunantwort mit
Konzentrationen von bis zu 12 mg pro Milliliter Serum vor und hat ein Molekulargewicht

von etwa 150 kD.

Antigen-

bind ; ,
ihdung hinge-Region

Komplement- ’
aktivierung

Makrophagen- *
bindung

——— Glycosylierung

Fc

C-Termini

Abb. 1.6 Schematische Darstellung eines IgG mit Nomenklatur und Funktion der
Domdinen.”

Fiir die Antigenspezifitit ist die Fv-Region (variable fragment) von Bedeutung. Sie
enthélt die drei hypervariablen Regionen (complementary determining regions, CDR) der
schweren und leichten Kette, welche die Kontaktstelle des Antikdrpers zum Antigen bilden.
Der restliche Teil der variablen Region stabilisiert geriistartig die rdumliche Anordnung der
hypervariablen Bereiche durch eine flir Antikorper typische B-Faltblattstruktur, die auch als

framework bezeichnet wird.
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1.2.2 Therapeutische Antikorper

Monoklonale Antikorper weisen Spezifitit gegen ein singuldres Epitop auf und sind
daher von besonderer Bedeutung fiir die Charakterisierung von Epitopen sowie fiir eine
Vielzahl von Anwendungen in der Therapie und Diagnostik. Im Bereich des therapeutischen
Einsatzes spricht man auch von passiver Immunisierung. Seit Dezember 2006 gibt es bereits
18 von der amerikanischen FDA zugelassene monoklonale therapeutische Antikorper, die
zum Beispiel erfolgreich im Zusammenhang mit Krebstherapie, Transplantatabstoung oder
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden.” Der Wirkmechanismus kann dabei
unterschiedlich sein. So kann ein Antikorper als Agens eingesetzt werden, welches selektiv
Cytokine oder Toxine bindet und somit Signalkaskaden oder Toxifikationen unterbricht.
Konjugiert an ein Radionuklid oder an bioaktive Molekiile kann ortspezifisch eine Wirkung
erzielt werden. Im Sinne der natiirlichen Funktion von Antikérpern kann iiber den Fc-Teil
gezielt die Zerstorung von markierten Zellen durch das Immunsystem des Patienten
eingeleitet werden. Bezogen auf Viren sind mehrere Wirkmechanismen zu diskutieren. Die
Bindung eines Antikorpers an das Virus kann fiir sich bereits neutralisierend sein oder auch
durch Aktivierung des Komplementsystems Lyse und Phagozytose der Viren einleiten.
Dariiber hinaus spielen antivirale Antikoérper auch bei der Interaktion mit viralen Proteinen
auf der Oberflichen von bereits infizierten Zellen eine wichtige Rolle (Zell-Lyse und
Inhibition der Freisetzung neuer Viruspartikel).™

Humane monoklonale Antikorper (hmAbs) sind prinzipiell durch eine Reihe von
Eigenschaften ideale Wirkstoffe. Sie werden als Korpereigen erkannt, haben bis zu drei
Wochen lange Halbwertszeiten, konnen endogene Krankheitsbekdmpfungsmechanismen
komplementieren und weisen hohe Bindungsaffinititen (nM-fM) verbunden mit hoher
Spezifitit auf. Die Fortschritte der Molekularbiologie wirkten sich drastisch auf die
Selektionsmdglichkeiten sowie die rekombinante Erzeugung nahezu vollstindig humaner
Antikérper aus.* Die Verabreichung von Antikérpern kann nur durch regelmiBige Injektion
erfolgen. Dieser Umstand, verbunden mit den derzeit noch bis zu hundertfach héheren
Herstellungskosten verglichen mit niedermolekularen Wirkstoffen, limitieren den
uneingeschrinkten Einsatz therapeutischer Antikorper. In diesem Zusammenhang sind
jedoch auch die hoheren Entwicklungskosten fiir niedermolekulare Wirkstoffe zu

beriicksichtigen.®
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1.2.3 Das Antikorperfragment scFv

Die kleinste von humanen Immunglobulinen abgeleitete antigenbindende Einheit stellt
das scFv (single-chain Fv) dar. Ein scFv besteht aus der VH und der VL-Doméne eines
Antikorpers, welche aus je etwa 109 Aminosduren aufgebaut sind. Da zwischen den Fv-
Regionen der schweren und leichten Kette keine intermolekulare Disulfidbriicke besteht,
miissen die VH- und VL-Doménen iiber einen Peptidlinker stabilisiert werden (Abb. 1.7).

A Antigen-

Bindungs-
stelle

C-terminale Sequenz

Abb. 1.7 Darstellung des C,Aminosdureriickgrates eines scFv, VL: Variable Region
der leichten Kette; VH: Variable Region der schweren Kette.™’

Terminale Verldngerungen dienen der Verdnderung von biochemischen Eigenschaften
des Fusionsproteins. So konnen scFv beispielsweise iiber eine Hisg-Sequenz fiir die
Isolierung aus periplasmatischen Extrakten verfiigen. Durch den Einsatz von scFv anstelle
von vollstindigen Immunglobulinen vermindert man Nachteile bei der Durchfiihrung von
Selektionsverfahren.*® Standardverfahren der Molekularbiologie ermdglichen im Anschluss
an die Selektion eine Uberfilhrung in bivalente, humane Immunglobulinformate der

gewlinschten Spezifitit und Effektorfunktion.
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1.3 Antikérper im Zusammenhang mit HIV-1

Eine Reihe unterschiedlichster experimenteller Daten stiitzen die Hypothese, dass IgG-
Antikorper in der Lage sind, eine im Wirt vorkommende Menge an Virenlast zu
inaktivieren.®® Bis heute werden daher in Bezug auf die HIV-Infektion stetig neue Versuche
unternommen, gezielt neutralisierende Antikdrper zu induzieren.*® Dass die Suche nach
breit-neutralisierenden Antikorpern oft erfolglos ist, belegt eine im Jahre 2003
verdffentlichte Zusammenstellung von humanen, monoklonalen HIV-1 neutralisierenden
Antikérpern (HIV Immunology and HIV/SIV Vaccine Database).r’ Lediglich finf von
insgesamt 174 aufgelisteten mAbs sind als breit- und stark-neutralisierend eingestuft (2G12,
b12, 447-52D, 2F5 und 4E10). Wesentliche Probleme bereitet die Mutationsrate des Virus
sowie die dynamisch abschirmende und als wirtseigen erkannte Glycanhiille des gp120.
Eine Maskierung des gp120 gegeniiber Antikorpern ist zusdtzlich durch konformationelle
Freiheiten des Proteinanteils geprigt.***’ Die letzte im grofen MaBstab durchgefiihrte
klinische Studie der Phase III mit gp120-basierten Vakzinvarianten (AIDSVAX) scheiterte
vermutlich an eben diesen Eigenschaften des HI-Virus, ebenso wie auch weitere mit bisher
mehr als 50 Kandidaten durchgefiihrte Vakzinstudien.” Fortwihrend gibt es neue Ansitze,
geeignete Impfstoffe zu erzeugen.’’”'> Da auf dem Gebiet der HIV-Vakzinforschung
derzeit kaum Fortschritte gelingen, befassen sich einige Arbeiten nicht mehr direkt mit der
Entwicklung von Vakzinen, sondern verfolgen unter dem Begriff der Retrovakzinologie
einen umgekehrten Ansatz. In diesem wird versucht, durch ein breites Neutralisierungs-
potential charakterisierte Antikorper (z.B. aus Seren infizierter Spender) hinsichtlich ihrer
Wechselwirkung mit dem HI-Virus strukturell genau zu analysieren und erst im Anschluss
Uberlegungen zu beginnen, wie man die Produktion genau solcher Antikdrper im Patienten
induzieren kann. Erfolge sind jedoch auch mit diesem Ansatz noch nicht erzielt worden.
Neben der Induktion gerichteter Immunantworten konnen neutralisierende mAbs auch
rekombinant dargestellt und HIV-infizierten Patienten verabreicht werden. Einige wenige
HIV-Antikorper werden derzeit in klinischen Studien der Phase II im Rahmen einer solchen

. . . 93;94
passiven Immunisierung getestet.”™

1.3.1 Antikorper induzierende Epitope von HIV-1

Die viralen Glycoproteine gp41 und gp120 stellen in Form ihrer oligomeren Komplexe,
den sogenannten Spikes, auf der Oberfliche der Viren den Hauptangriffspunkt fiir
neutralisierende Antikorper dar.”” Die immunodominaten Bereiche dieser viralen
Glycoproteine fiihren jedoch groBtenteils zu nicht-neutralisierenden Antikorpern.”®
Auf Seiten des gp41 haben die dicht an der Membranoberfliche (MPER) bindenden

humanen mAbs 2F5 und 4E10 das groBte Neutralisierungspotential. Es wird vermutet, dass
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beide den Prozess der Virus/Zellfusion behindern.'” An gpl20 bindende Antikorper
konnen, je nach Lokalisation des Epitops, verschiedenen Gruppen zugewiesen werden.
Wesentliche Gruppen sind anti-V1, anti-V2, anti-V3, anti-CD4-binding site (CD4bs) und
anti-CD4-induced (CD4i). Die V1-Region des gp120 unterliegt, wie auch die V2-Region,
stairkerer Mutation als etwa die V3-Region. Zudem wird eine geringe Immunogenitéit im
Kontext des gp120-Oligomeres vermutet. Lediglich aus transgenen Miusen konnten bisher
Antikdrper erhalten werden. Der am besten analysierte anti-V2 Antikorper (697-D) hat nur
schwach neutralisierendes Potential.””"'*"*!%  Als anti-CDbs eingestufte Antikdrper
inhibieren die Bindung von CD4 an gp120. Aus einer Anzahl von 30 dokumentierten mAbs
und 15 Fab-Fragmenten hat sich IgG1 b12 als inhibierend gegeniiber HIV-Primérisolaten
(PI) erwiesen.'” Auch b12 weist eine Besonderheit auf, wodurch er sich zusammen mit den
wenigen anderen potenten HIV-1 neutralisierenden Antikoérpern von reguldren, nicht-
inhibierenden Antikdrpern unterscheidet. Im Falle von b12 ist diese Besonderheit eine 18
Aminosiure lange CDR-H3-Region welche eine fingerartige Struktur besitzt.'® Das erst
durch Wechselwirkung mit CD4 induzierte Epitop (CDi) wird nur von einer kleinen Gruppe
humaner Antikorper erkannt. Fab XS und 17b sind solche Vertreter, wobei XS aus einem
Phage Display Ansatz mit einer Bibliothek eines mit HIV-infizierten Patienten isoliert
wurde.'” In diesem Falle macht die GroBe des Antikorpers die Besonderheit aus, da das
Neutralisierungspotential mit zunehmender GréBe abnimmt (scFv > Fab > IgG).”

Neben diesen mit dem Proteinanteil wechselwirkenden Antikorpern stellt der als Fab-
Dimer vorliegende 2G12 eine Besonderheit dar. Die Dimerisierung ermoglicht die
Erkennung al->2 verkniipfter Mannoseeinheiten von Glycanen in einer fiir gpl20
spezifischen raumlichen Anordnung.'®'%!'%® Dieser Antikérper wurde zusammen mit den
gp41-bindenden Antikorpern 4E10 und 2FS bereits in Phase II Studien getestet, wobei
besonders 2G12 auch gegeniiber Fluchtmutanten inhibitorisches Potential aufwies.”*'%’

Ein kiirzlich isolierter humaner Antikorper (2909) erkennt vermutlich ein Epitop von
quartirer Natur, da dieser keine Interaktion mit gelosten HIV-Proteinen eingeht.''’ Ein
neuartiges und ebenso noch nicht aufgeklartes Epitop weist zudem ein muriner Antikérper
(D19) auf.''' Es ist abzusehen, dass solche quartiren Epitope ebenso wie Kohlenhydrat-
basierte Epitope in zunehmendem Malle bei HIV-Vakzinkonzepten Beachtung finden

112;11
werden, %113
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1.3.2 V3-Antikorper

Die Vielzahl an in Datenbanken dokumentierten V3-Antikdrpern (anti-V3 mAbs) belegt
die hohe Immunogenitét der V3-Region. Die meisten dieser Antikdrper sind jedoch Isolat-
spezifisch, das heiflt ohne breit neutralisierende Wirkung. Die Bedeutung der V3-Region in
Bezug auf den Virus-Entry liegt in der Interaktion mit dem HIV-Korezeptor, wobei die V3-

114 .
Um diese

Loop eine dhnliche Struktur wie die natiirlichen Chemokinliganden einnimmt.
Struktur und Korezeptorspezifitit (CCR5 oder CXCR4) zu gewihrleisten, besteht ein
Zwang, bestimmte Positionen der V3-Region konserviert zu halten. Dieses trifft vor allem
auf das turn-induzierende GPGR- oder GPGQ-Motiv an der Spitze der Loop zu. Aus einer
grolen Anzahl von fiir die V3-Spitze spezifischen Antikoérpern verfiigt der ausfiihrlich
charakterisierte 1gG3 447-52D iiber das breiteste Neutralisierungspotential. Er wurde 1993
von M. Gorny und S. Zolla-Pazner aus mit EBV transformierten periphdren Lymphozyten
eines HIV-1 Patienten erhalten.'"”
Sequenz YNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIG (V3un) eingesetzt. Wichtige vergleichende
Studien beziiglich des neutralisierenden Potentials wurden im Jahre 2000 von Nyambi et. al.
und im Jahre 2004 von Binley et. al. durchgefiihrt.'”"*''® 447-52D vermag 45% von

Subtyp B Primirisolaten sowie lediglich 7% anderer Subtypen zu neutralisieren und ist

Fiir die Isolierung des Klons wurde ein V3-Peptid der

damit der effektivste seiner Klasse. Die Substitution des Subtyp B Motivs von GPGR zu
GPGQ geht mit erheblich erniedrigter Bindungsaffinitit einher.''”  Eine
Kristallstrukturanalyse eines Fab-Fragmentes von 447-52D mit dem V3jp-Peptid
(RKSIRIQRGPGRAFVTIG) von Stanfield er. al. deckte die Besonderheit dieses V3-
Antikérpers unter der groBen Zahl von fiir die V3-Spitze spezifischen Antikorpern auf.>
Neben dem Kernepitop GPXR erfolgt die Wechselwirkung mit der N-terminal
flankierenden Seite (KRIHI) im Wesentlichen {iber Peptidriickgratwechselwirkungen und ist
somit unbeeinflusst von in diesem Bereich héufig auftretenden Mutationen der
Seitenketten.”’ Ein in Jahr 2004 in einer Phase I Studie untersuchter humanisierter
Antikrper (hNMO1) ist ebenfalls auf das GPGRAF-Motiv angewiesen.''™'"” Das
Kernepitop ,,PGR* wird dem durch Immunisierung mit V3-Peptiden gewonnenen
humanisierten Antikorper KD-247 zugeschrieben.'”® Dieser bindet, wie anhand von
Oberflachenplasmonenresonanzstudien herausgefunden wurde, im einstelligen nanomolaren
Bereich an das V3-Peptid (YNKRKRIHIGPGRAYTTKNC). In passiven Immunisierungs-
studien mit Affen und S/HI-Viren sind bereits Erfolge zu vermelden, wobei auch bei diesem
Antikdrper das Kernepitop nicht verdndert vorliegen darf.'*!

Antikorper, deren Epitope nicht (QR)GPGR oder (QR)GPGQ beinhalten, sind nur in
einer duflerst geringen Anzahl dokumentiert worden. Zu den am intensivsten untersuchten
Antikorpern, deren Epitope N-terminal lokalisiert sind gehoren 257-2D (KRIHI), 311-11D
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(KRIHIGP) sowie ein Satz von sechs weiteren.'”” Die Positionen von K305 bis 1307
gehoren jedoch zu einem recht variablen Abschnitt der V3-Loop, so dass nur bedingt
neutralisiernde Breite vorhanden ist. Das Epitop des humanen Antikorpers IgM MO97/V3
ist, bezogen auf ein nicht glycosyliertes gp120-Konstrukt, mit PNNNTRKSIR angegeben.
Eine neutralisierende Wirkung liegt jedoch nicht vor.””'* Auch die murinen Antikorper
IIIB-V3-21 (INCTRP) und IIIB-V3-26 (SVEINCTRPNNNTRKSI) weisen keine
neutralisierenden Eigenschaften auf.'**'*> Der ebenfalls murine Antikorper 9284 mit dem
Epitop NNTKSIRIQRG ist abhdngig von der selten vorkommenden QR-Insertion der X4-
tropen gp120-111B Sequenz.l%'128

Der strukturgebende B-turn ist im Vergleich zu vielen anderen V3-Positionen hoch
konserviert. Ebenfalls hoch konserviert ist allerdings auch die Region **RP-NNTR**, ohne
dass es zur Bildung von neutralisierenden mAbs kommt. Eine Begriindung fiir die Seltenheit
der (QR)GPG-unabhéngigen Antikorper lédsst sich folgendermaflen formulieren. R5-tropen
Stimme weisen neben N- und C-terminal lokalisierten Glycanen innerhalb der Loop eine
komplex Typ Glycosylierung auf (N301). Die zum Teil hoch konservierten Positionen

129

werden somit von den flexiblen Oligosaccharidstrukturen maskiert. ~ Im Einklang damit

konnte belegt werden, dass eine fehlende Glycosylierung an N301 den HI-Virus dem

3% Durch die beiden erwihnten Sachverhalte

Immunsystem zuginglicher macht.
(Variabilitdt und Glycosylierung) scheint auch das Scheitern zahlreicher Immunisierungen
mit linearen V3-Peptiden mitbegriindet zu sein."**"*'"** Auch neueste Studien mit
immunisierten Nagetieren unter Einsatz einer groen Anzahl von unterschiedlich
substituierten linearen V3-Peptiden fiihrten zu lediglich 31% Neutralisierung von HIV-1
Primérisolaten des Subtyps B.'*?

Auf eine vollstindige Nennung aller V3-Antikérper wird im Rahmen dieser Einleitung
unter Verweis auf die HIV Molecular Immunology Datenbank verzichtet.®” Keiner der zur
Zeit dokumentierten V3-Antikorper ist bisher potenter als 447-52D eingestuft worden.
Ebenso ist derzeit kein anti-V3 mAb benannt worden, der eine direkte Interaktion mit der an
N301 befindlichen Glycosylierung eingeht. Stattdessen ist fiir die deutliche Mehrheit
(>90%) der dokumentierten V3-Antikorper das konservierte turn-bildende (QR)GPG-
Motiv essentiell. Im Vergleich zu 2G12 (Glycan), 4E10 und 2FS5 (beide gp41) scheinen V3-

Antikorper in ihrer Féhigkeit breit und potent HI-Viren zu neutralisieren, unterlegen zu sein.
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1.4 Methoden

1.4.1 Peptidsynthese
Den Anspriichen polyfunktionale Aminosduren automatisiert zu Peptiden zu verkniipfen,
wurde R. B. Merrifield 1984 mit der Entwicklung der Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

gerecht.'*

Das Prinzip beruht auf der Fixierung des C-terminalen Endes einer NH,-
geschiitzten Aminosédure an ein Harz, dem Entfernen der Schutzgruppe und dem Anfiigen
der nidchsten NH,-geschiitzten Aminosdure. Die Fixierung an das Harz ermoglicht
Waschschritte zur Entfernung iiberschiissiger, nicht umgesetzter Reagenzien. Damit keine
Deletionspeptide entstehen, kdnnen nach jedem Kupplungszyklus freie Aminogruppen mit
Essigsdureanhydrid verestert werden (capping). Nach beendeter Peptidsynthese erfolgt die
Abspaltung des Peptids vom Harz mit zumeist simultaner Entfernung der sdurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen.'*®

Als Schutzgruppe der freien Aminofunktion der zu kuppelnden Aminosdure hat sich
Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) bewéhrt (Abb. 1.8)."*°® Die Gruppe ist bereits unter
mild basischen Bedingungen abspaltbar, wobei Piperidin auch als scavenger fiir das
entstechende Dibenzofulven dient. Die Ausbeute eines Kupplungszyklus kann zudem

UV/Vis-spektroskopisch bestimmt werden.

mit R = Rest des Peptids
Abb. 1.8 Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt nach dem E1 .,-Mechanismus.

Das Carboxylkohlenstoffatom der zu verkniipfenden Aminoséure muss aktiviert werden,
da es sonst lediglich zu einer Sdure-Base-Reaktion zwischen der Aminogruppe und der
Carboxylatgruppe kommen wiirde. Nach der sogenannten Aktivestermethode wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Carboxylatgruppe in situ mit 2-(1H-Benzotriazol-1-yl-)-1,1,3,3,-
tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU) {iiber ein reaktives Acyluronium-Derivat zu
einem Benzotriazoylester umgesetzt (Abb. 1.9)."*7 Treibende Kraft der Reaktion zum
Aktivester ist die Entstehung von Tetramethylharnstoff. Durch Zugabe von
Diisopropylethylamin (DIPEA) wird der pH-Wert auf 8.5 bis 9.0 gehalten.
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Abb. 1.9 Reaktion der Carboxylatgruppe mit TBTU zu einem Benzotriazoylester. Die
Umsetzung mit einer Aminofunktion erfolgt vermutlich ausgehend von einer reaktiven
Zwischenstufe.

Bei der Peptidsynthese besteht ein exponentieller Zusammenhang der Gesamtausbeute
von der durchschnittlichen Ausbeute der Einzelreaktionen. Um eine maximale Ausbeute zu
erzielen, beinhaltet jeder Kupplungszyklus daher eine Dreifachkupplung mit jeweils

vierfachem Uberschuss an Aminoséure.

1.4.2 Synthese von Glycopeptiden

Zur Darstellung von Glycopeptiden gibt es mehrere Moglichkeiten. So ist sowohl der
Einsatz der Festphasenpeptidsynthese als auch eines molekularbiologischen
Expressionssystems denkbar. Bei letzterer Methode ist die Art, Ausprigung und
Homogenitdt der Glycosylierung stark vom gewidhlten Wirtssystem abhdngig. Bei der
Verwendung der Festphasenpeptidsynthese werden entweder die Kohlenhydrate nach
abgeschlossener Peptidsynthese selektiv angefiligt oder eine entsprechende N-, S- oder T-
Glycosylaminosdure ist vorhanden und wird wéhrend der Festphasensynthese als Baustein
verwendet. Die notigen N- oder S/T-Glycosylbausteine konnen rein chemisch oder durch
Zuhilfenahme von Enzymen (z.B. Glycosyltransferasen) aus biologischen Vorstufen
dargestellt werden, wobei ein solches Vorgehen vor allem bei komplexen Oligosacchariden

138;139

in Betracht kommt. Eine prédparativ verhdltnismiBig gut zugingliche Glycosyl-

aminoséure ist das mit Chitobiosylamin verkniipfte Asparagin (Abb. 1.10).

OAc

AcO OAc
AcO Q

Z
T
>
[+
o]
ZT

/< O NHFmoc

Abb. 1.10 Die N-Glycosylaminosdure Fmoc-Asn(AcsChi)-OH:
N°-(Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N*-(3,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-
4-0-(3",4°,6 -tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-f-D-
glucopyranosyl))asparagin."*’
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Die Hydroxygruppen der Kohlenhydrate sind mit Acteylgruppen geschiitzt, welche im
Anschluss an die Peptidsynthese noch vor der Abspaltung vom Harz entfernt werden
konnen. Der N-Chitobiosylbaustein wird ausgehend von Chitin und Asparaginsdure
dargestellt, wobei die Kupplung an die y-Carboxylgruppe von Aspartat mit

141

Chitiobiosylamin erfolgt. Bereits solche minimierten Glycostrukturen konnen in

entsprechenden Untersuchungen wichtige Beitrdge iiber den Einfluss der Glycosylierung in

Bezug auf biologisch relevante Interaktionen erbringen.

1.4.3 Phage Display Technologie
Zur Isolierung von spezifischen monoklonalen Antikérpern aus einem Repertoire von
Antikdrpern stehen neben dem traditionellen Verfahren der Hybridomtechnik'** unter

anderem das Ribosom-Display'*

und die Methode der Phage Display Technologie zur
Verfigung.'**'*®  Das Prinzip letzterer Technologie ist die Ubertragung des
Selektionsvorganges vom Wirbeltierorganismus ins Reagenzglas unter Zuhilfenahme der
gut beherrschten E. coli-Genetik. Zentraler Punkt der Technologie ist dabei die physische
Kopplung von Gen und Genprodukt in Form eines scFv-prisentierenden filamentdsen
Phagen, dessen Vektor die genetische Information fiir das scFv enthdlt (Abb. 1.11). Das
scFv kann als Fusionsprotein mit Phagenhiillbestandteilen prisentiert werden, wobei

besonders die Fusion an das pllI-Hiillprotein bewéhrt ist.

g

Phagemidvektor

scFv-Gen-llI-
Fusionsprotein

. Gen-llI-Protein

Abb. 1.11 Schematische Darstellung eines scFv-prdsentierenden filamentésen Phagen.
In diesem Fall liegt ein Phagemidvektor vor, der lediglich das Gen fiir das scFv-plll-
Fusionsprotein enthdlt. Alle anderen Phagenkomponenten werden von Helferphagen
bereitgestellt.""’

Filamentdse Phagen infizieren ihren Wirt (E. coli) durch Wechselwirkung einer Doméne
des pllI-Hiillproteins mit dem F-Pilus des Wirtes. Pro Zellzyklus werden unter
Beeintriachtigung der Replikationsrate des Wirtes zwischen 100 und 200 Phagenpartikel

freigesetzt.
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Eine Phage Display Selektion beinhaltet die Inkubation der Bibliothek in Form von
scFv-priasentierenden Phagen mit dem Antigen, woran sich die Isolierung des Komplexes
aus Antigen und bindenden Phagen anschlief3t. Diese isolierten Phagen kdnnen dann genutzt
werden, um naive E. coli Kulturen zu infizieren, welche somit eine angereicherte Bibliothek
in Form von Phagemidvektoren in sich tragen. Ublicherweise werden mehrere
Selektionsrunden unter teilweise veranderten Rahmenbedingungen bestritten, bevor aus den
infizierten E. coli Kulturen einzelne Kolonien zur monoklonalen Analyse herangezogen
werden.

Da das scFv-Fragment einen Selektionsnachteil fiir die entsprechenden Phagenpartikel
bedeutet,'*® wurde ein auf Phagemidvektoren basierendes System entwickelt.'*”"'* Diese
Vektoren enthalten vom Phagengenom lediglich das Gen des scFv-plll-Fusionsproteins
sowie die Signalsequenz zur Verpackung in Phagenpartikel. Vollstandige Phagenpartikel
entstechen durch Infektion mit Helferphagen. Die Generierung, Lagerung und
Vervielfiltigung der Bibliothek kann ohne Expression des Antikdrperfragments in E. coli
vollzogen werden. Neben dieser Phagemidvariante gibt es weitere optimierte Methodiken,
zu denen zum Beispiel der Einsatz selektiv infektioser Phagen gehort.'”! !>

Ausgangspunkt zur Generierung einer Antikorperbibliothek ist aus B-Lymphozyten-
mRNA gewonnene cDNA von idealerweise immuniserten Spendern. Oftmals werden
bestimmte CD-Regionen wie etwa die CDR3 durch synthetische Zufallssequenzen ersetzt,
um die Komplexitit der Bibliothek zu erhéhen. Die gemeinsame Transformation von VH
und VL Segmenten fithrt zur weiteren Diversifizierung und stellt gleichzeitig den
entscheidenden Schritt der Bibliotheksgenerierung dar. Eine etablierte Methode ist hierbei
die kombinatorische Infektion (in vivo Rekombination) unter Einsatz von Plasmidvektoren
(VH), Phagenpartikeln (VL) und einer Rekombinase.'”® Komplexititsgrenzen sind in Bezug
auf den Nachweis von BibliotheksgroBen groBer als 10'' Klone und die praktisch

einsetzbare Phagenzahl mit heutigen Generierungsmethoden iiberschritten.™
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1.4.4 SPR-Bindungsstudien

14.4.1 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

Das Gesetz der Totalreflexion besagt, dass bei einem Ubergang vom optisch dichteren
ins diinnere Medium (ny>n;) der Einfallswinkel einen bestimmten Grenzwert (og) nicht
iiberschreiten kann (sin o = n;/n;). Bei allen Einfallswinkeln o > o tritt Totalreflexion auf
und die gesamte Lichtenergie wird gemill dem Reflexionsgesetz in das optisch dichtere
Medium reflektiert. Obgleich dabei kein Nettoenergieverlust stattfindet, entsteht im optisch
diinneren Bereich ein sogenanntes evaneszierendes Feld. Ist ein diinner Film eines leitenden
Materials auf das optisch dichtere Medium aufgetragen, so kommt es in einem bestimmten
Totalreflexionswinkel durch dieses evaneszierende Feld zur Anregung von Oberflichen-

154
Plasmonen.

Diese Resonanz fiihrt zu einer deutlichen Verstirkung des evaneszierenden
Feldes (SPR, surface plasmon resonance).””> " Einhergehend mit dem Auftreten von SPR
ist eine Reduktion der Intensitdt des reflektierten Lichtes in Form eines Dunkelfeldes zu
registrieren. Dieser Vorgang wird in der Quantenmechanik durch die Wechselwirkung des
Wellenvektors des einfallenden Lichts und der Oberflachenplasmonen beschrieben und
findet nur statt, wenn diese in GroBe und Richtung gleich sind. Der Wellenvektor des
Plasmons ist abhéngig sowohl von dem Brechungsindex der diinnen leitenden Schicht (ngp)
als auch von dem des optisch diinneren Mediums (n;). Damit es nach einer Anderung von n,

wieder zu SPR kommt, muss eine Anderung des Einfallswinkels oder der Wellenléinge des

einfallenden Lichts erfolgen.

1.4.4.2 SPR-Sensorchipsystem

Der Firma Biacore (Uppsala, Schweden) gelang es Anfang der neunziger Jahre ein auf
der Oberflichenplasmonenresonanz beruhendes Sensorchipsystem auf dem Markt zu
etablieren, welches in der Lage ist, Interaktionen einer biospezifischen Oberfldche mit einer
in Losung befindlichen Komponente zu untersuchen.'>® Das optisch dichtere Medium ist bei
dem Biacoresystem ein Glastrdger, welcher mit einem Goldfilm bedeckt ist. Das optisch
diinnere Medium stellt eine Flusszelle dar. Ein Bindungspartner wird auf dem Goldfilm
immobilisiert und der andere sich in Losung befindliche Bindungspartner wird
dariibergeleitet. Ein Wechselwirkungsereignis zwischen diesen beiden Komponenten fiihrt
zu einer Erhohung des Brechungsindexes n;. Durch Anderung von n; dndert sich der Winkel
bei dem SPR auftritt. Die Verschiebung des Intensitdtsminimums der Totalreflexion ist also
der den Messungen zugrunde liegende Parameter zur Verfolgung von Bindungsereignissen.
Eine Anderung des Brechungsindexes um 1-107 verursacht eine 0.1°-Verschiebung des

SPR-Winkels, wobei aktuelle Gerite Anderungen von 0.0001° verfolgen koénnen.
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Monochromatisches Licht (760 nm) wird als Biindel auf den Chip gestrahlt, so dass alle
Totalreflexionswinkel gleichzeitig abgedeckt sind. Als Signal wird die Verdnderung des
SPR-Winkels in RU (Response Unit) ausgegeben. Da die Injektion der geldsten
Komponente jedoch auch ohne spezifisches Bindungsereignis zu einer gewissen
Verinderung des RU-Wertes fiihrt, wird parallel zur Messung der Flusszelle stets eine
Referenzzelle vermessen, auf der kein Bindungspartner immobilisiert wurde. Erst die
Differenz dieser beiden RU-Werte stellt die eigentliche Kurve eines Sensorgramms mit der
Response Difference (Resp.Diff.) als Ordinatenachse dar (Abb. 1.12).

Die Immobilisierung der Molekiile kann unterschiedlich durchgefiihrt werden.'”’

Eine
gebrauchliche Methode stellt die kovalente Fixierung dar. Hierfiir ist auf den Goldfilm eine
carboxymethylierte Dextranmatrix (CM-Dextran) aufgetragen an dessen Carboxylgruppen
Molekiile iiber freie Aminogruppen kovalent an die Chipoberfliche gebunden werden
konnen. Auf diversen anderen erhéltlichen Chipoberflichen kdnnen biotinylierte Proteine
iiber Streptavidin und Proteine mit Hise-Sequenz iiber einen Nickelchelat-Komplex
immobilisiert werden. Dariiber hinaus ist es mdglich, reversibel Lipiddoppelmembranen auf
der Oberflache abzuscheiden, in welche Molekiile eingelagert werden konnen.

Die in Losung gebrachte Komponente wird durch die Flusszelle geleitet und der
Resp.Diff.-Wert steigt, sofern eine Wechselwirkung stattfindet. Wird anschlieBend mit
Puffer nachgespiilt kommt es zur allmihlichen Dissoziation. Die Wiederherstellung des
Ausgangszustandes  gelingt oftmals nur durch Injektion einer geeigneten
Regenerationslosung (z.B. Detergenz, Sdure). Das Sensorgramm ist die Auftragung der RU-

Werte von der Injektion bis zur Regeneration gegen die Zeit (Abb. 1.12).
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Abb. 1.12 Sensorgramm einer SPR-Messung. Die Analyse des Verlaufs der Assoziation
und Dissoziation mit der Zeit erlaubt die Bestimmung von kinetischen Daten (ka, kd).
Aus der Konzentrationsabhdngigkeit der Gleichgewichtswerte ergibt sich die
thermodynamische Dissoziationskonstante Kp.
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Aus dem Sensorgramm lassen sich die Geschwindigkeitsrate der Assoziation (ka) und
die der Dissoziation (kd) bestimmen. Der erreichte Gleichgewichtszustand ermdglicht den
quantitativen Vergleich der Bindungseigenschaften gegeniiber anderen Bindungspartnern.
Die thermodynamische Dissozationskonstante (Kp) ergibt sich wie folgt aus den beiden

Geschwindigkeitskonstanten:

Kp=[A]-[B]/[AB]=kd/ ka

Gleichung 1.1 Die thermodynamische Dissoziationskonstante Ky, [mol/L]:

[A] = Konzentration der immobilisierten Komponente

[B] = Konzentration der in Losung befindlichen Komponente

[AB] = Konzentration des Ligand-Rezeptor-Komplexes

Oft stehen einer exakten Bestimmung beider kinetischen Konstanten jedoch Probleme

gegeniiber. Genannt seien an dieser Stelle die Datenrate des Gerétes, diffusionsbedingte
Massentransportlimitierung,'® Riickbindungseffekte'®' und Referenzzellenphéinomene.'®
Die thermodynamische Dissoziationskonstante lasst sich jedoch auch durch Aufnahme von
Konzentrationsreihen ermitteln (steady state affinity). Die Gleichgewichtswerte einer jeden
Konzentration werden gegen die Konzentration aufgetragen und der Datenpunktverlauf der

folgenden Gleichung angepasst:
Resp.Diff g = Resp.Diff.nax - [B] / (Kp + [B])

Gleichung 1.2 Affinitdit im Gleichgewichtszustand:

Resp.Diff. ¢, [RU] : Gleichgewichtswert der jeweiligen Konzentration von B
Resp.Diff- ar [RU] : Gleichgewichtswert bei unendlich hoher Konzentration von B
[B]: Konzentration der in Losung befindlichen Komponente B [mol/L]

Kp: thermodynamische Dissoziationskonstante [mol/L]

Gegeniiber anderen etablierten Assays sind einige Vorteile hervorzuheben. SPR-Studien
sind durch die verschiedenen Chipoberflaichen vielseitig einsetzbar. Biologisch aktive
Molekiile konnen aus nicht aufgereinigten Proben heraus verwendet werden. Die
Interaktionspartner konnen sondenfrei eingesetzt werden. Die Messungen erfolgen in einem
flieBenden System mit variierbarer Flussrate (2 bis 100 pL/min). Der Probenbedarf ist
gegeniiber anderen Methoden wie etwa der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) gering.
Als Echtzeitmethode lassen sich kinetische Daten aus den Messreihen ableiten. Die
neuesten Gerdte konnen konstante Temperaturen gewaihrleisten, so dass durch die
Bestimmung von Kp-Werten in Abhéngigkeit von der Temperatur thermodynamische Daten

tiber Enthalpie und Entropie zugénglich sind.
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1.4.5 Sittigungstransfer-Differenz (STD) NMR Spektroskopie

Die von Meyer et. al. entwickelte Methode der Séttigungstransfer-Differenz (STD) NMR
Spektroskopie ist ein Verfahren, bei dem die Interaktion eines in Losung befindlichen
Liganden niedrigen Molekulargewichts (<7kD) mit einem ebenfalls geldsten
makromolekularen Rezeptor untersucht werden kann. Die erhaltenen Informationen aus
STD NMR Experimenten erlauben eine Differenzierung zwischen bindenden und nicht-
bindenden Liganden, den Zugang zu thermodynamischen Dissoziationskonstanten und
eroffnen ferner die Moglichkeit zu einer detaillierten Epitopformulierung auf Seiten des
Liganden beziiglich des Rezeptormolekiils.'®*'**

Bei der STD NMR Spektroskopie ist die sogenannte Spin-Diffusion von Bedeutung.'®
Abhidngig von der Auspriagung einer definierten Tertidrstruktur eines Proteins liegt das
Spindiffusionslimit bei etwa 10 kD. Aufgrund von kurzen T,-Relaxationszeiten haben diese
Molekiile stark verbreiterte Protonensignale dessen gemeinsame Hiillkurve iiber den
reguliren 'H-ppm Bereich hinausreicht. Wird etwa bei —1 ppm selektiv mit einer Kaskade
von GauBlpulsen eingestrahlt, so verteilt sich durch Spin-Diffusion die Sattigung
gleichméBig liber das gesamte Protein. Die Signale des niedermolekularen Liganden bleiben
durch diese selektive Sittigung bei —1 ppm jedoch unbeeinflusst. Tritt der Ligand nun in
Interaktion mit dem gesittigten Rezeptorprotein, so erfahren die Protonen mit engem
rdumlichen Kontakt zum Protein einen Teil dieser Séttigung, was sich in Form von
Intensitdtsverlust der Signale des Liganden im dissoziierten Zustand detektieren ldsst
(Abb. 1.13).

selektive
Satugu ng

Off resonance-Spekitrum
Ligandmolekul

H
il %
Rezeptor-
protein

J M On resonance-Spektrum

Differenz-Spektrum (STD)

Abb. 1.13 STD NMR Spektroskopie: Nach einer selektiven Sdttigung des
Rezeptorproteins wird diese auf den gebundenen Liganden iibertragen und im
dissoziierten Zustand als Signalintensitdtsverlust wahrgenommen (On resonance).
Ohne Sdttigung des Proteins erfolgt kein Sdttigungstransfer (Off resonance). Die
Differenz der Spektren (STD) beinhaltet Signale von Protonen die im gebundenen
Zustand rdumlichen Kontakt zum Rezeptor haben. Je enger dieser Kontakt, desto
intensiver ist das Signal im Differenzspektrum.
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Die Differenz zu einem Spektrum ohne Rezeptor-Vorséttigung fithrt zu Signalen von
bindenden Protonengruppen (STD-Spektrum). Uber die Intensitit eines jeden
Ligandensignals im STD-Spektrum beziiglich des Off resonance-Spektrums in Prozent
(STD-Prozent) kann auf atomarer Ebene das Epitop formuliert werden. Aus der
Abhingigkeit der STD-Prozentwerte von der Ligandkonzentration erfolgt nach
Berticksichtigung des Ligandiiberschusses iiber die sogenannten STD-Amplikationsfaktoren

(STDAmp!) die Bestimmung der thermodynamischen Dissoziationskonstanten.

10 _Isat . [L]g
IO [P]g
Gleichung 1.3 Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors:
1y = Signalintensitit im Off resonance-Spektrum; I, = Signalintensitit im On

resonance-Spektrum; 1 - I, = Signalintensitit im STD-Spektrum; [L], = Gesamt-
ligandkonzentration, [P], = Gesamtrezeptorkonzentration.

STDAmpl. =

Bei der Auftragung der Amplifikationsfaktoren (STDampi) gegen die Ligand-
konzentration ergibt sich im Falle einer spezifischen Bindung ein Verlauf, welcher der
folgenden Funktion angepasst werden kann:

STD

_ Ampl.(max) ’
STDAmpl. - KD +[L]

[L]

Gleichung 1.4 Affinitdit im Gleichgewichtszustand:
[L] =Ligandkonzentration, Kp = thermodynamische Dissoziationskonstante,
STD g1 max) = Gleichgewichtswert bei unendlich hoher Ligandkonzentration.

Da nichtbindende niedermolekulare Molekiile keinerlei Sittigung erfahren, zeigen diese
im STD-Spektrum keine Signale. Auf dieser Grundlage ist es gelungen, einen bindenden
Liganden aus einer Anzahl an nichtbindenden Liganden in der selben Probe zu
identifizieren (screening).'® Der Einsatzbereich von STD NMR Experimenten ist nicht nur
durch die Molekulargewichte sondern auch durch die Kinetik der Interaktion limitiert.
Tiefergehende Interpretationen von STD NMR Experimenten beinhalten die Berechnung
von komplexen Relaxations- und Austauschmatrices.'®® Neueste Weiterentwicklungen
beruhen auf der Doppeldifferenzmethode (STDD) bei denen STD-Spektren mit komplexer
biologischer Matrix (Zellsysteme) in An- und Abwesenheit von Ligand aufgenommen und

subtrahiert werden.'®’
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2. Problemstellung

Ein entscheidender Schritt bei der Infektion humaner CD4" Lymphozyten mit dem HI-
Virus ist die Interaktion der V3-Region des viralen Glycoproteins gp120 mit dem CCRS5-
Rezeptor auf Makrophagen. Diese Interaktion ist Ziel fiir die im Rahmen dieser Arbeit
angestrebte HIV-Entry Inhibition durch monoklonale V3-spezifische Antikorperfragmente.

Eine deutliche Mehrheit der aus Seren HIV-1 infizierter Patienten isolierten Antikdrper
bindet an ein hochkonserviertes [-Schleifen-Strukturmotiv der V3-Region, dem
S9GPGRAF*"-Motiv (Subtyp B), ohne dabei im gewiinschten Ausmal} neutralisierende
Eigenschaften aufzuweisen. Andere lineare, proteinogene Epitope unterliegen Mutationen,
so dass dort bindende Antikérper ein noch ausgeprigteres Isolat-spezifisches
Neutralisierungspotential besitzen. Derzeit gibt es keinen V3-Antikorper, der Bestandteil
von passiven Immunisierungskonzepten oder gar Ausgangspunkt einer erfolgreichen
Vakzinstrategie ist.

Ein hoch konservierter N-terminaler V3-Abschnitt (*RPXNNTR**™) ist vermutlich
durch eine komplex Typ Glycosylierung an N30l dem Immunsystem nur schwer
zuginglich. Im Fokus dieser Arbeit steht daher ein Ansatz zur Selektion von
Antikorperfragmenten mit diesem V3-Strukturausschnitt als Zielstruktur. Das Antigen soll
eine minimierte Kohlenhydratstruktur an N301 (GlcNAc(B1-2>4)GIcNAc) beinhalten,
wohingegen das immunodominante GPGRAF-Motiv nicht Bestandteil der Zielstruktur sein
soll. Zentrale Forderung fiir eine angestrebte breite HIV-Neutralisierung ist, dass der V3-
Sequenzauschnitt **RPNNNTR’* auch im Kontext des viralen, glycosylierten gp120
erkannt wird.

Ein etabliertes Verfahren zur Isolierung von spezifischen Antikérpern ist die Phage
Display Methodik, bei der spezifisch bindende single-chain Antikorperfragmente (scFv) aus
einer Bibliothek isoliert werden koénnen. Zur Durchfithrung dieser Arbeit kann eine
10° Klone umfassende Bibliothek von semisynthetischen scFv naiven, humanen Ursprungs
eingesetzt werden (Griffin.1).

Im Anschluss an die Synthese diverser V3-Zielstrukturen in Kombination mit der
Entwicklung und Durchfilhrung geeigneter Phage Display Strategien sollen die daraus
hervorgegangenen Klone beziiglich ihres Bindungsverhaltens charakterisiert werden. Die
Analyse der Kinetik und Affinitit der scFv/V3-Glycopeptid- und scFv/gp120-Interaktion
kann mit Oberflichenplasmonenresonanzexperimenten durchgefiihrt werden. Durch Einsatz
der STD NMR Spektroskopie konnen Epitope mit atomarer Auflosung auf Seiten der V3-

Glycopeptide beziiglich ausgewihlter scFv bestimmt werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Peptide und Peptidkonjugate
3.1.1 Darstellung der Glycosylaminosaure Fmoc-Asn(AcsChi)-OH

Aus der Anwesenheit einer N-Typ Glycosylierung an Position N301 in den im Rahmen
dieser Arbeit dargestellten V3-Peptiden ergibt sich die FEinzigartigkeit des
Selektionsansatzes im Vergleich zu bisher beschriebenen Selektionen mit linearen V3-
Peptiden oder nicht glycosylierten gpl120-Konstrukten. Anstelle eines komplexen
Kohlenhydrats an Position N301 wurde bewusst die minimierte Kohlenhydratstruktur einer
Chitobiosyleinheit gewihlt. Wiirde ausschlieflich das komplexe Glycan von den
Antikorperfragmenten erkannt, bestiinde keine Selektivitit gegen die V3-Peptidsequenz.
Die Chitobioseeinheit, welche lediglich den Kernbereich der Glycosylierung im direkten
Umfeld des Proteingeriistes prasentiert, stellt somit eine geeignete Minimalstruktur dar
(Abb. 1.4). Eine direkte Interaktion mit den N-Acteylglucosaminen der Chitobiose ist in
sofern erwiinscht, solange noch ein Bezug zu der V3-Peptidsequenz besteht.

Im Folgendem ist eine Syntheseroute fiir die Glycosylaminosédure Fmoc-Asn(AcsChi)-
OH kurz wiedergegeben, bei welcher kommerziell preiswert erhiltliches Chitin (al) als
Edukt eingesetzt wird, (Abb. 3.1). 168

OAc
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NHAc NHAc AcO

al NaOMe/MeO%g % a2

NHAc
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NHAc NHAC
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H OtBu
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Abb. 3.1 Durchgefiihrte Reaktionsschritte und erzielte Ausbeuten bei der Darstellung
von Fmoc-Asn(AcsChi)-OH.
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Chitin wird unter Einwirkung von Schwefelsdure in das Dimer Chitobioseoctaacetat (a2)
tiberfiihrt. Deacetylierung von a2 durch Einwirkung von Natriummethanolatlosung ergibt
die O-deacetylierte Chitobiose (a3) als o/B-Anomerengemisch. Die Substitution der
Hydroxylgruppe am anomeren Zentrum durch eine Aminofunktion wird durch Umsetzung
mit gesattigter NH4HCO;3-Losung erreicht. Die Verkniipfung des Chitobiosylamins (a4) mit
Fmoc-Asp-OrBu zu Fmoc-Asn(AcsChi)-O7Bu (aS) erfolgt unter TBTU-Aktivierung der
Seitenkettencarboxylgruppe von Asparaginsdure. Die verbleibenden Hydroxylgrupppen der
Kohlenhydrateinheit werden in situ acetyliert. Durch Zusatz von TFA/H,O wird im letzen
Schritt das fert-Butyl entschiitzte Fmoc-Asn(AcsChi)-OH (a6) erhalten.'®®

3.1.2 Peptide und Glycopeptide

Im Rahmen dieser Arbeit war die Synthese von Peptiden und N-Typ Glycopeptiden eine
grundlegende Arbeitsmethode. Die in Tab. 3.1 aufgefiihrten Peptide und Glycopeptide
wurden flir die Durchfiihrung von SPR-Bindungsstudien und STD NMR Experimenten
bendtigt. Sie leiten sich von der Subtyp B V3-Konsensussequenz ab und tragen
gegebenenfalls an der Position N301 eine Glycosylierung mit der Chitobiosyleinheit (Chi).
Die Peptide pG und pR dienten im Verlauf der Arbeit als wichtige Referenzen bei
Negativkontrollen. Um unerwiinschte Redoxreaktionen von Thiolgruppen zu vermeiden,

wurde an Position 296 Cystein gegen Serin ausgetauscht.

Tab. 3.1 Synthetisierte Peptide und Glycopeptide; grau unterlegt: Asn(Chi).

Peptid 291 301 309 Verwendung
pl SVEI NSTRPNNNTRKSI HI STD NMR
plc SVEI NSTRPNNNTRKSI HI STD NMR
p2c STRPNNNTRKSI HI STD NMR
p3c | NSTRPNNNTRKSI STD NMR
pdc RPNNNTRKS STD NMR
psc RPNNNTR STD NMR
péc NNNTR STD NMR
p7 SVEI NSTR Selektion/SPR
P8 KSI HI Selektion/SPR
p9 | KGGGGGGSVEI NST SPR Epitope mapping
plo KGGGEGGTRPNNNTR SPR Epitope mapping
pll KGGGGEGTRPNNNTR SPR Epitope mapping
pl2 KGGGEGGEGTRKSI HI SPR Epitope mapping
pG KGGEEGEEG SPR Epitope mapping
PR G ENDRTNGVTAKE Nonsenspeptid
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Die Synthese der Peptide erfolgte nach der Fmoc-Schutzgruppenstrategie automatisiert
am Syntheseroboter an einem PAL-PEG-PS-Harz mit N,N-Dimethylformamid (DMF) als
Losungsmittel. Ein Kupplungszyklus beinhaltete drei Kupplungsreaktionen mit vierfachem
Uberschuss an Aminosiure und je fiinf Aquivalenten des Aktivators TBTU und der Base
DIPEA. Die Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgte simultan mit der Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen im  sauren Milieu (TFA/TIPS/H,0; 95:5:2; v/v). Die
Aufreinigung des Rohproduktes wurde mittels HPLC im priparativen Mal3stab an einer RP-
Cis-Phase mit einem Gradienten aus Wasser und Acetonitril (jeweils 0.1% TFA)
vorgenommen. Die Ausbeuten der Peptidsynthesen lagen zwischen 20 und 50% und die der
Glycopeptidsynthesen zwischen 5 und 35% bezogen auf die Anzahl freier Aminofunktionen
der eingesetzten Harzmenge. Es stellte sich heraus, dass die Belegung der verwendeten
Harze nicht den Herstellerangaben entsprachen und somit die insgesamt niedrigen
Ausbeuten begriindet werden konnen. Genaue Angaben zu allen Synthesen sind im Kapitel
6.3 dieser Arbeit aufgefiihrt. Die Charakterisierung der Produkte erfolgte in der Regel mit
MALDI-TOF-Massenspektrometrie und fiir im Rahmen von STD NMR-Experimenten
relevante Peptide dariiber hinaus mit Hilfe der 2D NMR-Spektroskopie.

Glycopeptide wurden unter Verwendung von Fmoc-Asn(AcsChi)-OH erhalten, wobei die
Kupplungslosung aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit der Glycosylaminosdure stets
manuell angesetzt und nur zweimal auf das Harz gegeben wurde. Die manuelle Zugabe
verminderte vor allem Totvolumina und gewéhrleiste zusitzlich den Einsatz frisch
angesetzter Losungen. Zudem wurden dabei jeweils nur 1.2 Aquivalente dieser mit
1.5 Aquivalenten TBTU und DIPEA eingesetzt. Die Deacetylierung der Chitobiosyleinheit
erfolgte nach der Fmoc-Abspaltung der letzten Aminosdure und vor der Abspaltung des

Peptids vom Harz mit Methanol/Hydrazinhydrat (5:1).

3.1.3 Biotinylierte Glycopeptide

Die Selektion von scFv-prasentierenden Phagen sollte, wie in Kapitel 3.2 néher
beschrieben, in Losung durchgefiihrt werden. Dies bedeutete, dass ein gelostes V3-
Glycopeptid als Antigen zu den scFv-priasentierenden Phagen gegeben werden sollte. Der
Komplex aus bindenden Phagen und dem V3-Glycopeptid sollte im Anschluss aus der
Losung isoliert werden. Dazu wurden die in Tab. 3.2 aufgezeigten Glycopeptide
synthetisiert und N-terminal biotinyliert. Durch die Einfithrung der Biotinyleinheit konnten
die Komplexe aus Phagen und V3-Glycopeptid mit Streptavidin-Eisenoxidpartikeln von
nicht bindenden Phagen aus der Losung heraus separiert werden. Die Kriterien zur Auswahl
des jeweiligen Sequenzbereiches dieser vier Peptide sowie die genaue Strukturformel der

Biotinyleinheit wird in den Ausfiihrungen zu den Selektionsstrategien néher beschrieben.
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Tab. 3.2 Synthetisierte biotinylierte Glycopeptide; grau unterlegt: Asn(Chi).

Peptid 291 301 309 Verwendung
plcB Bi oti n- SVEI NSTRPNNNTRKSI HI Selektion
p3cB Bi oti n- | NSTRPNNNTRKSI Selektion
p5cB Bi ot i n- GGEGSGCEGEGESGEGEGETRPNNNTR Selektion
pl3cB Bi otin- RPNNNTR Selektion

Die Verkniipfung der Biotinyleinheit an den N-Terminus des Peptids wurde noch am
Harz nach Abspaltung der letzten Fmoc-Gruppe vorgenommen. Dazu wurde N-(+)-Biotinyl-

6-aminohexansdure unter TBTU-Aktivierung in N, N-Dimethylformamid eingesetzt.

3.1.4 BSA-Peptidkonjugate

Der Verlauf von Phage Display Selektionen wird im Allgemeinen mittels eines
geeigneten Immunoassays (ELISA) dokumentiert. Da sich die kurzen V3-Peptide nicht wie
ein Protein auf der Oberfliche in geeigneter und ausreichender Weise immobilisieren
lieBen, wurden diese kovalent iiber die Thiolfunktion eines N-terminal eingefiihrten
Cysteins an BSA konjugiert (Tab. 3.3).

Tab. 3.3 Dargestellte BSA-Peptid-Konjugate, grau unterlegt: Asn(Chi).

Konjugat 291 301 309 Verwendung
BSA-pl1 BSA- CVElI NSTRPNNNTRKSI HI ELISA
BSA-plc BSA- CVElI NSTRPNNNTRKSI HI ELISA
BSA-p5c BSA- CGEGSGEEEEGEGTRPNNNTR ELISA
BSA-pR BSA- Cl ENDRTNGVTAKE ELISA

Die Konjugation an BSA erfolgte durch das Reagenz Sulfo-SMCC (Abb. 3.2). Die durch
Sulfo-N-Hydroxysuccinimid aktivierte Carboxylgruppe des Linkers wurde dabei zunichst

mit den frei zugénglichen Aminogruppen von BSA verkniipft.
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Abb. 3.2 Sulfo-SMCC: Natrium-sulfosuccinimidyl-4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-
1-carboxylat
Bei Zugabe des Peptids erfolgt ein nukleophiler Angriff der Thiolgruppe an eines der zur
Carbonylfunktion B-stindigen Kohlenstoffatome der Maleimidoeinheit. Diese Konjugate

stellten sich als sehr geeignet fiir verschiedenste ELISA-Varianten heraus.'®
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3.2 Selektion von Antikérperfragmenten

Die fiir die Umsetzung der Aufgabenstellung gewéhlten Selektionsstrategien beruhten
alle auf der Selektion gegen V3-Peptide, um eine frei in Losung befindliche, in ihrer
Konformation nicht fixierte V3-Region vorliegen zu haben. Modelling-Studien von Huang
et. al. mit Antikérpern und der V3-Region eines kristallisierten gp120-Konstrukts, konnten
die Aussage unterstiitzen, dass die V3-Region im Kontext des gpl20 fiir Antikdrper
durchaus gut zuginglich ist.**'” Das im Subtyp B hochkonservierte immunodominante
GPGRAF-Motiv fehlt bewusst, da, wie in Kapitel 1.3 geschildert, eine Vielzahl an
publizierten Antikorpern diese Region erkennen, jedoch nicht zur erfolgreichen
Passivierung beitragen. Das Prinzip der Phage Display Selektionsstrategie ist in der
folgenden Abbildung skizziert (Abb. 3.3).

nicht-bindende

Phagen
scFv-prasentierende
Phagen

Biotin
V3-Glycopeptid
bindende Phagen

Streptavidin-
\_ / N
]

Magnet

Abb. 3.3 Prinzip der Selektion in Lésung. Links: scFv-prisentierende Phagen mit
biotinyliertem Antigen (V3-Glycopeptid). Spezifische Phagen binden an das sich frei in
Losung befindliche Peptid; Rechts: Nach Zugabe von Streptavidin-Eisenoxid-Partikeln
werden bindende Phagen durch einen Magneten am Gefdfboden isoliert. Nicht-
bindende Phagen werden durch Abnahme des Uberstands entfernt.

Die in Form von scFv-présentierenden Phagen eingesetzte Bibliothek Griffin.I beinhaltet
etwa 10° Klone semisynthetischer, humaner Antikdrperfragmente (scFv).'”' Im Sinne dieser
Arbeit sollte zundchst gepriift werden, ob bereits aus einer naiven Bibliothek heraus
zufriedenstellend affine scFv mit neuartigen Epitopen isoliert werden konnen. Bei
erfolgreichem Verlauf konnte die entwickelte Selektionsstrategie auch als Vorlage fiir ein

Screening anderer, nicht-naiver Bibliotheken dienen.

3.2.1 Selektionsstrategie |
Die Wahl des Antigens fiel zundchst auf das biotinylierte V3-Glycopeptid plcB
(Abb. 3.4). Dieses beinhaltet N-terminal zur V3-Region zusitzlich den Sequenzbereich

S291-N295. Da unerwiinschte Nebenreaktionen der Thiolgruppe vermieden werden sollten,
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wurde die Substitution C296S eingefiihrt, wobei Cystein und Serin weitestgehend homolog
sind. Die N-terminale Extension der V3-Sequenz sollte dazu dienen, mit groBerer
Wahrscheinlichkeit bindende scFv isolieren zu konnen. AuBlerdem sind eventuell Einfliisse
der N-terimalen Verldngerung auf die Konformation oder das Ladungsumfeld vorhanden. In
weiteren Selektionsvarianten sollte dann dieser Bereich auf das hochkonservierte NNNTR-
Motiv eingegrenzt werden. Das eingesetzte Biotinylreagenz weist als Besonderheit eine
Disulfidbindung auf, wodurch die Option gegeben ist, die Elution bindender Phagen selektiv

unter reduktiven Bedingungen durchzufiihren.
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Abb. 3.4 Biotinyliertes V3-Glycopeptid plcB (S291-1309). Die Glycosylierung besteht
aus zwei [l >4 verkniipften N-Acetylglucosaminen (Chitobiose, Chi) und ist kovalent
mit N* der Seitenkette von N301 verkniipft.

Die scFv-Bibliothek Griffin.] wurde mit einem Titer von etwa 510" scFv-
prasentierender Phagen pro Milliliter zunédchst mit 4% Milchpulver vorinkubiert bevor der
Ansatz mit pIcB versetzt wurde (Konzentration 300 nM). Die Isolierung des Komplexes aus
bindenden Phagen und dem V3-Glycopeptid erfolgte durch Zugabe von Streptavidin-
Eisenoxidpartikeln und Einsatz eines Magneten. Mehrfaches Resuspendieren des Pellets in
mit Tween20 versetztem Phosphatpuffer sorgte fiir stringente Bedingungen. Die Elution der
bindenden Phagen von den Partikeln wurde durch Zugabe von Triethylamin (0.1 M)
bewirkt. Die eluierten Phagen konnten im Anschluss zur Infektion von E. coli TG1 Zellen
verwendet werden. Dieser ersten Selektionsrunde folgten zwei weitere, die jedoch
zusitzlich einen Vorselektionsschritt beinhalteten. Um eine Anreicherung von Phagen mit
Spezifitit beziiglich Streptavidin oder BSA zu vermeiden, wurden diese Proteine nicht-
kovalent auf der Oberflidche eines Polystyrolrohrchens immobilisert und die Phagen noch
vor der eigentlichen Selektion darin inkubiert. Eine weitere Vorselektion wurde analog
gegen deaktiviertes Biotinylierungsreagenz vorgenommen.

Der Dokumentation des Verlaufes der Selektionen erfolgte durch ELISA. Bindende
Phagen wurden mit anti-M 13/HRP-Antikorperkonjugaten detektiert. Eine durch Zugabe von
Substrat (ABTS) eingeleitete Farbreaktion liel sich photometrisch dokumentieren.

Zunichst wurde versucht, die V3-Glycopeptide adsorptiv auf einem ELISA-Gefd3boden

zu immobilisieren und damit sowohl poly- als auch monoklonale Phagen zu untersuchen.
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Dabei zeigte sich, dass auf diese Weise keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden
konnten, weshalb davon auszugehen ist, dass die V3-Peptide in ungeniigender Menge
immobiliserten oder in dieser Form den scFv nicht mehr zugénglich waren.

Ein aussagefdhiges ELISA-System lag erst nach der Darstellung von BSA-Peptid-
Konjugaten vor. Das in Abb. 3.5 gezeigte Ergebnis eines ELISA demonstriert deutlich die
erreichte Selektivitit der polyklonalen scFv-prisentierenden Phagen nach der dritten

Selektionsrunde.
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Abb. 3.5 ELISA mit polyklonalen scFv-prisentierenden Phagen nach der dritten

Selektionsrunde. Die polyklonalen Phagen interagieren nicht mit BSA und Milchpulver
(MP), jedoch deutlich mit dem BSA-V3-Glycopeptidkonjugat (BSA-pIc).

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, liegt keine Interaktion mit BSA vor, womit sich die
Glycopeptid-BSA-Konjugate als geeignet zur Selektion spezifischer Phagen erwiesen. Aus
dieser stark angereicherten Bibliothek wurde eine Vielzahl von Klonen isoliert, von denen
etwa 85% Immunoreaktivitéit gegeniiber dem V3-Glycopeptid pIc aufzeigten. Eine Auswahl
von vier Klonen wurde durch die Ermittlung der im Anhang dieser Arbeit aufgefiihrten

Sequenzen nédher charakterisiert (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 ELISA mit monoklonalen scFv-prisentierenden Phagen, die nach der dritten
Selektionsrunde mit plcB als Antigen isoliert wurden. Fiir alle Klone wurde
Immunoreaktivitit  beziiglich des V3-Glycopeptidkonjugates  registriert.  Als
Negativkontrolle diente immobilisiertes Milchpulver (MP).
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Der Klon D26 wies sich bei wiederholten ELISA-Analysen stets durch ein besonders
hohes Signal aus, was auf zwei mogliche Ursachen zuriickgefiihrt werden kann. Zum einen
kann eine im Vergleich zu anderen Klonen hohere Affinitdt von scFv D26 vorliegen, zum
anderen kann jedoch auch das Expressionslevel von funktionalen scFv-pridsentierenden
Phagen hoher sein als bei anderen Klonen. Auch wenn D26 daher nicht zwangsweise der
immunoreaktivste Klon ist, kann er durch seine hohe Signale im ELISA gut fiir

weitergehende Bindungsstudien verwendet werden.

Von unmittelbarem Interesse bei der Charakterisierung der Klone war die
Differenzierung zwischen Peptid und Glycopeptid. Dazu wurde ein entsprechendes BSA-
Konjugat mit einem nicht-glycosylierten V3-Peptid dargestellt (pI). Wie in Abb. 3.7 zu
sehen ist, liegt fiir D26 kein signifikanter Unterschied in der Erkennung der Peptide vor. Als
zusitzliche  Negativkontrolle ~ wurde ein  Peptid einer  Nonsenssequenz
(CIENDRTGNVTAKE) synthetisert und an BSA konjugiert (BSA-pR). Da auch hier keine
Interaktion mit den D26 scFv-priasentierenden Phagen vorliegt, kann eine Spezifitit sowohl

zu BSA als auch zu der SMCC-Linkereinheit ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.7 ELISA mit monoklonalen scFv-prdsentierenden Phagen des Klon D26. Es ist
kein signifikanter Unterschied zwischen V3-Peptid- (p1) und V3-Glycopeptid-(pIc)-
Interaktion auszumachen. Das Nonsenspeptidkonjugat (BSA-pR) und Streptavidin (SA)
werden nicht erkannt.

Bei der Bewertung der ELISA-Ergebnisse beziiglich der Peptid-Glycopeptid-
Differenzierung ist zu bedenken, dass die Qualitit der eingesetzen Konjugate nicht nidher
tiberpriift wurde. In MALDI-TOF-MS-Spektren der BSA-Peptidkonjugate konnten keine
separierte Signalen erhalten werden, was neben dem Auflosungsvermogen des
Spektrometers, auf die ausgepridgte Mikroheterogenitidt der Proben zuriickzufiihren war.
Schon die Verkniipfung von BSA mit sulfo-SMCC fiihrt zu einer undefinierten Anzahl von
etwa 12 bis 15 mit SMCC derivatisierten Peptidverkniipfungsstellen. Da auch die
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Thiolkupplung des Peptids vermutlich nicht einheitlich verlief, kommt es zu einer Vielzahl
an unterschiedlich stark derivatisierten BSA-Molekiilen.

Zusammenfasssend fiihrte die Durchfilhrung der gewihlten Selektionsstrategie I
erfolgreich zu monoklonalen scFv-prasentierenden Phagen, die spezifisch mit dem V3-
Peptid und dem V3-Glycopeptid wechselwirken. Ebenso wie D26 zeigte kein anderer der
isolierten Klone eine Differenzierung zwischen Peptid und Glycopeptid. Ein die
Immunoreaktivitit verstirkender Effekt durch die Chitobiosyleinheit ist also nicht

vorhanden.

3.2.2 Selektionsstrategie Il

Der Klon D26 zeigte als Reprédsentant der ersten Selektionsstragtegie im ELISA keine
Differenzierung zwischen Peptid und Glycopeptid. Es sollte mit einer verdnderten
Selektionsstrategie versucht werden, eine Verschiebung der Sperzifititen zugunsten der
Chitobiosyleinheit zu erreichen. Dazu wurde folgendes V3-Glycopeptid synthetisiert:

HO OH
HO 0
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Abb. 3.8 Biotinyliertes V3-Glycopeptid p3cB (1294-1307).

Das Peptid p3¢B ist verglichen mit pI¢ N-terminal um drei Aminosduren und C-terminal
um H308 und 1309 verkiirzt. Der Bereich um das NN(Chi)NTR-Motiv ist daher stirker
eingegrenzt. Da aus der ersten Selektionsstrategie bereits erfolgreich spezifische Klone
hervorgingen, dienten die polyklonalen Phagen nach der ersten Selektionsrunde der
Selektionsstrategie I als Ausgangspunkt fiir die zweite Strategie. Es erfolgten der Strategie I
analoge Selektionsrunden wobei das Peptid KSIHI (p8) kompetitiv zu den Phagen gegeben
wurde. Das KSIHI-Motiv ist im Vergleich zu NNNTR nur zu einem sehr geringen Ausmal3
konserviert. Somit wiirden Antikorper, die KSIHI erkennen vermutlich nur sehr
isolatspezifisch an gp120 binden und keine breit-neutralisierenden Eigenschaften besitzen.
Des weiteren wurde eine Vorselektion mit Streptavidin-Eisenoxid-Partikeln anstelle von
Streptavidin durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Selektionsstrategie ist mit Abb. 3.9

dokumentiert.
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Abb. 3.9 ELISA von polyklonalen scFv-prisentierenden Phagen nach der dritten
Selektionsrunde mit dem Antigen p3cB. Auch bei dieser polyklonalen Probe ist die
geforderte Selektivitit vorhanden. Deutliche Immunoreaktivitit gegeniiber den V3-
Peptidkonjugaten BSA-plc und BSA-pl im Gegensatz zu dem Nonsenspeptidkonjugat
(BSA-pR) und Streptavidin (SA) liegt vor.

Nach drei Selektionsrunden konnten auf polyklonaler und monoklonaler Ebene scFv-
prasentierende Phagen mit Affinitit zum V3-Peptid und Glycopeptid erhalten werden. Der
Versuch, einzelne Klone zu isolieren, scheiterte daran, dass bei der Sequenzanalyse oft
fehlende variable Regionen (VH oder VL) festgestellt wurden und von vollstindigen scFv
das Expressionslevel zu niedrig fiir einen Nachweis mittels Immunoblot war. Ein
eventueller Zusammenhang mit den gewdhlten Selektionsbedingungen konnte nicht
hergestellt werden. Der einzige charakterisierte Klon dieser Selektionsstrategie, dessen

Sequenz im Anhang dieser Arbeit aufgefiihrt ist, ist L72 (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 ELISA mit monoklonalen scFv-prisentierenden Phagen des Klons L72 nach
der dritten Selektionsrunde mit dem Antigen p3cB. Die Affinitdit gegeniiber dem V3-
Glycopeptid (p1c) und dem V3-Peptid (pl) ist gleich.
Auch Klon L72 zeigt im ELISA keine Differenzierung zwischen Peptid und
Glycopeptid, so dass diese Selektionsstrategie nicht den gewlinschten Effekt zeigte. Zudem
wies L72 im direkten Vergleich mit D26 stets niedrigere Signale im ELISA auf.
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3.2.3 Selektionsstrategie lll
Das im Vergleich zu plc deutlich verkiirzte, biotinylierte V3-Glycopeptid pI3c war
Zielstruktur der dritten Selektionsstrategie. Bei der Wahl des Biotinlinkers wurde nicht

bedacht, ein mit Hexansdure verldngertes Derivat einzusetzen.
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Abb. 3.11 Biotinyliertes V3-Glycopeptid p13cB (R298-R304). Biotin wurde in diesem
Fall ohne Hexansdurekette direkt an das V3-Glycopeptid konjugiert.

Die Selektionen erfolgten ausgehend von der naiven Griffin. I-Bibliothek analog zu den
bisher durchgefiihrten Selektionen. Es konnten jedoch auch nach drei Selektionsrunden
keine V3-spezifischen Klone isoliert werden. Als Ursache fiir den Misserfolg der
Selektionen kann sicherlich das Fehlen einer Hexansdureeinheit in Betracht gezogen
werden. Im Verlauf der Selektion wird Biotin von Streptavidin gebunden.'’”” Daraus kann
sich eine sterische Verdringung von in unmittelbarer Ndhe zur Biotineinheit bindenden

scFv-prisentierenden Phagen durch das Streptavidin ergeben.'”

3.2.4 Selektionsstrategie IV

Ein weiterer Selektionsansatz wurde mit dem Glycopeptid p5cB verfolgt (Abb. 3.12).
Dieses Peptid beinhaltet den V3-Sequenzbereich T297 bis R304 in Verbindung mit einem
Glycin/Serin-Linker, welcher einen geniigenden Abstand zur Biotineinheit gewahrleisten
sollte. Obwohl dieser Umstand schon durch die Hexansdureeinheit beriicksichtigt wurde,

enthélt p5cB zusitzlich einen Glycin/Serin-Linker.
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Abb. 3.12 Biotinyliertes verkiirztes V3-Glycopeptid p5cB mit Glycin/Serin-Linker, der
V3-Sequenzabschnitt ist T297-R304.
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Es erfolgten drei Selektionsrunden beginnend mit der naiven Griffin.l-Bibliothek mit
Vorselektionen gegen Streptavidin-Eisenoxid-Partikel und BSA. Das Ergebnis von drei
aufeinanderfolgenden Selektionsrunden ist in Abb. 3.13 zu sehen und belegt, dass auch

diese Selektionsstrategie nicht zum Erfolg fiihrte.
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Abb. 3.13 ELISA mit monoklonalen scFv-prisentierenden Phagen. Klon M7 entstammt
aus der Selektionsstragetie IV wohingegen D26 aus Strategie I isoliert wurde. Anti-Hel
ist ein scFv der selektiv an Hiihnereiweifslysozym bindet. Alle drei Klone zeigen
Affinitdt zu dem Konjugat BSA-p5c¢ (BSA-CG3;SG,SGGTRPNN(Chi)NTR). Dariiber
hinaus interagiert M7 mit keinem der V3-Konjugate BSA-plc und BSA-pl. Die
Bindung an BSA-p5c ist daher unspezifisch und vermutlich gegen den Glycin/Serin-
Linker gerichtet.

Ein charakteristischer Vertreter von den nach der dritten Selektionsrunde isolierten
Klonen ist M7. Er bindet im ELISA das BSA-Konjugat mit dem Glycopeptid p5c jedoch an
keines der anderen Konjugate. Eine Interaktion mit dem Glycopeptid pIc sollte eigentlich
zusitzlich vorliegen, wenn M7 tatsdchlich spezifisch mit dem glycosylierten V3-Segment
interagiert. Dieses Verhalten legt die Vermutung nahe, dass M7 an den Glycin/Serin-Linker
bindet. Bekriftigt wird diese Vermutung durch die ELISA-Analyse des Klons D26 und
einem gegen Hiihnereinweiss-Lysozym gerichtetem Klon (anti-Hel). Ein deutliches Signal
der scFv-prasentierenden Phagen beziiglich BSA-p5c ist auch hier vorhanden. Warum die
scFv scheinbar eine Interaktion mit der Glycin/Serin-Kette eingehen, zumal sie selber eine
solche Sequenz als Linker beinhalten, ist nicht unmittelbar nachzuvollziehen und wird im
Zusammenhang mit durchgefiihrten SPR-Studien im Rahmen dieser Arbeit noch diskutiert
werden.

Es ist hervorzuheben, dass anti-Hel nicht die V3-Peptide erkennt. Dieses ist eine weitere
Bestitigung der Spezifitdt der isolierten Klone aus den Selektionsstragetien I und II. Die
Synthese eines pI13¢B analogen Peptides mit Hexansdureeinheit wurde nicht durchgefiihrt,
da generelle Zweifel bestanden, ob dieses kurze Peptidfragment in pI3¢B und p5cB

iberhaupt in geeigneter Weise das native Epitop der V3-Region repréisentiert.
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3.2.5 Selektion mit immobilisiertem gp120

Die bislang gewdhlten Selektionsbedingungen fiihrten zu scFv, die ein konformativ freies
sowie ein an BSA konjugiertes V3-Glycopeptid binden. Der Beleg iiber das Vermdgen der
scFv, auch an natives, glycosyliertes gp120 zu binden, ist jedoch noch zu erbringen. Dazu
wurde ein ELISA mit zusammengefassten polyklonalen Phagen der dritten Runde der
Selektionsstrategien I und denen der Strategie II mit gp120 als Antigen durchgefiihrt. Die
dabei eingesetzte gpl120-Losung war eine Mischung aus drei rekombinant exprimierten
gp120-Isolaten (SF162, IIIB und Bal), die iiber das NIH AIDS Research and Reference
Programm und von der Firma ImmunoDiagnostics (Woburn, USA) bezogen wurden.” Als
Besonderheit wurde sCD4 zusammen mit den Phagen bei 37 °C eingesetzt, um
moglicherweise die V3-Region des gp120 konformativ zuginglicher zu machen. Adsorptiv
immobilisertes gpl120 wurde zudem fiir eine Selektion ausgehend von einem Pool V3-
Glycopeptid-spezifischer Phagen genutzt. Um Klone mit moglichst starker gp120-Affinitét
zu selektieren, wurde die Anzahl der Waschschritte im Laufe der drei durchgefiihrten
Selektionsrunden deutlich erhoht. Der Verlauf dieser erfolgreich durchgefiihrten
Selektionen ist in Abb. 3.14 dokumentiert.
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Abb. 3.14 ELISA mit polyklonalen scFv-prisentierenden Phagen zur Verfolgung des
Selektionsverlaufes gegen auf Polystryol immobilisiertes gp120. Als Negativkontrolle
diente ein BSA-Nonsenspeptidkonjugat (BSA-pR). Eine Steigerung der gp120-Affinitit
ist erkennbar.

Nach der dritten gp120-Selektionsrunde wurden vier Klone isoliert und beziiglich ihrer
DNA-Sequenz analysiert, wobei sich herausstellte, dass alle vier Klone identisch waren
(Klon P2). Die vollstindige Sequenz dieses Klons ist im Anhang dieser Arbeit angegeben.
Die gewéhlten stringenten Bedingungen fiihrten somit offensichtlich zu einer ausgeprégten
Selektion. Das Ergebnis eines ELISA mit scFv-prasentierenden Phagen des Klons P2 im
Vergleich zu Klon D26 ist in Abb. 3.15 gezeigt.
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Abb. 3.15 ELISA mit monoklonalen scFv-prdsentierenden Phagen. Der aus der
Selektionsrunde ,,gp120-111* isolierte Klon P2 zeigt eine héhere Immunoreaktivitdt mit
gpl20 als Klon D26. Affinitdit ist zudem gegeniiber dem BSA-V3-Glycopeptid-(plc)
und dem p1-Peptidkonjugat vorhanden. Als Negativkontrolle diente Milchpulver (MP).

Im ELISA wurde fiir Klon P2 gegeniiber gp120 stets ein hoheres Signal als bei Klon D26
erhalten. Dennoch ist festzuhalten, dass auch die scFv-prisentierenden Phagen von Klon
D26 Bindung an gp120 zeigen. Ein moglicher Einfluss von sCD4 auf die Interaktion mit
den scFv sollte durch einen ELISA mit und ohne Anwesenheit von sCD4 aufgezeigt
werden. Wie sich in Abb. 3.16 zeigt, konnte durch Anwesenheit von sCD4 kein Unterschied
in der Immunoreaktivitit gegeniiber gpl120 ausgemacht werden. Die scFv von Klon P2

scheinen also freien Zugang zu der V3-Region des immobiliserten gp120 zu haben.
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Abb. 3.16 ELISA mit monoklonalen scFv-prisentierenden Phagen von Klon P2, links:
ohne sCD4-Inkubation; rechts: mit sCD4-Inkubation. Es liegt keine Abhdngigkeit von
sCD4 vor. Als Negativkontrolle diente Milchpulver (MP).

Als Ergebnis dieses Selektionsansatzes bleibt festzuhalten, dass mit P2 erfolgreich ein
Klon isoliert werden konnte, dessen scFv-préisentierende Phagen im ELISA an das kurze,
flexible V3-Glycopeptid jedoch auch an das vollstindig glycosylierte Volllingenprotein
gp120 binden.
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3.2.6 Vergleichender ELISA mit scFv P2 und IgG3 447-52D

Am Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie der Universitdit Hamburg wurde ein
Proteinkonstrukt entwickelt, welches aus einem IgYAC1 Antikdrperfragment fusioniert an
eine erweiterte Subtyp B V3-Loop besteht (V3-IgYACI1).'" N- und C-terminale
Glycosylierungsstellen auflerhalb der V3-Sequenz wurden durch Mutation entfernt

Abb. 3.17 zeigt eine schematische Abbildung dieses V3-Konstruktes.
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Abb. 3.17 Schematische Darstellung des Fusionsproteins aus V3-Region und IgYACI.

Im Rahmen dieser Arbeit diente das Konstrukt der Uberpriifung, ob die scFv komplette
V3-Sequenzen erkennen. In Abb. 3.18 ist das Ergebnis eines ELISA présentiert, bei dem zu
erkennen ist, dass scFv-prisentierende Phagen in der Lage sind das V3-Konstrukt zu
binden. Zum Vergleich wurde parallel zu den Phagen des Klons P2 auch der V3-Antikdrper
IgG3 447-52D auf seine Affinitédt gegeniiber dem V3-Konstrukt untersucht (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18 Ergebnis eines ELISA mit scFv-prdsentierenden Phagen von Klon P2 und
dem V3-Antikérper 447-52D.”° ScFv P2 bindet auch an V3-Vollingensequenzen und
weist, wie durch die Bindung an BSA-plc belegt, im Gegensatz zu 447-52D ein
GPGRAF-unabhdngiges Epitop auf.
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Mit Abb. 3.18 ist deutlich belegt, dass die im Rahmen dieser Arbeit selektierten scFv P2
ein anderes Epitop aufweisen als der Antikorper 447-52D. Das V3-Konstukt beinhaltet das
fiir die Bindung von 447-52D essentielle GPGRAF-Motiv, welches nicht durch das BSA-
Glycopeptidkonjugat (BSA-pIc) prisentiert wird. ScFv-prasentierende Phagen des Klons
D26 konnten ebenfalls positiv auf die Erkennung des V3-Proteinkonstrukts getestet werden.
Die Hohe der Signale der ELISA-Studien mit scFv D26 und P2 waren im Gegensatz zu den
mit 447-52D erhaltenen stets geringer. Dabei ist zu bedenken, dass die scFv lediglich
monovalenter Natur sind und dass die Art der Detektion im ELISA auf verschiedene Weise
erfolgte.

Es sei darauf verwiesen, dass dieses IgGYACI-Konstrukt sowohl in Bezug auf das
Vorliegen der V3-Region in zyklisierter Form ebenso wie auch in Bezug auf eine
vorhandene Glycosylierung innerhalb der V3-Loop nicht untersucht wurde. Da die
Expression des Konstruktes in HEK293-Zellen erfolgte, sind beide Kriterien jedoch
wahrscheinlich erfiillt.

Wie durch ELISA-Studien mit scFv-présentierenden Phagen demonstriert, konnten mit
P2 und D26 erfolgreich scFv aus der Griffin.1 Bibliothek isoliert werden, welche das V3-
Glycopeptid, die komplette V3-Region als auch das virale Glycoprotein gp120 binden und
deren Epitope N-terminal des GPGRAF-Moitves lokalisiert sind. Die angereicherten
Bibliotheken der verschiedenen Selektionsstrategien sind potentielle Ausgangspunkte fiir
die Isolierung weiterer V3-affiner Klone nach bestimmten Kriterien. Der in dieser Arbeit
konzipierte Phage Display Selektionsansatz unter Verwendung von gelosten V3-
Glycopeptiden und einer naiven semisynthetischen scFv-Bibliothek konnte somit in vollem

Mafe erfolgreich umgesetzt werden.
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3.3 Sequenzanalyse

Einen wichtigen Beitrag zur Charakterisierung der selektierten Klone stellt die
Ermittlung von DNA-Sequenzen der scFv-Genabschnitte auf den Phagemidvektoren dar. In
Tab. 3.4 sind die ermittelten Aminosduresequenzen der komplementarititsbestimmenden

Regionen von sechs ausgewéhlten Klonen angegeben.

Tab. 3.4 Ermittelte Aminosduresequenzen der komplementaritditsbestimmenden
Regionen (CDR) ausgewdhliter Klone. Die Zuordnung der Regionen erfolgte nach
Kabat et. al.."”"""® Die vollstindigen Sequenzen der scFv sind im Anhang dieser Arbeit
wiedergegeben.

SelektiO}?s— Kette CDR-HI CDR-H2 CDR-H3
strategie
D2 I VH3 SYAVH VI SYDGSNKYYADSVKG | VKHKMNKGR
D26 I VHI SYAWH W NAGNGNTKYSQKFQG | GKLHKFERPKH
F14 I VH3 SYAMS Al SGSGGSTYYADSVKG | TKHKQAKPPRD
Fe62 I VH3 SYAMS Al SCSGGSTYYADSVKG | DNAKRKNQS
L72 I VHI SYDI N VWINPNSGNTGYAQKFQG | PI AVRDSW
P2 gpl20 | VH3 DYGVB G NVWNGGSTGYADSVKG | CKGLGKYKRF
Selektior.zs- Kette CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3
strategie
D2 I Vil QASQDI SNYLN DASNLET QQYDNLHT
D26 I Vil QASQDI SNYLN DASNLET QQYDNLRT
F14 I Va3 QCDSLRSHYAS GKNNRPS NSRDSSGNHW
F62 I VA3 QCDSLRSYYAS GKNNRPS NSRDSSGTV
L72 I VA3 QCDSLRSYYAS GKNNRPS NSRDSSDNHRRV
P2 | gpl20 |VAl| TGSSSNI GAGYDVH GNSNRPS QSYDSSXSV

Alle Sequenzen konnten humanen Keimbahnsequenzen zugeordnet werden. Die
CDR-H3- und CDR-L3-Regionen der scFv sind semisynthetisch, da diese durch Insertionen
von Zufallssequenzen modifiziert worden sind.'”' Die Sequenz des Klons P2 hebt sich
durch eine ldngere CDR-L1 hervor. Auller bei Klon L72 ist in den CDR-H3 eine hohe
Anzahl der positiv geladenen Aminosduren Lysin und Arginin zugegen. Die Klone D2,

D26, F14 und P2 weisen in dieser Region jeweils drei Lysine und ein Arginin auf.
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3.4 Expression der scFv

Bislang wurden lediglich ELISA-Untersuchungen mit scFv-priasentierenden Phagen zur
Charakterisierung der Klone présentiert. Von Bedeutung ist jedoch auch, in wie weit die
scFv in der Lage sind, diese Bindungseigenschaften auch in nicht Phagen-assoziierter Form
aufzeigen. Daher war es notwendig, scFv ausgewéhlter Klone in E. coli HB2151 Zellen zu
exprimieren. HB2151-Zellen gehdren zu den Nonsupressor-Zellen, welche das amber-
Codon des pHEN2-Phagemidvektors als Stop-Codon erkennen und somit unter IPTG-
Induktion scFv in den periplasmatischen Raum der E. coli Zelle sekretieren. Nach einem
Sucroseaufschluss der duleren Zellmembran waren die scFv zugéinglich und konnten iiber
thre C-terminale Hise-Sequenz an mit Nickelionen beladener NTA-Agarose aus dem
periplasmatischen Extrakt isoliert werden.

Der Nachweis von scFv erfolgte mittels SDS-PAGE und Immunoblot. Letzterer beruht
auf der Anwesenheit der myc-Sequenz am C-Terminus der vom pHEN2-Phagemidvektor
abgeleiteten scFv (Abb. 3.19).

- 75 kD

- 50 kD

- 37 kD
— e

- .

Abb. 3.19 Nachweis von isolierten scFv des Klons D26: links: Mit Coomassie-Blau
angefirbtes 12%iges SDS-PAGE-Gel mit Proteinmarker (reduzierend); rechts: mit
anti-myc-AP-Konjugat inkubierter Immunoblot eines solchen Gels mit Proteinmarker.

Die Bande der scFv D26 ist umkreist. Das Molekulargewicht von scFv betrdgt
etwa 29 kD.

Dartiber hinaus wurden die scFv mit einem MALDI-TOF-Massenspektrometer im
Positivionenmodus vermessen. Dieses sollte vor allem dazu dienen, durch Vergleich des
theoretisch berechneten Molekulargewichts mit dem experimentell bestimmten, zu
tiberpriifen, ob die bestimmte Sequenz eines Klons tatsdchlich dem exprimierten Protein
entspricht. Ab einer Konzentration von etwa 10 uM konnten die scFv direkt aus
Phosphatpuffer heraus mit a-Cyano-4-hydroxyzimtsédure (CCA) als Matrix desorbiert und
ionisiert werden. FEin vorhergehendes Entsalzen durch Dialyse oder FEinsatz eines
entsprechenden Sédulenmaterials erwies sich als nicht notwendig. Die Kalibrierung wurde

durch externe Vermessung eines Probenstandards im Massenbereich von 12 bis 66 kD
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vorgenommen. Das durch MALDI-TOF-MS bestimmte Molekulargewicht wurde mit der
theoretisch berechneten Masse (average) verglichen, wobei eine gute Ubereinstimmung
festgestellt werden konnte (Tab. 3.5).'”7 In Abb. 3.20 ist ein MALDI-TOF-Spektrum von
scFv des Klon F62 abgebildet (oben).

[M+2H]2+
[M+HT*

[M+3H]3* Klon F62

dominierendes Produkt

weitere
Expressions-
produkte

“,J‘L W

10000 15000

30000 35000 miz

20000 25000

Abb. 3.20 MALDI-TOF-MS Spektren von scFv. oben: monoklonale scFv des Klons
F62. unten: dominierender scFv-Klon und nicht charakterisierte Proteine, die
eventuell auf Oligoklonalitdt zuriickzufiithren sind (m/z verschoben). Die Spektren
wurden durch eine Premix-Prdparation mit CCA und scFv in PBS (ng.r,= 10-15 pmol)
erhalten.

Bei Betrachtung des unteren Spektrums von Abb. 3.20 wird ersichtlich, dass anstelle
einer definierten scFv-Struktur bei einigen Klonen weitere Proteinspezies vorlagen. Die
Identitét dieser Proteine wurde nicht aufgekldrt. In einigen Proben wurden zusétzlich
ebenfalls nicht zuzugeordnete Signale bei m/z ~15800 sowie ~11050 registriert. Klone mit
derartiger Heterogenitdt wurden fiir weiterfilhrende Studien nicht verwendet. Es bleibt
festzuhalten, dass aus MALDI-TOF-MS-Spektren detailliertere Informationen im Vergleich
zu den breiten Proteinbanden einer SDS-Gelelektophorese erhalten werden konnten.

Das Expressionlevel der Klone erwies sich als niedrig. Die grofite Menge scFv wurde bei
Expressionsansidtzen mit Klon D26 (~ 800 pg/Lyedgium) erreicht. Es wurden keine
Optimierungsschritte beziiglich der Temperatur, IPTG-Dosierung, Expressiondauer und
Sucroseaufschluss unternommen. Die 3 L-Expressionsansdtze wurden zudem in einfachen
Glasgefdllen ohne Gewihrleistung einer zufriedenstellenden Beliiftung und Durchmischung

kultiviert.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 45

Durch die Bestimmung der Aminosduresequenz war es moglich, aufgrund der Anzahl an
Tryosinen, Tryptophanen und Cysteinen den molaren Extinktionskoeffizienten bei 280 nm
mit statistisch ermittelten Extinktionskoeffizienten dieser Aminosiuren zu berechnen.'”®!”
Die auf diese Wiese bestimmten Werte sind in Tab. 3.5 aufgefiihrt und wurden fiir die

spektroskopische Bestimmung der Konzentration von scFv-Losungen verwendet.

Tab. 3.5 Mit MALDI-TOF-MS bestimmte molare Massen (MW,y,), berechnete Massen
MW, (average) und molare Extinktionskoeffizienten bei 280 nm (. 8280).177‘179

Klon MW, [Da] | MWy [Da] | AMW/MW | &g [M'cm’] | Expressionsievel
[ue/L Medium]
D26 28912 28925 4-10™ 45900 ca. 800
P2 27656 27756 3107 44500 ca. 250
Fo62 27302 27608 1-10° 40400 ca. 400
D2 28813 28558 9107 41900 nb
F14 nb 27836 nb 38900 nb
L72 nb 28120 nb 51500 nb

nb: nicht bestimmt

Nachdem Vorliegen und Reinheit der scFv analysiert worden war, standen diese fiir
Bindungsstudien Verfiigung. Zunichst sollte gezeigt werden, dass die scFv auch in nicht-
phagenassoziierter Form ELISA Affinitit aufweisen. Um die Bindung von scFv detektieren
zu konnen, wurden diese in wissriger Losung durch Zugabe von mit sulfo-NHS-aktivierter
Biotinylhexansédure an Aminofunktionen biotinyliert. Die Bindung dieser biotinylierten scFv
an das V3-Glycopeptidkonjugat (BSA-pIc) wurde durch den Einsatz von an Peroxidase
konjugiertem Streptavidin nachgewiesen (Abb. 3.21).

OD (405 nm)
021 ]
0.11
[ BSA-p1c
0 1 MP
D26 F62 P2

Abb. 3.21 ELISA mit biotinylierten scFv D26, F62 und P2. Die scFv binden alle an das
BSA4-V3-Glycopeptidkonjugat (BSA-p1c). Als Negativkontrolle wurde Milchpuler (MP)
verwendet.
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Die durch ELISA ermittelten Reaktivititen beziiglich des Konjugates BSA-pI¢ waren bei
dieser Art der scFv-Detektion etwa doppelt so hoch wie die beziiglich der
Milchpulverkontrollen. Der scFv von Klon D26 wurde zudem auf die Differenzierung
zwischen Peptid und Glycopeptid hin untersucht (Abb. 3.22). Auch das Ergebnis dieses
ELISA legt die Vermutung nahe, dass die Chitobiosyleinheit keinen Anteil an der Affinitét

tragt.

OD (405 nm)

0.3

0.2

0.1 0 BSA-pTc
B BSA-p1
] BSA-pR

0 O mP

Abb. 3.22 ELISA mit biotinylierten scFv D26, Ein nahezu gleiches Bindungsverhallten
wie das der scFv-prisentierenden Phagen (Abb. 3.7) ist zu erkennen. Das V3-
Glycopeptid (pIc) wird im gleichen Ausmaf3 erkannt wie das V3-Peptid (pl). Als
Negativkontrolle wurde BSA-Nonsenspeptidkonjugat (BSA-pR) und Milchpulver
verwendet.

Zusammenfassend gelang die Expression, Aufreinigung und massenspektrometrische
Identifikation von scFv sowie der Nachweis von Affinitdt von D26, F62 und P2 beziiglich

des V3-Glycopeptids in geloster und nicht-phagenassoziierter Form.
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3.5 SPR-Studien

Die auf Oberflichenplasmonenresonanz beruhende Analyse von Bindungsereignissen
leistete im Rahmen dieser Arbeit einen wesentlichen Beitrag zur Charakterisierung der
Bindungseigenschaften der selektierten scFv. Durch SPR-Studien ist eine Interaktions-
analyse in einem flieBendem System unter Echtzeitverfolgung moglich. Es besteht somit
Zugang zu kinetischen Daten und thermodynamischen Bindungskonstanten, wodurch die
bisher durch ELISA gewonnenen Erkenntnisse deutlich vertieft werden konnen.
Grundsatzlich boten sich diverse Durchfiihrungsvarianten an, deren Ergebnisse in den

folgenden Absitzen prisentiert sind.

3.5.1 SPR-Interaktionsanalyse der scFv mit V3-Peptiden

Als naheliegendste Variante fiir eine SPR-Studie bot sich die kovalente Immobilisierung
des V3-Glycopeptids pIc und der Interaktionsanalyse mit scFv-Ldsungen an. Dabei gilt die
in Abb. 3.23 schematisch dargestellte Aminkupplung als Standardmethode.

OH N—R! L R—
I o—G O—N /
+ C I + 0=¢
I NH-R2 o - \
© N—Re o .
HO-N
CM-Dextran EDC o
NHS
o
a8 Ni; P td/P t
eptid/Protein
o Peptld/Protem HO— Nij

R'= CH,CH,
R2= CH,CH,CH,N*H(CH,),Cl

Abb. 3.23 Reaktionsmechanismus der Aminkupplung;, CM: carboxymethylierte
Dextranschicht. Nicht umgesetzte NHS-aktivierte Carboxylatgruppen werden im
Anschluss mit Ethanolamin umgesetzt (capping).

Als reaktive Gruppen zur Immobilisierung von Peptiden dient die Aminofunktion des N-
Terminus sowie die Aminogruppe der Seitenkette von Lysin. Innerhalb des V3-
Sequenzausschnitts liegt ein solches Lysin (K305). Es ist daher nicht mdglich, eine
gerichtete Immobilisierung des V3-Peptids plc liber die Aminogruppe des N-terminus
vorzunehmen. Dennoch wurde zunichst eben dieser Ansatz verfolgt. Auf der Oberfldche
eines CM5-Sensorchips wurden an einem Biacore J-Instrument etwa 384 fmol (993 RU) des
Peptids plc immobilisiert und verschieden konzentrierte Losungen (0 bis 7 uM) der scFv
D26 und F14 in PBS hiniibergeleitet. Die Referenzzelle wurde aktiviert und mit
Ethanolamin geblockt. In Abb. 3.24 sind erhaltene Sensorgramme dieser Studien abgebildet.
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Abb. 3.24 oben: Sensorgramme von SPR-Messungen mit einer Losung von scFv D26
gegen tiber Aminogruppen immobilisiertes V3-Glycopeptid plc. Die Referenzzelle
wurde mit Ethanolamin geblockt. Das anti-Hiihnereiweisslysozym scFv (anti-Hel)
zeigt keine spezifische Interaktion mit dem V3-Glycopeptid. unten: Plot der
Gleichgewichtswerte der jeweiligen D26 scFv- Konzentrationen und mathematisch
angepasste Affinitéitskurve (Gleichung 1.2).

Zur Bestitigung der Spezifitit der Interaktion wurde ein gegen Lysozym aus
Hiihnereiweis gerichteter scFv (anti-Hel) ebenfalls {iber die Oberfldche geleitet. Die scFv
anti-Hel zeigten keine Interaktion mit dem V3-Glycopeptid, womit diese Negativkontrolle
als Bestitigung der Spezifitdt von scFv D26 anzusehen ist. Die Gleichgewichtswerte der
Sensorgramme wurden gegen die Konzentration aufgetragen und die Anpassung an

Gleichung 1.2 ergab die in Tab. 3.1 aufgefiihrten Kp-Werte.

Tab. 3.6 Ermittelte Kp-Werte der Klone D26 und F14 beziiglich des immobilisierten
V3-Glycopeptids plc (SVEINSTRPNN(Chi)NTRKSIHI).

Klon Kp
scFv D26 422 + 143 nM
scFv F14 1036 £ 115 nM

Die Konzentrationen der Proben wurden zu dem Zeitpunkt der vorliegenden SPR-

Studien lediglich iiber die Intensitit von SDS-PAGE-Banden abgeschitzt, wodurch ein

relativ groBer Fehler moglich ist. Des Weiteren war auf der mit Ethanolamin belegten

Referenzzelle eine Signalintensitit

von 80% des Signales, das auf der V3-
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Glycopeptidmesszelle erhalten wurde, zu registrieren. Dieser enorm hohe Signalanteil
spricht fiir einen Hintergrund unspezifischer Interaktionen, welcher die eigentlichen
Interaktion mit dem V3-Peptid iiberlagert. Kinetische Daten lieBen sich nicht aus den
Kurvenverldufen ableiten, da eine sehr geringe Flussrate von 10 pL/min gewihlt wurde und
bei Resp.Diff.-Werten von bis zu 300 RU mit Limitierungen des Massentransports
gerechnet werden musste. Die Anzahl der Datenpunkte hétte besonders im unteren

Konzentrationsbereich hoher gewahlt werden miissen.

Aufgrund der geschilderten Sachverhalte erschien es sinnvoll, weitere SPR-Studien unter
verdnderten Bedingungen vorzunehmen. Zur Immobiliserung wurde nun das Verfahren der
Thiolkupplung gewéhlt. Dazu wurde zunéchst ein V3-Glycopeptid mit einem N-terminalen
Cystein synthetisiert (pIcsz91c). Da im Rahmen der Charakterisierung der scFv die Peptid-
Glycopeptiddifferenzierung analysiert werden sollte, wurde zusétzlich auch das nicht
glycosylierte V3-Peptid plsy91c dargestellt (Abb. 3.25).

NH
(¢}
CVEINSTRPNNNTRKS I HI pleg.

CVEINSTRPNNNTRKS I HI plogc

Abb. 3.25 Die V3-Peptide plcsyic und plsyoc. N-terminales Serin wurde gegen
Cystein subsituiert, um iiber die Thiolgruppe eine gerichtete Immobilisierung auf der
Sensorchipoberfliche vornehmen zu kénnen.

Die Immobilisierung der Peptide konnte nun ortsgerichtet {iber die Thiolfunktion der
Cysteine liber den N-Terminus des Peptides vorgenommen werden. Dazu wurde auf eine
CMS5-Chipoberfliche zuriickgegriffen, die an einem Biacore 7700 mit 2-(2-
Pyridinyldithio)ethanaminhydrochlorid (PDEA) aktiviert wurde (Abb. 3.26). Dazu wurden
die Carboxylgruppen zunichst wie in Abb. 3.23 beschrieben mit NHS/EDC aktiviert, bevor
PDEA gel6st in Boratpuffer (pH 8.5) iiber die Sensorchipoberfliche geleitet wurde. Die
Umsetzung mit den Peptiden erfolgte mit Acetatpuffer bei pH 4.0, so dass durch Bildung
eines Pyridiniumsalzes, das von PDEA abgeleitete Disulfid zu einer guten Abgangsgruppe

wurde.
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Abb. 3.26 Reaktionsschema der Thiolkupplung zur Immobilisierung der N-terminal mit
Cystein versehenen Peptide plccaors, p1crors und pRgc.

Es gelang, 1990 RU entsprechend 765 fmol des V3-Glycopeptids pIcszoic und 4442 RU
(2025 fmol) des V3-Peptids pIsz9ic zu immobilisieren. Um die Spezifitit der Bindung bei
diesen Experimenten noch deutlicher zu demonstrieren, wurde das ebenfalls N-terminal mit
Cystein versehene Nonsenspeptid pRgic (CIENDRTNGVTAKE) auf der Oberfldche der
Referenzzelle immobilisiert (6400 RU, 4500 fmol). Als weitere Neuerung zur
Verminderung der unspezifischen Interaktion mit der Referenzzelle wurde dem PBS-
Laufpuffer 0.005% (v/v) des nicht-ionischen Detergenzes Tween20 zugesetzt. Dieses
Pufferadditiv unterbindet ausgeprigte hydrophobe Interaktionen und hat dadurch
solubisierenden sowie stabilisierenden Einfluss auf Proteine. Alle Messungen wurden bei
einer Flussrate von 30 pL/min durchgefiihrt, wodurch Massentransportlimitierungen
vermieden werden sollten. In Abb. 3.27 sind die erhaltenen Sensorgramme einer Messung
von P2 scFv-Konzentrationen im Bereich von 40-100 nM gegen das immobilisierte V3-

Glycopeptid pIcsygic dargestellt.
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Abb. 3.27 SPR-Interaktionsanalyse von scFv P2 mit dem immobilisierten V3-
Glycopeptid plcsyoic. Die Konzentrationen von scFv P2 sind in absteigender
Reihenfolge: 981, 654, 491, 327, 164, 82 und 41 nM. Auf der Referenzoberfliche
wurde das Nonsenspeptid pRg;c (Cl ENDRTNGVTAKE) immobilisiert.
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Zur vollstindigen Regeneration der Chipoberfliche erwiesen sich 2-10s kurze
Injektionen von 50 mM HCI-Losung als geeignet. Die Evaluationsoftware (BIACORE
EVALUATION SOFTWARE T100) ermoglicht es, Pufferinjektionen automatisiert von den
Sensorgrammen zu subtrahieren, so dass storungsfreie Sensorgramme abgebildet werden
konnen. Die Interaktion mit der Referenzzelle konnte auf etwa 35% bezogen auf die

Interaktion mit dem V3-Glycopeptid deutlich gesenkt werden.

Aus der Glycopeptidbelegung von 4442 RU ergibt sich ein thoeretischer Maximalwert
bei unendlich hoher scFv-Konzentration von etwa 23000 RU. Aus der maximalen
experimentell erhaltene Resp.Diff. von lediglich 100 RU ergibt sich eine enorm grofle
Diskrepanz. Zu diskutieren ist in diesem Zusammenhang sicherlich der unbekannte und
vermutlich sehr geringe Anteil an V3-Glycopeptiden innerhalb der CM5-Matrix, der fiir die
scFv direkt zuginglich ist. Durch die Prozedur der mehrschrittigen Immobilisierung
(NHS/EDC, PDEA und Cystein) ist unklar, ob 4442 RU Immobilisat tatsdchlich
ausschlieBlich auf das V3-Glycopeptid allein entfallen. Die Interaktionen, die in diesen
Experimenten registriert wurden sind dennoch spezifischer Natur, da auf der Referenzzelle

ein Nonsenspeptid vorliegt und die Differenz als Messsignal verfolgt wird (Resp.Diff.).

Die thermodynamische Dissoziationskonstante wurde ermittelt, indem die Resp.Diff.-
Werte 5s vor dem Ende der Probeninjektion gegen die dazugehoérige Konzentration
aufgetragen und der Verlauf der Datenpunkte der mathematischen Funktion gemél
Gleichung 1.2 angepasst wurde. Dieses wurde zundchst durch Einsatz der
Evaluationssoftware vorgenommen. Die Auswertung der Daten erfolgte automatisiert,
wobei es gelegentlich zu Problemen mit dem RU-Achsenabschnitt bei einer Konzentration
von 0 nM kam (RU-offset < 0). Bei allen Messungen wurden daher die Pufferinjektionen
auf ithre RU-Werte tiberpriift. Da sie alle im Rahmen des Messverfahrens einen Resp.Diff.-
Wert von etwa 0 RU aufwiesen, wurde der Datenpunkt von Resp.Diff. =0 bei einer
Konzentration von 0 nM mit in den Datensatz aufgenommen (RU-offset = 0). Die Daten
wurden dann mittels der Software ORIGIN 6.1 der Gleichung 1.2 angepasst. Das Ergebnis
dieser Anpassung fiir scFv P2 ist in Abb. 3.28 abgebildet und entspricht einer

thermodynamischen Dissoziationskonstante von 133 + 14 nM.
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Abb. 3.28 SPR-Affinitdtsanalyse von scFv P2 beziiglich des iiber Cystein
immobilisierten V3-Glycopeptids plcsyo;c. Aufgetragen sind die Werte 5s vor
beendeter Injektion. Abgebildet ist auch die an Gleichung 1.2 mathematisch
angepasste Affinitdtskurve.

Die aufgetragen Datenpunkte in Abb. 3.28 beschreiben den Funktionsverlauf von Beginn
bis zur Séttigung in zufriedenstellender Art und Weise. Der Konzentrationsbereich deckt gut
den Bereich des Anstiegs der Datenpunkte ab und die Ausfilhrung von
Doppelbestimmungen erwies sich als wertvoll. Wie jedoch in Abb. 3.27 zu erkennen ist,
wurden die Sensorgramme besonders bei geringen scFv-Konzentrationen nicht bis zum
Erreichen des Gleichgewichtswertes der jeweiligen Konzentration aufgenommen. Die Werte
von 5 s vor Beendigung der Injektion entsprechen somit nicht exakt den Anforderungen fiir
eine Affinititsbestimmung (steady state affinity) und filhren zu einer zu hohen
Dissoziationskonstante. Das Ausmall der zu kurzen Injektionszeiten sollte dadurch
abgeschitzt werden, dass die einzelnen Sensorgramme mit der Evaluationssoftware nach
einem 1:1-Modell extrapoliert und die sich daraus ergebenden Gleichgewichtswerte nach
unendlicher Injektionszeit (RUy.x) aufgetragen wurden. Es ergab sich ein Kp-Wert von
90 + 12 nM, wobei die extrapolierten Kurven nur schlecht den Verlauf der Sensorgramme
wiedergaben.

Aus einer Messreihe von scFv P2 gegeniiber dem immobilisierten V3-Peptid (p1-S291C)
ergab sich ein Kp-Wert von 99 £ 27 nM. Verglichen mit dem Wert von 133 £+ 14 nM
gegeniiber dem V3-Glycopeptid, kann also im Einklang mit ELISA-Studien keine deutliche
Differenzierung zwischen Peptid und Glycopeptid festgestellt werden. Dieses bedeutet aber
ebenso, dass kein negativer Einfluss der Chitobiosyleinheit auf die Bindung der scFv
nachgewiesen wurde. Die selektierten scFv des Klons P2 scheinen also eine Toleranz

gegeniiber der Chitobiosyleinheit an Position N301 aufzuweisen.
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Klon D26 wurde als weiterer aus den Selektionen hervorgegangener Klon auf die
Affinitdt gegeniiber dem V3-Glycopeptid und dem V3-Peptid untersucht. Die Auftragung
der Resp.Diff.-Werte 5 s vor beendeter Injektion gegen die Konzentration ist in Abb. 3.29
abgebildet.
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Abb. 3.29 SPR-Affinititsanalyse von scFv D26 beziiglich der iiber Cystein
immobilisierten V3-Peptide. Der Kurvenverlauf entspricht der angepassten Funktion
gemdfs Gleichung 1.2.

Die scFv D26 weisen hohere Affinitdt zu den V3-Peptiden als scFv P2. Dieses Verhalten
lieB sich auch aus zahlreichen ELISA ableiten, bei denen P2 stets geringere
Signalintensititen beziiglich der BSA-Peptidkonjugate zeigte. Gemdll den SPR-
Experimenten scheint D26 eine leicht hohere Affinitit zu dem V3-Glycopeptid gegeniiber
dem Peptid aufzuweisen. In ELISA-Studien konnte dieser Sachverhalt nicht belegt werden,
wobei zu bedenken ist, dass die BSA-Peptidkonjugate keinerlei Standardisierung
unterzogen wurden.

Auch Klon F62 sollte durch SPR-Studien ndher auf seine Bindung an die V3-Peptide
untersucht werden. Wie festgestellt wurde, weisen die scFv dieses Klons eine signifikant
hohere Dissoziationskonstante auf (Abb. 3.30). Die Bestimmung der Werte ist durch die
Wahl eines zu kleinen Konzentrationsbereiches mit einem grof8en Fehler behaftet, durch
welchen eine Differenzierung zwischen Peptid- und Glycopeptiderkennung nicht
moglich ist. In Tab. 3.7 sind die Ergebnisse der Auswertung aller SPR-Studien mit den V3-
Peptiden plcsyoic und plsyoic und den Nonsenspeptid pRgic zusammengefasst. Die
prasentierten Daten belegen eine spezifische Interaktion der selektierten und exprimierten
scFv dreier ausgewihlter Klone beziiglich der V3-Zielstruktur. Klon F62 assoziiert deutlich
schlechter mit den Peptiden und wurde daher in weitergehenden Studien nicht mehr

beriicksichtigt.
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Abb. 3.30 SPR-Affinititsanalyse von scFv F62 beziiglich der iiber Cystein

immobilisierten V3-Peptide. Eine deutlich geringere Alffinitit zu den Peptiden
verglichen mit den Klonen P2 und D26 ist offensichtlich.

Tab. 3.7 Zusammenfassung der Kp-Werte aus den SPR-Studien mit durch
Thiolkupplung immobilisierten V3-Peptiden.

scFv P2 scFv D26 scFv F62
V3-Glycopeptid pIcsioac 133 £ 14 nM 42 £ 8 nM 577+ 223 nM
V3-Peptid pls9ic 99 £27 nM 64 £ 9nM 826 + 422 nM

Ein deutlicher positiver Effekt der Chitobiosyleinheit auf die Affinitdt zu den scFv ist bei
keinem der Klone vorzufinden, wobei Klon D26 zumindest eine geringe
Affinititssteigerung aufweist. Bezogen auf alle Klone ist erneut zu betonen ist, dass keine
nachteilige Wirkung auf die Interaktion vorliegt und somit von Toleranz gegeniiber der
Chitobiosyleinheit gesprochen werden kann.

Auch wenn ein experimenteller Beweis nicht erbracht wurde, ist davon auszugehen, dass
die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Klone nicht durch die Selektion mit linearen
Peptiden ohne Glycosylierung erhalten worden wiren. Die Klone P2 und D26 weisen
thermodynamische Dissoziationskonstanten von 40 bis 130 nM auf und liegen damit im
erwarteten Bereich fiir monovalente Antikorperkonstrukte einer naiven Bibliothek, wie es
die eingesetzte Griffin. I-Bibliothek ist.'”
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3.5.2 Kinetik der Interaktion von scFv P2 mit dem V3-Glycopeptid p7c

Neben der Bestimmung der thermodynamischen Dissoziationskonstante iiber die
Affinitdt im Gleichgewichtszustand wurde versucht, durch die Bestimmung der on- und off-
Raten ebenfalls den Kp-Wert zu ermitteln.

Ein generelles Problem bei der Beschreibung von Bindungskinetiken von scFv ist dabei
die Neigung zur Multimerisierung. Durch Ausbildung von Dimeren und Trimeren
vermindern scFv die Exposition hydrophober Oberfldchen gegeniiber dem Phosphatpuffer.
In Studien wurde in diesem Zusammenhang eine Abhédngigkeit von der Lange des
Glycin/Serin-Linkers nachgewiesen.'®*'®" Obgleich die Linge des Linkers von 14
Aminosduren flr die scFv der Griffin. I-Bibliothek eine Dimerisierung ausschlie3en sollte,

ist zumindest eine partielle Dimerisierung nicht unwahrscheinlich.

Zur Untersuchung dieses Verhaltens wurde der Kurvenverlauf eines Sensorgramms von
scFv P2 (c = 164 nM) mit der Evaluationssoftware sowohl an ein 1:1-Modell als auch an ein
bivalentes Bindungsmodell angepasst ([scFv,] =2-[scFv]). Das Ergebnis der Anpassungen
mit Illustration der Abweichungen ist in Abb. 3.31 zu sehen. Es ist deutlich, dass weder rein
monovalentes noch rein bivalentes Bindungsverhalten vorliegt, die scFv also partiell
dimerisiert vorzuliegen scheinen, wie es auch in Literatur fiir andere scFv beschrieben ist.'™
Der Abbildung ist jedoch auch zu entnehmen, dass sich die Interaktion besser durch das

bivalente Bindungsmodell beschreiben ldsst.

Das bivalente Bindungsmodell beriicksichtigt die Bildung eines Komplexes aus einer
dimeren scFv-Einheit und zwei V3-Peptiden (AB + B = AB2), wodurch die entsprechende
Assoziationsrate ka, nur in RU's™ anstelle von M™'s™ angegeben werden kann. Ein direkter
Vergleich der ermittelten Werte beider Bindungsmodelle ist dadurch nicht moglich
(Tab. 3.8). Fiir relative Vergleiche konnen jedoch ka; und der niedrigste der beiden kd-
Werte (kd;, kdy) fiir die Berechnung eines ungefihren Kp-Wertes (KD*) beriicksichtigt
werden. Die ermittelten thermodynamischen Dissoziationskonstanten sprechen dafiir, dass
die Affinitdt zu dem V3-Glycopeptid tatsdchlich um den Faktor 5 bis 10 stirker ist als in
Kapitel 3.5.1 bestimmt (Kp = 133 nM). Dort wurden Endwerte einer Konzentrationsreihe
zur Ermittlung des Kp-Wertes herangezogen, die kleiner als die Gleichgewichtswerte der

jeweiligen Konzentration waren.
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Abb. 3.31 Analyse der Kinetik der Interaktion von scFv P2 (164 nM) mit dem V3-
Glycopeptid. A: Sensorgramm und Anpassung an ein 1:1-Bindungsmodell; B:
Abweichungen von der angepassten Funktion; C: Sensorgramm und Anpassung an ein
bivalentes Bindungsmodel; D: Abweichungen von der angepassten Funktion. Das
Bindungsverhalten wird besser durch die Annahme des Vorliegens von scFv-Dimeren
beschrieben.

Tab. 3.8 Vergleichende Analyse der Kinetik der Interaktion von scFv P2 mit dem
immobilisiertem V3-Glycopeptid plcsyoic. Die formale Konzentration an monomeren

scFv war 164 nM.
ka [M's” kd [s7'] - - chi’ Kp
1:1-Modell | 6.5:10° 7.0-107 - - 0.907 11 nM
ka; [IM's"] | kd, [s"] | ka> [RU's] | kd, [s"] chi’ Ky
bivalentes | g o 154 | 53102 1.410% | 7.3-10* | 0253 8 nM
Modell
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Auf eine Grofenausschlusschromatographie zur Analyse des Monomer/Dimer-
Verhiltnisses musste aufgrund der dafiir benétigten Stoffmenge verzichtet werden. Durch
Einsatz von MALDI-TOF-Massenspektrometrie konnte das Vorliegen von scFv-Dimeren
erwartungsgemdll nicht belegt werden. In Kapitel 3.5.4 werden SPR-Studien mit einem
definierten Konstrukt bivalenter Natur (scFv-IgEAC1) beschrieben, so dass zumindest dort
eine genaue kinetische Analyse mdglich ist. Kinetikstudien mit scFv des Klons D26 fiihrten
zu sehr vergleichbaren Assoziations- und Dissoziationsraten, wie die vorliegenden Studien
mit scFv P2.

Da in der Literatur auch fiir bivalente Antikorper oft ein 1:1-Bindungsmodell
zugrundegelegt wird, ldsst sich festhalten, dass die Assoziationsrate von scFv P2 gegeniiber
immobilisiertem V3-Glycopeptid pIc 6.5:10° M™'s ™' und die Dissoziationsrate 7.0-107 s™

ist, woraus sich eine thermodynamische Dissoziationskonstante von 11 nM ergibt.
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3.5.3 SPR-Interaktionsanalyse der scFv D26 mit einem V3-IgYAC1-Konstrukt
Das in Abb. 3.17 schematisch dargestellte V3-Konstrukt (V3-IgYAC1) konnte bereits
erfolgreich fir den Bindungsnachweis in einer ELISA-Studie verwendet werden. Im
Rahmen von SPR-Experimenten wurde dieses Fusionsprotein auf der Oberfldche eines
CM5-Sensorchips immobilisiert (~99 fmol), wobei BSA als Referenzprotein gewéhlt
wurde. Zur Uberpriifung der Zuginglichkeit des V3-Konstrukts auf der Chipoberfliche
wurde auch in diesem Falle der V3-Antikorper 447-52D eingesetzt. Dieser zeigte eine
deutliche Interaktion mit dem V3-Konstrukt. Wie in Abb. 3.32 exemplarisch fiir eine scFv-
Konzentration von 244 nM gezeigt, konnten auch mit scFv des Klons D26 positive

Sensorgrammverldufe erhalten werden.
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Abb. 3.32 Sensorgramm einer Messung von scFv D26 (244 nM) gegen immobilisiertes
V3-IgY-Konstrukt und die nach einem 1:1-Bindungsmodell angepasste Funktion
(oben); Auf der Referenzzelle wurde BSA immobilisiert; unten: Abweichung des
Senorgramms von der mathematischen Anpassung. Die Anpassung ergab eine
Assoziationsrate (ka) von 3-10° M's™ und eine Dissoziationsrate (kd) von 2-107 57,
entsprechend einem Kp-Wert von 80 nM.

Die Analyse der Kinetik fiihrte zu einem Kp-Wert von 80 nM (1:1-Bindungsmodell),
wobei die Anpassung auch in diesem Falle nicht optimal den Verlauf des Sensorgrams
wiedergibt. Die Auftragung der Gleichgewichtswerte gegen die jeweiligen Konzentrationen
(Abb. 3.33) fiihrte zu einem Datenpunktverlauf, der durch einen Kp-Wert von 148 £ 75 nM

beschrieben werden konnte.
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Abb. 3.33 Aufiragung der Gleichgewichtswerte von SPR-Messungen mit D26 scFv
gegen immobilisiertes V3-Konstrukt mit angepassten Kurven nach Gleichung 1.2.

Im Zusammenhang mit dieser Untersuchung ist zu betonen, dass die Identitdt des V3-
Konstrukts lediglich durch SDS-Gelelektrophorese belegt wurde. Obgleich die Anzahl der
Datenpunkte in Abb. 3.33 ungeniigend ist, konnte jedoch sowohl mittels ELISA als auch
durch die vorliegende SPR-Studie eindeutig eine Interaktion zwischen scFv D26 und diesem

V3-Konstrukt dokumentiert werden.

3.5.4 SPR-Interaktionsanalyse von scFv und gp120-Isolaten

Im Abschnitt 3.2 des Ergebnis- und Diskussionsteiles dieser Arbeit konnte bereits
demonstriert werden, dass die selektierten Klone in der Lage sind, gp120 in ELISA-Studien
zu binden und dass es gelang, aus einem Pool bereits selektierter Klone, eine Anreicherung
von gpl20-affinen Klonen zu erzielen. Ein Klon, der aus der Selektion in Losung nach
Strategie I gegen das V3-Glycopeptid pIc hervorging, ist D26. Der Klon P2 ging aus den
zusitzlichen Selektionsrunden gegen gpl20 hervor. Diese beiden sollten nun in SPR-
Studien auf ihre Affinitdt zu gp120-Isolaten ndher untersucht werden.

Die Aminoséduresequenz von gpl20 ist subtyp- und isolatspezifisch. Das bedeutet, dass
innerhalb eines mit einem bestimmten Subtyp infizierten Wirtes aufgrund der Mutationsrate
des HI-Virus eine Vielzahl an Viren mit unterschiedlichen gp120-Sequenzen aufzufinden
sind. Fir die SPR-Studien wurden drei in einer Vielzahl von HIV-Studien ebenfalls
eingesetzte Isolate verwendet (SF162, Bal und IIIB).* Die Analyse einiger publizierter
Sequenzen der HIV Sequence Database'™ ergab Sequenzen, die auch im Einklang mit

. 45
Arbeiten von Korber et. al.™ waren:
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Tab. 3.9 Ermittelte hdufigste Sequenzen der HIV-Isolate SF162, Bal und IIIB im
Vergleich mit der Konsensussequenz aller Subtyp B Isolate (conB). Hervorgehoben
sind die Aminosdurepositionen, die von der conB-Sequenz abweichen.

Isolat Tropismus V3-Sequenzausschnitte
conB - CTRPNNNTRKSI H —PGRAF
SF162 R5 CTRPNNNTRKSI Tl -GPGRAF
Bal R5 CTRPNNNTRKSI HI —GPGRAL
F
1B X4 CTRPNNNTRKRI Rl QRGPCGRAF
S

Das Isolat SF162 weist anstelle des H308 ein Threonin auf. Die Konsensussequenz des
Bal-Isolates entspricht bis auf eine F315L oder F3151 Substitution der Subtyp B
Konsensussequenz. II1IB enthélt neben der H308R-Mutation eine seltene QR-Insertion vor
dem GPGRAF-Motiv und ist zudem X4-trop. Durch Verwendung dieser drei
unterschiedlichen Isolate fiir Bindungsstudien sollte in ersten Ansédtzen das
sequenzabhingige Neutralisierungspotential untersucht werden. Die Immobilisierung von
gpl120 auf einer CMS5-Oberfliche erfolgte durch Aminkupplung an einem Biacore 7700
Instrument. Um auf der Oberfliche der Referenzzelle anstelle von Ethanolamin eine

aussagekriftige Negativkontrolle zu haben, wurde BSA immobilisiert (Tab. 3.10).

Tab. 3.10 Immobilisierung von BSA und gp120-Isolaten durch Aminkupplung auf einer
CM5-Chipoberfldche.

Substanz Resp.Diff. immob. Stoffmenge
BSA 7900 RU 120 fmol
gp120-SF162 9800 RU 82 fmol
gp120-Bal 7300 RU 61 fmol
gp120-111B 9800 RU 82 fmol

Im Folgenden wurden Verdiinnungen von scFv der Klone D26 und P2 bei einer Flussrate
von 30 pL/min in PBS (0.005% Tween20) iiber die Flusszellen geleitet. Es wurden fiir beide
Klone positive Kurvenverldufe erhalten, die sich auch in diesem Falle an kein rein mono-
oder bivalentes Bindungsverhalten anpassen lieBen (Abb. 3.34). Im Vergleich zu den
Messungen mit {iber Thiolfunktionen immobilisierten Peptiden (Kapitel 3.5.1) wurden bei
Messungen mit immobilisertem gpl20-Isolaten ein plausibler Diskrepanzfaktor zwischen

thoeretischer Maximalanwort und experimenteller Maximalantwort von 20 bis 40 erhalten
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Abb. 3.34 Sensorgramme der Vermessung von scFv des Klons D26 gegeniiber
immobilisiertem gp120-Bal in Konzentrationen von 600, 400, 200 und 100 nM. Auf der
Referenzzelle wurde BSA immobilisiert.

In Abb. 3.35 sind die Ergebnisse der Auswertung der Gleichgewichtswerte dieser
Sensorgramme gezeigt. Die Datenpunkte entsprechen in zufriedenstellender Weise den
Kurvenverlauf der angepassten Funktion gemédB Gleichung 1.2, wobei die Vermessung von
Konzentrationen unter 100 nM sicher sinnvoll gewesen wére. Es ergeben sich
thermodynamische Dissoziationskonstanten von etwa 100 nM, wobei keine eindeutige
Isolat-Differenzierung vorliegt. Die Signalintensitét beziiglich IIIB ist trotz sehr dhnlicher
immobilisierter Stoffmenge wie SF162 deutlich hoher. Dieses ldsst einen Riickschluss auf
die Unreinheit oder den Alterungszustand der SF162-Charge zu. Moglich ist auch, dass
SF162 anders orientiert als IIIB und Bal auf der Oberfliche vorliegt, woraus eine

schlechtere Zugénglichkeit der V3-Region resultiert.
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Abb. 3.35 SPR-Affinititsanalyse von scFv D26 beziiglich der gpl120-Isolate IIIB, Bal
und SF162. Auf der Oberfliche der Referenzzelle wurde BSA immobilisiert. Abgebildet
sind auch die an Gleichung 1.2 angepassten Kurvenverldiufe.
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Auch mit scFv P2 wurden Messreihen aufgenommen und ausgewertet. Wie in Abb. 3.36
zu sehen ist, wurden hier deutlich geringere Resp.Diff.-Werte erhalten, obgleich in
vorhergehenden manuellen Injektionen bei gleicher Konzentration dhnlich hohe RU-Werte,

wie bei Messungen mit scFv D26 erhalten wurden.
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Abb. 3.36 Sensorgramme von Messungen mit P2 scFv-Konzentrationen (335, 193, 129
und 103 nM) gegen immobilisertes gp120-Bal.

Dieses beruht darauf, dass der Sensorchip zwischen den beiden Konzentrationsreihen der
Klone aus dem Gerit entfernt werden musste. Vor dem Wiedereinfithren des Sensorchips
muss dieser mit destilliertem Wasser gespiilt und anschliefend im Luftstrom vollstindig
getrocknet werden. Vermutlich ging bei diesem Schritt mehr als zwei Drittel der Aktivitét
von gpl20 verloren. Ein zweiter Austausch des Sensorchips hinterliel keinerlei aktives
gpl20 auf der Oberfliche. Im Gegensatz dazu konnten die mit V3-Peptid belegten
Chipoberflichen trotz mehrfachen Wechsels ohne nennenswerten Aktivititsverlust

mehrfach fiir Messungen verwendet werden.

Die Auswertung der Sensorgramme beziiglich der Affinitit von scFv P2 zu den gp120-
Isolaten ist in Abb.3.37 zu sehen. Die erhaltenen Werte entsprechen
Dissoziationskonstanten zwischen 40 und 130 nM, wobei auch scFv P2 das gp120-11IB
Isolat mit der S306R- und H308R-Substitution sowie der QR-Insertion geringfligig
schlechter bindet. Weitere Datenpunkte im Konzentrationsbereich unter 100 nM hitten zu
einer exakteren Affinitdtsbestimmung gefiihrt. Dennoch bestétigt sich das Ergebnis der
ELISA-Studien, dass der aus den gpl20-Selektionen entstammende Klon P2 hohere
Affinitdt zu gp120 zeigt, als der lediglich mit dem V3-Glycopeptid selektierte Klon D26.
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Abb. 3.37 SPR-Affinititsanalyse von scFv P2 beziiglich der gpl20-Isolate 1IIB, Bal
und SF162.Die Interaktion zwischen scFv P2 und gp120-11IB ist signifikant schwdcher
im Vergleich zu den anderen gp120-Isolaten.

Die Spezifitit der Interaktion wurde bislang durch BSA als Referenzprotein belegt. Ein
weiterer Versuch wurde unternommen, indem auch der anti-Hithnereiweif3 scFv anti-Hel
vermessen wurde. Wie in Abb. 3.38 zu sehen ist, wurde auch bei hoher scFv-Konzentration

keine Bindung an die gp120-Isolate beobachtet.
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Abb. 3.38 SPR-Interaktionsanalyse von scFv P2 und scFv anti-Hel beziiglich gp120-
1IIB. Auch bei deutlich héherer Konzentration tritt keine Interaktion von anti-Hel mit
gp120 auf. Auf der Oberfliche der Referenzzelle wurde BSA immobilisiert. Die
Spezifitit der Interaktion der selektierten anti-V3 scFv konnte belegt werden.

Mit Abschluss dieses Experimentes konnte bestétigt werden, dass die scFv D26 und P2
spezifisch mit verschiedenen gpl20-Isolaten interagieren (Tab.3.11). Die thermo-

dynamischen Dissoziationskonstanten, welche durch Aufnahme von Konzentrations-reihen
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bestimmt wurden, liegen im Bereich von 40 bis 140 nM (Tab. 3.11). Bemerkenswert ist,

dass die Klone D26 und P2 einer Selektionsstrategie mit V3-Peptiden in Ldsung

entstammen und ein solches Verhalten daher nicht vorrausgesetzt werden konnte.

Tab. 3.11 Zusammengefasste Kp-Werte der SPR-Studien mit immobilisierten gpl20-

Isolaten.

scFv P2 scFv D26
gpl120-SF162 39+ 14 nM 125 £ 24 nM
gp120-Bal 61 +£18nM 120 £ 19 nM
gp120-11IB 127+41 oM | 136 £26 nM
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3.5.5 Kinetik der Interaktion von scFv P2 und D26 mit gp120-Isolaten

Die Analyse der Kinetik der Interaktion von scFv P2 und D26 mit gp120-Isolaten, war
wie auch schon bei SPR-Studien, mit den V3-Peptiden weder nach einem monovalenten
noch nach einem bivalenten Bindungsmodell exakt mdglich. Die folgende Tabelle fasst die
Daten der Kinetikanalyse zusammen (Tab. 3.12). Auch in diesem Falle, wiesen die durch
Kinetik bestimmten thermodynamischen Dissoziationskonstanten niedrigere Werte auf, als

die durch Gleichgewichtswerte bestimmten Kp-Werte.

Tab. 3.12 Durch SPR-Studien ermittelte kinetische Daten der Interaktion von scFv P2
(oben) und von scFv D26 (unten) mit den gpl20-Isolaten SF162, Bal und IIIB.
Aufgefiihrt sind die Werte aus der Kp-Bestimmung iiber die Gleichgewichtswerte (aff)
sowie die Werte der Kinetikanalyse eines einzigen Sensorgrams (SCFVyon, P2: 52 nM;
SCFVpono D26: 100 nM) nach dem entsprechenden Kinetikmodell. Die mit (")
gekennzeichneten Kp-Werte (Kp') ergeben sich aus ka; und der jeweils niedrigsten
Dissoziationsrate (kd; oder kd>).

P2 ka; IM's"]  kd,[s']  ka;/RU's"']  kd>[s"] chi’ Kp [nM]
SF162 | aff - - - - - 39+ 14
1:1] 2.010° 1.0-10° - - 0.190 4.8
biv] 1.3-10° 2.3-107 4.1-10™ 5.7-10* 0.077 44"
Bal aff - - - - - 61 +18
1:1] 2.810° 1.5-10° - - 0.362 53
biv] 1.0-10° 1.9:-107 2.0-10™ 6.3-10™ 0.112 6.3"
1B aff - - - - - 127 + 41
1:1| 4.3-10° 2.5:10° - - 0.853 5.8
biv] 8.4-10* 1.4:107 8.8:107 6.8:10™ 0.152 8.1"
D26 ka; [IM's]  kd, [s']  ka> [RU's"]  kd>[s"] chi’ Kp [nM]
SF162 | aff - - - - - 125+ 24
1:1] 5810° 24107 - - 0.639 4.1
biv| 3.510° 62107 1.5-107 3.0:107 0.206 17.7°
Bal aff - - - - - 120+ 19
1:1] 37100 1.9-107 - - 1.870 53
biv| 2.610° 56107 5.5:10° 2.2:107 0.587 21.5"
B | aff - - - - - 136 + 26
1:1] 4310° 32107 - - 9.910 7.4
biv| 1.410° 29107 5.7:10 1.1-10° 1.500 7.9"

Fir scFv D26 wurden beziiglich SF162 und Bal mit bivalentem Bindungsmodell
auffillig hohe kd,-Werte registriert, die zu einer starken Abweichung der Kp-Werte von
denen des 1:1-Bindungsmodelles fiihren. Fiir alle anderen Mesgungen (auch P2)
entsprechen sich die nach 1:1- oder bivalenten Bindungsmodell ermittelten Kp-Werte.

Fiir den als am potentesten eingestuften anti-V3 mAb IgG3 447-52D sind von vanCott et.
al. ebenfalls SPR-Studien mit immobilisiertem gp120 (IIIB und MN) durchgefiihrt worden.
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Die dort nach einem 1:1-Modell ausgewerteten Kinetiken ergaben Wertepaare von
2:10°M's" und 4-10° s (MN) und 3-10° M's™ und 2-10° s (IIB), so dass scFv D26 und
P2 im Bereich der Dissoziationsraten bivalenten Antikdrpern unterlegen sind. Der durch die
Analyse der Kinetik bestimmte Kp-Wert von 447-52D ist etwa 1 nM beziiglich MN und
7 nM beziiglich I1IB. SPR-Experimente zur Affinitdt im Gleichgewichtszustand wurden mit
447-52D nicht durchgefiihrt.'*’

Im Zusammenhang mit anderen Antikorpern, wies ein monovalentes scFv-Konstrukt in
SPR-Studien einen achtfach héheren Kp-Wert im Gegensatz zu dem entsprechenden IgG
auf.'"™ Eine weitere Studie lisst auf eine mehr als zwanzigfach stirkere Affinitdt beim
Ubergang von scFv- in IgG-Formate schliessen.'™ Fiir die scFv P2 und D26 kann daher im
Vergleich zu 1gG3 447-52D unter Beriicksichtigung der groBen Unterschiede in der

Immunglobulinstruktur, von einer dhnlich starken Affinitdt gesprochen werden.
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3.5.6 SPR-Interaktionsanalyse mit einem D26 scFv-IgEAC1-Konstrukt

Fiir die Durchfiihrung weiterer SPR-Studien stand ein scFv-IgEAC1-Konstrukt des Klons
D26 zur Verfiigung, welches analog zu dem in Abb. 3.17 schematisch dargestelltem V3-
IgYAC1-Konstrukt aufgebaut ist.'’* Dieses bivalente Konstrukt (scFvD26-IgE AC1) wurde
aus Uberstinden von HEK293-Zellen isoliert, durch Immunoblot identifiziert und die
Konzentration mittels SDS-PAGE durch Vergleich mit einer BSA-Konzentrationsreihe auf
etwa 20 nM bestimmt. Es wurden nun SPR-Studien mit immobilisertem V3-Glycopeptid
(pIc) und gpl20 durchgefiihrt. Die jeweilige Referenzierung erfolgte mit dem
Nonsenspeptid (pR) und BSA. Um zunéchst den Zustand der dafiir wiederverwendeten
Sensorchips zu iiberpriifen, wurde zugleich auch scFv D26 in einer Konzentration von
144 nM vermessen. Es konnten fiir beide Antigene Sensorgramme erhalten werden, die
vergleichbar mit fritheren Studien waren. Fiir scFvD26-IgEAC1 konnte gegeniiber beiden

Antigenen eindeutig Affinitit nachgewiesen werden (Abb. 3.1).
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Abb. 3.39  SPR-Interaktionsanalyse mit dem  scFv-IgEACI-Konstrukt  einer
Konzentration von etwa 20 nM. oben: Sensorgram gegeniiber dem immobilisertem V3-
Glycopeptid plc. unten: Das Sensorgamm gegeniiber immobilisiertem gpl20-11IB ist
stark verrauscht und weist Spriinge bei 0 und 210 s auf. Ebenfalls abgebildet sind die
Kurvenverldufe der mathematischen Anpassungen einem bivalenten Bindungsmodell.
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Bei Betrachtung der in Tab. 3.13 zusammengefassten Auswertung der Kinetikdaten fallt
ein besonders deutlicher Unterschied beziiglich der Interaktion mit gp120-Bal auf. Eine sehr
hohe Assoziationsrate (ka;) erhoht die Affinitdt des Konstruktes scFvD26-IgEACI im
Vergleich zu scFv D26.

Tab. 3.13  Zusammenfassung der nach einem bivalenten Bindungsmodell
ausgewerteten kinetischen Daten von der SPR-Interaktionsanalyse mit scFv D26 und
dem Konstrukt scFvD26-IgEACI gegeniiber dem V3-Gylcopeptid plc (oben) und

gpl120-1IIB (unten).
V3- N kay r's | kdy [ kaoJRU'S"T | kdofs7) chi’ Ky
Glycopeptid| ™"’ ! ? ? D
scFv 2.9-10° 6.0-107 1.3:10% | 4.3-10* 1.02 1.5nM
(144 nM)
Igeacl | 3.1:10° | 27107 | 1.310% | 57107 1.04 1.8 nM
(~20 nM)
gp120-Bal ka, kd, ka, kd, chi’ Kp'
scFv 1.3-10° 43107 | 3.610° | 8.7:10" 1.52 6.7 nM
(144 nM)
IgACl | 2.610° | 14107 | 6.510° | 6.410" 1.84 0.3 nM
(~20 nM)

Die beziiglich gp120 erhaltenen Sensorgramme haben jedoch eine sehr breite Basislinie
und weisen Spriinge an Anfang und Ende der Injektion auf. Beziiglich des V3-
Glycopeptides liegt bei Betrachtung der Kp -Werte eine leicht erhhte Aviditit des IgE-
Konstruktes gegeniiber den scFv vor. AbschlieBende Aussagen iiber den Effekt der
Transformation in ein bivalentes Format konnen durch die vorliegenden Daten nicht
gemacht werden. Aufgrund nicht ausreichender Stoffmenge konnte keine
Konzentrationsreihe zur Ermittlung des Kp-Wertes aus den Gleichgewichtswerten

aufgenommen werden.
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3.5.7 SPR-Interaktionsanalysen zur Ermittlung der Epitope

Nachdem mit SPR-Studien bereits eine spezifische Bindung von D26 scFv und P2 scFv
an das V3-Glycopeptid plc sowie an gpl120-Isolate belegt werden konnte, sollte nun die
SPR-Methode fiir eine Epitopanalyse genutzt werden.

Hierzu sollte die V3-Peptidsequenz formal in kleine Segmente zerleget werden, um
herauszufinden welcher dieser Peptidabschnitte mit den scFv interagiert. Die
Immobilisierung der scFv erwies sich wie unter 3.5.8 niher ausgefiihrt als nicht praktikabel,
weshalb kurze V3-Peptide auf der Oberfliche eines CMS5-Chips immobilisiert werden
sollten. Da die Immobilisierung von kurzen Peptiden einer Lénge von etwa filinf
Aminosduren jedoch problematisch in Bezug auf die strukturelle Verfiigbarkeit im

immobilisiertem Zustand ist, wurden folgende Peptide synthetisiert:

Tab. 3.14 Fiir SPR-basiertes Epitop Mapping dargestellte Peptide; grau unterlegt

Asn(Chi).

Peptid Peptidsequenz Resp.Diff. immob. Stoffmenge
p9 KGGGGEGEGESVEI NST 383 RU 291 fmol
plo KGGGGEGTRPNNNTR 515RU 288 fmol
pl2 KGGGEGEGTRKSI HI 723 RU 546 fmol
p9 KGGGGEGEGESVEI NST 383 RU 291 fmol

Diese Peptide besitzen N-terminal ein Lysin, welches zur ortsgerichteten
Immobilisierung mittels Aminkupplung beitragen soll. Damit ein ausreichender Abstand der
V3-Peptide von der Dextranmatix gewihrleisten ist, wurde eine Polyglycinkette eingefiigt.
Die V3-Sequenz wird bei diesem Ansatz zundchst in drei Segmente mit geringer
Uberlappung zerlegt, wodurch einerseits entscheidende Epitopabschnitte zertrennt wurden,
dafiir aber andererseits der Syntheseaufwand fiir diese Studien gering gehalten wurde.

In den am BiacoreJ durchgefiihrten Studien konnten zwar positive Sensorgramme
beziiglich der Peptide erhalten werden, dieses jedoch beziiglich aller drei Peptide im
gleichem AusmaB. Der Verlauf der Kurven war zudem durch ein vollstindiges Abfallen der
Resp.Diff.-Werte unmittelbar mit dem Beginn der Dissoziationsphase geprigt. Die
Affinitétsanalyse liber die Gleichgewichtswerte ergab die in Tab. 3.15 zusammengetragenen

Ergebnisse.

Tab. 3.15 Ermittelte Kp-Werte von D26 scFv beziiglich der immobilisierten Peptide.
Auf der Oberfliche der Referenzzelle wurde mit Ethanolamin immobilisiert.
grau unterlegt: Asn(Chi).

Peptid Peptidsequenz Kp

9 KGGGGGGAVET NST 12405 uM
plo KGGGEGEGTRPNNNTR 1.0£0.4 uM
pl2 KGGGGEGEGTIRKSI HI 26+0.7uM
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Die ermittelten thermodynamischen Dissoziationskonstanten liegen im niedrigen uM-
Bereich. Da alle drei Peptide vergleichbare Affinitidten aufweisen, kann aus diesen SPR-
Studien entweder das Vorliegen eines diskontinuierlichen Epitopes oder eine
Wechselwirkung der scFv mit dem Polyglycinlinker angenommen werden. In Bezug auf die
Ergebnisse der Selektionsstrategie IV, ist die Richtigkeit der zweiten Annahme
naheliegender. Dariiber hinaus besteht auch die Moglichkeit, dass epitopbildende Segmente

durch die getroffene Auswahl zerlegt wurden.

Mit der Annahme, dass die Interaktion mit den V3-Peptidsequenzen von unspezifischen
Wechselwirkungen mit der Polyglycinkette {iberdeckt wird, ergab sich die Notwendigkeit
diesen Effekt durch eine mit Polyglycin bedeckte Referenzzelle zu relativieren. Dazu wurde
das Peptid pG mit der Sequenz KGg synthetisiert und die in Tab. 3.16 aufgefiihrten
Stoffmengen auf der Oberflache eines CM5-Chips immobilisiert (Biacore 7700).

Tab. 3.16 Peptide fiir SPR-basiertes Epitope Mapping, grau unterlegt Asn(Chi).

Peptid Peptidsequenz Resp.Diff- immob. Stoffmenge
G KGEEEEG 371 RU 760 fmol
p9 KGGGGGEGESVEL NST 364 RU 299 fmol
plo KGGGGEGTRPNNNTR 595 RU 332 fmol
pl2 KGGGGGEGTRKSI HI 871 RU 658 fmol

Die Vermessung von scFv-Konzentrationen mit PBS (0.005% Tween20) als Laufpuffer
bei einer Flussrate von 30 pL/min fiihrte zu negativen Sensorgrammen, so dass die
Wechselwirkung mit der Referenzzelle (KGg) stirker ist als mit den vermeintlich
epitoptragenden V3-Peptidausschnitten. Die Werte 5 s vor Ende der Injektion wurden gegen
die scFv-Konzentrationen von Klon P2 aufgetragen und der Plot einer Affinitdtskurve
angepasst (Abb. 3.40). Die sich ergebenden Kp-Werte waren 2 + 1 uM (p9), 10 £37 uM
(p12) sowie ein linearer Verlauf (p10). Wie auch bei Selektionsvariante IV und bei
vorhergehenden SPR-Studien stellte sich der FEinsatz eines Polyglycinlinker als
problematisch heraus. Konstante Subdoménen der scFv scheinen mit der Polyglycinkette zu

assoziieren.
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Abb. 3.40 Aufiragung der minimalen Resp.Diff.-Werte gegen die scFv-Konzentration
von P2. Ein negativer und nahezu linearer Verlauf iiber den Konzentrationsbereich
liegt beziiglich aller drei Peptide vor.

Fiir einen alternativen Versuch, das Epitop einzugrenzen, wurden die in Abb. 3.41
aufgefiihrten V3-Peptide fiir Kompetitionsexperminente dargestellt. Diese verkiirzten V3-
Peptide sollten zusammen mit den scFv iiber die Flusszelle mit dem immobilisertem V3-

Glycoeptid (pIcsioac) geleitet werden.
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Abb. 3.41 Fiir SPR-Kompetitionsexperimente dargestellte Peptide.
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Die Bindung der kurzen Peptide an die scFv in Losung sollte die Affinitit an das
Vollldngenpeptid auf der Sensorchipoberfliche einschrinken. Im Rahmen einer Biacore
T100-Methode (affinity in solution) erfolgte die Messung der drei Peptide in zwei
verschiedenen inhibitorischen Konzentrationen (~ 0.1 uM und ~ 1.25 uM) mit jeweils
konstanter P2  scFv-Konzentration (c=32nM). Durch die Aufnahme einer
Konzentrationreihe mit verschiedenen scFv- Konzentrationen (0 bis 62 nM) konnte zu
einem Resp.Diff.-Wert der Inhibitionsexperimente stets eine Konzentration an noch frei
vorliegenden scFv berechnet werden. Aus einer mathematischen Anpassung der Daten
konnte jeweils eine Dissoziationskonstante der kurzen V3-Peptide mit den scFv P2 unter

kompetitiven Bedingungen zum immobilisiertem V3-Volllangenpeptid plcsyoic ermittelt
werden (Abb. 3.42).
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Abb. 3.42 Thermodynamische Dissoziationskonstanten der geldsten Peptide p7, p4c
und p8 beziiglich des scFv P2 bei kompetitorischer Anwesenheit von immobilisiertem
V3-Glycopeptid ple. Das Peptid SVEINSTR hat deutlich weniger inhibitorisches
Potential und enthdlt keine zum Epitop beitragende Gruppen.

Trotz des hohen Fehlers fiir den Wert der Messungen mit p7 sowie einer geringen Anzahl
an Datenpunkten kann anhand dieser Ergebnisse formuliert werden, dass der N-terminale
Peptidausschnitt SVEINSTR (p7) keinen Beitrag zum Epitop von Klon P2 Ileistet
(Kp=1.3 mM). Es steht somit fest, dass fiir scFv P2 das Epitop auf dem Abschnitt
2%RPNN(Chi)NTRKSIHI*® lokalisiert ist. Die Dissoziationskonstanten fiir die beiden
Fragmente p4c und p8 sind 204 uM und 170 uM. Diese geringen Affinitdten lassen
vermuten, dass die gewdhlten Peptidabschnitte das Epitop vermutlich nur in konjugierter

Form vollstindig wiedergegeben.
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3.5.8 Versuche zu weiteren SPR-Experimenten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den oben geschilderten Studien, weitere
Versuche unternommen, die Wechselwirkung der scFv mit V3-Peptiden und gp120-Ioslaten
durch SPR-Experimente zu charakterisieren.

Von grundlegendem Interesse erschien es, scFv auf der Oberflidche eines Sensorchips zu
immobilisieren. Affinititen beziiglich der Peptide und gp120-Isolate konnen dann mit den
Daten von gelosten scFv verglichen werden. Die Immobilisierung von scFv iiber freie
Aminofunktionen ist in der Literatur beschrieben.'® Auch im Rahmen dieser Arbeit gelang
es, scFv iiber Amminkuuplung zu immobilisieren (~3000 RU, ~100 fmol). Es konnten
jedoch keine Sensorgramme mit dem V3-Glycopeptid pIc erhalten werden, die auf eine
spezifische Interaktion mit den scFv (D26) hindeuteten. Zur Diskussion stehen im
wesentlichen drei mdgliche Ursachen. Aus der Hisg-Aufreinigung der scFv konnten noch
Reste von Imidazol bei der Aminkupplung gestort haben, da auf eine doppelte Dialyse in
PBS nach der Aufreinigung verzichtet wurde. Die zweite Ursache konnte auf die in Tab. 3.4
angegebenen Sequenzen der scFv zuriickzufiihren sein. Die komplementaritéts-
bestimmenden Regionen (CDR) beinhalten viele Lysine als potentielle Kupplungspartner an
die Oberfldche. Bei Immobilisierung kann es daher sein, dass die Antigenbindungsstelle
degeneriert vorliegt. Als dritter Punkt ist die Sensitivitdt des fiir diese Studien benutzten
Biacore J Instruments zu berticksichtigen. Das V3-Peptid ist, verglichen mit Proteinen, ein
niedermolekularer Ligand. Daher kann die Belegung der Sensorchipoberfliche mit scFv
verbunden mit einer eventuell niedrigen prozentualen Bindungsaktivitit der scFv zu
Bindungsereignissen mit Resp.Diff.-Werten im Bereich der Basislinienbreite fithren. Der
Ansatz, ortsgerichtet iiber die Hiss-Sequenz auf der Oberfliche eines NTA-Sensorchips zu
immobilisieren, gelang nicht, wobei keine weitergehenden Optimierungsschritte
unternommen wurden.

Eine quantitativ zufriedenstellende Immobilisierung von BSA-Peptidkonjugaten konnte
nicht erreicht werden. Dieses hdngt damit zusammen, dass frei zugingliche Aminogruppen
von BSA bereits im Vorfeld zur Konjugation mit den Peptiden genutzt wurden.

Die scFv-prasentierenden Phagen konnten ebenfalls nicht erfolgreich immobilisiert
werden und eigneten sich auch nicht in geldster Form fiir eine Interaktionsanalyse mit
immobilisiertem gp120-Isolaten, obgleich auch SPR-Selektionssyteme mit Phagen
beschrieben sind.'**'*” Eventuell wirkten sich noch vorhandene Reste des zur Isolierung der

Phagen verwendeten Polyethylenglycols in diesem Fall negativ auf das Experiment aus.
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3.6 STD NMR Experimente

Die Verwendung der STD NMR Spektroskopie zur Interaktionsanalyse der scFv mit V3-
Glycopeptiden bietet neben ELISA- und SPR-Studien eine weitere Moglichkeit, die
Interaktion zu charakterisieren. Darliber hinaus befinden sich bei STD NMR
Untersuchungen beide Wechselwirkungspartner in Losung, womit eine dem natiirlichen
System nahe Situation gegeben ist. Neben der thermodynamischen Dissoziationskonstanten

besteht der Zugang zur einer detaillierten Epitopbeschreibung auf atomarer Ebene.

3.6.1 STD NMR mit scFv-prasentierenden Phagen

Die Effizienz der fiir ein STD NMR Experiment notwendigen Sittigung des
Rezeptorproteins  korreliert, neben strukturellen Eigenschaften, Einstrahlfrequenz,
Pulsleistung und dem Séttigungsinterwall im Wesentlichen mit dem Molekulargewicht des
Rezeptorproteins. Je deutlicher das Spindiffusionslimit iiberschritten ist und je ausgepragter
die 3D-Struktur des Proteins, umso effizienter ist die Séattigung, woraus letztlich die
Sensitivitdt des STD-Experiments erhdht wird. Daher erscheint es per se attraktiver, scFv-
prasentierende Phagen anstelle von den lediglich 29 kD groB3en scFv als Rezeptoren fiir ein
STD-Experiment einzusetzen. Ferner sind scFv-prisentierende Phagen schon wihrend des
Selektionsprozesses sehr leicht préiparativ zugénglich. Geldnge es, mit scFv-prasentierenden
Phagen iiber STD NMR ein Epitop auf atomarer Ebene zu formulieren, so konnte der
Verlauf einer Selektion schon zu einem sehr frithen Zeitpunkt detailliert und mit geringem
experimentellen Aufwand bewertet werden. Bei einer Anreicherung auf 10'* Phagen/mL ist
mit nur etwa 0.1 nmol Rezeptor in einer Probe von 600 uL zu rechnen. Ein zur Verfiigung
stehendes 700 MHz-Spektrometer mit Cryo-Probenkopf sollte fiir die Aufnahme von STD-
Spektren mit derart geringen Rezeptorkonzentrationen jedoch ausreichen. Ein solcher
Ansatz ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht in der Literatur beschrieben.

Den vorangegangen Uberlegungen folgend wurden daher scFv-prisentierende Phagen
diverser Klone aus einer 50 mL Kultur isoliert, aufkonzentriert und in D,O-PBS tberfiihrt.
In 'H-NMR-Spektren dieser Proben wurden breite Hiillkurven und stets ein deutliches
Signal von Polyethylenglycol erhalten. Ein entsprechender ELISA sicherte das
Vorhandensein von V3-Glycopeptid spezifischen Phagen in der Probe ab. In Abb. 3.43 ist
das Ergebnis eines STD NMR Experiments mit D26 scFv-prisentierenden Phagen und dem
V3-Glycopeptid pIc dokumentiert.
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Abb. 3.43 oben: 'H-NMR des V3-Glycopeptids plc; mitte: STD-Spektrum einer Probe
mit Klon D26 scFv-prdsentierenden Phagen und dem V3-Glycopeptid plc
(387 uM) (6= -0.5 ppm, atty,= 40 dB, ty= 2s, ns = 2k, T = 305 K), unten: "H-NMR
des Pentapeptids KSIHI. Nur einige definierte Ligandensignale erscheinen im STD-
Spektrum. Diese konnen deutlich dem Sequenzabschnitt KSIHI zugeordnet werden.

Die Abb. 3.43 zeigt ein '"H-NMR Spektrum des Glycopeptids pI¢ mit Unterdriickung des
Wassersignals. Fiir die spdtere Diskussion sind einige Signale zugeordnet. Das mittlere
Spektrum ist das Ergebnis eines STD-Experiments mit scFv-prdsentierenden Phagen des
Klons D26 mit dem Glycoeptid plc in einer Konzentration von 387 uM, bei dem deutlich
ein relativer STD-Effekt von 3 bis 7% festgestellt werden kann. Beim Vergleich der beiden
Spektren fdllt auf, dass nur ganz bestimmte Signale im STD-Spektrum vorhanden sind.
Dieses wird besonders im Bereich der a-Protonen sowie im Bereich um 3 ppm deutlich.
Ebenfalls bemerkenswert ist der STD-Filtereffekt auch zwischen 0 und 1 ppm, wo im STD-
Spektrum 06- und fy-Protonensignale der Isoleucine vorhanden sind, jedoch keinerlei
Signalintensitdt der V292y-Protonen. Die Signalintensitidten der Protonen des Isoleucin sind
daher nicht auf partielle Sattigung durch Proteinvorséttigung bei -0.5 ppm zuriickzufiihren.
Aus der Zuordnung der STD-Signale zu den Resonanzen des V3-Glycopeptids wurde
ersichtlich, dass alle dem Motiv **KSIHI*” entstammen. Dieses wird unmittelbar durch

Vergleich mit dem "H-NMR Spektrum des synthetisierten Pentapeptids KSIHI deutlich, in
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dem nur einige Signale wie zum Beispiel K305a eine andere chemische Verschiebung
aufweisen (Abb. 3.43, unten). Die Ergebnisse dieses STD-Experimentes legten die
Vermutung nahe, dass scFv D26 spezifisch mit dem KSIHI-Motiv des V3-Glycopeptids
interagiert. Um diese Vermutung zu bekriftigen, wurden ausgehend von einer 30 mL Kultur
polyklonale Phagen isoliert, welche die scFv der naiven Griffin. I-Bibliothek prédsentierten.
Diese polyklonalen Phagen wurden zusammen mit dem V3-Glycopeptid p2c¢ in einem STD-
Experiment vermessen. Das Ergebnis dieses Experimentes zusammen mit einem STD-

Spektrum analog préiparierter Phagen von Klon D26 ist in Abb. 3.44 zu sehen.

STD: D26 mit p2c

STD: Griffin.1 mit p2¢c
I I T ‘ I I I | T | | I I
4 3 2 1 [ppm]

Abb. 3.44 A: 'H-NMR Spektrum des V3-Glycopeptids p2c¢ und dazugehériges STD-
Artefakt-Spektrum von p2c¢ (636 uM) ohne Phagen (B);, C: STD-Spektrum von D26
scFv-prisentierenden Phagen mit dem Glycopeptid p2c (424 uM); D: STD-Spektrum
von scFv-prisentierenden Phagen, welche die gesamte Bibliothek reprisentieren mit
dem Glycopeptid p2c (424 uM). Die Negativkontrolle mit Phagen der gesamten
Bibliothek fiihrt zu einem nahezu identischen STD-Spektrum.

Die STD-Experimente fiihrten sowohl mit monoklonalen D26 scFv-prisentierenden
Phagen als auch mit den polyklonalen scFv-prisentierenden Phagen der naiven Bibliothek
zu nahezu gleichen Ergebnissen. Erneut dominieren deutlich Signale des KSIHI-Motives.
Ein analog aufgenommenes STD-Spektrum des Glycopeptids p2¢ ohne Phagen verdeutlicht,
dass es sich nicht um Effekte durch partielle Peptidséttigung handelt. Die vergleichende
Quantifizierung der STD-Prozentwerte ist nicht zulédssig, da die Gesamtzahl an Phagen je

nach Prédparation der Probe stark differieren kann. Auch das Verhiltnis von scFv-
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prasentierenden Phagen zu Helferphagen ist eine klon- und induktionsabhidngige, nicht
reproduzierbare Grofe. Daher konnte die Affinitdt dieser Interaktion aufgrund dieser
unbekannten, variablen Rezeptorkonzentration nicht durch STD-Titrationsexperimente
quantifiziert werden.

Basierend auf den bisher prisentierten Daten findet eine selektive Interaktion von
Phagenhiillproteinen oder von Doménen der scFv mit dem KSIHI-Peptidabschnitt der V3-
Glycopeptide statt. Da nahezu identische STD-Spektren auch bei Verwendung von Phagen
der gesamten Bibliothek erhalten werden, ist dieses keine Interaktion, die auf den
spezifischen Eigenschaften des Klons D26 beruht. Experimente mit monoklonalen Phagen
anderer Klone fiihrten zu gleichen Ergebnissen. ScFv-prasentierende Phagen konnen daher
im Rahmen dieser Arbeit nicht fiir die Bestimmung von Epitopen eingesetzt werden.
Systematische Untersuchungen etwa beziiglich der absoluten STD-Effekte sind aufgrund
von Inhomogenititen der Proben untereinander nicht durchfiihrbar.

Weitere Bemiihungen, die Wechselwirkung von Liganden mit phagenassozierten
Rezeptoren mit STD NMR zu charakterisieren, konnen fiir andere Selektionssysteme
dennoch lohnend sein. An dieser Stelle sei explizit auf eine mogliche Eignung fiir die
Charakterisierung von Bindungsereignissen zwischen Peptiden mit von Phagen

prasentierten Peptiden hingewiesen (Peptid/Peptid-Wechselwirkung).

3.6.2 STD NMR mit scFv und groBen Uberschiissen von V3-Peptiden

Da beliebige, der Griffin.I-Bibliothek entstammende scFv-prisentierende Phagen mit
dem KSIHI-Motiv des V3-Glycopeptids interagieren, war zu kldren, ob diese
Wechselwirkung von den makroskopischen Phagenpartikeln oder von der verhéltnismaBig
kleinen scFv-Einheit herriihrt. In vorangehenden Experimenten konnte eine Sittigung der
scFv von etwa 15% erreicht werden, womit prinzipiell die Grundlage fiir erfolgreiche STD
NMR Experimente gegeben ist. So wurde ein STD-Experiment mit scFv des Klons P2
(2 nmol) und dem Glycopeptid p2¢ durchgefiihrt. In der Probe lag somit ein etwa 70facher
Uberschuss an Ligand vor. Das Ergebnis dieses STD-Experiments ist in Abb. 3.45 zu sehen.
Das STD-Spektrum ist bei erster Betrachtung anhand der Selektivitdt der beiden Isoleucin-
a-Protonen bei 4.1 ppm sowie K305¢ bei 3.0 ppm deutlich mit den STD-Spektren von scFv-
prisentierenden Phagen aus Abb. 3.44 in Deckung zu bringen. Erneut dominieren STD-
Signale des KSIHI-Motivs, woraus gefolgert werden kann, dass scFv der Griffin.I-
Bibliothek allgemein bei groBen Peptidiiberschiissen mit dem KSIHI-Motiv der V3-

Glycopeptide interagieren.
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Abb. 3.45 oben: "H-NMR Spektrum des V3-Glycopeptids p2c
(STRPNN(Chi)NTRKSIHI), unten: STD-Spektrum einer Probe mit 2 nmol scFv P2 und
68fachen Uberschuss Glycopeptid p4c (678 uM) (8= -0.5 ppm, atty,= 40 dB , ty=
2s,ns =2k T=305K), besonders die Selektivitiit im Bereich der a-Protonen spricht

fiir weitestgehende Ubereinstimmung mit den STD-Spektren von scFv-prisentierenden
Phagen der Abb. 3.44.

Da bei Messungen mit scFv die Stoffmenge an Rezeptor in der Probe bekannt ist, konnte
in diesem Falle die Affinitit beziliglich KSIHI durch die Aufnahme von STD-
Titrationsexperimenten quantifiziert werden. Dazu wurde ein Peptidkonzentrationsbereich
von 100 bis 700 uM vermessen. Fiir einige gut separierte Signale wurden die Verdnderung
der STD-Prozentwerte mit zunehmender Konzentration verfolgt. In Abb. 3.46 ist der
Verlauf der STD-Amplifikationsfaktoren mit der Peptidkonzentration des K305¢-
Protonensignals gezeigt. Auch der Verlauf der erhaltenen Datenpunkte anderer
Protonensignale stellte sich als aufschlussreich dar. Es wurde ersichtlich, dass im Bereich
der bisher isoliert betrachteten hohen Peptidkonzentrationen eine lineare Abhdngigkeit der
STD-Amplifikationsfaktoren vorhanden ist. Dieses ist ein Charakteristikum von sehr
schwachen oder génzlich unspezifischen Bindungsereignissen. Somit wiirde das aus den
bisher abgebildeten STD-Spektren abgeleitete Epitop KSIHI vermutlich keine Relevanz bei
der Diskussion des Epitops der V3-Peptide gegeniiber der scFv-Antigenbindungsstelle
haben. Zudem ist es unwahrscheinlich, dass bei der Durchfiihrung einer Phage Display
Selektion, aufgrund der vielen Wasch- und Separationsschritte, scFv mit derart schwacher

Affinitiat anzureichern und mittels ELISA detektierbar sind.
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Abb. 3.46  Aufiragung  der  STD-Amplifikationsfaktoren — gegen  die  V3-
Glycopeptidkonzentration einer Titrationsreihe mit hohen Uberschiissen des
Glycopeptids p2c beziiglich scFv P2 (2nmol). Die Einbeziehung aller fiinf
Datenpunkte fiihrt zu einem linearen Verlauf. Unter Vernachlissigung des letzten
Datenpunktes ldsst sich aus einer mathematischen Anpasssung an Gleichung 1.4 ein
Kp-Wert abschditzen.

Betrachtet man den Verlauf der ersten vier Datenpunkte, so ldsst sich jedoch vermuten,
dass innerhalb dieses Konzentrationsbereiches eine spezifische Interaktion mit einer
Dissoziationskonstante von unter 200 uM vorliegt. Aus den mittels SPR-Studien ermittelten
Kp-Werten beziiglich der V3-Peptide von etwa 100 nM wird zudem deutlich, dass bislang
stets zu hohe Peptidiiberschiisse fiir STD-Experimente mit Phagen und scFv eingesetzt
wurden. Es stellte sich die Aufgabe, die aus Abb. 3.46 abgeleiteten Vermutungen tiber das
Vorliegen von scFv-spezifischen Interaktionen bei geringen Peptidiiberschiissen durch

Aufnahme von STD-Konzentrationsreihen mit deutlich niedrigeren Peptidkonzentrationen

zu verifizieren.

3.6.3 STD NMR mit scFv und geringen Uberschiissen von V3-Peptiden
Entsprechend den aus Abb.3.46 hervorgegangenen Uberlegungen, wurden STD-
Titrationsreihen mit scFv P2 und V3-Glycopeptidkonzentrationen bis 70 uM aufgenommen.
Obwohl die Messungen eines jeden Titrationspunktes mit einer Scanzahl von 6 bis 9 k
durchgefiihrt wurden, konnten STD-Spektren nur mit sehr geringem Signal/Rausch-
Verhiltnis erhalten werden. Die geringen absoluten STD-Intensitdten sind auf die niedrigen
kd-Werte um 7-107 s’ (vgl. Tab.3.8) und den daraus resultierenden langen
Rezeptorverweilzeiten von etwa 100 s zuriickzufithren. Die Sensitivitit der Experimente
wird zusitzlich durch die geringe Ligandenkonzentration und eine Rezeptorsattigung von
nur 15% beeinflusst. Probleme gab es im Besonderen bei der Ermittlung von STD-

Prozentwerten der Chitobiosylprotonen. Generell beschrinkte sich daher die Analyse der
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STD-Effekte auf Signalhohen (STD-Prozentwerte) anstelle von Integralen. In Abb. 3.47 ist
stellvertretend fiir das Erscheinungsbild der erhaltenen STD-Spektren ein Ausschnitt eines
STD-Spektrums von Klon P2 (1.1 nmol) mit dem V3-Glycopeptid p4c einer Konzentration
von 66 uM (13.2 nmol) gezeigt.

Ac Ac'

R298(5)
R304(5)
K305(e)

N300-302(B,B")

32 30 28 26 24 22 [p;‘)m]
Abb. 3.47 ob#: Ausschnitt eines off-resonance-Spektrums von 1.1 nmol P2 scFv und
zwolffachen Uberschuss des V3-Glycopeptids p4c (RPNN(Chi)NTRKS) (66 uM; D,O-
PBS, ty =35, O = -0.5 ppm, atty,, = 40dB, T = 305K, ns = 7 k); unten: Ausschnitt
eines STD-Spektrums dieser Probe. Eine Bestimmung der STD-Prozentwerte gelang
trotz sehr geringer Intensitdt der Signale.

Wie im Abschnitt 3.6.4 ausfiihrlich présentiert konnten durch Auftragung der STD-
Amplifikationsfaktoren gegen die Ligandkonzentration Verldufe erhalten werden, die das
Vorliegen einer spezifischen Bindung zwischen V3-Glycopeptiden und scFv belegen.
Ferner konnten fiir Protonengruppen von sehr dhnlicher chemischer Verschiebung markante
Unterschiede der Kp-Werte ausgemacht werden, was ebenfalls als Charakteristikum einer
spezifischen Bindung anzusehen ist.

Da die Hohe der ermittelten Kp-Werte (~2 uM) deutlich hoher lagen als die Ergebnisse
aus SPR-Studien (~100nM), wurden STD-Experimente zur Untersuchung des
Artefaktanteils durchgefiihrt. Die Bezeichnung ,,STD-Artefakte® gilt STD-Signalen bei
analoger Aufnahme von STD-Experimenten mit Proben in denen der Ligand, jedoch kein
Rezeptor zugegen ist. Die Ursache fiir das Auftreten von STD-Signalen ohne
Rezeptoranwesenheit ist eine partielle Séttigung von Ligandresonanzen durch die
Vorsittigung bei — 0.5 ppm. Dieser Effekt kann durch Ligandaggregation mit zunehmender
Konzentration deutlich verstirkt werden. Auch die Bestimmung der STD-Artefakte im
Konzentrationsbereich unter 70 uM unterlag aufgrund des geringen Signal/Rausch-

Verhiltnisses Fehlern bei der Bestimmung der Werte. Die Abb. 3.48 verdeutlicht die
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Problematik der Artefaktberiicksichtung anhand ausgewéhlter Protonengruppen. Es sind
zum Teil grole STD-Artefaktanteile vorhanden.
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Abb. 3.48 Vergleich von STD-Prozentwerten ausgewdhiter Protonen eines
Experimentes (scFv P2 und Peptid p4dc, Symbol: Rechteck) mit denen einer
Artefaktbestimmung (nur Peptid p4c, Symbol: Kreis). Zu allermeist wiesen die STD-
Prozentwerte der Artefaktbestimmungen kleinere Werte als die der Experimente mit
scFv auf.
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Zur Beurteilung des Einflusses von STD-Artefakten wurden zwei alternative
Auswertungen  vorgenommen. Zundchst wurden die STD-Prozentwerte ohne
Artefaktberiicksichtigung durch Multiplikation mit entsprechenden den Ligandiiberschiissen
zu STD-Amplifikationsfaktoren umgerechnet. Im Zuge der alternativen Auswertung wurden
Differenzen zwischen STD-Prozentwerten und den STD-Artefaktwerten gebildet und diese
Differenzen in STD-Amplifikationsfaktoren konvertiert, wobei negative Differenzwerte
vernachldssigt wurden. Die Bildung von Differenzen dieser Werte fiihrte in Einzelfdllen zu
einer gewissen Streuung der Daten. In Abb. 3.49 ist am Beispiel der K305¢-Protonen das

Ergebnis der Artefaktkorrektur zu sehen.

12|| K305¢

)
ohne Artefaktdifferenzierung:
K,=12+3 uM

STD-Amplifikationsfaktor
(o))

]
mit Artefaktdifferenzierung:
K,=87uM

T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Konzentration p4c [uM]

Abb. 3.49 Verlauf der STD-Amplifikationfaktoren mit und ohne Artefaktdifferenzierung
fiir die K305 &-Protonen von p4c bei Anwesenheit von scFv P2 (1.1 nmol, 5 uM).

Da nicht zur jeder gemessenen Ligandkonzentration ein STD-Artefaktspektrum
aufgenommen wurde, konnten weniger Datenpunkte mit Artefaktdifferenzierung erhalten
werden. In Tab. 3.17 sind sdmtliche ermittelten Kp-Werte mit und ohne Artefaktkorrektur
gegeniibergestellt. Die Werte weisen einen im Verhiltnis zum berechneten Kp-Wert
verhéltnisméBig groBen Fehler auf und sind somit in Bezug auf das Auswerteverfahren als

gleichwertig zu betrachten.
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Tab. 3.17 Berechnete Kp-Werte [uM] fiir diverse Protonengruppen des Glycopeptids
p4c (RPNN(Chi)NTRKS) einer Titrationsreihe mit scFv P2. mittlere Spalte: Kp-Werte
ohne Beriicksichtigung der STD-Artefakte; rechte Spalte: Kp-Werte die ermittelt
wurden auf Grundlage der Differenzwerte zwischen STD-Prozentwerten und STD-
Artefakten der jeweiligen Konzentration. Im Rahmen der Fehler entsprechen sich die

Werte.
ohne mit
Artefaktkorrektur | Artefaktkorrektur

P299a. 3+£2 20+ 24
S306a 8+2 15+10
T303a 9+5 2+4
T303p 20+ 9 na
R298a. 3+1 2+1
R2986 22+10 24 £21
R3048 15+9 2+5
K305¢ 12+3 8+7
Ac’ 26+ 11 na
Ac 2517 na
T303y 20+ 9 16 + 24

Die vorliegende Tabelle verdeutlicht, dass eine rechnerische Beriicksichtigung der STD-
Artefakte den Wertebereich der thermodynamischen Dissoziationskonstanten nicht
beeinflusst. Da die niedrigste ermittelte Dissoziationskonstante aller Protonengruppen bei
der STD NMR Spektroskopie der tatsdchlichen Dissoziationskonstante am nihesten kommt,
ist die Affinitdt von scFv P2 zu p2c¢ unabhidngig von der Berlicksichtigung von STD-
Artefakten 2 £ 1 uM. An dieser Stelle bietet es sich an, die mittels STD NMR bestimmte
Dissoziationskonstante von p2c¢ beziiglich scFv des Klons P2 mit der liber SPR-Studien
bestimmten Dissoziationskonstante von plc beziiglich dieses Klons zu vergleichen. Der
durch SPR-Studien bestimmte Kp-Wert von 133 nM ist etwa um den Faktor 15 hoher.
Gerade bei Konzentrationen unter 15 pM wiren noch weitere Datenpunkte ndtig gewesen,
um den Anstieg bei Protonen mit Dissoziationskonstanten unter 10 uM verlésslicher durch
eine mathematische Anpassung wiedergegeben zu konnen. Die Aufnahme von mehr
Datenpunkten mit derart hohen Scanzahlen (6-9 k) hitte jedoch in diesem Ausmal nicht zur
Verfiigung stehende Messzeit beansprucht. Aus ungeniigender Rezeptorvorsittigung
(~15%) und einer langsamen Dissoziationsrate (~107s"') resultierten niedrige STD-
Prozentwerte, die bei derart geringen Konzentrationen nicht vom Rauschen zu
differenzieren sind. Dieses Verhalten spiegelt sich auch in den verhéltnismaBig hohen
Fehlerbetragen der Kp-Werte wieder. Aus den geschilderten Sachverhalten heraus scheint es
akzeptabel, dass zwischen den durch unterschiedliche Verfahren ermittelten
thermodynamischen Dissoziationskonstanten eine Differenz besteht. Die iiber SPR-Studien

bestimmten Werte unterlagen keinen Limitierungen beziiglich des Messbereiches, so dass
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die mit SPR ermittelten Kp-Werte sicherlich eher den tatsdchlichen Dissoziationskonstanten
entsprechen.

Auf die Aufnahme und Interpretation von STD-Experimenten wurde trotz Problemen mit
Artefakten und zu hohen Kp-Werten dennoch nicht verzichtet, da in Abhingigkeit von der
Linge des V3-Peptids ein relativer Effekt auf die Kp-Werte aufgezeigt werden konnte. Im
folgenden Absatz wird daher der Einfluss der Peptidlinge auf den durch STD NMR
bestimmten Kp-Wert geschildert. Bei diesen Untersuchungen wurde auf die

Beriicksichtigung der STD-Artefakte verzichtet.

3.6.4 STD NMR mit scFv P2 und geringen Uberschiissen von V3-Peptiden

In den Abschnitten 3.6.1 und 3.6.2 wurde verdeutlicht, dass die dem Epitop KSIHI
zugehorigen STD-Intensitdten in Spektren mit hohen Ligandiiberschiissen dominieren, diese
Interaktion  aber differenziert von der spezifischen Interaktion mit den
Antigenbindungsstellen der scFv zu betrachten ist. Um Epitope beziiglich dieser
Wechselwirkung zu charakterisieren, wurden STD-Titrationsreihen mit scFv von Klon P2
und den in

Abb. 3.50 gezeigten V3-Glycopeptiden p5c, p4c und p2c¢ im Konzentrationsbereich von

10 bis 100 pM, entsprechend Uberschiissen von 2 bis 15, vorgenommen.

RPNNNTR p5c
Pigotad
A

RPNNNTRKS p4c
AT

STRPNNNTRKS I HI p2

Abb. 3.50 Fiir STD-Titrationen mit scFv P2 eingesetzte V3-Glycopeptide.

Anhand dieser Auswahl von Peptiden sollte durch Bestimmung der thermodynamischen
Dissoziationskonstanten jedes Peptids das Epitop lokal eingegrenzt werden. Zunichst soll

auf die Ergebnisse der STD-Titration mit scFv P2 und dem Glycopeptid p5c eingegangen
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werden. Das Glycopeptid p5c repriasentiert den in der Problemstellung formulierten
konservierten Kernbreich, den isolierte scFv erkennen sollten. In Abb. 3.51 ist die
Abhingigkeit der Amplifikationsfaktoren von der Peptidkonzentration fiir ausgewéhlte
Protonensignale aufgetragen und der Verlauf einer Funktion gemdfl Gleichung 1.4

angepasst.

I
o
]

STD-Amplifikationsfaktor
N - N N w w
o (&)} o [6)] o (&)}
1 1 1 1 1 1

°1 ® R304y; K ,=7%3uM

0+ B P299cq; K, =12+ 7 uM

T
0 20 40 60 80 100
Konzentration p5¢ (RPNN(Chi)NTR) [uM]

Abb. 3.51 Zunahme der STD-Amplifikationsfaktoren ausgewdhlter Protonensignale
des V3-Glycopeptids p5c (RPNN(Chi)NTR) mit der Peptidkonzentration. Die Probe
enthielt 1.52 nmol scFv P2. Abgebildet sind auch die an den Datenverlauf angepassten
Kurven nach Gleichung 1.4.

Eine tabellarische Zusammenfassung aller bestimmten Werte sowie Angaben zur
Probenzusammensetzung und den gewéhlten STD-Parametern befindet sich im sechsten
Kapitel dieser Arbeit. Insgesamt liegt eine Affinitdt von 7 =3 uM (R304y) der scFv des
Klons P2 beziiglich des V3-Glycopeptides p5c vor. Dieser Wert ist mit den iiber SPR
bestimmten Wert von 133 + 14 nM fiir das V3-Volldangenpeptid pIc in den Vergleich zu
stellen (Tab. 3.7). Der Wert fiir das kurze Glycopeptid p5c ist rund 50fach héher, woraus
geschlossen werden kann, das wichtige epitopbildende Bereiche nicht in der verkiirzten
Sequenz enthalten sind. Dennoch liegt offensichtlich eine spezifische Interaktion vor und
die Aufnahme von STD-Titrationsreihen mit geringen Uberschiissen des Liganden erwies
sich als sinnvoll.

In Abb. 3.52 sind Daten einer analogen STD-Titrationsreihe mit scFv P2 und dem um
K305 sowie S306 verldngertem Peptid p4c dargestellt. Auch die Auswertung der Daten

dieser Experimente erbrachte zufriedenstellende Ergebnisse.
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Abb. 3.52 Zunahme der STD-Amplifikationsfaktoren zweier Protonensignale des V3-
Glycopeptids p4c (RPNN(Chi)NTRKS) mit der Peptidkonzentration. Die Probe enthielt
1.1 nmol scFv P2. Abgebildet sind auch die an den Datenverlauf angepassten Kurven
nach einem Bindungsmodell gemdfs Gleichung 1.4.

Der niedrigste ermittelte Kp-Wert wurde beziiglich des gemeinsamen Signals der o-
Protonen von K305 sowie R304 und auch beziiglich R298 erhalten und betrug 2 uM. Allein
durch das zusétzliche Vorliegen von K305 und S306 konnte die Affinitit mehr als dreifach
gesteigert werden, wodurch diese Aminoséuren als Bestandteil des Epitops gegeniiber den
scFv des Klons P2 anzusehen sind.

Die dritte Titrationsreihe wurde mit P2 scFv und dem Glycopeptid p2¢ durchgefiihrt,
welches verglichen mit p4c zusitzlich die Segmente **°ST**7 und **'THI’® beinhaltet. Auch
dieses mal wurden moglichst niedrige Ligandiiberschiisse (1.8 bis 13.2) gewdhlt, um in dem
durch SPR-Studien vorgegebenen Bereich zu messen. Einige Resultate dieser Messreihe
sind in Abb. 3.53 prisentiert. Aufgrund komplexer Signaliiberlagerungen war es nicht mehr
moglich, in 1D-Experimenten alle Signale zuzuordnen. Zu einem Grofiteil der signifikanten
Protonengruppen konnten dennoch Kp-Werte ermittelt werden, welche in Kapitel 6.12

explizit aufgefiihrt sind.
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Abb. 3.53 Zunahme der STD-Amplifikationsfaktoren ausgewdhlter Protonensignale
des V3-Glycopeptids p2c (STRPNN(Chi)NTRKSIHI) mit der Peptidkonzentration. Die
Probe enthielt 1.1 nmol scFv P2. Abgebildet sind auch die an den Datenverlauf
angepassten Kurven nach Gleichung 1.4. Ein sehr deutlicher Unterschied der

Kurvenverldiufe fiir 1307 a und N301/N302 liegt vor.

Einige der erhaltenen Kp-Werte mit dem V3-Glycopeptid p2¢ waren geringer als die von
Experimenten mit dem kiirzerem Peptid p4c. Diesem Umstand wird bei Vergleich der
jeweils niedrigsten Dissoziationskonstanten im Rahmen der Fehler nicht Rechnung
getragen, da auch fiir das Glycopeptid p2c¢ ein Wert von 2 uM (R30406, N301/N302f3)
erhalten wurde. Die Abnahme des Kp-Wertes bei Verldngerung der Peptidsequenz ist in

Tab. 3.18 présentiert.

Tab. 3.18 Ermittelte thermodynamische Dissoziationskonstanten von P2 scFv
beziiglich der V3-Glycopeptide; besonders K305 und S306 scheinen bedeutend an der

Interaktion mit den scFv beteiligt zu sein. grau unterlegt: Asn(Chi).

RPNNNTR (p5c) RPNNNTRKS (p4c) | STRPNNNTRKSI HI  (p2¢)
Kp 7+3uM 2+1uM 2+ 1 uM

Der Verdnderung der gemittelten Kp-Werte mit Elongation des Peptides ist
aufschlussreich in Bezug auf die Lokalisation des Epitops von P2 scFv. So leisten K305 und
S306 einen sehr wichtigen Beitrag zur Bindungsaffinitdt, wohingegen S296, T297 und das
O'THPY-Motiv deutlich schwicher zur Affinitétssteigerung beitragen. Den y- und §-
Protonen beider Isoleucine kann anhand von Bindungskonstanten zwischen 23 und 30 uM
nur eine schwache Beteiligung an der Wechselwirkung mit scFv P2 zugesprochen werden.

Den Ergebnissen der STD-Titrationen folgend, umfasst das Epitop also im Wesentlichen
den Bereich des Peptides p4c. Eine rdumliche Néhe der Chitobiosyleinheit zur Oberfldche

der scFv scheint unter diesen Umstédnden sehr wahrscheinlich vorzuliegen. Auch anhand der
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Kp-Werte der Methylprotonen der Acetylgruppe (12 — 20 uM) des asparaginstindigen N-

Acetylglucosamines kann ein solcher Riickschluss gezogen werden.

3.6.5 STD NMR mit scFv D26 und geringen Uberschiissen von V3-Peptiden
Auch mit scFv des Klons D26 sollten STD-Titrationsexperimente zur Bestimmung der
thermodynamischen Dissoziationskonstante durchgefiihrt werden. Dazu wurde zunéchst das
Glycopeptid p4c (RPNN(Chi)NTRKS) ausgewihlt, wobei in diesem Falle geringe
Konzentrationen von nicht mehr als 25 uM, entsprechend einem 7.5fachen Uberschuss,
vermessen wurden. Dadurch sollte besonders der Anstieg der Amplifikationsfaktoren
genauer wiedergegeben werden. Bei einer scFv-Konzentration von lediglich 4.2 uM
(0.93 nmol) wurden trotz Aufnahme von je 7 bis 9 k Scans stark verrauschte STD-Spektren
erhalten. In Bezug auf die Sensitivitdt wurde im Vergleich zu den STD-Experimenten mit
P2 sicherlich noch deutlicher im Grenzbereich gearbeitet. Bei der niedrigsten vermessenen
Ligandkonzentration wurden zwar Werte von bis zu sieben STD-Prozent erhalten, da die
Konzentration aber lediglich 4.55 uM (Uberschuss 1:1.1) war und starke scFv-Artefakte
diese Signale teilweise iiberlagerten, konnten nur sehr wenige signifikante Signale zur

Auswertung herangezogen werden (Abb. 3.54).

Ac' Ac

scFv Signale

off resonance

STD Spektrum

STD-Artefakte der scFv

| T
22 2.0

| T T
1.8 1.6 [ppm]

Abb. 3.54 STD-Experminent von scFv D26 (4.2 uM, 0.93 nmol) und V3-Glycopeptid
pdc (10.6 uM, 2.3 nmol), oben: off Resonance Spektrum; zu sehen sind die Signale der
Chitobiosyleinheit zugehorigen Acetylgruppen sowie Signale die von den scFv
stammen, unten: STD Spektrum dieser Probe (ns = 8 k); Neben den Signalen der
Acetylgruppen sind deutlich STD-Artefakte von 1 bis 7% der scFv vorhanden.

Auch bei diesen Experimenten wurden STD-Artefakte des Liganden nicht beachtet. Die
Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren des kollektiven NB-Signals sowie das der Ro-
Protonen gegen die Konzentration an Glycopeptid p4c ist Abb.3.55 gezeigt. Die
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Datenpunkte der wenigen zu bestimmenden Signale konnten gut dem Kurvenverlauf von

Gleichung 1.4 angepasst werden.
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Abb. 3.55 Zunahme der STD-Amplifikationsfaktoren ausgewdhliter Protonensignale
des V3-Glycopeptids p4c (RPNN(Chi)NTRKS) mit der Peptidkonzentration. Die Probe
enthielt 0.93 nmol D26 scFv. Angebildet sind auch die an den Datenverlauf
angepassten Kurven nach Gleichung 1.4.

Fiir die Methylprotonen der Acteylgruppen wurden Kp-Werte von etwa 15+ 14 uM
ermittelt. Die Dissoziationskonstanten der a-Protonen konnten nur als ein gemeinsamer
Wert von 8 £ 4 uM bestimmt werden, so dass zusammenfassend von der Gréfenordung her
sehr dhnliche Kp-Werte verglichen mit der Titration von scFv P2 mit p4c erhalten wurden.
Ein signifikanter Affinitdtsunterschied, wie er mit SPR-Studien ermittelt (P2: 133 + 14 nM;
D26: 42 + 8§ nM) wurde, liegt nicht vor. Es wurden keine STD-Titrationsexprimente mit p2¢
durchgefiihrt, so dass nicht geklirt ist, ob das **’THI**-Motiv bei der Interaktion mit scFv
D26 eine bedeutendere Rolle spielt als es fiir scFv P2 der Fall war.

3.6.6 STD NMR basierte Epitope

Bei der bisherigen Auswertung der STD NMR Experimente lag der Schwerpunkt auf der
Bestimmung von Affinititen der V3-Peptide beziiglich der scFv. In diesem Abschnitt soll
mit Hilfe von STD-Prozentwerten das Epitop auf atomarer Ebene kartiert werden.

Ein Epitope Mapping wird iiblicherweise anhand von STD-Prozentwerten bei einem
definierten Ligandiiberschuss durchgefiihrt. Bei diesem Vorgehen wird fiir jede
Protonengruppe nur ein Wert herangezogen und es erfolgt keine Beriicksichtigung der
Konzentrationsabhéngigkeit der STD-Prozentwerte. Bei sich kreuzenden Kurvenverldufen
unterschiedlicher Protonengruppen stellt sich jedoch die Frage, bei welchem
Ligandiiberschuss ein reprisentatives Epitop definiert werden soll. Vereinzelt kommt es

unvermeidbar zu einzelnen Datenpunkten, die deutlich von dem Verlauf der angepassten
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Gleichung 1.4 abweichen. Aus nur einem Spektrum eines einzigen Ligandiiberschusses
heraus kann dieses nicht beurteilt werden. Des weiteren hingen STD-Intensitéten nicht nur
von der rdumlichen Ndhe zum Rezeptorprotein, sondern auch von den Relaxationszeiten der
Protonen ab. Ein Effekt kann in dieser Hinsicht besonders bei gleichzeitiger Betrachtung
von aromatischen und aliphatischen-Protonengruppen von signifikanter Grofle sein. Die
Bestimmung individueller Relaxationszeiten fiir die rechnerische Beriicksichtigung beim
Epitope Mapping ist jedoch aufwendig. In Abb. 3.53 ist zu sehen, welche Auswirkungen
dieses auch auf homogen, aliphatische Protonen haben kann. So weisen die
Amplifikationsfaktoren von 1307cc nahezu ausschlieBlich hohere Werte als die von
N300/N301p auf. Ein Epitope Mapping iiber STD-Prozentwerte wiirde also den Protonen
130700 eine stirkere Partizipation am Epitop zusprechen. Durch die Ermittlung der
Konzentrationsabhingigkeit der STD-Prozentwerte konnte jedoch gezeigt werden, dass
K305¢ stirker mit dem Rezeptor interagiert, da fiir diese Protonengruppe ein niedrigerer
Kp-Wert ermittelt wurde. Die hier angesprochenen Problematiken in Bezug auf STD-
Prozent-basierte Epitope konnen durch eine Epitopkartierung iiber Kp-Werte umgangen
werden. Diesen Uberlegungen folgend sollte Epitope Mapping sowohl iiber STD-
Prozentwerte einer Ligandkonzentration als auch tiiber die Kp-Werte aus STD-
Titrationsreihen ermittelt und miteinander verglichen werden.

Es konnte durch SPR- und STD NMR-Experimente gezeigt werden, dass das Epitop
beziiglich scFv P2 im wesentlichen durch das Peptid p4c gegeben sein muss. Die Kartierung
des Epitops wurde deshalb auf Grundlage der STD-Experimente mit diesem Peptid
durchgefiihrt. Bei STD-Experimenten mit dem verliangerten Peptid p2c treten durch die
beiden Isoleucine besonders viele Signaliiberlagerungen im 'H-NMR Spektrum auf. Bei
STD-Titrationsexperimenten mit p2c¢ konnte zudem gezeigt werden, dass die y- und o-
Protonen der Isoleucine Kp-Werte im Bereich von 20-30 uM aufwiesen und daher nur
wenig an der Interaktion mit scFv P2 partizipieren. Der Ansatz, STD-HSQC Spektren zur
Epitopbestimmung einzusetzen, wurde verworfen. Die ohnehin geringen STD-Intensititen
der '"H STD-Experimente wiirden iibertragen auf STD HSQC-Experimente einen enorm
hohen zeitlichen Messaufwand erfordern. Allein die Aufnahme eines einzelnes 1D-STD
Experimentes mit einer Scanzahl von 8 k benétigte bereits mehr als zwolf Stunden.

In der Abb. 3.56 sind die ermittelten Epitope dargestellt, wobei STD-Prozentwerte von
auftretenden gemeinsamen Signalen verschiedener Protonengruppen in gleichem Malle

allen Protonen des Uberlagerungssignals zugeordnet wurden.
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Abb. 3.56 Durch STD-Experimente bestimmte Epitope auf Seiten des V3-Glycopeptids
pdc gegeniiber scFv P2 ohne die Beriicksichtigung von Ligandartefakten. oben: Das
Epitop basiert auf relativen STD-Prozentwerten bei einem Peptidiiberschuss von 2.7;
unten: Das Epitop basiert auf Kp-Werten einer STD-Titrationsreihe. Die
Markierungen gelten den Protonengruppen an den jeweiligen Positionen.
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Wie der Abbildung zu entnehmen ist, verteilt sich das Epitop gleichmiBig iiber die
gesamte Peptidsequenz und die auf unterschiedliche Weise ermittelten Epitope stimmen
weitestgehend iiberein. In diesem Falle hat sich also die neue Variante der Epitopkartierung
iiber die Kp-Werte als nicht notwendig erwiesen. Fiir andere Rezeptor/Ligand-Systeme mit
stark unterschiedlichen Relaxationszeiten der Ligandprotonen konnte diese alternative
Formulierung jedoch von Bedeutung sein. Die Ergebnisse der Titrationsreihe mit scFv D26
und p4c ermoglichten fiir nur wenige Signale die Bestimmung von STD-Intensititen. Auf
eine Epitopkartierung wurde daher verzichtet.

Die hier prisentierten Epitope von scFv P2 beziiglich dem V3-Glycopeptid p4c zeigen
deutlich, dass sowohl Protonen von Seitenketten als auch a-Protonen des Riickrates am
Bindungsepitop partizipieren. Diese N- und C-terminal von N301 lokalisierten
Aminosaurepostitionen sind mit Ausnahme von N300, K305 und S306 hochkonserviert.”
Viele Ubereinstimmungen mit einem ebenfalls durch STD NMR bestimmten Epitop des
V3-Glycopeptids p2c¢ beziiglich CCRS5-préasentierender Liposomen konnten festgestellt
werden.®’ Eine tiefergehende Interpretation der Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten STD NMR Studien sollte im Hinblick auf den nicht beriicksichtigten

Einfluss von Ligandartefakten nicht erfolgen.

3.7 Externe HIV-1 Neutralisationsstudien

Entscheidend im Hinblick auf die Bewertung der im Rahmen dieser entwickelten
Selektionsstrategie sind HIV-1 Neutralisationsstudien mit isolierten Klonen. Dazu wurden
bereits im Mai 2006 Proben von scFv D26 und scFv P2 an die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Jan Balzarini (Department flir Mikrobiologie und Immunobiologie der Katholieke
Universitit Leuven, Belgien) versandt. Die Proben (jeweils 1 mL) hatten eine scFv-
Konzentration von ~10 pM und die gp120-Affinitidten wurden mit ~100 nM angegeben. Die
Durchfithrung dieser Versuche erfolgte im September/Oktober 2006, wobei keine HIV-
neutralisierenden Eigenschaften nachgewiesen werden konnten. Da bis zum Stand der
Einreichung dieser Arbeit noch keine Informationen {iiber die Durchfiihrung der
Neutralisationsversuche vorliegen, kann an dieser Stelle keine Beurteilung der Studie
erfolgen. Als mogliche Ursachen fiir die nicht nachgeweisene HIV-1 Neutralisation kann
grundsdtzlich jedoch der scFv-Abbau in dem Lagerungsintervall sowie die zu geringe
eingesetzte Stoffmenge sein (total ~10 nmol). Letzeres kann besonders Konsequenzen
gehabt haben, sollten die durch SPR-Experimente ermittelten Affinitéten deutlich héher sein

als die tatsachlichen Affinitaten im viralen Kontext.
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3.8 AbschlieBende Diskussion und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Selektionsstrategie I in Verbindung mit
Selektionsschritten gegen immobilisiertes gp120 fiihrte erfolgreich zur Isolierung von scFv,
deren Bindungseigenschaften in darauffolgenden Experimenten eingehend charakterisiert
worden sind. Neben ELISA gelang vor allem mit SPR-Studien der Nachweis spezifischer
Bindung der Klone D26 und P2 an verschiedene Isolate des vollstindig glycosylierten
Proteins gp120 mit Affinitdten im Bereich von 40 bis 140 nM. Klon P2 erwies sich als der
stairker gpl120-bindende Klon. Die durch Bestimmung der Assoziations- und
Dissoziationsraten bestimmten Kp-Werte waren bis zu zehnfach niedriger (3 bis 25 nM),

wobei die scFv vermutlich partiell dimerisiert vorliegen.

Die grundlegende Selektion wurde in Losung mit einem V3-Glycopeptid durchgefiihrt.
Dass dennoch Bindung an gp120 belegt werden konnte, bekriftigt die experimentell und in
Molecular Modelling-Studien aufgezeigte freie Zugdnglichkeit der V3-Loop im gpl120-

Monomer’ 217

und unterstellt zudem einen gewissen Grad an Flexibilitdit im N-terminalen
Bereich. Die N-terminale Region der V3-Loop ist in der Lage eine Konformation

einnehmen, in der eine starke Interaktion mit den scFv P2 und D26 moglich ist.

Es konnte anschaulich demonstriert werden, dass im Vergleich zu dem als am
potentesten eingestuften V3-Antikorper 1gG3 447-52D fiir scFv P2 ein GPGRAF-
unabhingiges Epitop vorliegt. Zudem konnte kein Effekt durch Vorinkubation mit sCD4
festgestellt werden. Der fiir die Selektion gewihlte V3-Peptidausschnitt beinhaltet zur
Hiélfte Positionen, die gemil3 einer Genbankanalyse von 18,000 Sequenzen hoher als zu
94% konserviert vorliegen, wodurch die Hoffnung bestirkt wird, mit der gewdéhlten
Strategie scFv mit breit neutralisierenden Eigenschaften isoliert zu haben. Aus gezielten
Substitutionen von V3-Positionen basierend auf den in Datenbanken am hauftigsten
vorkommenden Sequenzvariationen liee sich in weiterfiihrenden in vitro Studien, die

Breite des Neutralisierungspotentials abschitzen.

Der erzielte Effekt durch das Vorliegen der Chiotobiosyleinheit an Position N301 ist
anhand der vorliegenden Daten nur im Ansatz dokumentiert. So konnte in STD NMR
Experimenten den N-Acetylglucosaminen eine gewisse Beteiligung an der Interaktion mit
scFv P2 zugesprochen werden. Ein signifikanter Effekt auf die Affinitdt konnte anhand von
ELISA und SPR-Studien jedoch nicht aufgezeigt werden. Dass die selektierten Klone in der
Lage sind glycosyliertes gp120 zu binden, bestdtigt jedoch einen entscheidenden Einfluss
der gewdhlten Glycosylierung auf den Verlauf der Selektion. Es wurden auf diese Weise
scFv mit Toleranz gegeniiber einer Kohlenhydratstruktur des komplexen Typs in direkter

Umgebung des Epitops isoliert.
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Ein exaktes Epitope Mapping konnte nicht durchgefiihrt werden. STD NMR-
Experimente unterlagen in dem zu untersuchenden Peptidkonzentrationsbereich
Limitierungen und durchgefiihrte SPR-Studien verhalfen lediglich zur Eingrenzung des
Epitop-bildenden Bereichs. Zusammenfassend ist das Epitop von scFv D26 mit
*ISVEINSTRPNNNTRKSIHI?” anzugeben und das des detaillierter charakterisierten
Klons P2 **RPNNNTRKS’® ist. Beide Klone weisen Toleranz gegeniiber eines komplex-
Typ Glycans an N301 auf. In weiterfithrenden ELISA- oder SPR-basierten Studien kdnnten
V3-Peptide einer geniligenden Lénge von etwa zehn Aminosduren, welche jeweils nur um
eine Position verschoben sind (pepscan) erfolgreich zur genauen Lokalisation des Epitops
fiihren. Besonders wichtige V3-Aminosdureseitenketten fiir die Interaktion mit den scFv

konnten durch Substitution einzelner Aminoséduren (alanine scan) ausgemacht werden.

Die am besten charakterisierten humanen anti-V3 mAbs, die das (QR)GPGR-Motiv
ausschlieBen sind 257-2D (KRIHI) und 311-11D (KRIHIGP)'""'® wie auch ein Satz

131
L.

anderer anti-V3 mAbs, die von Gorny et a isoliert wurden. Sie alle zeigten méBiges

neutralisierendes Potential gegeniiber priméren HIV-1 M-Viren.'"”! Der Grund dafiir lasst
sich schnell der hohen Variabilitdt der epitopbildenden V3-Positionen zuschreiben. Im
Gegensatz dazu konnte fiir scFv P2 anhand von STD NMR Spektroskopie belegt werden,
dass die Aminoséduren **'THI’® nur eine untergeordnete Rolle in Bezug auf das Epitop

spielen.

Die vorhandenen Diskrepanzen zwischen den Dissoziationskontanten aus SPR-Kinetik
(~5nM), SPR-Thermodynamik (~100 nM) und STD NMR (~2 uM) entsprechen den
Erwartungen. Fiir SPR-Kinetikexperimente, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiithrt wurden konnte deutlich aufgezeigt werden, dass etwa bedingt durch
Riickbindungeffekte deutlich hohere Affinititen im Vergleich zu Kompetitionsexperimenten
in Losung erhalten werden.'™ Bei STD NMR Spektroskopie gibt es Limitierungen durch
kinetische Parameter, die im Rahmen dieser Arbeit dazu fiihrten, dass ungeniigend
Datenpunkte bei geringen Uberschiissen vermessen werden konnten. Dieses konnte zu der

Ermittlung von zu hohen Affinitdten bei den STD NMR Experimenten gefiihrt haben.

Das Epitop des IgM MO97/V3 ist mit PNNNTRKSIR angegeben. Er wurde in vitro mit
einem rekombinanten nicht-glycosylierten gp120-11IB-Fragment aus HIV-1 negativen Seren
isoliert. MO97/V3 ist nicht in der Lage die HIV-1 Stimme IIIB and MN zu
neutralisieren.'”> Die dazu von Ohlin et. al. geduBerte Vermutung, dass die Glycosylierung
die Neutralisation durch MO97/V3 verhindert ist sicherlich zutreffend. Der hier verfolgte
Selektionsansatz mit V3-Glycopeptiden erwies sich daher als ein iiberlegenes Konzept, um
Epitope im N-terminalen Bereich der V3-Region zu frequentieren, ohne dass die

Glycosylierung einen nachteiligen Effekt auf die Interaktion hat.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 95

Ein muriner Antikérper mit dhnlichem Epitop ist IgG1 9284 (NNTRKSIRIQRG).'”" Er
interagiert nur mit gpl120-IIIB und im oligomeren gpl20-Verband ist das Epitop dem
Antikérper nicht zuginglich. '*”'*® Beruhend auf der Tatsache, dass IIIB aufgrund der QR-
Insertion zu einer Minderheit von V3-Seqeunzen gehort und zudem X4-trop ist haben I1IB
spezifische Antikoper generell limitiertes neutralisierendes Potential. Die isolierten scFv
D26 und P2, fiir die ja bereits eine Interaktion sowohl mit SF162 und Bal als auch mit I1IB
nachgewiesen werden konnte, sind daher wahrscheinlich in ihrem neutralisierendem

Potential iiberlegen.

Die murinen mAbs ITIB-V3-21 und IIIB-V3-26 wurden durch Immunisierung mit dem
Peptid SVEINCTRPNNNTRKSI erhalten und wiesen keine HIV-1 neutralisierende
Eigenschaften auf.'** Auch bei diesem Ansatz fehlte die Beriicksichtigung des Vorliegens

einer komplex Typ Glycosylierung an N301.

Der von Cavacini et. al. aus einem HIV-1 Patientenserum isolierte anti-V3 IgG2 B4e8
weist neutralisierende Eigenschaften gegeniiber HIV-1 Primirisolaten auf. Die Lokalisation
des Epitops wurde ,.Sequenzen der Basis“ zugeordnet.'””! Aufgrund der unzureichenden
Epitopbeschreibung kann an dieser Stelle kein Bezug zu den scFv P2 und D26 hergestellt

werden.

Zusammenfassend kann beziiglich scFv D26 und P2 ecine deutliche Abgrenzung
gegeniiber allen bisher verdffentlichten anti-V3 mAbs gemacht werden. Es sei darauf
verwiesen, dass zudem bislang keine scFv-Formate im Zusammenhang mit der V3-Region

beschrieben sind.

Im Rahmen des Ausblickes muss folgende Ausfithrung vorangestellt werden: Von
grundlegender Bedeutung fiir die Gesamtbewertung der entwickelten Selektionsstrategie
und fiir die Planung samtlicher, weiterer Schritte ist zwingend eine wiederholte und
experimentell genau beschriebene HIV-1 Neutralisationsstudie mit scFv D26 und P2 unter

Einsatz ausreichender Stoffmengen durchzufiihren.

In Bezug auf die Interaktion auf molekularer Ebene der scFv wiirden sich umfassende
Informationen aus Rongtenstrukturaufnahmen der Komplexe aus scFv und V3-
Glycopeptiden ergeben. Versuche zur Kristallisation sind somit im Rahmen dieses
Ausblickes angeregt. Grundsitzlich eigen sich scFv zur Kristallisation, was anhand einer
Anzahl in der Protein Data Bank veroffentlichter Strukturen belegt ist. Diese Strukturen
sind ferner optimale Ausgangspunkte fiir die Erstellung homologer in silico Modelle von

den in dieser Arbeit isoierten scFv.

Die Klone D26 und P2 sind lediglich zwei Stellvertreter aus polyklonalen Reservoirs

unterschiedlicher Selektionsvarianten. Der Expression einer groleren Anzahl monoklonaler
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scFv aus diesen Reservoirs, konnte sich ein SPR-basiertes screening zur Identifizierung von

moglicherweise noch affineren scFv anschliessen.

Im Bereich von HIV-Antikérpern wurde in vitro Affinitdtsmaturation bereits erfolgreich
durchgefiihrt, wobei eine nahezu 30fache Erniedrigung des Kp-Wertes von Fab b12 erreicht
wurde.'”? Auch im Falle der isolierten scFv D26 und P2 kénnten mutagene Verfahren zur
Steigerung der Affinitdt vollzogen werden. Im Falle gp120-Antikdrpern kann auch eine
Konjugation an sCD4 von einen positiven Effekt auf das Neutralisierungspotential haben,

wie es von Dey et. al. im Zusammenhang mit 17b berichtet wurde.'*?

Die vorliegenden scFv dienen als Ausgangspunkt fiir die rekombinante Transformation
in bivalente Antikorperformate, wodurch mit einer mehrfachen Verringerung des Kp-Wertes
gerechnet werden kann.'®*'®* Fiir das bereits vorliegende bivalente Konstrukt scFvD26-
IgEACI konnte bereits eine spezifische Interaktion mit gp120 und dem V3-Glycopeptid pIc
nachgewiesen werden. Trotz Bindung an monomeres gpl120, konnten die scFv aufgrund
ihrer geringeren Grofle im natiirlichen Kontext eines gp120-Trimeres bei einer begrenzten
sterischen Zugénglichkeit des Epitops iiberlegen sein. Die Konstruktion weiterer bivalenter
Konstrukte, bis hin zu vollstdndigen Immunglobulinen, verbunden mit genauer Analyse der
Avidititen und Kinetiken (SPR-Studien) und Studien am viralen System werden zeigen, ob
bivalente Konstrukte iiberlegen sind. Studien zur Eignung einer bestimmten Ig-Subklasse
oder eines bestimmten Isotyps konnten ebenfalls von Bedeutung sein. In Bezug auf STD
NMR-Experimente konnten sich die hohermolekularen bivalenten Formate, durch ein
hoheres AusmalBl an erreichbarer Sittigung, als geeigneter im Gegensatz zu den scFv

erweisen.

Fiir eine Gabe von scFv D26 oder P2 als HIV-1 neutralisierendes Agens, wire es aus
pharmakokinetischer Sicht besser, scFv-Dimere einzusetzen. Weitere genetische
Verdnderungen wie zum Beispiel die Verdnderung der Netto-Ladung konnten die

Mboglichkeit fiir den therapeutischen Einsatz von scFv erhohen.'™

Langfristigen
Bemiihungen, passive Immunisierung mit scFv D26 und P2 basierten Antikdrpern zu
erzielen, miissten jedoch in jedem Falle kompetitive Untersuchungen mit derzeit
bedeutenden anti-HIV mAbs vorausgehen, aus denen sich dann eventuell auch

synergisitsche Effekte fiir die Entwicklung von Kombinationstherapien ergeben wiirden.

Bemerkenswert in Bezug auf die prisentierten Ergebnisse ist die Direktheit dieses
verhéltnismiBig unaufwendigen Selektionsverfahrens. Da bislang nur eine naive scFv-
Bibliothek zum Einsatz kam, bietet es sich an, den entwickelten Selektionsansatz mit dem
gleichem V3-Glycopeptid auf eine analoge Selektion mit einer nicht-naiven Bibliothek zu

iibertragen. Insbesondere eine Antikorperbibliothek eines iiber einen langen Zeitraum mit
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HIV-1 infizierten Patienten, der jedoch nicht durch einen Ubergang zu AIDS geprigt ist

(long term non-progressor, LTNP) scheint in diesem Hinblick hochgradig interessant.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Selektionsstrategie kann moglicherweise auch
allgemeinen Wert haben, wenn es die Aufgabenstellung ist, mAbs gegen beliebige

proteinogene, konservierte Epitope in direkter Umgebung eines Kohlenhydrats zu isolieren.



98 ZUSASMMENFASSUNG

4. Zusammenfassung

Monoklonale Antikérper (mAbs) mit Affinitdt beziiglich der V3-Region des HIV-1
Glycoproteins gp120 kénnen potentiell die Infektion humaner CD4" Lymphozyten mit dem
Virus verhindern. Dieses beruht darauf, dass die V3-Region essentiell fiir die Interaktion mit
dem auf Makrophagen prasenten HIV-Korezeptor CCRS ist. Da existierende anti-V3 mAbs
nahezu ausschlieSlich Sequenzen eines B-Schleifen bildenden Motivs an der Spitze der V3-
Loop erkennen und oft keine breit neutralisierende Eigenschaften aufweisen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein vollstindig neuer Ansatz zur Selektion von V3-Antikdrpern
verfolgt.

Zielstruktur fiir einen Phage Display Ansatz war zunidchst ein V3-Glycopeptid der
Sequenz  *'SVEINSTRPNNNTRKSIHI*”  mit  einer  GIcNAc(B1>4)GIcNAc-
Glycosylierung an Position N301 (Chi), stellvertretend fiir ein im viralen Kontext
vorkommendes komplexes Oligosaccharid. Die Selektion gegen dieses Antigen wurde in
Losung mit einer Bibliothek semisynthetischer single-chain Antikorperfragmente (scFv)
humanen Ursprungs im Phagemidvektorformat durchgefiihrt (Griffin.1). Es gelang durch
unterschiedliche Selektionsvarianten monoklonale Antikdrperfragmente gegen das V3-
Glycopeptidantigen zu isolieren, von denen der am besten charakterisierte Klon D26 ist. Der
Selektion mit dem V3-Glycopeptid schlossen sich zusitzliche Selektionsschritte gegen das
Volllangenprotein gp120 an, wobei aus diesem Ansatz Klon P2 hervorging. Die Sequenzen
der scFv dieser beiden Klone und die vier weiterer spezifisch an das V3-Glycopeptid
bindender Klone sind ermittelt worden.

Zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften von isolierten scFv ausgewihlter
Klone wurden ELISA-Studien sowohl mit an BSA konjugierten V3-Peptiden als auch mit
gp120 erfolgreich durchgefiihrt. In auf Oberflichenplasmonenresonanz (SPR) beruhenden
Experimenten wurden fiir die scFv D26 und P2 Affinititen gegeniiber V3-Peptiden, einem
V3-Proteinkonstrukt sowie gegeniiber den gp120-Isolaten IIIB, SF162 und Bal bestimmt.
Die tiber Gleichgewichtswerte bestimmten thermodynamischen Dissoziationskonstanten
sind im Bereich von 40 bis 140 nM, wobei scFv D26 stirker mit dem V3-Glycopeptid
interagiert, scFv P2 jedoch eine hohere Affinitit zu gp120 aufweist. Zusétzlich konnte
durch SPR-Kompetitionsstudien das Epitop von P2 auf den Bereich von S296 bis 1309
eingegrenzt werden. Die Analyse der Kinetik der Interaktion deutete auf eine partielle
Dimerisierung der scFv hin und fiihrte zu Affinitdten, welche im Bereich von 5 bis 10 nM
liegen und somit bis zu zehnfach kleiner waren als die durch die Gleichgewichtswerte

bestimmten thermodynamischen Dissoziationskonstanten.
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Ein vom Klon D26 abgeleitetes bivalentes Antikorperkonstrukt (scFv-IgEACT), welches
extern zur Verfligung gestellt wurde, konnte durch SPR-Studien ebenfalls positiv auf eine
Interaktion mit dem V3-Glycopeptid sowie mit gp120-Isolaten getestet werden.

Die Methode der STD NMR Spektroskopie ermdglichte durch Titrationsexperimente mit
V3-Glycopeptiden die Bestimmung von thermodynamischen Dissoziationskonstanten
beziiglich von V3-Peptiden unterschiedlicher Linge (~2 uM) sowie einer atomar
aufgelosten Epitopkartierung auf Seiten eines verkiirzten V3-Glycopeptids beziiglich
scFv P2. Bei geringen Peptidkonzentrationen traten bei der Durchfiihrung dieser
Experimente allerdings deutliche Limitierungen auf. Das Epitop von scFv P2, konnte durch
STD NMR Experimente auf *RPNN(Chi)NTRKS*" eingegrenzt werden. Zudem wurden
erstmalig STD-Experimente mit scFv-priasentierenden Phagen durchgefiihrt, deren
Ergebnisse jedoch nicht interpretiert werden konnten.

Eine Differenzierung jeglicher Klone in der Erkennung von V3-Peptid und V3-
Glycopeptid stellte sich bei keinem der durchgefiihrten Experimente heraus. Es konnte
jedoch eindeutig eine hohe Affinitdt gegeniiber den glycosylierten gpl20-Isolaten
nachgewiesen werden, so dass eine Toleranz gegeniiber einer komplexen Glycosylierung an
N301 vorliegt. Zugleich beinhaltet das Epitop Aminosdurepositionen in direkter Umgebung
zur Glycosylierungsstelle, welche subtypiibergreifend groftenteils hochkonserviert
vorliegen. Die in dieser Arbeit selektierten scFv unterscheiden sich daher von sdmtlichen in
der Literatur beschriebenen anti-V3 mAbs.

Bisher konnte eine extern durchgefiihrte Studie mit den Klonen scFv D26 und P2 keine
HIV-1 Neutralisation belegen. Weitere Studien sollen diesen Befund iiberpriifen. Die Klone
D26 und P2 stellen ideale Ausgangspunkte filir Schritte zur Affinitdtsmaturation sowie zur
Uberfiihrung in weitere bivalente Antikdrperformate dar. Die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Selektionsstrategie kann zudem auf eine Durchfiihrung mit nicht-naiven
Bibliotheken {ibertragen werden und stellt moglicherweise ein allgemeines Verfahren zur
Selektion von Antikdrpern mit Kohlenhydrattroleranz dar.

Zusammenfassend gelang die Selektion und Charakterisierung von monoklonalen scFv-
Antikorperfragmenten mit thermodynamischen Bindungskonstanten von etwa 100 nM an
das virale Oberflichenprotein gpl120. Aufgrund von Epitopen, die hochkonservierte
Aminoséurepositionen in direkter Umgebung einer sterisch anspruchsvollen Glycosylierung

beinhalten, unterscheiden sich diese deutlich von bisher veroffentlichten V3-Antikorpern.
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5. Summary

During the entry of the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) the viral envelope
glycoprotein gp120 binds to CD4 molecules on host cells followed by an interaction with a
coreceptor which is CCR5 on macrophages. In this secondary interaction the third
hypervariable loop (V3 loop) of gp120 plays a critical role. Anti-V3 monoclonal antibodies
(mAbs) provide insight into the mechanism of HIV-1 entry, are key in the development of
passive immunization concepts and could promote novel vaccine approaches.

Monoclonal Abs that bind to the V3 loop are numerous while many of these bind to
residues of a highly conserved motif which is responsible for a type II 3 turn at the V3 loop
tip C'°GPGR*" for subtype B). They infrequently neutralize other clades with GPGR-motif
variations. Only a few mAbs that bind to the N-terminal region excluding the (QR)GPGR
motif are documented of which all of them showed limited neutralizing activities. So far
approaches with linear V3 peptides or fully glycosylated gp120 did not lead to broadly
neutralizing mAbs binding to residues of the highly conserved region 2¥RPXNNTR?™
which includes a complex type oligosaccharide at N301. It can be assumed that mAbs
selected on linear peptides would not be able to bind these residues in the presence of the
complex oligosaccharide. In the course of selections with fully glycosylated gp120 on the
other hand, these conserved residues might be masked by the voluminous carbohydrate
moiety. The idea of this work was to arrive at mAbs that recognize the highly conserved
amino acids and that additionally tolerate the glycan moiety.

Therefore a screening of a naive phagemid vector based library of human monoclonal
single-chain Fv antibody fragments (scFv) whose the CDR3 are partially randomized
(Griffin. 1) was performed. In contrast to conventional V3 peptide screens a synthetic N-type
glycopeptide of the subtype B V3 N-terminal region (*'SVEINSTRPNNNTRKSIHI*”,
C296S) that excluded the immunodominant *'° GPGR*"*-motif was used as antigen. Instead
of a complex glycan at N301 the chitobiosyl-moiety (Chi; GlcNAc(B1->4)GIcNAc)
representing the part of the glycan that is closest to the peptide backbone was used. Several
selections were carried out in solution with the biotinylated V3 glycopeptide and led to the
isolation of clone scFv D26. Additional rounds were performed with immobilized gp120
(clone scFv P2). The amino acid sequence of six different clones was determined.

ELISA documented immunoreactivity of clones D26 and P2 in regard to the
V3 glycopeptide and to gp120. In surface plasmon resonance (SPR) experiments scFv D26
and P2 showed about 100 nM binding affinity to the V3 glycopeptide as well as to gp120
isolates I1IB, SF162 and Bal. Analysis of the binding kinetics via SPR led to even lower

dissociation constants of about 5 to 10 nM and indicated that part of the scFv form dimers.
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Competition experiments with V3 peptide fragments narrowed the Epitope of scFv P2 to the
region 2°STRPNN(Chi)NTRKSIHI*”. A bivalent antibody construct of scFv D26 (scFv-
IgEACT) also showed reactivity to the V3 glycopeptide and to gp120 isolates.

Besides SPR studies, saturation transfer difference (STD) NMR was used as a tool for
interaction analysis of scFv P2 with different V3 glycopeptides. Because of insufficient
sensitivity at low peptide concentrations these experiments proved out to be borderline. The
lowest determined Kp-values of proton groups where in the range of 2 uM. Although these
results were not in agreement with the results obtained via SPR valuable conclusions
concerning the location of the epitope could be made from the dependence of Kp-values
from the length of V3 glycopeptides. Inclusion of K305 and S306 resulted in a significant
decrease of the dissociation constant, indicating that these residues markedly contribute to
the epitope. Protons of the **’THI*®-motif are apparently not markedly recognized by
scFvP2. An epitope based on STD experiments with the V3 glycopeptide
(***RPNN(Chi)NTRKS*) by relative STD-percent values as well as by Kp values for
individual proton groups was determined.

In all experiments none of the isolated clones showed a significant differentiation
between the V3 peptide and the V3 glycopeptide. Nevertheless, because the gp120 isolates
bear a complex type glycosylation at N301, the SPR-experiments revealed tolerance
respective to the carbohydrate moiety. Isolated scFv bind to highly conserved residues in
close proximity to the glycosylation site N301.

The scFv clones represent an optimal starting point for in vitro evolution. Furthermore
these scFv could be part of new refrovaccinology approaches based on the preparatively
well accessible V3 glycopeptides. The V3 glycopeptide selection strategy can also be used
for a screening of HIV-1 positive patient libraries.

Summarizing this work, scFv specific for the V3 region of subtype B HIV-1 gp120 could
be isolated by a simple and direct phage display approach. SPR experiments revealed
binding of scFv D26 and P2 to the V3 glycopeptide as well as to gpl120 isolated with
thermodynamic dissociation constants of about 100 nM. A detailed epitope mapping
occurred via STD NMR spectroscopy. Anti-V3 scFv are presented which bind to highly
conserved residues of the *"RPNNNTRKS’™ region while tolerating a complex type
glycosylation at N301.
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6. Experimenteller Telil

6.1 Materialien und Chemikalien

6.1.1 Materialien

Material Produkt Hersteller
Biacore Sensorchips CM5, SA, NTA, CM5-SeriesS Biacore
Dialyseeinheiten Spectra/Por CE Float-A-Lyzer SpectrumLabs
(3-12mL) MWCO 100 kD
Dialyseeinheiten Slide-A-Lyzer MINI Pierce Biotechnology
(5-100 pL) MWCO 3.5 kD
Dialyseeinheiten Slide-A-Lyzer Pierce Biotechnology
(3-12mL) MWCO 10 kD

ELISA-Platten
Entsalzungseinheiten
Immunordhrchen
Kieselgel

RP-Séule (analytisch)
RP-Séule (priparativ)

Spritzenfiltereinheiten

Western-Blot Membran

Zentrifugalfiltereinheiten

Zentrifugalkonzentratoren

Zentrifugalkonzentratoren

Mikrolon 96ft und 384 ft

Zeba Desalting Columns
Maxisorb, Polystyrol

Kieselgel 60

EC250/4 Nucleodur C18 Pyramid

VP250/21 Nucleodur C18 Pyramid

0.22 um, surfactant-free cellulose
acetat-Filtereinheiten

Protran® Nitrocellulose Membran

SpinX tubes
(0.22 um Celluloseacetat)

Amicon® Ultra (1-4 mL)
MWCO 5 kD

Vivaspin 20 (5-20 mL)
MWCO 100 kD

Greiner bio-one
Pierce Biotechnology
Nunc

Merck

Macherey und Nagel
Macherey und Nagel

Nunc

Schleicher & Schuell

CoStar Corp

Millipore

Sartorius
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6.1.2 Gerite

Gerdt Gerdtetyp Hersteller
ELISA-Reader GENios Tecan
Inkubationsschiittler innova 4300 New Brunswick

scientific

Laborautoklav GLA 40, Fabr.-Nr. 940306 Gossner GmbH&Co
Lyophylle Alpha 1-2 Christ
MALDI-TOF-MS Biflex 111 Bruker Daltonics

NMR 500 MHz

NMR 700 MHz

Parallelsyntheseroboter
PCR
Peptidsynthesizer

Reinstwasseranlage

RP-HPLC

SDS-PAGE Vorrichtung

SpeedVac

SPR
UV/Vis-Spektrometer
Western Blot
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifugen

DRX500 (11.67 Tesla; inverser 5 mm
Tripelresonanz Probenkopf mit z-
Gradient)

Avance700 (16.35 Tesla; inverser
5 mm Tripelresonanz-Cryo-
Probenkopf mit z-Gradient)

ACT MOS Q496

Mastercycler personal

Pioneer Peptide Synthesis System
SG Ultra Clear UV

BioCad Sprint Perfusions

Chromatography System

Minigel-Apparatur LKB 2050
MIDGET

SC110

BiacoreJ, Biacore7T100
BioPhotometer

Trans-Blot® SD Transfer Cell
Megafuge 1.0R

Sorvall RC-5B

5084R, 5417C, 5417R

Bruker Biospin

Bruker Biospin

Advanced Chem Tech
Eppendorf
Applied Biosystems

SG-Wasser-
aufbereitung GmbH

PerSeptive
Biosystems

Hoefer Scientific
Instruments

Savant

Biacore

Eppendorf

BioRad

Heraeus

Du pont instruments

Eppendorf
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6.1.3 Chemikalien

Die in der folgenden Auflistung nicht explizit aufgefiihrten Standardchemikalien und

molekularbiologischen Reagenzien wurden von AcrosOrganics, AppliChem, Merck,

PeqLab, Roth oder Sigma-Aldrich bezogen.

Hersteller

Chemikalie

Acros Organics

Applied Biosystems,
Iris Biotech

Biacore

Deutero
Fluka

Iris Biotech und Novabiochem

Pierce Biotechnology

Proligo
Qiagen
Roth

Sigma-Aldrich

Acetonitril (Ultra Gradient HPLC-Grade),
Triisopropylsilan (TIPS), Chitin

Diisopropylethylamin (DIPEA),
Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz,

Piperidin 25 % (v/v) in DMF

EDC-Lsg; NHS-Lsg; 10 mM Acetat-Puffer pH 4.0, 4.5
oder 5.0; 1.0 M Ethanolamin-HCI pH 8.5; BIAdesorbl
(0.5 % (w/v) SDS); BIAdesorb2 (50 mM Glycin pH
9.5); BIAdisinfectant solution; PDEA

Deuteriumoxid, 99.9%

Biotin, N-(+)-Biotinyl-6-aminohexanséure

Aminosduren, Fmoc- und Seitenketten-geschiitzt
(siehe Abkiirzungsverzeichnis fiir Schutzgruppen)

sulfo-SMCC, EZ-Link NHS-SS-Biotin, Imject
Maleimide Activated BSA

Dimethylformamid

Ni-NTA Agarose

IPTG

2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB), Cyano-4-

hydroxyzimtsdure (CCA), Sinapinsédure (SA),
Hefeextrakt, Trypton

6.1.4 Reagenzien fiur die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Ermittlung der Sequenz von Phagemid-DNA ausgewéhlter Klone wurde mit dem
ABI Big Dye Terminator Kit der Firma Applied Biosystems gearbeitet. Im Lieferumfang
befand sich PCR-Puffer sowie eine Losung aus Tag-Polymerase, dNTPs und markierten
ddNTPs.
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6.1.5 Oligonukleotide
Folgende Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion bezogen:

fdSeq: 5'- GAA TTT TCT GTA TGA GGT TTT -3°
LMB3: 5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3°

6.1.6 scFv-Phagemid Bibliothek

Im Lieferumfang der Griffin.1-Bibliothek,' welche vom Arbeitskreis Winter des MRC
(Medical Research Council) der Universitit Cambridge zur Verfiigung gestellt wurde,
waren folgende Materialien enthalten:

- synthetische scFv-Bibliothek (pHEN2 Phagemidvektor) im Format von E. coli TG1

- E. coli-Supressor-Stamm TG1 zur Phagenpropagation

- E. coli-Nonsupressor-Stamm HB2151 zur Expression 16slicher scFvs

Die M13K07 Helferphagen wurden von der Firma New England Biolabs GmbH

bezogen.

6.1.7 Antikorper und Antikorperkonjugate

HIV-1 anti-V3 447-52D

Von dem monoklonalen Antikorper 447-52D (IgG3, A-Kette) wurde 1 mL
Kulturiiberstand von humanen EBV transformierten Heteromyeloma SHM-D33-Zellen
(c=21.6 pg/mL) durch das NIH AIDS Research and Reference Reagent Program erhalten
(cat# 4030, Dr. Susan Zolla Pazner).”

Anti-myc
Zur Detektion der 16slichen scFvs auf PVDF-Membranen wurde monoklonaler Anti-
myc-Antikorper (Maus) der Firma Invitrogen eingesetzt. Dieser bindet an Proteine mit

einem myc-Epitop, wobei er folgende Sequenz erkennt: EQKLISEEDL.

Anti-Maus-IgG-AP-Konjugat
Als sekunddrer Antikoérper wurde ein HRP-Konjugat von Anti-Maus-IgG (y-Kette,

Ziege) der Firma Sigma-Aldrich verwendet.

HRP/Anti-M13 monoklonal
Von der Frima Amersham Pharmacia Biotech Inc. wurde der HRP-konjugierte Anti-M13
Antikorper eingesetzt, welcher spezifisch an das pVIII-Hiillprotein der Phagen bindet.
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Anti-Human IgG (Fc spezifisch) Peroxidasekonjugat
Zur Detektion von 447-52D in ELISA-Studien wurde Fc-spezifisches Anti-Human-IgG-

Peroxidasekonjugat der Firma Sigma-Aldrich eingesetzt.

6.1.8 Proteine und Proteinkonjugate

Produkt

Hersteller

BSA Albumin Fraktion V

HIV-1 Bal gp120
(rekombinant, HEK293-Zellen)

HIV-1 1IIB gp120
(rekombinant, CHO-Zellen)

HIV-1 SF162 gp120
(rekombinant, CHO-Zellen)

humanes sCD4
(rekombinant, CHO-Zellen)

Imject®-Maleimide activated BSA
Streptavidin

Streptavidin-Fe,Os-Partikel
(Suspension 0.8-1.2 mg/mL)

Streptavidin-POD Konjugat

Roth

NIH AIDS Research and Reference Reagent
program(Cat# 4961)*

ImmunoDiagnostics, Inc. (Woburn, USA)
(Cat# 1041)

NIH AIDS Research and Reference Reagent
program(Cat# 7363) *°

Progenics Pharmaceuticals, Tarrytown, New York,
USA Cat# PRO1008-1

Pierce Biotechnology
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

V3-IgYACI: Im Rahmen eines

Schwerpunktpratikums von Dorothea Piper im

Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Bredehorst am Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie
(Universitdt Hamburg) wurde unter Anleitung von Dr. E. Spillner ein Proteinkonstrukt
entwickelt, welches aus einem IgYAC1 Antikorperfragment fusioniert an eine erweiterte
Subtyp B V3-Loop besteht (V3-IgYAC1).!"* Die V3-Sequenz dieses Konstrukts ist
PISVEIQCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGNIIGDIRQAHCQIS.  Die
erfolgte in HEK293.

Expression

scFvD26-IgEACI: Molekularbiologische Arbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Bredehorst (Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie, Universitit Hamburg)
filhrten unter Anleitung von Herrn Dr. E. Spillner zur Darstellung eines in HEK293
exprimierten Konstruktes aus scFv D26 und IgEACI."™ Die Sequenz von scFv D26 ist im

Anhang dieser Arbeit vollstindig wiedergegeben.
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6.1.9 Puffer und Losungen

Puffer/Losung Menge Substanz
ABTS-Detektionslosung 14 mL Citratpuffer (pH 4.0)
(fir HRP, POD) 3.3 mg ABTS
26 uL H,O,
Amp-Stocklosung 20 ug Ampicillin-Natriumsalz/mL in
70%igem Ethanol
BCIP 0.5% (wW/v) in DMF
Citratpuffer 50 mM Zitronensdure, pH 4.0

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbelosung
D,O-PBS

Detektionspuffer (fiir AP)

Glc-Stocklosung
Imidazol-Elutionslosung
Kan-Stocklosung

MPBS

NBT-Lsg

PAGE-Probenpufter (6x)
(reduzierend)

PAGE-Sammelgelpuffer (4x)

PAGE-Tankpuffer (5x)

PAGE-Trenngelpuffer (4x)

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

20 % (v/v)

0.1M
0.1M
0.1M

20% (w/v)

300 mM

20 ug
2%,4% ,5% (W/v)
100 mg

375 mM

40 % (v/v)

8 % (wW/v)
0.006 % (W/v)
100 mM

0.5M
0.4 % (w/v)

0.125M
0.96 M
0.5 % (w/v)

1.5M
0.4 % (W/v)

Coomassie-Brilliant-Blau R-250
Eisessig

MeOH

Eisessig in ddH,O

analog zu PBS, D,0 (99.9%)
Tris, pH 9.5

MgCl, - 6 H,O

NaCl

Glucose in ddH,O0, steril filtriert
Imidazol in PBS
Kanamycinsulfat /mL ddH,O
Milchpulver in PBS

NBT in 100 mL AP Detektionspuffer
Tris-HCI, pH 6.8
Glycerin

SDS
Bromphenolblau

DTT

Tris-HCI, pH 6.8
SDS

Tris-HCI, pH 8.3
Glycin
SDS

Tris-HCI, pH 8.8
SDS
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PBS, pH 7.4 120 mM NaCl (6.96 g)
10 mM Natriumphosphat (Na,HPO, (5.68 g)
NaH,PO4H,0 (138 g)
PEG/NaCl 20 % (w/v) Polyethylenglykol-6000
25M NaCl
TS-Puffer 02M Tris/HCI, pH 8.0
0.5M Sucrose
YaTS-Puffer 25% TS (v/v) in ddH,O
Tris-HCL, pH 7.4 1.0M Tris
TPBS 0.1 % (v/v) Tween 20 in PBS
Western-Blot-Transferpuffer 25 mM Tris/HCI
19.2 mM Glycin
200 mL MeOH
800 mL ddH,0, pH 8.3
6.1.10 Standards
Hersteller
un/prestained SDS-PAGE Broad Range Standard BioRad
PageRuler™ Protein Ladder Fermentas
El-tuning Mix G2421A Hewlett Packard

ProteoMass™ MALDI Calibration Kit

Sigma-Aldrich

6.1.11 Zellkulturmedien

Medium Menge Substanz

2YT 16 g/L Trypton

10 g/L Hefeextrakt

5 g/L NaCl
2YT-A zusétzlich 100 pg/mL Amp
2YT-AG zusitzlich 100 pg/mL Amp

und 1 % (W/v) Glc
2YT-AK zusitzlich 100 pg/mL Amp

und 25 pg/mL Kan
TYE-AG (Agaroseplatten) 10 g/L Trypton

5¢/lL Hefeextrakt

8 g/L NaCl

I5¢g Select Agar

1 % (w/v) Glc

100 ug/mL Amp
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6.2 Darstellung von Fmoc-Asn(AcsChi)-OH

6.2.1 Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-
tri-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)-1,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glucopyranose (a2)

Eine Losung aus 330 mL Ac,0O und 26.5 mL konz. H,SO4 wurde auf 54 °C erhitzt und
unter starker KPG-Riihrung 40 g (entspricht 95 mmol Dimereinheiten) fein gemahlenes
Chitin (al) in kleinen Portionen zugesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 3 h wurde das
Gemisch auf RT abgekiihlt und unter Einwirkung von Ultraschall {iber 20 h geriihrt. Hierbei
tiberschritt die Temperatur nicht 34 °C. Die Losung wurde vorsichtig in 600 mL Eiswasser
gegeben, mit 200 g NaAc versetzt und fiir eine Stunde geriihrt. Nach Extraktion mit CHCls
wurde die organische Phase mit ges. NaHCOs;-Lsg. neutralisiert. Anschlieend wurde
mehrfach mit Wasser gewaschen, die organische Phase tiber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel bei maximal 30 °C unter vermindertem Druck destillativ entfernt. Die
Auftrennung des Oligomerengemisches erfolgte unter Einsatz einer Mitteldruckpumpe iiber
eine Kieselgelsdule (Kieselgel 60, Laufmittel: CHCls/MeOH 100:1).

Ausbeute:
Es wurden 3.1 g (4.6 mmol) Chitobioseoctaacetat (a2) erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 5% bezogen auf die Stoffmenge an eingesetzten Dimereinheiten des Chitins.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Summenformel: C,3H4oN,O;7; MW = 676.64 g/mol
R~Wert (CHCI3/MeOH (9:1)): 0.42
MALDI-TOF-MS: [M+H] " m/z = 677.6; [M+Na]" m/z = 699.4

OAc

'H-NMR (700 MHz, DMSO-dg) & [ppm]:
7.99 (d, 1H, *Jnu2 = 9.1 Hz, NH'), 7.92 (d, 1H, *Jnua = 9.3 Hz, NH), 5.84 (d, 1H, *J;, =
3.4 Hz, H1), 5.14 (dd, 1H, *J35 = 9.9 Hz, *J5.4- = 9.9 Hz, H3"), 5.08 (dd, 1H, *J5, = 10.9



110 EXPERIMENTELLER TEIL

Hz, >J54 = 9.0 Hz, H3), 4.84 (dd, 1H, *J;3 = 9.9 Hz, *J,;5 = 9.9 Hz, H4"), 4.67 (d, 1H,
3J12 = 8.4 Hz, H1"), 436 (dd, 1H, *Jsus = 8.1 Hz, *Jg.6o = 12.3 Hz, H6a), 4.31 (dd, 1H,
Jsas = 4.0 Hz, “Jsagp = 12.3 Hz, H6a"), 4.18-4.13 (m, 1H, H2), 4.03 (dd, 1H, *Jgp5 = 4.0
Hz, *Jepea = 12.3 Hz, H6b), 3.94 (dd, 1H, *Je, s = 1.8 Hz, *Jgy 6o = 12.3 Hz, H6b"), 3.91-
3.81 (m, 3H, H5, H4, H5"), 3.59-3.62 (m, H2), 2.14 (s, 3H, COCH3), 2.04 (s, 3H, COCH3),
1.99 (s, 3H, COCH3), 1.97 (s, 3H, COCH3), 1.93 (s, 3H, COCH3), 1.88(s, 3H, COCH3),
1.77 (s, 3H, NHCOCH3), 1.73 (s, 3H, NHCOCH3).

6.2.2 Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy--D-
glucopyranosyl-)D-glucopyranose (a3)

Es wurden 2.0 g (3.0 mmol) Chitobioseoctaacetat (a2) in 75 mL abs. MeOH gelost. Der
pH-Wert der Losung wurde mit 1%iger Natriummethanolat-Lsg. auf einen Wert von 9
eingestellt und das Gemisch bei RT geriihrt. Gegebenenfalls wurde der pH-Wert der Losung
korrigiert. Nach einer Reaktionszeit von 18 h wurde durch Zugabe von Trockeneis
neutralisiert (pH 5-7) und das Losungsmittel unter vermindertem Druck destillativ entfernt.

Der erhaltene Feststoff wurde anschlieBend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:
Es wurden 1.1 g (2.5 mmol) Produkt als o/pB-Enantiomerengemisch (4:1) erhalten. Das

entspricht einer Ausbeute von 84%.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Summenformel: C;sHsN,O11; MW = 424.42 g/mol

Re~Wert (CHCI3/MeOH (1:1)): 0.34

MALDI-TOF-MS: [M+H'] m/z = 425.4; [M+Na]’ m/z = 447.2

'H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]:
5.10 (d, 1H, *Ji» = 3.3 Hz, HIp), 4.88 (d, 1H, *J;-»» = 2.5 Hz, HI"), 432 (d, 1H, *Ji»
=8.3 Hz, Hla), 3.93 (d, 1H, *Jeae=12.2 Hz, H6b), 3.91-3.92 (m, 1H, H6’b), 3.75-3.77 (m,
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1H, H2), 3.76 (d, 1H, *Je=12.2 Hz, H6a), 3.75-3.73 (m, 2H, H2’, H6a"), 3.62-3.40 (m,
6H, H3, H3’, H4, H4’, HS, HS).

6.2.3 Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-B-D-
glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosylamin (a4)

Es wurden 1.0 g (2.5 mmol) Chitobiose (a3) in 40 mL ges. NH4HCOs-Lsg. gelost und
bei 50 °C geriihrt. Nach einer Reaktionszeit von 36 h wurde das braune Reaktionsgemisch
unter vermindertem Druck eingeengt und anschlieBend gefriergetrocknet. Die

Gefriertrocknung wurde bis zur Gewichtskonstanz wiederholt.

Ausbeute:

Es wurden 0.9 g (2.2 mmol) Produkt erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 88%.

Charakterisierung:

braunlicher Feststoff

Summenformel: C;sH29N30;0; MW =423.42 g/mol

ReWert (EtOAc / MeOH / H,0O (4:3:2)): 0.55
MALDI-TOF-MS: [M+H] " m/z = 424.3; [M+Na]" m/z = 446.1

Eine Charakterisierung per NMR wurde nicht vorgenommen.

6.2.4 Synthese von O'-tButyl-N*-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N*-[3,6-di-O-
acetyl-2-acetamido-2-desoxy-4-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-f3-
D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosyl-lasparagin (a5)

In N,-Atmosphire wurden 0.9 g (2.0 mmol, 0.9 eq) Fmoc-Asp-OfBu, 2.1 g (2.6 mmol,
1.2 eq) TBTU und 445 uL (336 mg, 2.6 mmol, 1.2 eq) DIPEA in 10 mL wasserfreien DMF
gelost. Diese Losung wurde langsam bei -15 °C (Eis/Kochsalzbad) zu 1.0 g (2.2 mmol,
1 eq) Chitobiosylamin (a4), gelost in 15 mL trockenem DMF, getropft und 3 h bei —15 °C
geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc/MeOH/H,O (4:3:2), R¢=0.8). Ein Grof3teil des

Losungsmittels wurde im Olpumpenvakuum destillativ entfernt und der Riickstand mit
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einem Gemisch aus 50 mL abs. Pyridin und 40 mL Ac,O versetzt. Darauffolgend wurde
iiber Nacht bei RT geriihrt, das Rohprodukt im Olpumpenvakuum getrocknet und dreimal
mit Toluol kodestilliert. Es folgte die sdulenchromatographische Auftrennung des
Rohproduktes (Laufmittel CHCI;/MeOH 10:1 bzw. 5:1 nach Elution von etwa einem

Séulenvolumen Losungsmittel).

Ausbeute:

Es wurden 1.1 g (1.0 mmol) Produkt erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 45%.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Summenformel: C49HgN4O20'; MW = 1027.01 g/mol

ReWert (CHCl3/ MeOH (9:1)): 0.51

MALDI-TOF-MS: [M+H]" m/z = 1028.1; [M+Na]” m/z = 1050.0

'H-NMR (700 MHz, DMSO-de) & [ppm]:

8.51 (d, 1H, *Jxu.1= 9.2 Hz, NHov), 7.99 (d, 1H, *Junaco = 9.0 Hz, NHAc’), 7.91-7.88 (m,
2H, HA/HD), 7.84 (d, 1H, *Jxuaco= 9.2 Hz, NHAc), 7.72-7.70 (m, 2H, HA/HD), 7.55 (d,
1H, J= 8.6 Hz, NHy), 7.44-7.40 (m, 2H, HB/HC), 7.35-7.31 (m, 2H, HB/HC), 5.15 (dd,
H, *Jiy o= 9.8 Hz, *Juy ma= 9.8 Hz, H3”), 5.06 (dd, 1H, *Jui o= 9.4 Hz, *Jy1,onn = 9.4
Hz, H1), 4.95 (dd, 1H, *Jiz 0= 9.4 Hz, *Ju3 4= 9.4 Hz, H3), 4.81 (dd, 1H, *Jis is= 9.8 Hz,
H4%), 4.67 (d, 1H, *Ju1 mo= 8.3 Hz, H1"), 4.36-4.39 (m, 1H, HF), 3.45-3.36 (m, 1H, HE),
430 (m, 1H, Hla), 4.27 (m, 1H, H6a), 4.23 (t, 1H, H6b"), 3.96 (dd, 1H, *Js = 5.7 Hz,
2Jsas = 11.8 Hz, H6a), 3.91 (d, 1H, *J=10.9 Hz, H6a’), 3.81 (m, 2H, H2’, H2), 3,70 (dd,
1H, *J45= 9.4 Hz, H4), 3.55 (m, 2H, H5*, H5), 2.62 (dd, 1H, *Jugus= 6.2 Hz, *Jug o= 15.8
Hz, HB), 2.41 (dd, 1H, *Jug us= 6.4 Hz, *Jug 1e= 15.8 Hz, HB"), 1.36 (s, 9H, C(CH3)s, 2.04
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(s, 3H, COCH3), 2.02 (s, 3H, COCH3), 1.96 (s, 3H, COCHS3), 1.95 (s, 3H, COCH3), 1.91 (s,
3H, COCH3), 1.75 (s, 3H, NHCOCH>), 1.71 (s, 3 H, NHCOCH3).

6.2.5 Synthese von N?-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N*-[3,6-di-O-acetyl-2-
acetamido-2-desoxy-4-0O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-f3-D-
glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosyl-]Jasparagin (a6)

Es wurden 1.1 g (1.0 mmol) a5 in 50 mL TFA/H,0 (19:1) geldst und eine Stunde bei RT
geriihrt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt im Olpumpenvakuum getrocknet und

mehrfach mit Toluol codestilliert.

Ausbeute:
Es wurden 0.8 g (0.8 mmol) eines farblosen Feststoffes erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 82%.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Summenformel: C4sHs4N4O20; MW =970.90 g/mol
Re-Wert (CHCl; / MeOH (5:1)): 0.60
MALDI-TOF-MS: [M+H']" m/z=971.6

¢ ~OAC . OAcC
4' uN4u O
5 (0] 4
AcO 5 o} H B
AcO % o N v o
2 ¢ OH

- - 2
¥ NHT NH 1

0]

'H-NMR (700 MHz, DMSO-de) & [ppm]:

8.51 (d, 1H, *Jong = 8.7 Hz, NHa), 8.00 (d, 1H, *Jxpac. mo- = 8.8 Hz, NHAc’), 7.89-
7.93 (d, 2H, HA/HD), 7.84 (d, 1H, *Jnnac, o= 9.3 Hz, NHAc), 7.74-7.72 (m, 2H, HA/HD),
7.51 (d, 1H, *Jxum= 8.6 Hz, NHy), 7.43-7.40 (m, 2H, HB/HC), 7.32-7.30 (m, 2H,
HB/HC), 5.14 (dd, 1H, *Jus 12 = 10.2 Hz, *Ju3-ms = 10.2 Hz, H3"), 5.07 (dd, 1H, *Jy; o=
9.4 Hz, *Jus, niry = 9.4 Hz, H1), 4.96 (dd, 1H, *Ju3 = 9.4 Hz, *Jy3 n= 9.4 Hz, H3), 4.82 (dd,
1H, *Jys 5= 9.8 Hz, H4"), 4.67 (d, 1H, *Jy; 2= 8.7 Hz, H1"), 4.35-4.38 (m, 1H, HF), 4.30
(m, 1H, Ho), 4.27 (m, 1H, H6a), 4.23 (t, 1H, *J= 6.8 Hz, H6b"), 3.97 (dd, 1H, *J= 5.5 Hz,
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3J=12.2 Hz, H6a), 3.91 (d, 1H, *J= 11.8 Hz, H6’a), 3.81 (m, 2H, H2’, H2), 3,70 (m, 1H,
H4), 2.64 (dd, 1H, “Jugus= 5.5 Hz, *Jugue= 16.6 Hz, HB), 2.48 (m, 1H, HP"), 2.05 (s, 3H,
COCH3), 2.02 (s, 3H, COCH3), 1.96 (s, 3H, COCH3), 1.95 (s, 3H, COCH3), 1.91 (s, 3H,
COCH3), 1.75 (s, 3H, NHCOCH3’), 1.70 (s, 3H, NHCOCH3).
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6.3 Peptid- und Glycopeptidsynthese

6.3.1 Automatisierte Festphasenpeptidsynthese

Die Synthesen aller Peptide wurden am Parallelsyntheseroboter ACT MOS 496(2 nach
dem batch-Verfahren oder am Peptidsynthesizer Pioneer Peptide Synthesis System nach
dem continuous-flow Verfahren durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Prozeduren sind im
Anhang detailliert wiedergegeben. Fmoc-PAL-PEG-PS Harz einer Belegung von 0.17-
0.22 umol Aminogruppen pro mg Harz wurde in eine Kammer des Reaktionsblockes
gegeben. Das Harz wurde in Isopropanol und DMF gequollen. Die Entschiitzung der Fmoc-
Gruppe erfolgte mit Piperidin (1:4 in DMF) und die Blockierung nicht umgesetzter
Aminofunktionen (capping) mit Ac,O (1:9 in DMF). Waschschritte entsprachen dem
Spiilen der Kammer mit DMF. Ein Kupplungszyklus beinhaltete die Zugabe von dreimal je
vier Aquivalenten der zu kuppelnden Fmoc-Aminosidure (0.5M in DMF), fiinf
Aquivalenten TBTU (0.5 M in DMF) sowie von fiinf Aquivalenten DIPEA (1 M in DMF)
(1:4:5:5). Die Kupplungszeiten fiir den ersten Zyklus betrugen jeweils dreimal 90 min, fiir
die der weiteren Aminosaurekupplungen 30, 60 und 90 min. Dem letzten Zyklus folgte ein
Waschschritt mit DCM und Isopropanol.

Die Entschiitzung der letzten Fmoc-Gruppe der Peptide wurde bei einigen Ansétzen
manuell durchgefiihrt, um eine Aussage iiber die Groflenordnung der Ausbeute machen zu
konnen. Deacetylierung von Glycopeptiden, Biotinylierung und Abspaltung vom Harz

wurden von Hand vorgenommen.

6.3.2 Kupplung von Fmoc-Asn(AcsChi)-OH

Die Kupplung von Fmoc-Asn(AcsChi)-OH (a6) erfolgte manuell im Reaktionsblock des
Parallelsyntheseroboters. Dazu wurden 1.2 Aq des Bausteines und jeweils 1.5 Aq TBTU
und DIPEA in 800 uL. DMF gelost (1:1.2:1.5:1.5) und per Hand in die Kammer des
Reaktionsblockes tiberfiihrt. Der Syntheseroboter wurde so programmiert, dass die Synthese
fiir diesen Zugabeschritt pausierte und nach der Zugabe fiir 8 h schiittelte, bevor die
restlichen Aminosduren vollautomatisch angefiigt wurden. Mit dieser Verfahrensweise
sollte unter anderem ein Reagenzienverlust durch Totvolumina vermieden werden.

Im Falle des continuous flow Methode wurde das Harz dem Peptide Synthesizer
entnommen, die Kupplung in analoger Weise manuell durchgefiihrt und im Anschluss das

Harz wieder in den Reaktionsraum des Gerites uberfihrt.
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6.3.3 Abspaltung der Fmoc-Gruppe und Methylenfluoren-Monitoring

Nach Beendigung der automatisierten Peptidsynthese wurde bei Bedarf, die letzte Fmoc-
Gruppe manuell abgespalten, um die bei der Synthese erzielten Ausbeuten mittels
photometrischen Nachweises des Methylenfluorens zu bestimmen.

Das Harz wurde nach der Synthese mit DMF/DCM (1:1) aus dem Reaktionsblock in eine
Glasfritte tiberfiihrt, im Wasserstrahlpumpen-Vakuum getrocknet, zweimal mit je 2 mL
Pip/DMF (1:4) versetzt und jeweils fiir 10 min geschiittelt. Das Harz wurde abschlieBend 4x
mit je 4 mL DMF gewaschen und die vereinigten Abspaltldsungen in einem mit Alufolie
umwickeltem Kolben aufgefangen. Es wurden je 100 pL dieser Losung mit 1900 uL. DMF
verdiinnt und photometrisch bei 301 nm im UV/Vis-Spektrometer vermessen. Die
Stoffmenge npme. [mol] an abgespaltener Fmoc-Gruppen berechnet sich durch Einsetzen der
OD-Werte in das Lambert-Beer’sche Gesetz:

NFmoc = (OD : 8-1 . d-l : V) -F

mit: €301 = 7.95-10° M'em™ (molarer Extinktionskoeffizient)
V =0.02 L (Gesamtvolumen der vereinigten Abspaltlosungen)
d =1 cm (Schichtdicke der Glaskiivette)
F =20 (Verdiinnungsfaktor)
Die Ausbeute an Rohprodukt ergibt sich aus dem Quotienten von ngme. und der vor der

Peptidsynthese eingewogenen Harz-Stoffmenge.

6.3.4 Biotinylierung der Peptide am Harz

Die Peptide wurden am Harz zweimal fiir 4 h bei RT in DMF mit einem vierfachem
Uberschuss an  N-(+)-Biotinyl-6-aminohexansidure unter TBTU/DIPEA-Aktivierung
umgesetzt (1:4:5:5). Bei Glycopeptiden erfolgte dieser Schritt, vor der Deacetylierung des
Kohlenhydratanteils.

6.3.5 Deacetylierung der Glycopeptide am Harz
Die Deacetylierung der Kohlenhydratanteile erfolgte mit Hydrazin-Hydrat/MeOH (1:5,
v/v) iber mindestens 6 h bei RT nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe und eventueller

Biotinylierung.

6.3.6 Abspaltung der Peptide vom Harz
Zur Abspaltung wurde das Harz zweimal fiir jeweils 45 min mit je 3 mL TFA/TIPS/H,O
(95:5:2; v/v) versetzt und geschiittelt. Das Harz wurde 4x mit je 2 mL TFA nachgewaschen

und die vereinigten Abspalt- und Waschldsungen im Olpumpenvakuum bis zur Trockne
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eingeengt. Der Riickstand wurde in 10 mL ddH,O aufgenommen und gefriergetrocknet. Die

Lagerung des so erhaltenen Rohproduktes erfolgte im Gefrierschrank bei —20 °C.

6.3.7 Produktaufreinigung mittels RP-HPLC

Fir die Aufreinigung des Rohproduktes wurde eine prédparative Sdule (21 mm,
reversed phase C;g) verwendet. Es wurden jeweils 30 mg des Rohproduktes eingewogen
und in einem Milliliter H,O/TFA (100:0.1; v/v) oder H,O/MeCN/TFA (90:10:0.1;v/v) im
Ultraschallbad geldst. Die trilbe Suspension wurde auf zwei Zentrifugalfilter (0.22 pm)
verteilt und fiir 4 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat konnte dann in die HPLC

injiziert und je nach Lénge des Peptids mit einer der zwei Methoden aufgereinigt werden.

Methode I (Peptide mit M < 1600)
1) fir 2.5 CV von 100% A nach A/B 83:17
i1) fiir 0.25 CV von A/B 87:13 nach A/B 77:23
ii1) fiir 0.75 CV von A/B 73:27 nach A/B 0:100
iv) fir 1 CV 100% B

Methode II (Peptide mit M > 1600)
1) fiir 1.0 CV von A/B 90:10 nach A/B 79:21
i1) fiir 2.5 CV von A/B 79:21 nach A/B 77:23
ii1) fiir 1.5 CV von A/B 77:23 nach A/B 0:100
iv) fir 1 CV 100% B

Laufmittel A: ddH,O/MeCN/TFA (95:5:0.1)
Laufmittel B: MeCN/ddH,O/TFA (95:5:0.1)
Flussrate: 20 mL/min

Detektion: photometrisch bei A =215 nm

Wenn nétig wurden die angegebenen Gradienten geringfiigig verdndert. Die Fraktionen
wurden mittels MALDI-TOF-MS auf die Anwesenheit des Produktes iiberpriift,
gegebenenfalls vereinigt und das MeCN am Rotationsverdampfer destillativ entfernt. Im
Anschluss wurden die Peptide gefriergetrocknet und bei -20 °C gelagert. In teilweise
notwendigen weiteren Analyse- und Aufreinigungsschritten kam eine analytische Saule (&
4 mm, reversed Phase C;g) mit einem dem obigen entsprechenden Gradientenprogramm

zum Einsatz (Flussrate 1 mL/min).

6.3.8 Darstellung von BSA-Peptid-Konjugaten

Die Konjugation der Peptide an BSA erfolgte {iber ein C-terminales Cystein des Peptids
an Maleimid-aktiviertes BSA. Dazu wurden je 2.5 — 3.0 mg des Peptids zusammen mit 2 mg
Imject® Maleimide activated BSA (Pierce Biotechnology) in 200 uL ddH,O geldst und bei
fiir 3 h schwach geschiittelt. Teilweise wurden noch 200 uL. PBS hinzugegeben, um das
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voraktivierte BSA quantitativ in das Reaktionsgefdll zu iiberfiihren. Nach Beendigung der
Reaktion wurde mit 600 uL PBS verdiinnt. Die Lagerung der Konjugate erfolgte bei -20 °C.

Zur Charakterisierung der Konjugate mit MALDI-TOF-MS wurden 10 pL entnommen,
in ddH,O dialysiert und mit DHB als Matrix vermessen. Es konnte bei keinem der

Konjugate ein einheitliches Produkt detektiert werden. Anstelle dessen lag ein sich iiber den

Molmassenbereich von 15 kD erstreckendes Produktgemisch vor.

6.3.9 Tabellarische Auflistung von Daten zu den Peptidsynthesen

pl SVEINSTRPNNNTRKSIHI

Molmasse 2177.17 g/mol

Summenformel C91H1 56N32030

AnsatzgroB3e (Harz) 50 umol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 27.2 mg (25%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

2179.9 [M+H]" (DHB)
siche Kapitel 6.5.2

p1 s29i1c CVEINSTRPNNNTRKSIHI

Molmasse 2194.14 g/mol

Summenformel CopH155N33029S

Ansatzgrofe (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminosdure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 19.7 mg (18%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

2194.9 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

plc SVEINSTRPNN(Chi)NTRKSIHI

Molmasse (exakt) 2584.32 g/mol

Summenformel C 1 07H1 8 1N3 504()

AnsatzgroBBe (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 12.9 mg (10%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

2586.1 [M+H]" (DHB)
sieche Kapitel 6.5.2
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plcsaic CVEINSTRPNN(Chi)NTRKSIHI

Molmasse (exakt) 2600.30 g/mol

Summenformel Cio6H181N35039S

Ansatzgrofle (Harz) 50 pumol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301: continuous flow-Vertahren; 30, 60, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 20.8 mg (16%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

2601.6 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

plcB Biotin-SVEINSTRPNN(Chi)NTRKSIHI
Molmasse (exakt) 2972.42 g/mol

Summenformel C122H205N37O43S3

AnsatzgroBe (Harz) 50 umol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminosdure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung bis N301: continuous flow-Vertahren; 30, 60, 90 min

Biotinylierung am
Harz

Abspaltung
Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)
NMR

Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

1x 82 pumol Sulfosuccinimidyl-[2-(biotinamido)-ethyl-1]3-
dithiopropionat (Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce Bio-
technology)) in 2 mL PBS, 6 h bei 4 °C dann RT 8 h

manuell nach 6.3.6

11.9 mg (8%)

2973.9 [M+H]" (DHB)

keine Charakterisierung per NMR

p2c STRPNN(Chi)NTRKSIHI

Molmasse (exakt) 2042.05 g/mol

Summenformel C83H143N29031

AnsatzgrofBe (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 17.4 mg (17%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

2043.4 [M+H]" (DHB)
siche Kapitel 6.5.2
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p3cB Biotin- INSTRPNN(Chi)NTRKSI

Molmasse (exakt) 2358.20 g/mol

Summenformel C97H 1 67N3 103 5S

Ansatzgréfle (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung bis N301: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

Biotinylierung am
Harz

Abspaltung
Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)
NMR

Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

2x 3 Aq N-(+)-Biotinyl-6-aminohexanséure unter
TBTU/DIPEA Aktivierung (1:4:5:5) in DMF

manuell nach 6.3.6

15.3 mg (13%)

2359.1 [M+H]" (DHB)

keine Charakterisierung per NMR

péc RPNN(Chi)NTRKS

Molmasse (exakt) 1490.76 g/mol

Summenformel C 59H1 04N21 024

Ansatzgrof3e (Harz) 60 umol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 17.9 mg (20%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1491.1 [M+H]" (DHB)
siche Kapitel 6.5.2

pSc RPNN(Chi)NTR

Molmasse (exakt) 1275.63 g/mol

Summenformel Cs5oHg7N 1302

AnsatzgroB3e (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301: manuell; 90, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 16.1 mg (21%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1276.9 [M+H]" (DHB)
siche Kapitel 6.5.2
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picc

CGGGSGGGGGSGGTRPNN(Chi)NTR

Molmasse (exakt)
Summenformel
AnsatzgroBe (Harz)
Kupplungslosung
Kupplung

Abspaltung
Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)
NMR

2166.93 g/mol

CsoH134N32,0317S

50 umol

Harz-NH; / Aminosdure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
bis N301: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
manuell nach 6.3.6

14.1 mg (13%)

2168.1 [M+H]" (DHB)

siche Kapitel 6.5.2

pScB

Biotin-GGGSGGGGSGGGTRPNN(Chi)NTR

Molmasse (exakt)
Summenformel
Ansatzgrofe (Harz)
Kupplungslosung
Kupplung

Biotinylierung am
Harz

Abspaltung
Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)
NMR

2489.12 g/mol

CocH150N35041S

50 umol

Harz-NH; / Aminosiure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
bis N301: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 180 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
2x 3 Aq N-(+)-Biotinyl-6-aminohexansiure unter
TBTU/DIPEA Aktivierung (1:4:5:5) in DMF
manuell nach 6.3.6

9.9 mg (8%)

2490.1 [M+H]" (DHB)

siche Kapitel 6.5.2

pbe NN(Chi)NTR

Molmasse (exakt) 1022.46 g/mol

Summenformel C3gHgsN14019

Ansatzgrofle (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301 manuell, 90, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 300 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: manuell; 90, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 12.8 mg (25%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1023 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR
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p7 SVEINSTR

Molmasse (exakt) 903.48 g/mol

Summenformel C36H65N13O 14

Ansatzgrofle (Harz) 30 pmol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 5.4 mg (20%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

904.1 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

P8 KSIHI

Molmasse (exakt) 595.39 g/mol

Summenformel C,3H5:NgOg

Ansatzgrof3e (Harz) 30 umol

Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung Manuell nach 6.3.6

Ausbeute 5.2 mg (29%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

595.9 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

P9 KGGGGGSVEINST

Molmasse (exakt) 1160.59 g/mol

Summenformel C47H82N1 50 19

Ansatzgro3e (Harz) 30 umol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 4.5 mg (13 %)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1161.9 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

pl0 KGGGGGTRPNN(Chi)NTR

Molmasse (exakt) 1821.96 g/mol

Summenformel CesoH123N27029

AnsatzgroBe (Harz) 50 pmol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung bis N301manuell; 90, 90 min
Fmoc-Asn(AcsChi)-OH: manuell; 180, 240 min (1:1.2:1.5:1.5)
ab N302: manuell; 60, 60 min (1:4:5:5)

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 16.3 mg (18%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1823.1 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR
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pll KGGGGGTRPNNNTR

Molmasse (exakt) 1383.71 g/mol

Summenformel C54H95N24019

AnsatzgroBe (Harz) 30 umol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 3.7 mg (9%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1384.8 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

pl2 KGGGGGGTRKSIHI

Molmasse (exakt) 1322.77 g/mol

Summenformel C 57H103N2 1 O 16

AnsatzgrofBe (Harz) 50 umol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung continuous flow-Verfahren; 30, 60, 90 min
Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 11.2 mg (17%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1323.8 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

pG KGGGGGG

Molmasse (exakt) 487.26 g/mol

Summenformel C19H35N307

AnsatzgrofBBe (Harz) 30 umol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 3.2 mg (22%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

488.4 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR

PR GIENDRTNGVTAKE

Molmasse (exakt) 1500.74 g/mol

Summenformel Ce1H104N20024

Ansatzgrofle (Harz) 30 pumol

Kupplungslosung Harz-NH, / Aminosédure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)
Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min

Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 9.9 mg (22%)

MALDI-TOF (m/z)
NMR

1501.9 [M+H]" (DHB)
keine Charakterisierung per NMR
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PRaGic CIENDRTNGVTAKE
Molmasse (exakt) 1547.74 g/mol
Summenformel C61H 1 05N2 1 024S

Ansatzgrofle (Harz) 30 pmol
Kupplungslosung Harz-NH; / Aminoséure / TBTU / DIPEA (1:4:5:5)

Kupplung batch-Verfahren; 30, 60, 90 min
Abspaltung manuell nach 6.3.6

Ausbeute 7.0 mg (15 %)

MALDI-TOF (m/z)  1547.9 [M+H]" (DHB)

NMR keine Charakterisierung per NMR

6.4 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Messungen wurden am BRUKER Biflex III Gerdt im Positivionenmodus mit einer
Unterdriickung des Bereiches bis m/z = 600 durchgefiihrt. Die Desorbtion/lonisation
erfolgte mit einem N>-LASER (A = 337 nm). Zur externen Kalibrierung bei Vermessung
von Peptidproben im Reflektormodus diente ein Standard mit Molekulargewichten im
Bereich zwischen 118 und 2721 g/mol (ES Tuning Mix, Hewlett Packard). Fiir die
Vermessung von Proteinproben wurde extern mit dem ProteoMass'™ Protein MALDI
Kalibrierungsset (Sigma-Aldrich) im Molmassenbereich von 12-67 kD kalibriert und kein

Reflektor verwendet. Es wurden die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Matrices

verwendet.
Name Lsg. Substanzklasse | Attenuierung
CCA |a-Cyano-4- ibersittigte Lsg. Peptide, 40-50
hydroxyzimtsdure | H;O/MeCN(1:1) Proteine 30-45
0.1 % TFA
DHB | 2,5-Dihydroxy- 15 mg/mL Peptide, 30-40
benzoesdure H,O/MeCN (1:1) Glycopeptide
0.1 % TFA
SA Sinapinsdure 10 mg/mL Proteine 25-35
H,O/MeCN (1:1)
0.1 % TFA

Von der Matrixlosung wurden 0.5 uL auf dem Probenteller gegeben. Nach dem
Antrocknen wurden dann 0.5 pL der Analytlosung aufgetragen (Schichtpriparation).
Alternativ wurden die beiden Losungen aber auch auf dem Probenteller noch vor dem
Auskristallisieren in der Pipettenspitze vermischt. Entsalzung von Proteinproben wurde mit
Zeba Desalt Spin Colums oder mit Slide-A-Lyzer MINI Dialyseeinheiten (beides Pierce
Biotechnology) durchgefiihrt.
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6.5 NMR Spektroskopie

6.5.1 Allgemeines zur Probenaufnahme

Alle Experimente wurden bei Temperaturen zwischen 280 und 305 K an einem der
beiden Bruker DRX500- oder Avance700-Spektrometer durchgefiihrt. Die Proben wurden
in 5 mm und 3 mm Roéhrchen mit Fiillvolumina von 550 pL und 220 pL vermessen. 2D-
Spektren wurden phasensensitiv durch TPPI aufgenommen. Die Unterdriickung des
Wassersignals fiir TOCSY-, NOESY- und ROESY-Experimente wurde mittels der
WATERGATE-Pulsfolge vorgenommen. Im verwendeten 'H,'H-COSY Pulsprogramm
wird die Wasserunterdriickung durch Vorsittigung erreicht (presat).

Prozessierung, Phasenkorrektur, Basislinienkorrektur, Kalibrierung und Auswertung
erfolgte mit der Software XWINNMR 3.1 oder ToOPSPIN 1.3 (Bruker). Im Rahmen der
Prozessierung wurde die Anzahl der Datenpunke verdoppelt (zero filling). Die Kalibrierung
der Spektren erfolgte gemid Gottlieb et. al, so dass dem HDO-Signal bei 305 K eine

chemische Verschiebung von 4.70 ppm zugeordnet wurde.'*”

Es wurden folgende Pulsprogramme verwendet:

NMR-Experiment Pulsprogramm

1D-'H zg

1 D-IH-presat zZgpr

1D- 1H—wa‘cergate p3919gp, wSgpsl, w5gp.rm
'H,'H- TOCSY mlevgpphw5

NOESY noesygpphw5

ROESY roesygpph19

'H,'H-COSY cosygpphpr

6.5.2 Charakterisierung der Peptide

Zur Charakterisierung der Peptide wurden millimolare Peptidldsungen in H,O/D,O (9:1)
angesetzt. Der pH-Wert wurde mittels TFA auf 3 bis 4 eingestellt. Die Zuordnung von
Aminosduren erfolgte durch die Aufnahme von TOCSY-Spektren. Der sequenzielle
Zusammenhang wurde iiber NH,-NH,.)-Kreuzpeaks des Peptidriickgrats in NOESY oder
ROESY-Spektren bei pH 3-4 hergestellt. Die Protonen der Chitobiosyleinheit konnten durch
'H,'H-COSY-Experimente zugeordnet werden. Da die STD-Messungen bei pH 7.4
durchgefiihrt wurden, erfolgte fiir ausgewihlte Peptide ebenfalls eine Charakterisierung in
D,O-PBS Puffer bei pH 7.4. In diesem Falle wurde die sequenzielle Identitdt der

Aminosduren aus Analogien zu den Spektren bei pH 3-4 hergestellt.
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Charakterisierung von p2c bei pH 3.0

Probe: 1.2 mM in 200 uL H,O/D,0 (9:1), pH 3.0, T =305 K, 700 MHz.
N300 und 301 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden.

NH o (o) p B' (B") Y Y () 8(3) g ¢

296 S nb 4241 3.995 3.995 - - - - -

297 T | 8602 4415 4172 - 1.221 - - - -

298 R | 8438 4.640 1842 1.842 1.722 1.722 3.238 7.133 -

299 P - 4407 2.284 2018 2.018 1.903 3.827 - -

3.635

N 8.455 4.640 2.770 2.770 - - - - -

N 8.456 4.644 2796 2.796 - - - - -

302 N 8.397 nb 2.848 2.848 - - - - -

303 T | 8.055 4291 4179 - 1.192 - - - -

304 R | 8.258 - 1.846 1.763 1.640 1.607 3.191 nb -
35 K | 8268 4465 1820 1.739 1418 1418 1.672 2.990 7.486

306 S | 8.267 4456 3.825 3.825 - - - - -

307 | 8.179 4129 1.804 - 1.163 - 0.914 - -

3088 H | 8.555 nb 3.236  3.160 - - 7.248 7.894

309 | 8.068 4.191 1.831 - 0.848 1.149 0.848 - -

NH (3) NHAc 1 2 3 4 5 6a, 6b Ac

GIlcNAc |8.577 8.186 5.023 3.816 3.719 3.605 3.514 3.787 1.977

3.619
GleNAC® |- 8.323 4589 3.719 3.545 3437 3.468 3.893 2.048
3.719

nb: nicht bestimmt

Charakterisierung von p2c bei pH 7.4

Probe: 8.2 mM in 220 uL D,O-PBS, pH 7.4, T =305 K, 700 MHz.
N300 und N301 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden.

NH o (o) p B' (B") Y Y (@) 6(3) & G, -
296 S - nb 4191 4191 - - - - -
297 T - 4353 4.185 - 1.197 - - - -
298 R - 4639 1.831 1.721 1.659 1.659 3.206 - -
299 P - 4397 2274 2.008 2.008 1.895 3.808 - -
3.628
N - 4719 2.760 2.760 - - - - -
N - 4645 2.795 2.795 - - - - -
302 N 4715 2.839 2.839
303 T - 4272 4.209 - 1.186 - - - -
304 R - 4321 1.851 1.765 1.629 1.602 3.179 - -
305 K - 4312 1.823 1.743 1.448 1.401 1.668 2974 -
306 S - 4439 3.795 3.795 - - - - -
307 1 - 4.081 1.789 - 0.875 1.401 0.812 - -
1.114
308 H - 4631 3.070 2.987 - - 6.949 7.764 -
309 1 - 4152 1.812 - 0.815 1.286 0.804 - -
1.098
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NH ) NHAc 1 2 3 4 5 6a, 6b Ac
GlcNAc - - 5.007 3.815 3.729 3.620 3.526 3.784 1.985
3.630
GIcNAC’ - - 4579 3.715 3.563 3.443 3.485 3978 2.042
3.896
nb: nicht bestimmt
Charakterisierung von p1c bei pH 3.5
Probe: 0.4 mM in 600 pL H,O/D,0 (9:1), pH 3.5, T =305 K, 700 MHz.
N295, N300, N301 und 302 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden.
NH a (@) P B B v Y @) 9(@®) ¢ o
291 8 - nb nb nb - - - - -
292V 8.445 nb 1.913 - 0.793 0.693 - - -
293 E 8.425 nb 1.828 1.761 1.616 1.541 - -
294 I 8.243 4.015 1.702 - 0.749 1.318 0.749 - -
1.043
N 8.485 4591 2706 2.641 - - - - -
296 S 8.255 4.352 3.784 3.706 - - - - -
297 T 8.100 4.198 4.074 - 1.055 - - - -
298 R 8.218 4.191 nb nb 1.533 1.533 nb -
299 P 4407 2279 2014 2014 1.892 3.831 - - -
3.638
N 8.485 4591 2706 2.641 - - 8.535 - -
N 8.485 4591 2706 2.641 - - - -
N 8.485 4591 2706 2.641 - - - - -
303 T 7991 4135 4.084 - 1.062
304 R 8.209 4160 1.705 1.624 1.510 1.510 3.079 nb -
305 K 8.229 nb nb nb 1432 1.432 nb nb nb
306 S 8.230 4.314 3.688 3.688 -
307 | 8.043 4.040 1.665 - 0.697 1.219 0.697 - -
0.996
308 H 8.518 4.588 3.012 3.075 - 6.989 7.593 -
309 [ 8.149 3.948 1.633 - 0.752 nb 0.701
NH ) NHAc 1 2 3 4 5 6a, 6b Ac
GlcNAc 8.102 8.535 4.875 3.708 3.606 3.495 3.402 3.694 1.859
3.505
GleNAc¢’ - 8.290 4442 3499 3427 3.321 3.357 3.666 1.914
3.609

nb: nicht bestimmt
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Charakterisierung von p4c bei pH 3.5
Probe: 9.5 mM in 200 uL H,O/D,0 (9:1), pH 3.5, T =395 K, 700 MHz.

NH o () p B (B") Y ) 6() € e
298 R nb 4320 1.895 1895 1.664 1.664 3.187 7.153 -
299 P - 4434 2286 1995 1.952 1866 3.695 - -
3.542
300 N | 8531 4.603 2753 2.753 - - nb - -
301 N | 8421 4.668 2.742 2.742 - - 8.539 - -
302 N | 8377 4.690 2722 2722 - - nb - -
303 T | 8.029 4221 4.154 - - - - - -
304 R | 8244 4278 1719 1.719 1561 1.561 3.136 7.090 -
305 K | 8321 4287 1775 1704 1376 1376 1.619 2933 7.441
306 S | 8223 4.350 3.807 3.807 - - - -
NH (3) NHAc 1 2 3 4 5 6a, 6b Ac
GlcNAc 8.539 8.112 4960 3.784 3.684 3.562 3479 3.755 1.969
3.579
GlcNAC’ - 8.288 4527 3.671 3506 3.399 3.429 3.859 2.025
3.690

nb: nicht bestimmt

Charakterisierung von p4c bei pH 7.4

Probe: 67 uM in 200 uL D,O-PBS, pH 7.4, T =305 K, 700 MHz.
N300, N301 und N302 wurden in Analogie zu der Charakterisierung bei pH 3.5 zugeordnet.

NH  a(@) B BB v Y@) @) 2 4
298 R ~ 4130 1844 1824 1685 1685 3216 - -
299 P - 4452 2306 2013 2013 1.899 3748 - -
3.594
30 N - 4654 2819 2819 - - - - -
301 N - 4644 2800 2800 @ - - - - -
32 N - 4722 2800 2800 @ - - - - -
303 T - 4257 4215 - 1.181 - - - -
304 R - 4325 1833 1766 1.610 1.610 3179 - -
305 K - 4323 1.822 1727 1428 1428 1670 2.983 -
306 S - 4380 3.839 3839 - - - - -
NH (6) NHAc 1 2 3 4 5 6a, 6b Ac
GleNAc - ~ 5011 3.821 3.726 3615 3325 3.806 1.982
3.629
GIeNAC ; - 4575 3.710 3.561 3.439 3480 3.892 2.038
3.725

nb: nicht bestimmt
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Charakterisierung von p5c bei pH 7.4
Probe: 3.9 mM in 600 pL D,O-PBS, pH 7.4, T =305 K, 700 MHz.

NH a (@) B B (B”) v " @) 8 (8) ¢
298 R - 4213 1.892 1.860 1.696 1.696 3.222 - -
299 P - 4461 2309 2.028 2.002 1.902 3.744 - -
3.592
N - 4733 2.847 2.847 - - - - -
N - 4666 2.790 2.717
N - 4737 2819 2.819
303 T - 4284 4.219 - 1.182 - - - -
304 R - 4288 1866 1.759 1.647 1.610 3.188 - -
NH () NHAc 1 2 3 4 5 6a, 6b Ac
GleNAc - - 5.006 3.815 3.727 3.607 3.518 3.783 1.983
3.626
GleNAC’ - - 4575 3.720 3.556 3.452 3475 3.893 2.034
3.706
nb: nicht bestimmt
Charakterisierung von p8 bei pH 7.4
Probe: 1.5 mM in 600 pL D,O-PBS, pH 7.4, T =302 K, 500 MHz.
NH a () P B' B”) v @) 8(®) ¢ 4
305 K - 3.813 1.799 1688 1.424 1.424 nb 2982 6.950
306 S - 4518 3.829 3.800 - - - - -
307 1 - 4176 1.817 - 0.834 1.307 0.834 - -
1.112
308 H - 4640 3.045 3.003 - - - 6.955 7.769
309 1 - 4.084 1.789 - 0.874 1.407 0.874 - -
1.127

nb: nicht bestimmt



130 EXPERIMENTELLER TEIL

6.6 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders beschrieben, nach
Sambrook'”® und Ausubel'®” durchgefiihrt. Fiir alle wissrigen Puffer, Losungen und Medien
wurde Reinstwasser (ddH,O) verwendet. Einige Puffer und Losungen wurden zusétzlich
steril filtriert. Alle Medien sowie einige Puffer und Losungen wurden im Autoklav durch
wassergesittigten, unter Druck (5 bar) stehenden Dampf 20 Minuten bei 120 °C
hitzesterilisiert. Die praktischen Ausfiihrungen der vorliegenden Arbeit wurden in einem
Labor der Sicherheitsstufe 1 gemiB des GenTG durchgefiihrt. Durch Sterilisation wurden in
Losungen, Puffern, Medien sowie in angefallenen Abfillen Organismen und Zellkulturen

abgetotet.

6.6.1 Wachstum von Bakterienzellkulturen

Die in dieser Arbeit von den E. coli-Stimmen TG1 und HB2151 angesetzten Kulturen
wuchsen entweder auf TYE-Platten (Brutschrank, 30°C od. 37°C) oder im 2YT-
Flissigmedium (Inkubationschiittler, 30 °C od. 37 °C, 220 rpm). Die Bestimmung der OD
erfolgte mit einem Photometer bei 600 nm. Es gilt die Ndherung, dass ein ODgoo-Wert von

0.5 in etwa einer Konzentration von 4 - 10° Bakterien/mL entspricht.

6.6.2 Selektion von E. coli-Zellen

TG1- und HB2151-Zellen ohne pHEN2-Vektor besitzen keinerlei Antibiotikaresistenz
und konnen so durch die Zugabe vom Ampicillin zum festen oder fliissigem Medium
(100 pg/mL) ausselektiert werden. TG1- und HB2151-Zellen mit pHEN2-Vektor besitzen
Ampicillin-Resistenz. Unmittelbar nach Infektion mit den Helferphagen verfiigen die mit
Helferphagen infizierten Zellen iiber eine Kanamycin-Resistenz. Durch Anwesenheit von
Kanamycin (25 pg/mL) im festen oder flissigem Medium konnen so nicht mit

Helferphagen infizierte Zellen ausselektiert werden.

6.6.3 Lagerung von Bakterien-Kolonien

TG1- und HB2151-Klone sind mindestens vier Wochen lebensfdhig, wenn die TYE-
Platten verschlossen und in invertierter Position bei 4 °C gelagert werden. Bei
Langzeitlagerung wurden Zellen einer UNK mit 15-30% Glycerin gemischt, in sterilen
ReaktionsgefdBen aliquotiert und in fliissigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -80 °C.
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6.6.4 Lagerung von Phagen
Phagen wurden grundsitzlich nicht ldnger als vier Tage bei 4 °C gelagert. Es besteht
jedoch auch die Moglichkeit diese mit Glycerol zu versetzten (30% v/v) und sie bei —20 °C

zu lagern.

6.6.5 Wachstum und Replikation der Griffin.1 Bibliothek

Tiefgekiihlte Aliquots der Bibliothek (mit Phagemid-Vektor transformierte E. coli TG1
Zellen) wurden verwendet, um eine Kultur in 500 mL 2YT-AG-Medium mit einem ODggo-
Wert von ~ 0.1 anzuimpfen. Nachdem bei 37 °C und 250 rpm ein ODggo-Wert von etwa 0.5
erreicht war wurden 25 mL dieser Kultur mit einem 1:20 Uberschuss an M13K07- oder
PKM13- Helferphagen fiir 30 min bei 37 °C ohne Schiitteln inkubiert.

Der Rest der nicht-infizierten Kultur wurde fiir weitere 2h bei 37 °C kultiviert,
zentrifugiert (1500 xg, 12 min) und in wenig 2YT mit 15% Glycerin resuspendiert. Aliquots
der Zellsuspension wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die infizierten Zellen wurden bei 1600 xg fiir 10 min zentrifugiert und in 500 mL 2YT-
AK-Medium resuspendiert. Nach Kultivierung iiber Nacht bei 30 °C und 220 rpm wurden
die Zellen durch Zentrifugation (3000 xg, 4 °C, 30 min) abgetrennt und der Uberstand mit
1/5 Volumen PEG/NaCl-Lsg. versetzt. Nach mehr als zweistiindigem Stehen in einem

Eisbad wurden die Phagen durch Zentrifugation (3000 xg, 4 °C, 30 min) pelletiert.

6.6.6 Infektion von E. coli Zellen mit Helferphagen

Zur Infektion von TGl oder HB2151 mit PKM13-Helferphagen wurde eine Kultur
angeimpft (OD < 0.1) und diese bis zu einer ODgoy = 0.4-0.6 wachsen gelassen. Bei dieser
OD bilden die TG1-Zellen den fiir die Infektion bendtigten F-Pilus aus. Bei der Infektion
wurde ein Phageniiberschuss von 1:10 bis 1:20 gewdhrleistet. Die Infektion erfolgte iiber
einen Zeitraum von 30 min im Wasserbad bei 37 °C. Die Zellen wurden im Anschluss
zentrifugiert (2500 xg, 4 °C, 10 min) und in einem Volumen von 25 bis 75 mL 2YT-AK-
Medium resuspendiert und iiber Nacht bei 30 °C (220 rpm) kultiviert.
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6.7 Allgemeine proteinchemische Methoden

6.7.1 Durchfiihrung von ELISA-Varianten

Im Verlaufe diverser Selektionsvarianten wurden verschiedene Varianten angewandt und
diese wahlweise in 96er oder 384er ELISA-Platten durchgefiihrt. Standardvolumina waren
50 pL beziehungsweise 20 uL pro Vertiefung. Bei Verwendung der 384er Platten wurde ein
OD-Blindwert von 0.14 bei 405 nm bei Anwesenheit von 20 uLL PBS festgestellt. Dieser

Wert wurde teilweise von den erhaltenen Auslesedaten als Pufferblindwert subtrahiert.

a) ELISA mit polyklonalen scFv-prisentierenden Phagen: Uber Nacht wurden die
Vertiefungen mit je 50 uL. von Losungen der jeweiligen Antigene befiillt (4 °C). Losungen
der BSA-Peptid-Konjugate sowie von BSA und Streptavidin wurden in einer Konzentration
von 100-500 pg/mL eingesetzt. Eine Vertiefung blieb als Negativkontrolle unbesetzt. Die
Losungen wurden entnommen und freie Bindungsstellen fiir mindestens 2 h mit 360 pL
(120 uL) 4% MPBS geblockt. Nach dem Waschen (kalt; 1x PBS) wurden je 50 pL (20 pL)
einer 1:1 Mischung von Phagenlosung und 4% MPBS in den Vertiefungen fiir 90 min
inkubiert. Nach dem Waschen der Vertiefungen (2x TPBS, 2x PBS) wurden je 50 pL
(20 uL) einer 1:2000-Verdiinnung von HRP/Anti-PKM13 in 2% MPBS fiir 45 min
hinzugegeben. Die nach Waschen (4x TPBS, 4x PBS) durch Zugabe von je 50 pL (20 pL)

der ABTS-Losung eingeleitete Farbreaktion wurde photometrisch (405 nm) vermessen.

b) ELISA mit monoklonalen scFv-prdsentierenden Phagen: Da es sich um monoklonale
Phagen handelte wurden 50 pL einer 1:1 Mischung von Phagen und lediglich 2% MPBS

verwendet. Die iibrigen Schritte erfolgten analog zu a).

c) ELISA mit biotinylierten scFv: Nach Immobilisierung der BSA-Konjugate und
Negativkontrollen iiber Nacht (20 uL) wurde mit 4% MPBS fiir 2 h bei RT geblockt. Nach
dreimaligen Waschen mit TPBS und PBS wurden die biotinylierten scFv in 2% MPBS fiir
90 min inkubiert. Nach griindlichem Waschen (4x TPBS, 4x PBS) wurde Streptavidin-
POD-Konjugat in einer Verdiinnung von 1:6000 in 4% TPBS verwendet, welches fiir
40 min in den Vertiefungen bei RT verweilte. Nach erneutem intensiven Waschen (7x
TPBS, 7x PBS) wurde der Nachweis von scFv-Bindung durch Zugabe von ABTS-Lsg

vollzogen.

d) ELISA mit 447-52D IgG3: Die Detektion von IgG3 447-52D erfolgte mit anti-human
IgG-HRP Konjugat in einer Verdiinnung von 1:2000 in 2% MPBS.
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6.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgt nach MolekiilgroB3e,
elektrophoretischer Beweglichkeit und Gesamtladung. Durch Zugabe des stark
amphiphatischen Detergenz SDS werden die Proteine bei der SDS-PAGE lediglich nach
Masse getrennt, da nahezu alle nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen
zerstort werden. Gleichzeitig wird negative Ladung auf das Protein iibertragen und die im
Vergleich geringe Ladung des Proteins auf diese Weise maskiert. Die Proteine werden bei
volliger Entfaltung aufgrund von Siebeffekten in der Reihenfolge ihrer Molekulargewichte
auf dem Gel aufgetrennt. Eine Optimierung stellt die diskontinuierliche pH-Elektrophorese
(Disc-Elektrophorese) dar. Sie erzeugt durch den Einsatz von zwei Gelsystemen schérfere
Banden. Die pH-Differenz zwischen Trenngel bzw. Tankpuffer und Sammelgel um zwei
Einheiten, hat beim Eintritt der Proteine in das Trenngel eine Fokussierung der Proteine zur

Folge.

Zusammensetzung der 12.5% Trenngele (AnsatzgrofBe fiir fiinf Gele):

Acrylamid (30%) 12.5 mL
Trenngelpuffer (4x) 7.5 mL
ddH,O 9.9 mL
10% APS 150 uL
TEMED 15 uL

Zusammensetzung der 3% Sammelgele:

Acrylamid (30%) 1.5 mL
Sammelgelpuffer 3.75 mL
ddH,O 9.6 mL
10% APS 100 uL
TEMED 10 uL

Zuerst wurden das Trenngel in einer Grofle von 90x60 mm gegossen. Es wurde mit
500 pL Isopropanol iiberschichtet und 90 min zur Polymerisierung bei RT stehen gelassen.
Das Isopropanol wurde abgegossen und das Trenngel mit einer Sammelgelldsung
iiberschichtet. In dieses wurde zur Erzeugung der Probentaschen ein Teflonkamm gesteckt.
Nach dem Auspolymerisieren (2 h) wurde der Kamm herausgezogen und das Gel mit
ddH,0 gewaschen.

Zur Abschitzung des Molekulargewichtes wurde fiir einen anschlieBenden Western Blot
ein vorgefarbter (prestained) Proteinstandard und fiir nachfolgende Coomassie-Farbung der
entsprechende nicht-vorgefarbte Standard aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer
Spannung von 140V begonnen, wobei diese nach Uberschreiten der Proteine der

Sammelgel/Trenngelgrenze auf 160 V erh6ht wurde.
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Vom periplasmatischen Extrakt augewéhlter Klone wurden je 20 uL entnommen und mit
6 uL Probenpuffer (reduzierend, 6x) versetzt. Die Proben wurden 7 min im kochenden
Wasserbad erhitzt und anschlieBend 20 pL jeder Probe in eine Tasche des PA-Gels gefiillt.
Eine der Probentaschen wurde mit 2 bis 4 uL des vorgefiarbten oder ungefirbten

Proteinstandards beladen.

6.7.3 Farbung von Proteinbanden in SDS-PAGE-Gelen

Alternativ zum Blot und anschlieBendem Immunprint koénnen auch alle Proteinbanden
der SDS-PAGE unspezifisch mit Coomassie angefirbt werden. Nach abgeschlossener
elektrophoretischer Auftrennung wurde dazu das Trenngel fiir etwa 2 h bei RT in einer
Coomassie-Brilliant-Blau-Farbelosung gefarbt. AnschlieBend wurde das Gel fiir ungefahr
1 h im Entférbebad (20%ige Essigsdure) bei RT inkubiert. Zur Verbesserung des Banden-

Verhiéltnisses zum Hintergrund wurden die Gele einige Tage in ddH,O gelagert.

6.7.4 Western Blot

Der elektrochemische Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran wird Western
Blot genannt. Dazu wurde zunéchst ein etwa 8 x 5 cm grofes Stiick Membran zurecht-
geschnitten. Der elektrochemische Transfer erfolgte horizontal mit Hilfe einer Semi-Dry-
Blot-Apparatur. Mit Transferpuffer getrinktes Filterpapier (vier Lagen) wurde auf die
Platinelektrode (Anode) gelegt. Auf die Filterpapiere wurde die zuvor in MeOH und
Transferpuffer vorgetrinkte Membran gelegt und auf diese das SDS-PAGE-Gel. Das Gel
wurde mit einer erneuten Schicht angefeuchtetem Filterpapier (vier Lagen) bedeckt und die
Kathode aufgesetzt. Der Transfer wurde bei einer konstanten Stromstirke von 0.8 mA/cm’

durchgefiihrt und nach etwa 1.5 h beendet.

6.7.5 Immunprinting

Das Immunprinting schlie3t sich dem Western Blot an und beinhaltet die Visualisierung
bestimmter Proteinbanden durch Inkubation mit einem priméren und sekunddren
Antikorper. Zundchst wurde die Membran fiir 30 min in 5% MPBS geblockt und {iber Nacht
mit Maus-Anti-myc (1:2500 in 2 % MPBS) inkubiert, da die scFvs des pHEN2-Vektors iiber
einen myc-Tag verfiigen. Nach dem Waschen (2x TPBS, PBS) wurde Ziege-Anti-Maus-
IgG-AP-Konjugat (1:5000 in 2% MPBS) hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 1 h
und Waschen der Membran (3x TPBS, PBS), bevor diese mit Detektionslosung (1.5 mL
NBT-Lsg, 125 uL BCIP-Lsg. in 11.5 mL Detektionspuffer-AP) benetzt wurde. Durch die
eingeleitete AP-katalysierte Farbreaktion wurden die mit Antikdrper markierten
Proteinbanden sichtbar. Nach ausreichender Entwicklung wurde die Membran in H,O

gewaschen und an der Luft getrocknet.



EXPERIMENTELLER TEIL 135

6.8 Selektion von scFv-préasentierenden Phagen

Grundlage sdmtlicher hier geschilderten Arbeitsschritte war das im Lieferumfang
enthaltene Protokoll zur Nutzung der Griffin. I Bibliothek.'*

6.8.1 Uberblick iiber das methodische Vorgehen

Es wurden diverse aufeinander folgende Selektionsrunden unter teilweise veridnderten
Bedingungen durchgefiihrt. Eine Selektionsrunde bestand in Vorselektionen, der Inkubation
der Phagenbibliothek (bzw. der Phagen der vorherigen Selektionsrunde) mit biotinyliertem
Peptid, dem Hinzufiigen von SA-Fe,0Os-Partikeln und Abtrennen der nicht gebundenen
Phagen. Mit den eluierten Phagen wurden TG1-Zellen infiziert, aus denen wahlweise auf
polyklonaler oder, durch Verwendung einzelner Klone, auf monoklonaler Ebene
weitergearbeitet werden konnte. Die Vermehrung der Phagen erfolgte durch Infektion einer
TG1-Kultur mit M13K07-Helferphagen. Der Erfolg einer Selektionsrunde konnte auf poly-
oder monoklonaler Ebene durch einen ELISA verfolgt werden. Zur Expression der scFvs in
HB2151 wurden von ausgewdéhlten Klonen Phagen isoliert und mit diesen HB2151-
Kulturen infiziert. Die Produktion 16slicher scFvs wurde durch Induktion mit IPTG initiiert.
Um den Erfolg der Expression zu belegen, wurde nach durchgefiihrtem TS-Aufschluss eine
SDS-PAGE und ein Western Blot mit anschlieBendem Immunprint durchgefiihrt. Dariiber
hinaus wurde die Expression mit ausgewéhlten Klonen im Liter-KulturmaRstab ausgefiihrt.
Nach einer His-Tag-Aufreinigung wurde durch SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung und
MALDI-TOF-MS die Anwesenheit der scFv nachgewiesen. Ausgangsmaterial flir die
Sequenzierung der scFv-Fragmente ist die isolierte Plasmid-DNA, deren Sequenz nach der

Sanger Didesoxymethode bestimmt wurde.

6.8.2 Vorselektion in der Vertiefung einer ELISA-Platte

Da bei der Selektion in Losung ein biotinyliertes Glycopeptid und Streptavidin-Fe,Os-
Partikel verwendet wurden, war es nétig scFv prédsentierende Phagen mit Affinititen zu
Biotin und Streptavidin im Vorfeld auszuselektieren. Dieses erfolgte in den Vertiefungen
einer ELISA-Platte, welche liber Nacht mit den entsprechenden Losungen (SA 0.1 mg/mL,
Biotinyl-Linker (hitzedeaktiviert) 0.5 mg/mL) inkubiert wurden. Nach dem Blockieren
freier Bindungsstellen mit 2% MPBS (2 h) wurden die Phagen (1 mL) vor der eigentlichen

Selektion in Losung in diese Vertiefungen gegeben und nach jeweils 90 min entnommen.
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6.8.3 Vorselektion im Immunordhrchen

Uber Nacht wurden Losungen von BSA (500 pg/mL), Biotin (200 ug/mL) oder
Streptavidin (100 pg/mL) in ein Immunordhrchen gegeben und auf einem Rollbrett bei 4 °C
inkubiert. Die Losungen wurden verworfen und nicht besetzte Positionen der Oberfldche
mit 2-4 mL 4% MPBS Losung fiir zwei Stunden blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit
TPBS und PBS wurden die Phagen in 2% MPBS in das Rohrchen gegeben und fiir etwa
eine Stunde auf einem Rollbrett inkubiert, bevor die nun vorselektierte Phagenlosung

wieder entnommen wurde.

6.8.4 Vorselektion gegen Streptavidin-Eisenoxidpartikel

Zu den Phagen in 2% MPBS wurden 250 pL Streptavidin-Eisenoxidpartikel-Suspension
gegeben und fiir etwa 1 h durch leichtes Invertieren inkubiert. Die Partikel und eventuell
bindende Phagen wurden durch einen Magneten am Gefifboden gesammelt, so dass die

Phagen im Uberstand zur Selektion in Losung verwendet werden konnten.

6.8.5 Selektion in Losung

Bei der Selektion in Lésung wurden die bereits vorselektierten Phagen (1 mL) zunéchst
mit 1 mL 2 % MPBS versetzt und fiir 30 min auf dem Rollbrett inkubiert (4 °C). Es folgte
die Zugabe des biotinylierten Glycopeptids zu einer finalen Konzentration von etwa 100-
250 nM. Nach Inkubation fiir 2 h bei RT (Rollbrett) wurden 600 pL der SA-Fe,Os-Partikel-
Suspension (0.8-1.2 mg/mL; Kapazitit etwa 2 pg/mg) hinzugegeben. Nach 15 min wurde
auf vier ReaktionsgefdBle aufgeteilt und unter Einsatz eines Magneten die Partikel (mit
biotinyliertem Glycopeptid und affinen Phagen-scFv-Konjugaten) pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die Pellets durch Resuspendieren sowie erneutes Trennen durch einen

Magneten gewaschen (2-3x TPBS, 2-3x PBS, 4 °C) und anschlieBend vereinigt.

a) Elution mit TEA (PKM13- oder M13K07-Helferphagen): Das Pellet wurde in 500 puL
TEA 0.1 M resuspendiert und die Suspension fiir 8§ min bei 4 °C gelagert. Nach dem
Pelletieren wurde der Uberstand mit 1 mL Tris pH 7.4 (1 M) neutralisiert und auch auf das
Pellet wurden 500 pL des Tris-Puffers gegeben.

b) Elution mit Trypsin (nur PKMI3-Helferphagen): Das Pellet wurde in 1 mL
Trypsin/EDTA (1x) resuspendiert und fiir 15 min inkubiert. Nach dem Pelletieren wurde der
Uberstand mit 1 mL und das Pellet mit 200 pL FKS-DMEM-Medium (10%) versetzt.
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6.8.6 Selektionen mit kompetitiver Zugabe des Peptids p8

Zu der Losung aus Phagen, Milchpulver und biotinyliertem V3-Peptid wurde zusétzlich
ein 30facher Uberschuss des Peptids KSIHI (p8) gegeben.

6.8.7 Selektionen mit immobilisiertem gp120

Zunidchst wurden 40 pL einer gpl120-Losung in PBS bereitet, die jeweils 3 pL drei
verschiedene gpl120-Isolate enthielt (Bal, SF162, IIIB; alle 1 mg/mL). Die gp120 Ldsung
hatte somit eine Konzentration von 300 pg/mL (2.5 uM). Von dieser Losung wurden je
20 pL in eine Vertiefung einer 384er ELISA-Platte gefiillt und tiber Nacht bei 4 °C gelagert.
Die Losung wurde entfernt und die Vertiefung bis zum Rand mit 4% MPBS versetzt. Nach
Blockierung fiir 2 h wurde zweimal mit TPBS und PBS gewaschen bevor jeweils 20 uL der
Phagenlosung (2% MPBS) versetzt mit 0.5 pL sCD4 (1 mg/mL) zugegeben wurden. Die
Phagen inkubierten im Brutschrank bei 37 °C unter gelegentlichen Schwenken der ELISA-
Platte (1 h). Die Anzahl der Waschschritte wurde mit zunehmender Selektionsrunde von je
3x TPBS, PBS (kalt) auf 10x TPBS, PBS (4 °C) erhoht. Die Elution der Phagen erfolgte im
Anschluss zweimal fiir je 10 min mit 40 uLL TEA (0.1 M) unter gelegentlicher Resuspension
der Losung, wobei das Eluat im Anschluss durch Zugabe von 100 pL Tris-Puffer (1 M,
pH 7.4) neutralisiert wurde.

6.8.8 Vermehrung der eluierten Phagen

Mit den erhaltenen etwa 2 mL Phagen-Eluat wurden 5 mL einer exponentiell
wachsenden E. coli TG1-Kultur infiziert. Zur Bestimmung des Titers oder zum Picken von
einzelnen Klonen wurden Verdiinnungen angesetzt (10" bis 107) und davon je 100 pL
ausplattiert (TYE-AG). Der Rest der Zellsuspension wurde zentrifugiert (3000 xg, 10 min),
das Pellet in 1 mL 2YT resuspendiert und je 500 pL ausplattiert (UN, 30 °C). Zudem wurde
stets die nicht infizierte TG1-Kultur als Negativkontrolle ausplattiert (TYE-AG).

a) polyklonal: Die Zellen wurden mit etwa 10 mL 2YT abgeschabt und 100 uL dieser
Zellsuspension zu 100 mL 2YT-AG gegeben (OD < 0.1), um die angeimpfte Kultur bei
37 °C bis zu einer ODgyo von etwa 0.5 wachsen zu lassen. Der Rest der Zellsuspension
wurde mit 15-30% Glycerin versetzt und eingefroren. 5 mL der exponentiell wachsenden
Kultur wurden bei mit 0.65 uL PKM13-Helferphagen (4-10" P/mL) infiziert (MOI etwa
1:20), zentrifugiert (3000 xg, 10 min) und das Pellet in 1 mL 2YT resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde zu 50 mL 2YT-AK gegeben und die Zellkultur bei 30 °C UN
geschiittelt. Nach Zentrifugation (3000 xg, 30 min) wurde der Uberstand mit 1/5 des
Volumens PEG/NaCl-Lsg. versetzt und fiir mindestens 2 h bei 4 °C stehen gelassen. Nach
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Zentrifugation (3000 xg, 30 min) wurde das Phagenpellet in 1-2 mL PBS resuspendiert und
Zellreste (10.000 xg, 8 min) abzentrifugiert. Die so gewonnen Phagen konnten dann fiir eine

weitere Selektionsrunde oder einen ELISA verwendet werden.

b) monoklonal: Zuniachst wurden Vorkulturen von einzelnen cfu der Verdiinnungsplatten
angeimpft (je 3 mL; 2YT-AG UN bei 30 °C). Davon wurden neue 3 mL Zellkulturen
angeimpft (ODgpp < 0.1) und diese bis zu einer ODgyp von etwa 0.5 wachsen gelassen.
Infektion mit PKM13-Helferphagen (MOI etwa 1:20), Zentrifugation und Féllung mit
PEG/NaCl entsprachen a) Das Phagenpellet wurde in 150 uLL PBS resuspendiert. Auf eine
Abtrennung der Zellreste wurde verzichtet. Die erhaltenen monoklonalen Phagen konnten
nun fiir einen ELISA verwendet werden und dienten dariiber hinaus zur Infektion von
E. coli HB2151-Zellen.

6.9 Sequenzierung der scFv

6.9.1 Plasmid-DNA-Isolierung

Zur Tsolierung von Plasmid-DNA wurde das E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit IT (PeqLab)
oder das NucleoSpin® Plasmid QuickPure Kit (Macherey-Nagel) verwendet. Die
Durchfiihrung der Isolierung erfolgte geméfl der empfohlenen Arbeitsvorschrift, wobei als
Ausgangsmaterial 10 mL UNK (TG1 oder HB2151) des entsprechenden Klones dienten.
Die methodische Grundlage dieser Systeme kombiniert die alkalische Lyse der Zellen mit
Zentrifugationssdulen, deren Membranen selektiv und reversibel DNA binden. Eluiert wird
im Anschluss mit sterilem ddH,O oder speziellem Elutionspuffer. Die Plasmid-DNA wurde
mit 75 puL. ddH,O eluiert und das Eluat 5 min bei 20,000 xg zentrifugiert.

6.9.2 Polymerase-Kettenreaktion zur Sequenzierung der Plasmid-DNA

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist eine Methode,
unter Verwendung von DNA-Oligonukleotiden bekannter Sequenz spezifisch kleinste
DNA-Mengen in vitro zu vervielfiltigen.'” Die als Primer bezeichneten Oligonukleotide
sind so gewdhlt, dass sie das zu amplifizierende DNA-Segment flankieren. Die zur
Sequenzierung angewandte Methode nach Sanger'”® beruht auf dem Einsatz nur eines
Oligonukleotids, dNTPs und 3'-Hydroxy-defiziten dNTPs (ddNTPs). Jedes der vier
unterschiedlichen ddNTPs ist mit einer bei verschiedener Wellenzahl fluoreszierenden
Gruppe konjugiert. Durch das Fehlen der 3'-Hydroxy-Gruppe kommt es bei der DNA-
Synthese durch DNA-Polymerase I zum Abbruch, sobald eines dieser 3'-Hydroxy-defiziten
dNTPs eingebaut wird. Da dieser Vorgang statistisch ablduft, erhélt man ausgehend vom

Primer verschieden lange DNA-Replikate, die an ihren Enden einen der vier
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Fluoreszenzmarkern tragen. Durch Gel- oder Kapillarelektrophorese lésst sich das Gemisch
auftrennen, die einzelnen Banden auf ihre Fluoreszenz untersuchen und sich daraus die
Sequenz ableiten.

Von der erhaltenen Plasmid-DNA wurde eine PCR mit dem Oligonukleotid fdSeq oder
LMB3 wie folgt angesetzt:

Volumen [ulL]
Premix ABI Big Dye Terminator 2.0
Puffer 2.0
fdSeq oder LMB3 (ca. 20 pmol) 1.0
DNA template (ca. 200 ng) 1.5
ddH,0O 3.5
Standard-Programm fiir durchgefiihrte PCRs:
Temperatur [°C] Zeit Zyklen
96 1:00 1
96 0:30 30
53 0:30
60 4:00

6.9.3 Fallung von DNA

Die Fillung der DNA erfolgte durch Zugabe von 90 pL ddH,O und 300 pL EtOH
(99.8%) zu dem 10 pL. PCR-Ansatz. Nach Zentrifugation (15,000 xg, 35 min, RT). Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das DNA-Pellet mit 100 uL EtOH (70%)
iiberschichtet und erneut zentrifugiert (15,000 xg, 10 min, RT). Dieser Schritt diente der
Entfernung von Salzresten des PCR-Puffers. Nach vorsichtiger Abnahme des Uberstandes
wurde die DNA bei RT oder 37°C an der Luft getrocknet. Der Schritt der
elektrophoretischen Auftrennung des Oligomerengemisches erfolgte extern am Institut fiir

Zellbiochemie und klinische Neurologie des Universitétsklinikums Hamburg Eppendorf.

6.9.4 Sequenzanalyse

Die Sequenzierungsdaten wurden mit der Software CHROMAS LITE 1.45 begutachtet. Die
Ubersetzung der DNA-Sequenz in Aminosduresequenz erfolgte iiber eine Funktion des
ExPASy Proteomics Server (http://expasy.org/) welcher vom Schweizer Institut fiir
Bioinformatik (SIB) betricben wird.'”” Nach der Kabat-Nomenklatur erfolgte die
Zuordnung der CDR- und der Framework-Regionen.'”>'"°
Aus der Aminosauresequenz heraus ldsst sich der molare Extinktionskoeftizient bei 280

nm in guter Niherung vorhersagen.'”®!”

Die Massen (average) der scFv wurden mit
MALDI-TOF-MS bestimmt und mit Hilfe einer Funktion des ExPASy Proteomics Servers

theoretisch berechnet.
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6.10 Expression von scFv

6.10.1 Transformation der Phagemidvektoren von TG1- in HB2151-Zellen

Wenige Mikroliter der Losung monoklonaler Phagen wurden verwendet, um jeweils
500 uL E. coli HB2151 (ODgop ~ 0.4) zu infizieren (2 min, RT ). Nach Zentrifugation
(1500 xg, 8 min) wurde das Zellpellet in 2YT-Medium resuspendiert und in verschiedenen
Verdiinnungen auf TYE-AG ausplattiert. Als Negativkontrolle wurden nicht infizierte
HB2151-Zellen auf einer TYE-AG-Platte ausgestrichen.

6.10.2 Expression von scFv (50 mL Kultur)

Von den TYE-AG Platten wurden einzelne Klone gepickt und davon je eine 15 mL
Kultur (2YT-AG) angeimpft (UN, 30 °C). Von diesen Kulturen wurden je 500 puL zu 50 mL
2YT-A gegeben und bis ODgoo ~ 1 wachsen lassen. Durch Zugabe von IPTG (final 1 mM)
wurde nun die Expression der 16slichen scFv induziert und die Zellen kultivierten UN bei
30 °C. Von der induzierten Zellkultur wurden 15 mL zentrifugiert (3000 xg, 15 min), das
Pellet in 1 mL kaltem TS suspendiert und fiir 4-6 min im Eisbad gekiihlt. AnschlieBend
wurde mit je 1.5 mL % TS versetzt, mehrfach invertiert und fiir weitere 90 min im Eisbad
gekiihlt. Durch Zentrifugation (15,000 xg, 15 min) wurde der periplasmatische Extrakt von
Zellresten abgetrennt. Der periplasmatische Extrakt wurde ohne weitere Behandlung mittels
SDS-PAGE, Western-Blot und Immunoblot auf die Anwesenheit und relative Konzentration

von scFv iiberpriift.

6.10.3 Expression von scFv (3 L Kultur)

Von ausgewihlten Klonen wurde ausgehend von einer monoklonalen HB2151-Vorkultur
(100 mL, 2YT-AG) eine 3 L Kultur in 2YT-A angeimpft und zu dieser bei OD ~ 1 IPTG
(final 1 mM) gegeben (UN, 30 °C). Nach Zentrifugation (3000 xg, 30 min) wurde der
periplasmatische Extrakt durch Zugabe von 30 mL kaltem TS-Puffer (6-10 min) zum
Zellpellet und anschlieBender Zugabe von 45 mL % TS-Puffer (90 min, 4 °C, mehrfaches
Invertieren) gewonnen und durch Zentrifugation (15,000 xg, 15 min) von Zellresten
abgetrennt. Mit dem periplasmatischen Extrakt wurde im Anschluss eine Nickel-NTA-
Affinitidtschromatographie durchgefiihrt, um die scFv mit Hilfe des vorhandenen His-Tag zu

isolieren.

6.10.4 Nickel-NTA-Affinitatschromatographie
Die 16slichen scFv des pHEN2-Phagemid-Vektors verfiigen iiber einen His-7ag, welcher

zur Anwendung einer Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie ausgenutzt werden kann. Das
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Protein wird dabei iiber den His-Tag an die Nickel-Nitrilotriessigsdure-Agarosematrix
gebunden, die Matrix mit PBS gewaschen und die Antikdrperfragmente anschlieBend mit
einer Imidazollosung eluiert. Der periplasmatische Zellextrakt eines 3L-Expressionsansatzes
wurde dazu auf einem Rollbrett bei 4 °C fiir mindestens 2 h mit 5 mL einer Ni-NTA-
Agarose/EtOH-Suspension (1:1) mit 20-30 mM Imidazol inkubiert. Nachdem die
Suspension in eine Sdule gegeben wurde und die iiberstehende Fliissigkeit ablief, wurde die
Matrix mit 15 mL PBS gewaschen. Die Elution erfolgte in Fraktionen von je 1 mL einer 300
mM Imidazol-Lésung. Je 20 uL der Fraktionen wurden mit 6 ul. reduzierenden
Probenpuffer (5x) versetzt, fiir 5 min aufgekocht und zusammen mit 7 L eines ungefarbten
Proteinstandards auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen, welches nach der Elektrophorese mit
Coomassie angefarbt wurde. Die Fraktionen, welche intensive Banden von scFvs aufwiesen,
wurden vereinigt und in PBS bei 4 °C fiir mindestens 6 h dialysiert (Slide-A-Lyzer-
Cassettes, MWCO 10 kD).

6.10.5 Biotinylierung von scFv

Um die Bindung von scFv an die Zielmolekiile mit ELISA zu dokumentieren, bietet es
sich an, diese kovalent zu biotinylieren. Die Anwesenheit kann somit durch Zugabe von
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat durch eine Farbrekation mit ABTS aufgezeigt werden.
Dazu wurde N-(+)-Biotinyl-6-aminocapronsdure-N-succinimidylester (Fluka) 20 mM in
kaltem ddH,O zu der scFv-Losung in PBS gegeben und fiir etwa 3 h bei RT leicht
geschiittelt. Es wurde dabei ein 15facher Uberschuss des Biotinylierungsreagenzes
verwendet. Um tiberschiissiges Reagenz zu entfernen wurde im Anschluss Dialyse gegen
PBS (MWCO 10 kD) durchgefiihrt. Die ungefdhre Anzahl der verkniipften Biotineinheiten
wurde mit MALDI-TOF-MS ermittelt und lag zwischen drei und fiinf Biotinylresten pro

scFv.

6.10.6 Konzentrationsbestimmung der scFv-Losungen

Eine grobe Abschitzung der Konzentration konnte durch SDS-PAGE vorgenommen
werden. Dazu wurde eine Konzentrationsreihe von BSA in PBS (50 pg/mL bis 500 pg/mL)
angesetzt und Proben dieser parrallel zu der scFv-Ldsung unbekannter Konzentration in die
Taschen eines 12.5% SDS-PAGE Gels gegeben. Das Elektrophorese wurde unter
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt und ein nicht-vorgefarbter Proteinmarker diente
der Zuordnung der Molmasse. Dariiber hinaus konnte {iber die vom Hersteller angegebene
Spezifikation des Markers ebenfalls eine Abschitzung der scFv-Konzentration

vorgenommen werden.
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Wurde durch MALDI-TOF-MS oder SDS-PAGE eine zufriedenstellende Reinheit der
scFv nachgewiesen, konnte die Konzentration auch UV/Vis-spektroskopisch bestimmt
werden. Dazu wurden mit Hilfe von statistisch ermittelten Absorbtionswerten von Trp, Cys
und Tyr bei 280 nm der molare Extinktionskoeffizient berechnet, wobei mit verschiedenen
Werten gerechnet wurde.!”® Die Proben wurden in einer Kiivette bei 280 nm vermessen,

wobei stets Zweifachbestimmungen vorgenommen wurden.

Tyr Trp Cys
D26 12 5 4
Lewis et. al. 17760 27700 536
Gray et. al. 17880 27500 500 Egemitielt = 45900 M -cm”
P2 11 5 4
Lewis et. al. 16280 27700 536
Gray et. al. 16390 27500 500 Eemittclt = 44500 M'-cm™
F62 12 4 4
Lewis et. al. 17760 22160 536
Gray et. al. 17880 22000 500 Egemitteit = 40400 M-cm’!
L72 12 6 4
Lewis et. al. 17760 33240 536
Gray et. al. 17880 33000 500 Egemitielt = 51500 M -cm’!
D2 13 4 4
Lewis et. al. 19240 22160 536
Gray et. al. 19370 22000 500 Egemitietr = 41900 M -cm’™!
F14 11 4 4
Lewis et. al. 16280 22160 536
Gray et. al. 16390 22000 500 Epemittelt = 38900 M -cm™!
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6.11 SPR-Bindungsstudien

Alle durchgefiihrten SPR-Bindungsstudien wurden an den Gerdten BiacoreJ,
Biacore 3000 oder Biacore 7700 bei einer Temperatur von 25 °C durchgefiihrt. Da kleinste
Anderungen des Dunkelfeldwinkels detektiert werden sollen und die Flusszellen extrem
geringe Volumina aufweisen (Hohe: 100, 20 und 50 pm), wurden alle verwendeten
Losungen filtriert (0.22 pm) und durch Ultraschall entgast, wobei das Biacore 7700 letzteres
systemintegriert vollzieht. Die Reinigung des Mikrofluidiksystems erfolgte durch Injektion
von 0.5% (w/v) SDS-Losung (Biacore) gefolgt von 50 mM Glycin pH 9.5 (Biacore).

Desinfektion wurde durch Einsatz verdiinnter Hypochloridldsung erreicht.

6.11.1 Immobilisierung von Peptiden durch Aminkupplung

Bei allen zur Immobilisierung von Peptiden notwendigen Schritten wurde ddH,O als
Laufpuffer gewdhlt. Die Aktivierung der Carboxylatfunktionen der CM-Chipoberfldche
eines CM5-, CM3- oder CM5-SeriesS-Chips erfolgte Geréte-unabhéngig durch 8-15 min
Injektion von unmittelbar zuvor vermischten NHS- und EDC-L&sungen (1:1, Biacore) bei
geringer Flussrate (5-10 pL/min). Es wurde darauf geachtet, dass die immobilisierte
NHS/EDC-Stoffmenge einer Antwort von mindestens 300 RU entsprach. Gegebenenfalls
wurde durch erneute Injektion ein entsprechendes Aktivierungslevel erreicht. Zur
Immobilisierung von Peptiden wurden diese in Konzentrationen von 1 mg/mL in 10 mM
Acetatpuffer pH 5.0 oder pH 4.5 (Biacore) geldst und zunéchst fiir § min bei einer Flussrate
von 10 pL/min iiber die Oberfldche der entsprechenden Flusszelle geleitet. Darauf folgend
wurden zusitzliche Intervalle von Peptidinjektionen durchgefiihrt bis eine gewiinschte
Stoffmenge auf der Oberfliche immobilisiert wurde. Im Anschluss erfolgte die Blockierung
nicht umgesetzter Carboxylatfunktionen durch 8 min Umsetzung mit 1.0 M Ethanolamin-
HCI pH 8.5 (Biacore). Die Referenzzelle wurde analog aktiviert und direkt im Anschluss
mit Ethanolamin-HCl geblockt. Als immobilisierte Stoffmenge gilt per Konvention die
Differenz des RU-Wertes der entsprechenden Flusszelle vor der Aktivierung und nach
Blockierung mit Ethanolamin. Es gilt die Naherung, dass 1RU einem Picogramm

immobilisierter Masse entspricht.

6.11.2 Immobilisierung von gp120-Isolaten durch Aminkupplung

Die Immobiliserung von gp120-Isolaten wurden an einem Biacore7/00 Gerit mit CM5-
SeriesS-Chips mit PBS (0.005% Tween20 (v/v)) als Laufpuffer durchgefiihrt. Die
Aktivierung mit NHS/EDC bei 10 pL/min fiihrte zu Aktivierungen von 294-376 RU auf den
entsprechenden Flusszellen. Teilweise waren dazu Injektionsintervalle von bis zu 15 min

notwendig. Zur Immobiliserung der gpl20-Isolate wurden 3 pL der Stammldsungen
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(~ 1 mg/mL PBS) zu 50 uL 10 mM Actetat-Puffer pH 5.0 (Biacore) gegeben. Durch
schrittweise Injektionen wurden grob einheitliche Immobilisierungsniveaus erhalten. Die
Blockierung freier Carboxylatfunktionen wurde durch 12 min Injektion von 1.0 M
Ethanolamin-HCI pH 8.5 (Biacore) erreicht. Zur Referenzzierung wurde auf der ersten
Flusszelle (Fcl) durch analoges Vorgehen BSA immobilisiert. Die finalen Mengen an
Immobilisat betrugen 7200-9800 RU.

6.11.3 Immobilisierung von Peptiden durch Thiolkupplung

Bei der Immobilisierung von Peptiden, die iliber Disulfidbriicken kovalent gebunden
werden sollten, mussten im Anschluss an die NHS/EDC-Aktivierung (10 pL/min, 1000 s,
Laufpuffer: ddH,O) reaktive Disulfidbindungen eingefiihrt werden. Dieses geschah durch
eine 80 mM PDEA- und 0.1 M Natriumborat-Lésung (pH 8.5) bei einer Flussrate von
5 pL/min fiir 240 s, wobei ein Riickgang der RU-Werte von 200 bis 2000 RU beobachtet
wurde. Von den zu immobilisierenden Peptiden wurden mit 10 mM Acetatpuffer pH 4.0
(Biacore) Losungen von 1 mg/mL hergestellt. Die Injektion der Losungen erfolgte bei
Flussraten von 5 bis 10 uL/min fiir 90 bis 240 s. Im Falle der Thiolkupplung erfolgte das
Blockieren reaktiver Gruppen durch eine filtrierte Losung aus 50 mM L-Cystein, 1 M NaCl
und 10 mM Acetatpuffer pH 4.0 (Biacore) bei einer Flussrate von 5 pL/min fiir 5 min. Als
Referenz diente das Peptid pRgic, welches in analoger Weise immobilisiert werden konnte.
Es wurden finale Werte von 2000-6500 RU erzielt.

6.11.4 Aufnahme und Auswertung von Messreihen

Als Laufpuffer wurde bei Messungen mit iiber Amin-gekuppelten Peptiden PBS und bei
allen anderen Messungen PBS mit 0.005% Tween20 (v/v) verwendet. Eingesetzte scFv-
Stammldsungen wurden zumeist in der als Laufpuffer eingesetzten Puffercharge dialysiert
(Slide-A-Lyzer MINI, 3.5kD MWCO), um Springe in Sensorgrammen durch
Inhomogenititen der Pufferzusammensetzungen zu vermeiden.

Am Biacore J und 3000 wurden die Messungen nicht-automatisiert vorgenommen und
die Auswertung der Daten erfolgte mit der BIAevaluation Software 3.0 und Origin 6.1. Die
Biacore 7700 Control-Software bietet modifizierbare Prozeduren fiir die automatisierte
Aufnahme von Konzentrationsreihen zur Analyse der Kinetik und Affinitdt an, welche zur
Vermessung von scFv-Losungen im Konzentrationsbereich von 50-1200 nM eingesetzt
wurden (Wizard Template: Kinetics/Affinity, erweitert auf ,multi“ Detektion). Die
Datenanalyse erfolgte mit der Biacore 7/00 Evaluations Software (1.1), welche durch
Abzug eines Puffer-Sensorgramms neben dem Abzug der Referenzzelle eine zusitzliche

Referenzierungsmoglichkeit anbietet. Zur Ermittlung der Affinititen iiber die
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Gleichgewichtswerte wurde aufgrund von teilweise unzutreffenden Achsenabschnittswerten
fiir c = 0 M zusitzlich die Software Origin 6.1 verwendet.

Die Injektionsdauern betrugen 3 bis 4 min bei Flussraten von 30 pL/min (Biacore 7700)
und 10 pL/min (Biacore J), wobei letztere Flussrate wohl zu Massentransportlimitierungen
filhrt. Konzentrationsreihen wurden beginnend mit der niedrigsten Konzentration
aufgenommen. Die Regeneration der Chipoberfliche wurde nach einer Dissoziationsphase
von 4 bis 6 min durch kurze Injektionen von 50 mM HCI-Losung (5-10s, 30 pL/min)
erreicht. Im Laufe der Aufnahme von Konzentrationsrethen kam es teilweise zu
Verschiebungen der Basislinie um bis zu 10% der hochsten RU-Werte.
Doppelbestimmungen sowie Kontrollen durch Pufferinjektionen sicherten jedoch die
Qualitit der Daten ab.

Fiir die Analyse der Kinetik mit der Biacore 7/00 Evaluations Software (1.1) nach dem
bivalenten Bindungsmodell wurde die Konzentration der scFv nachtréglich halbiert und die
Molmasse verdoppelt, bevor eine mathematische Anpassung an den Kurvenverlauf

durchgefiihrt wurde.

6.11.5 Kompetitionsexperimente zur Epitopbestimmung am Biacore 7100

Eine vorgegebene Prozedur zur Ermittlung von Affinitdt eines Liganden in Ldsung
(Wizard Template: Affinity in Solution) wurde fiir kompetitive Experimente zur Ermittlung
des Epitops von P2 scFv beziiglich des V3-Glycopeptids verwendet. Diese Methode
beinhaltete die vorhergehende Aufnahme einer Konzentrationsreihe von P2 scFv mit
immobilisiert vorliegendem Glycopeptid plcsyoic im Konzentrationsbereich von 11-64 nM.
Die unten aufgefiihrten Konzentrationen von Peptidfragmenten wurden jeweils zu einer

32 nM Lésung von P2 scFv gegeben.

Peptidsequenz Peptidkonzentration | Peptidkonzentration 11
p7 SVEINSTR 980 uM 98 uM
¢ (scFv P2) =32 nM c (scFv P2) =32 nM
péc RPNN(Chi)NTRKS 1550 uM 155 uM
¢ (scFv P2) =32 nM ¢ (scFv P2) =32 nM
P8 KSIHI 1120 uM 112 uM
¢ (scFv P2) =32 nM c (scFv P2) =32 nM

Aus der Abnahme der frei vorliegenden scFv-Konzentration mit zunehmender
Peptidkonzentration konnte rechnerisch die Affinitdt der Peptidsegmente zu den scFv
ermittelt werden. Peptidkonzentrationen im zweistelligen mM-Bereich fiihrten unabhéngig

vom eingesetzten Peptid zu sprunghaften Kurvenverlaufen der Sensorgramme.
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6.12 STD NMR Spektroskopie

6.12.1 Phagenpraparation fur STD NMR Experimente

Eine 50 mL Ubernachtkultur (30 °C) von Phagemidvektor tragenden E. coli TG1-Zellen
diente als Ausgangsmaterial fiir eine NMR-Probe (600 uL). Die Phagen wurden wie in
Kapitel 6.8 beschrieben durch Féllung mit Polyethylenglycol 6000 isoliert. Nach
Resusupension in PBS (10 mL) und Zentrifugation zur Abtrennung von Zellresten (8000 xg,
10 min, 4 °C) wurde tliber Nacht gegen 5 L PBS bei 4 °C dialysiert (Float-A-Lyzer, MWCO
100 kD), um in NMR-Experimenten storendes PEG moglichst quantitativ zu entfernen. Der
Austausch von PBS gegen D,O-PBS erfolgte durch Zentrifugalkonzentratoren (MWCO
100 kD) bei gleichzeitiger Konzentrierung der Probe auf 600 uL. Probenvolumen.

6.12.2 Probenbereitung fiir STD NMR Experimente mit scFv

Um letzte Spuren von Imidazol aus der Probe zu entfernen, wurden die durch Hise-
Aufreinigung isolierten scFv gegebenenfalls zweimal gegen PBS bei 4 °C dialysiert (Slide-
A-Lyzer Cassettes, MWCO 10 kD). Der Austausch von PBS zu D,O-PBS unter
gleichzeitiger Aufkonzentrierung erfolgte mit Zentrifugalkonzentratoren (Amicon,
MWCO 10 kD), wobei diese zuvor mehrfach mit ddH,O zentrifugiert wurden, um zur
Konservierung der Membran vorhandenes Glycerin abzutrennen. Nach erfolgtem
Pufferaustausch wurde die Konzentration der scFv-Losungen erneut photometrisch
bestimmt, um Verluste durch die Aufkonzentrierung mit einzubeziehen. Die Proben mit
scFv (220 pL) wurden stets in 3 mm NMR-Rohrchen unter Einsatz eines entsprechenden

MATCH-Systemes (BRUKER) vermessen.

6.12.3 Aufnahme von STD NMR Spektren
Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten STD-Pulsprogramme entsprechen der Natur
von pseudo-2D-Spektren, wodurch eine simultane Aufnahme von on- und off-resonance

Spektren in einem Datensatz moglich ist.>”

Zur Vorsittigung des Rezeptors wurden
GauB3formige Pulse (gaussl.1k) einer Linge von 50 ms {iber einen Zeitraum von 2-5 min
(tsa) bei —0.5 ppm (on) und +40 ppm (off) mit einer Unterbrechung von jeweils 4 us
eingestrahlt. Von den unten angegeben und im Anhang explizit prasentierten STD-

Pulsprogrammen wurde das Programm mit Spinlock-Filter routineméfig verwendet.

std19sp2d _4.bc (ohne Spinlock-Filter)
std.t4_w5.th (mit Spinlock-Filter)
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Das Ausmal} der Rezeptorsattigung wurde durch Verwendung des STD-Pulsprogrammes
ohne Spin-Lock—Pulsfolge bestimmt. Entsprechende Sittigungswerte wurden durch
prozentualen Vergleich des STD-Spektrums mit dem off-resonance Spektrum erhalten. Die
Bestimmung von STD-Artefakten durch Sittigung von Peptidsignalen wurde durch
Aufnahme STD-Spektren mit Spinlock von reinen Peptidproben bestimmt.

6.12.4 Aufnahme von STD-Titrationsreihen

Fiir die Aufnahme von Konzentrationsreihen wurden Peptidstammldsungen (1-10 mM in
D,0) angesetzt und von diesen fiir jeden Titrationspunkt Volumina von 1-3 pL zur Probe
gegeben. Dazu wurde die Peptidlosung an den oberen Glasrand des Probenréhrchens
pipettiert und nach Aufsetzten der Verschlusskappe die Probe mehrfach invertiert. Auf eine
rechnerische Einbeziehung der Probenvolumenzunahme durch Zugabe von Peptidlésungen
wurde verzichtet. Die Anzahl der scans bei Titrationen mit geringem Uberschuss von Peptid

variierte zwischen 6 und 9 k pro Messung.

6.12.5 Auswertung von STD-Titrationsreihen

Fiir die Auswertung der STD-Spektren wurde das on-resonance Spektrum so gephast,
dass dem Pulsprogramm folgend negative Signale erhalten wurden. Die Phasen des off-
resonance Spektrums wurden mit den gleichen Werten phasenkorrigiert, woraus positive
Signale resultierten. Die Addition beider Spektren fiihrte zum STD Spektrum. STD-
Prozentwerte wurden durch Vergleich mit dem off-resonance Spektrum erhalten und sind in
den folgenden Tabellen wiedergegeben. Nicht zu allen Konzentrationen konnten fiir
samtliche Protonen STD-Prozentwerte ermittelt werden. Gerade bei geringen
Konzentrationen waren einige STD-Signalintensititen nicht vom Rauschen der Grundlinie
zu differenzieren. Bei der Auftragung von STD-Amplifikationsfaktoren gegen die
Konzentration wurde zudem fiir einige Datenpunkte offensichtlich, dass diese durch
Artefakte stark verfialscht wurden und somit nicht in die Auswertung miteinbezogen werden
konnten. Der Verlauf der Datenpunkte bei der Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren
gegen die Ligandkonzentration wurde mit der Software ORIGIN 6.1 der Gleichung 1.4

angepasst.
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Titration: scFv P2 mit V3-Glycopeptid p2c (STRPNN(Chi)NTRKSIHI)

scFv P2 10 uM in 200 pL D,O-PBS (2 nmol), T =305 K, ds¢ = -0.5 ppm, attes = 40 dB, teu
=3s,ns=3k.

c(p2c) [uM] 125 255 424 678

Uberschuss 13 25 43 68 Kp [uM] mit/ohne 678 uM
13070 2273 2730 1.650 2.280 linear / 236 + 153
13090 4760 4.720 2940 4.840 linear / 253 +147
H308p 1810 1.480 0.817 1.950 linear / linear
K305¢ 1.950 2.020 1.090 1.970 linear / 180 £163

Titration: scFv P2 mit V3-Glycopeptid p5c (RPNN(Chi)NTR)

scFv P2 7.58 uM in 200 uL D,O-PBS (1.52 nmol), T = 305 K, 0st = - 0.5 ppm, attss =
40 dB, tgx=3 s, ns = 6-8 k.

c(pSc) [uM] 25 50 75 100

Uberschuss 3.3 6.7 13 17 Ko [UM]
Por 4.720 3.370 1.580 1.260 1246
R304a, Ta 4.540 1.940 1.110 1.300 15+ 20
R298a, TP 4.400 2.640 1.250 1.330 17 +12
GIcNAC' 4.440 1.520 1.600 1.350 32 +47
R298(3) 1.850 1.090 0.380 0.698 63+34
R304(3) 1.660 1.510 0.500 0.592 29+ 20
NB (2.79 ppm) 3.630 2.230 1.410 0.968 17+7
Ac' 3.050 1.820 1.190 1.290 107 + 83
Ac 3.150 1.540 1.360 1.040 50 + 38
R298B,p',R304p, P299y' 2.820 1.510 1.410 1.450 148 + 95
R304p' 7.820 6.530 2.850 2.240 14 +2
R298y,y' 6.560 3.070 2.080 1.530 9+7
R304y,y' 9.130 5.390 2.220 2.120 7+3
Ty 3.280 2.350 1.560 1.030 29+ 15

Titration: scFv P2 mit V3-Glycopeptid p4c (RPNN(Chi)NTRKS)

scFv P2 4.9 uM in 220 pL D,O-PBS (1.10 nmol), T = 305 K, 8¢ = -0.5 ppm, atts,e = 40 dB,
tear = 3 8,018 = 6-8 k.

c(p4c) [uM] 9.1 13.6 18.2 22.7 27.3 37.2 66.7
Uberschuss 1.81 2.73 3.64 4.55 5.45 727 1273 Ko [UM]
P299a 5550 5.680 3.830 2.830 1.520 1.140 1.120 3+2
S306a 6.500 5.250 4.850 3.292 1.580 1.060 1.610 8+2
R3040, K305a 5560 5810 3.280 2.850 1.940 1.320 0.960 2+2
T303 o 5340 6.020 3.470 2640 1.620 1.530 1.510 9+5
T303p 3.510 2880 2.090 1.780 1.780 1.140 1.150 209
R298a 5.810 4.500 3.780 nb 2250 1.280 1.140 2+1
R2985 2.130 nb 2120 1.480 nb 0911 0.994 22+10
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R3048 2720 2440 1.190 1.190 nb 0.701 0.740 15+9
K305¢ 3.540 2420 2262 1230 2370 1.340 0.910 12+3
Np 1 3.000 2540 2.320 2.140 2310 0.969 1.070 21£1
NB 2 3.750 3.340 2480 2560 2.200 1.050 1.060 21+3
Ac' 2480 2140 2130 1520 1.820 1.390 1.280 26 £ 11
Ac 3.060 2470 2100 1.260 2190 1.580 1.860 257
R298,p', P299y' 6.500 5.280 nb 3510 3.260 2120 1.520 6+2

R3048,8', K3058 8.320 5.740 4.820 3.580 3.600 2.290 2.110 10+5
K3055,B',R298y;y' 4410 4410 2920 2360 2420 1.640 1.320 11+4
R304y,y' 7410 7.360 5960 4.610 5110 2.227 2.780 21+4
K305y,y' 5640 4940 4970 4900 5220 2.440 2.810 36+9
Ty 3.420 3.610 3.500 2.380 2.740 1.330 1.420 209
chi (3.90 ppm) 3.300 1960 1810 1910 1.340 1.090 0.855 13£5
chi (3.45 ppm) 2260 2160 1870 1690 1.410 1.030 1.330 11£4

Titration: scFv P2 mit V3-Glycopeptid p2c (STRPNN(Chi)NTRKSIHI)

scFv P2 4.9 uM in 220 pL D,O-PBS (1.10 nmol), T = 305 K, &5, = -0.5 ppm, att, = 40 dB,
teat = 3 8, NS = 6-8 k.

c(p2c) [uM] 9.1 13.6 18.2 22.7 37.2 50.0 63.6
Uberschuss 1.81 2.73 3.64 4.55 7.27 10.00 12.73 Kb [uM]
H1' nb nb nb 5.88 425 511 212 12+ 30
S3060 6.65 8.29 9.02 4.03 416 4.24 3.26 21+9
P299a 8.13 7.16 5.04 2.9 1.79 1.74 1.01 4+9
T297a 10.20 5.94 4.54 1.77 195 1.36 1.15 3+5
T303a 6.55 4.7 3.22 2.43 232 1.44 1.34 5+2
T303p 5.04 4.46 3.77 2.82 212 170 1.91 10£2
13070,R3040,T2973| 4.19 3.37 2.94 2.11 193 1.54 1.50 17+5
1309a 4.97 5.73 5.65 2.82 3.20 3.09 2.41 26+8
R2988 4.29 2.58 2.39 1.35 nb 1.19 0.54 9+7
R3048 4.21 4.23 2.92 1.35 nb 0.98 0.81 2+3
H308p3 8.88 5.49 4.1 3.65 3.01 2.53 1.93 11+5
K395¢, H308p' 4.44 3.25 3.16 212 1.38 1.24 1.37 5+2
NpB1 6.94 3.81 2.14 1.96 141 143 1.25 13+ 11
Np2 6.73 3.97 2.98 2.79 1.38 1.28 1.10 2+1
Ac' 3.22 2.32 2.00 1.26 1.13  0.91 0.79 9+2
Ac 4.25 2.67 1.82 1.46 1.24 1.08 1.17 12+8
K3055 9.04 5.19 4.13 4.19 287 3.34 2.91 6+4
Ty 4.09 2.90 2.25 1.60 1.66 1.13 0.95 11+4
13095 5.22 4.83 3.97 3.41 281 230 2.43 23%3
13075 5.93 4.88 4.56 3.70 3.16  2.84 2.56 30 £ 11

Titration: scFv D26 mit V3-Glycopeptid p4c (RPNN(Chi)NTRKS)

scFv D26 4.2 uM in 220 pL. D,O-PBS (0.93 nmol), T = 305 K, 85 = -0.5 ppm, atts, = 40
dB, tx: =3 s, ns=7-8 k.



150 EXPERIMENTELLER TEIL

c(p2c) [uM] 4.55 9.09 10.64 18.18 22.73 31.82

Uberschuss 1.10 2.15 3.22 4.30 5.38 7.53 Ko [uM]
Olgemittelt - - 5.590 5.340 4.445 - 9+1
Rb& 6.130 3.750 2.800 3.810 2.540 - 12+4
Ke - 3890 3950 5720 5.170 1.590

NB; 7.800 4.240 4.030 3430 2.960 - 8+3
NB, 6.670 4.610 4520 3.160 3.120 - 9+5
Ac’ 2590 1990 2640 1910 1.630 0.829 15+13
Ac 3.020 2860 3.110 2160 2.400 1.320 14 + 16

STD-Artefakte: Titration von V3-Glycopeptid p4c (RPNN(Chi)NTRKS):

224 uLL D,O-PBS, T = 305 K, 8sy¢ = -0.5 ppm, atts,; = 40 dB, tg,e = 3 s, ns = 7-8 k (kein
scFv).

c(p2c) [uM] 9.1 136 227 372 667
P299q 294 241 069 131  0.97
S30601. 228 234 227 166  1.34
T3030. 453 164 294 193 nb

T303pB 2.03 2.3 338 184  1.38
R298a 395 205 068  1.31 nb

R2985 097 175 149 055 068
R3045 187 166 059 058  0.61
K305¢ 222 153 116 070 065
AC 307 211 200 131 112
Ac 215 162 202 182  1.39
T303y 209 205 170 134  1.16
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Anhang

l. Prozeduren fiir den Syntheseroboter (AcT mos 496¢)

Quellen des Harzes

Dispense System Fluid DMF (2) 1000ul to Reaktionsblock[1-8]
Mix for 3.00 minutes at 600 rpm(s)
Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)
Dispense System Fluid ISOPROPANOL (4) 1000ul to Reaktionsblock[1-8]
Mix for 3.00 minutes at 600 rpm(s)
Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)
Dispense System Fluid DMF (2) 1000ul to Reaktionsblock[1-8]
Mix for 3.00 minutes at 600 rpm(s)
Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)
0 Repeat from step 1, 2 times

— O 00 O\ LN AWk~

Fmoc-Abspaltung

Transfer 1000ul from FlaschenLinks[1](PIPERIDIN) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
Mix for 4.00 minutes at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Transfer 1000ul from FlaschenLinks[1](PIPERIDIN) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
Mix for 8.00 minutes at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

AN AW =

Waschen des Harzes

Dispense System Fluid DMF (3) 1000ul to Reaktionsblock[1-8]
Mix for 30 seconds at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Repeat from step 1, 4 times

AW N~

Kupplung (15 umol-Ansatz)

Dispense System Fluid DMF (2) 300pul to Reaktionsblock[1-8]

Dispense matrix <SEQUENCE> with 120 pl to Reaktionsblock rack using DMF

Transfer 150ul from Reagenzien[1](TBTU_0.5M) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
Transfer 150ul from Reagenzien[2](DIPEA 1.0M) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
Mix for 30.00 minutes at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Dispense System Fluid DMF (2) 1500ul to Reaktionsblock[1-8]

Mix for 1.00 minutes at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

O 01O LN =~ Wi —

10 Dispense System Fluid DMF (2) 300pu1 to Reaktionsblock[1-8]

11 Dispense matrix <SEQUENCE> with 120ul to Reaktionsblock rack using DMF

12 Transfer 150ul from Reagenzien[1](TBTU_0.5M) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
13 Transfer 150ul from Reagenzien[2](DIPEA_1.0M) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
14 Mix for 60.00 minutes at 600 rpm(s)

15 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

16 Dispense System Fluid DMF (2) 1500l to Reaktionsblock[1-8]

17 Mix for 1.00 minutes at 600 rpm(s)

18 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

19 Dispense System Fluid DMF (2) 300ul to Reaktionsblock[1-8]

20 Dispense matrix <SEQUENCE> with 120ul to Reaktionsblock rack using DMF

21 Transfer 150ul from Reagenzien[1](TBTU_0.5M) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
22 Transfer 150pul from Reagenzien[2](DIPEA_1.0M) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
23 Mix for 90.00 minutes at 600 rpm(s)
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24 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

25 Dispense System Fluid DMF (2) 1500ul to Reaktionsblock[1-8]
26 Mix for 1.00 minutes at 600 rpm(s)

27 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Kupplung des Glycobausteines

1 pause

< Manuelle Injektion der frisch angesetzten Kupplungslosung in den Reaktionsblock >
2 Mix for 3.00 hours at 600 rpm(s)

6 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

7 Dispense System Fluid DMF (2) 1500ul to Reaktionsblock[1-8]

8 Mix for 1.00 minutes at 600 rpm(s)

9 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

10 Pause

<

Manuelle Injektion der frisch angesetzten Kupplungslosung in den Reaktionsblock >
11 Mix for 3.00 hours at 600 rpm(s)

12 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

13 Dispense System Fluid DMF (2) 1500ul to Reaktionsblock[1-8

14 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Capping

1 Transfer 1500ul from FlaschenMitte[1](Ac20) to Reaktionsblock[1-8] using DMF (2)
2 Mix for 8.00 minutes at 600 rpm(s)
3 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Deacetylierung
1 Transfer 1000 pl from Reagenzien[6](DCM) to Reaktionsblock[1-8] using ISOPROPANOL (4)
2 Mix for 1.00 minutes at 600 rpm(s)
3 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)
4 Transfer 1000ul from Reagenzien[7](HYDRAZIN-HYDRAT) to Reaktionsblock[1-8] using

ISOPROPANOL(4)
10 Mix for 3.00 hours at 600 rpm(s)
11 Wait for 10.000 minute(s)
12 Mix for 3.00 hours at 600 rpm(s)
13 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Nachquellen

Transfer 1000 pl from Reagenzien[6](DCM) to Reaktionsblock[1-8] using ISOPROPANOL (4)
Mix for 30 seconds at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Dispense System Fluid ISOPROPANOL (4) 1000ul to Reaktionsblock[1-8]

Mix for 30 seconds at 600 rpm(s)

Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

Repeat from step 1, 2 times

Empty Reaktionsblock for 6.000 minute(s)

01N DN kW —
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Ill. Sequenzausschnitt: pHEN2 Phagemidvektor

LMB3
______________________ > HindIII

TT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT TAC GCC AAG CTT GCA TGC AAA TTC

pelB leader
TAT TTC AAG GAG ACA GTC ATA ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA
M K Y L L P T A A A G

Sfil Ncol Xhol
TTG TTA TTA CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAGGTGCAGCTGCAGGTCGACC TCG

L L L L A A Q P A M A S

FOR LinkSeq
<mmmmmm e ApalI
AGT GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT AGT GCA CAG GTCCAAC
S G G G G S G G G G S G G S A

NotI 6xHis-tag
TGCAGGAGCTCGATATCAAACGGGCG GCC GCA CAT CAT CAT CAC CAT CAC GGG GCC GCA
A A A H H H H H H G A A

PHEN-SEQ
myc-tag <mmmmmmmm e Amber
GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT GGG GCC GCA TAG ACT GTT GAA
E Q K L I S E E D L N G A A *

E T \Y E

AGT TGT TTA GCA AAA CCT CAT ACA GAA AAT TCA TTT
S cC L A K P H T E N S F

_ -3 pHENEeq
LMES = 2 28 E fdSeql
| amkber
_| (T Teader | I glil L\
Plac FEs linker Hs oy
FOF_LinkSeq
pHEN2

amp
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lll. Sequenzen ausgewahlter Klone

scFv D2

atggccgaggtgcagctggtggantntggggnaggcgtggtccagcctgggaggtccntg
(M(A E Q Q S
agactctcctgtgcagcntctggattcaccttcagtagctatgctatgcactgggtccgc

R L S CAXSGFTUFS S Y A H W V R
caggctccaggcaaggggctggagtgggtggcagttatatcatatgatggaagcaataaa
Q A P K V AV I S Y D G S NK
tactacgcagactccgtgaagggccgattcaccatctccagagacaattccaagaacacg
Y YA DSVKGREFTI SRDNZSIKNT
ctgtatctgcaaatgaacagcctgagagctgaggacacggccgtgtattactgtgcaaga
L YL Q MN S L AV Y Y CAR

gttaagcataagatgaataagggtaggtggggccaaggtaccctggtcaccgtctcgagt
VKHKMNIKGRWGOQGTUL VTV S S

|
cagt ct ccat cct ccct gt ct gcat ct gt aggagacagagt caccat cact t gccaggcg

ggt ggaggcggt t caggcggaggt ggct ct ggecggt agt gcact t gacat ccagt t gacc
G GG G S GG GG S G G S AL D QL T

Q S P S SL S A SV GDRVTI TCQOQA
agt caggacat t agcaact at t t aaat t ggt at cagcagaaaccagggaaagcccct aag
S QDI S NYL NWYQQK P GKAUPK

ctcctgatctacgatgcatccaatttggaaacaggggtcccatcaaggttcagtggaagt
L L L E T \% S F
ggatctgggacagattttactttcaccatcagcagcctgcagcctgaagatattgcaaca
S T DF TFTI S SL QPETIDI AT
tattactgtcaacagtatgataatctccacacgttcggccaagggaccaagctggaaatc
Y YCQ QY DNILHTFGOQGT K L E
aaacgt gcggccgcacat cat cat caccat cacggggccgcagaacaaaaact cat ct ca
K RAAAHHMHMHHMHGAATE QKL I S
gaagaggat ct gaat ggggccgcat ag
E E DL N G A A***

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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scFv D26

atggcccaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggugaagaagcctggggcctcagtg

(M(A Q V QL Q S
aaggtttcctgcaaggcttctggatacaccttcactagctatgctatgcattgggtgcgc

K Vv § C A S GY T F T S Y A H

caggcccccggacaaaggcttgagtggatgggatggatcaacgctggcaacggtaacaca
A P Q L M WI NA GNGNT
aaatattcacagaagttccagggcagagtcaccattaccagggacacatccgcgagcaca
K'Y S QK FQGWRVTI TRDTSAST
gcctacatggagctgagcagcctgaggtctgaagacacggccgtgtattactgtgcaaga
A Y M E L S L RS EDTAVYYCAR
gggaagcttcataagtttgagcggcctaagcattggggccaaggtaccctggtcaccgtc
G KL HKFERPKHWGQQGT L V TV
Tcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcacgtgacatccag
DI Q

Ttgacccagtctccatcctccctgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgc

L T Q S P S SL S A SV D v T I T C

Caggcgagtcaggacattagcaactatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaagcc
QA S QDI S NYLNWYQQK P G K A

cct aagct cct gat ct acgat gcat ccaat t t ggaaacaggggt cccat caaggt t cagt
P KLLI YDASNULETGVUZPSIRF S

Ggaagtggatctgggacagattttactttcaccatcagcagcctgcagcctgaagatatt
S T DF T F T I S S L QP E DI

(%aacatattactgtcaacagtatgataatctccgtacgttcggccaagggaccaaggtg
A T Y Y CQ QY DNLRTF Q T K V
Gaaatcaaacgtgcggccgcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaactc

El KRAAAHUHHHUHMHTGAA ATEOQTKL
atctcagaagaggatctgaatggggccgcatag

| S E E N A *E*E

scFv F14

atgggcgaggtgcagctggtgagtttggggaggcttgtacagcctggggggtccctgaga
M(G) E v ¢ L VvV $ L G R U V Q P G G S L R
ctctcctgtgcagcecctcectggattcaccttaagecttagcagectatgecctgggtecgecag
L s ¢ A A S G F T L S S Y A M S W V R Q
gctccagggaaggggctggagtgggtctcagctattagtggtagtggtggtagcacatac
AP G K G L E WV S A I S G S G G s T Y
tacgcagactccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaattccaagaacacgctyg
Yy A D s Vv K G R F T I S R DN S K N T L
tatctgcaaatgaacagcntgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaagaact
Yy L.o M N § X R A E D T A V Y Y C A R T
aagcataagcaggcgaagcctcctecgtgattggggccaaggtaccctggtcaccgteteg
K H K 0 A K P P R D W G Q G T L Vv T V S
agtggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcactttecttectgagetyg
s G G ¢ G S 6 6 6 G S 6 G S AL s S E L
actcag accctgctgtgtctgtggccttgggacagacagtcaggatcacatgccaagga
T ¢ b Pp AV S V A L G Q T V R I T C Q G
gacagcctcagaagccattatgcaagctggtaccagcaaaagccaggacaggcccecctgta
b S L R S H Y A S W Y Q Q K P G Q A P V
cttgtcatctatggtaaaaacaaccggccctcagggatcccagaccgattctcectggetcece
L v I ¥ 6 K N N R P S G I P D R F S G S
Ggaaacacagcttccttgaccatcaccatcactggggctcaggcggaagatgaggctgac
s s G N T A S L T I T G A Q A E D E A D
tattactgtaactcccgggacagcagtggtaaccatatggtattcggcggagggaccaaa
Yy vy ¢ N S R D S S GNHMV F G G G T K
ctgaccgtcctaggtgcggccgcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaa
L T v L G A A A H H H H H H G A A E Q K
ctcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag
L T s E E D L N G A A *x**

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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scFv F62

atggccgaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagcctggggggtccctg
(M(A E V Q Q S
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttagcagctatgccatgagctgggtccgc
R L S CAASGFTF S SY A

caggctccagggaaggggctggagtgggtctcagctattagtggtagtggtggtagcaca
Q S

| T
tactacgcagactccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaattccaagaacacg
Y YA D SV K G F T 1 S R DNSKNT

ctgtatctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaaga
L YL QMNSILIRAETIDTAVYYTCAR
gataatgctaagcgtaagaatcagagttggggccaaggtaccctggtcaccgtctcgagt
D N A KR N Q Q T vV T V S
ggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcactttcttctgagctgatt
G GG G S G GGG S G G S AL S s E LI
caggaccct gct gt gt ct gt ggcct t gggacagacagt caggat cacat gccaaggagac
QDbDPAV SV AL GQTVIRI T COQGD
agcct cagaagct at t at gcaagct ggt accagcagaagccaggacaggcccct gt act t
S LRSYYASWY QQKUPGOQAUPV L
QG cat ct at ggt aaaaacaaccggccct cagggat cccagaccgatt ct ct ggct ccage
V1 Y GKNWNIRPS GI P DRF S G S S
Tcaggaaacacagcttccttgaccatcactggggctcaggcggaagatgaggctgactat
S GNTASL T I T A Q E D E A DY
Tactgtaactcccgggacagcagtggtactgtattcggcggagggaccaagctgaccgtc
Y C NS R D T F T T V
Ctaggtgcggccgcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaactcatctca
L GA AAHHHHHHGAATE QKL I s
gaagaggatctgaatggggccgcatag
N AA***

scFv L72

atggcccaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctggggcctcagtg
(M(A Q V Q L Q S
aaggtctcctgcaaggcttctggatacaccttcaccagttatgatatcaactgggtgcga
K v S CKASGYTUFTSYDI NWVR
caggccactggacaagggcttgagtggatgggatggatgaaccctaacagtggtaacaca
Q A T Q L M NP NS G NT
ggctatgcacagaagttccagggcagagtcaccatgaccaggaacacctccataagcaca
Y A Q K F Q RV T MTRNT S I ST
gcctacatggagctgagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgcaaga
AY S D T A Y C A R
cctattgcgatgagggattcgtggtggggccaaggtaccctggtcaccgtctcgagtggt
P I Q T vV T

ggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcactttcttctgagctgactcag

S GG S AL S S EL T Q
gaccctgctgtgtctgtggccttgggacagacagtcaggatcacatgccaaggagacagc
DP AV SV AL GQTVRI TIC G D S
ct cagaagct at t at gcaagct ggt accagcagaagccaggacaggcccct gt acttgtc
L RS Y Y A S Y Q K P G A PV \%
atctatggtaaaaacaaccggccctcagggatcccagaccgattctctggctccagctca

I Y G K N NR P S Il P DR F S G S S S
ggaaacacagcttccttgaccatcactggggctcaggcggaagatgaggctgactattac
GNTASL T I T GARQ E DEADYY

tgtaactcccggnacagcagtgataaccatangcgtgtattcggcngagggaccaagctg
CNSRX S SDNMHXIRV F T K L
accgtcctaggtgcggccgcacatcatcatcaccatcacggggccncagaacaacaaaaa
T V L A AAHHMHHHHGAXE Q Q K
ctcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag

L I S E E D N A

60
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scFv P2

at ggccgaggt gcagct ggt ggagt ct gggggaggt gt ggt acggcct ggggggt ccet g
(M(A E V Q S
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatggcatgagctgggtccgc
R L S CAASGUZFTF D Y
caagctccagggaaggggctggagtgggtctctggtattaattggaatggtggtagcaca
Q P S I N W N T
ggttatgcagactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc
G Y ADSVKGRFTI S RDNAIKNS
ctgtatctgcaaatgaacagtctgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaaga
L YL QMNZSIL RA AV Y Y C AR
ggtaagggtcttggtaagtataagcgtttttggggccaaggtaccctggtcaccgtctcg
G K GL GKYKRFWGOQGTL V TV S
agtggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcacttcagtctgtgctg
L Q S

acgcagccgccctcagtgtctggggccccagggcagagggtcaccatctcctgcactggg
T Q P P S V S P Q v T I S C T
agcagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccagcagcttccaggaaca
S S S NI GAGYDVHWYQQL P GT
gcccccaaactcctcatctatggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccgattc
A P KL LI Y GNJ SNDNIRUP S vV P D R F
tctggctccaagtctggcacctcagcctccctggccatcactgggctccaggctgaggat
S GS K S GT S ASLAI T L Q A
gaggctgattattactgccagtcctatgacagcagcctgagtgtattcggcggagggacc
E ADY Y C QS Y D S F T
aagctgaccgtcctaggtgcggccgcacatcatcatcaccatcacggggccncagaacaa
K L TVUL GAAAHHHHHHGANXE Q
caaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag
Q K L I S E E D L N A A *x*

scFv anti-Hel (hyhel10)
gacgtgcagcttcaggagtcaggaectagcctcgtgaaaccttctcagactctgtccctc
Q L Q

S P S L VKPS QT L S L
acctgttctgtcactggcgactccatcaccagtgattattggagctggatccggaaattc
T C SVv T GD S I T SDYWSWI R K F

ccagggaatagacttgagtacatggggtacgtaagctacagtggtagcacgtactacaat
P GNRUL E Y M Y VSY S G S T Y Y N

ccatctctcaaaagtcgaatctccatcactcgagacacatccaagaatcagtactatctg
P S L K SRI I TRDTSIKNOQY YL

gacct gaattct gt gact act gaggacacagccacat at t act gt gcaaact gggacggt
DL NSVTTETDTATYYCANMWD

gattactggggccaagggaccacggtcaccgtctcctcaggtggaggcggttcaggcgga
DY Q T vV T V S S S

ggtggctctggcggtggcggatctgacattgtgctgacccagtctccagccaccctgtct
S G G G S I v L T Q S P A T L S
gtgactccaggaaatagcgtcagcctttcctgcagggccagccaaagtattggcaacaac
v T P N SV SL SCRASQS I G NN
ct acact ggt at caacaaaaat cacat gagt ct ccaaggct t ct cat caagt at gcttcc
L HWY Q QK S HESWPWRLILI KY A S
cagtccatctctgggatcccctccaggttcagtggcagtggatcagggacggatttcact
Q S GI P S R F S D F T
ctcagtatcaacagtgtggagactgaagattttggaatgtatttctgtcaacagagtaac
L S 1 NSV ET DF GMY F C QQ N
agctggccgtvcacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaa
W P X F T L E I K

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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IV. STD NMR Pulsprogramme

pseudo 2D Variante mit w5-Wasserunterdriickung und Spinlocksequenz

std.t4 wS5.th

;avance-version (03/10/10)

;1D sequence

;for saturation transfer difference

;with shaped pulse train for saturation on f2 channel
;with spinlock to suppress protein signals
;alternating between on and off resonance

;to be defined by fq2list

;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. Int. Ed. 38, 1784-1788 (1999)
;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. 111, 1902-1906 (1999).

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"d12=20u"
"p29=d29"

"15=d20/p13+0.5"
"d31=p13*15"

"DELTA1=d1-d31"

1 ze
10u st0

2 30m
4u BLKGRAD
d12 £q2:12 st

50u UNBLKGRAD
4u pl10:£1

(p17 ph2)

(p17*2 ph3)

4u

p30:gpl

10m pll:fl

4u BLKGRAD

DELTAI

3 (p13:spl13 ph4):f2
4u
lo to 3 times 15

pl phl

4u pl29:f1
(p29 ph21)

50u UNBLKGRAD
pl6:gp2

d16 pl18:f1
p28*0.0867 ph5
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d19*2
p28*0.2056 ph5
d19*2
p28*0.4133 phS
d19*2
p28*0.7822 phS
d19*2
p28*1.4911 ph5
d19*2
p28*1.4911 ph6
d19*2
p28*0.7822 ph6
d19*2
p28%0.4133 ph6
d19*2
p28*0.2056 ph6
d19*2
p0*0.0867 ph6
46u
pl6:gp2
dle6
go=2 ph31
30m wr #0 if #0
4u BLKGRAD
d31

exit

ph1=0022

ph2=0

ph3=1

ph4=0
ph5=00112233
ph6=22330011
ph21=1133
ph31=0202

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;p12 : £2 channel - power level for pulse (default) [120 dB]
;p110: f1 channel - power level for TOCSY-spinlock

;p129: f1 channel - power level as for TOCSY-spinlock

;sp13: f2 channel - shaped pulse for saturation [35 - 60 dB]
;pl : fl channel - high power pulse

;p13: £2 channel - shaped pulse for saturation [50 msec]
;p17: 1 channel - trim pulse [2.5 msec]
;p29: f1 channel - trim pulse

;p30: gradient pulse [5 msec]

;d1 : relaxation delay: 1-5 * T1

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d20: saturation time

;d29: spinlock time [10 - 50 msec]

;d31: saturation time as executed

;15: loop for saturation: (p11 + d20) * 15 = saturation time

;:NS: 16 * n, total number of scans: NS * TDO

:DS: 16

;gpl: gradient for spinlock

;gp2: gradient for watersupression

;define FQ2LIST (irradiation frequencies, alternating on/off resonance)
; (list has to be stored in "/u/exp/stan/nmr/lists/f1")

;use gradient ratio:  gp 1
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; 40
;for z-only gradients:
;gpzl: 40%

;2pz2: 20%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100

;$1d: §

pseudo 2D Variante mit w19-Wasserunterdriickung ohne Spinlocksequenz

;std19sp2d_2.be

;M. Mayer; B. Meyer, Department of Chemistry

;University of Hamburg, Germany

;email: bernd_meyer@sgil.chemie.uni-hamburg.de

;avance-version

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fqllist

;using different memory buffers for on- and off-resonance irradiation
;water suppression by watergate, use p3919gp to optimize parameters
;define 1H on channel 2 in edasp

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1 ze
10u st0
2 20u pl1:fl
d7 fql:2 st
3pllspl:Af2
dil
lo to 3 times 17
pl phl
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl
d16 pl18:f1
p28*0.231 ph3
d19*2
p28*0.692 ph3
d19*2
p28%1.462 ph3
d19*2
p28*1.462 ph4
d19*2
p28*0.692 ph4
d19*2
p0*0.231 ph4
46u
pl6:gp2
dieé
4u BLKGRAD
go=2 ph31
30m wr #0 if #0
exit

ph1=02
ph3=00112233
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ph4=22330011
ph31=0022

JRksERRRDower [eye] ¥kt

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;p118: 1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate 12dB)
;spl : 2 - channel - power level for shaped pulse

;between 50 - 60 dB depending on protein and ligand

2
oskoskoskoskosk sk skskokk seske sk sk sk sk sk sk skskoskoskosk
; Pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
,pO f1 channel - 90 degree pulse at pl18
use for fine adjustment

p28 f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;pl1 : 2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)
;**********Delays************

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11 : delay between shaped pulses [ 1msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

; d19=(1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

;d19 should be around 150-220 usec.

;presaturation = (p11 +d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

; 0499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;  on frequency list f1.
;NBL = number of memory buffers with TD size = 2 for two irradiation frequencies
;tdl =NBL =2
;this pulse program produces a ser file (PARMOD = 2D)
;NS" = NS*2+DS"

;DS" =DS/2

;use gradient ratio gpl : gp2
; 20 20
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V. Toxikologie und Handhabung der Chemikalien

gemdfs Gefahrstoffliste, Richtlinie 67/548/EWG, Anhang |

Substanzname (Abkiirzung) Gefahren- R-Sditze S-Sditze
symbole
Acetanhydrid (Ac,0) C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Aceton F 11 9-16-23.2-33
Acetonitril (MeCN) F, T 11-23/24/25 16-27-45
Acrylamid T 45-46-20/21-25- 53-45
36/38-43-
48/23/24/25.62
Ammoniumhydrogencarbonat Xn 22 -
Ammoniumpersulfat (APS) Xn, O 8-22-36/37/38-42/43 | 2-22-24-26
Ampicillin Natriumsalz Xn 36/37/38-42/43 22-26-36/37
2,2"-Azino-bis(2-ethyl- - - -
benzothiazolin-6-sulfonsiure)
diammonium-Salz (ABTS)
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'- Xi 5/36/37/38 26-36
tetramethyluroniumtetrafluoroborat
(TBTU)
Chitin - - -
Borséure - - -
Chloroform (CHCI;) Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure Xn 20/21/22-36/37/38 26-36
(CCA)
L-Cystein Xn 22 -
Dichlormethan (DCM) Xn 40 23.2-24/25-36/37
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
N,N'-Diisopropylethylamin F,C 11-22-34-52/53 16-26-36/37/39-45-61
(DIPEA)
Ethanol F 11 7-16
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N - C 20/21/22-34-42/43 26-36/37/39-45
ethylcarbodiimid (EDC)
2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) Xn 22-36/37/38 26-36
N,N'-Dimethylformamid (DMF) T 61-E20/21-36 53-45
Essigsdure (HOAc) C 10-35 23.2-26-45
Ethanolamin Xn 20-36/37/38 -
Glycin - - 24/25
Hydrazinhydrat T,N 45-10-23/24/25-34- 53-45-60-61
43-50/53
N-Hydroxysuccinimid (NHS) - - 24/25
Imidazol C 22-34 22-26-36/37/39-45
Isopropyl-B-D-thiogalactosid - - -
(IPTG)
Kanamycinsulfat T 61 26-36/37/39-45
Methanol (MeOH) F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45

39/23/24/25
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Natrium

Natriumacetat

Natriumazid
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natronlauge

Natriumsulfat

Ni-NTA Agarose

Piperidin (Pip)

2-Propanol

Pyridin
2-(2-Pyridinyldithio)-

ethanaminhydrochlorid (PDEA)
Salzsdure konz.

Sinapinsdure (SA)

NNNN-
Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Toluol

Triethylamin (TEA)

Trifluoressigsdure (TFA)
Triisopropylsilan (TIPS)
Wasserstoffperoxid

Zitronensiure

F, Xn

14/15-34

28-32-50/53

22-36/38

35
10-22-40-42/43
11-23/24-34
11-36-67
11-20/21/22
21/22

34-37
36/37/38
11-20/22

11-38-48/20-63-65-67
11-20/21/22-35

20-35-52/53
10-36/37/38
5-8-20/22-35
36

(1/2)5"-8-43-45
24/25
28.1-45-60-61

26-36
26-37/39-45
13-26-36-46
(1/2)-16-26-27-45
(2-)7-16-24/25-26
26-28.1

36/37/38

26-36/37/39-45
26-37/39
16-26-36/37/39-45

36/37-46-62

3-16-26-29-36/37/39-
45
9-26-27-28.1-45-61

26-36
17-26-28-36/3739-45
24/25
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