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1 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierusiges Einzeldoméanen-Antikérpers,
der die enzymatische Aktivitat der ADP-Ribosyltrarake 2.2 der Maus (mART2.2)
inhibiert. Die mMART2.2 ist ein in der Membran von Lymphozyten verankertes
Toxin-verwandtes Ekto-Enzym, das die Ubertragung ABP-Riboseanteils von NAD
auf Zelloberflachenproteine katalysiert. mART2.2 unigrt die Apoptose von T-Zellen
durch Aktivierung des zytolytischen P2Rurinorezeptors durch ADP-Ribosylierung. Die
variable Doménevériable domaine of thedavy-chains of éavy-chain-only antibodies
VHH) von kameliden-typischen Schwere-Ketten-Antp@&m stellt die kleinste bekannte
physiologische Antigen-bindende Einheit dar, diedoge einer adaptiven Immunantwort
generiert wird. Die oft sehr lange CDR3 versetzt @iEfnzeldomanen-Antikorper in die
Lage, in Spalten und Vertiefungen des Antigenswgnngen. So kdnnen zum Beispiel die

aktiven Zentren von Enzymen durch VHHSs blockiertaes.

Zur Herstellung von mART2.2-inhibierenden Schwereti® Antikbrpern war bereits
ein Lama Lama glam& genetisch und mit mARTZ2.2-Protein immunisiert dem. Aus
einer Blutprobe dieses Tieres sollten Phagen-DysBlaliotheken generiert werden, die
das VHH-Repertoire der B-Zellen reprasentieren. édiesen sollten mART2.2-spezifische
Einzeldomanen-Antikdrper selektiert, rekombinantprexiert und hinsichtlich ihrer

Féahigkeit, mMART2.2n vitro undin vivo zu inhibieren, charakterisiert werden.
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2 Einleitung

Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht Uiber die Maismen gegeben, die in hoheren
Organismen und somit auch in Lamas im Verlauf demdralen Immunantwort zur
Bildung von hoch spezifischen und hoch affinen Asrdern fihren (Abschnitte 2.1.1 bis
2.1.3). Die Besonderheiten der von Kameliden get@lieSchwere-Ketten-Antikdrper
werden in Abschnitt 2.1.4 erlautert. Die Rolle voDP-Ribosyltransferasen (ARTs) und
der ADP-Ribosylierung als posttranslationale Protadifikation werden in Abschnitt 2.2
erlautert. Dabei wird insbesondere auf die ART2.2 Maus und ihre Bedeutung fur die
Apoptose von T-Lymphozyten eingegangen (Abschnit32und 2.2.6). Im Abschnitt 2.3
wird die Phagen-Display-Technologie vorgestellie diir die Selektion der mART2.2-

spezifischen Einzeldomanen-Antikorper genutzt wurde

2.1 Die humorale Immunantwort

2.1.1 Die Wirkweise von Antikérpern

Die Hauptaufgabe der humoralen Immunantwort ist s, den extrazellularen
Flussigkeiten des Korpers Pathogene zu zerstoérérdignVerbreitung von intrazellularen
Infektionen zu verhindern. Dies wird durch Antikérperreicht, die von aktivierten
B-Lymphozyten, sogenannten Plasmazellen, sezemérden. Antikdrper kbnnen auf drei
Weisen wirken. Viren und intrazellulare Bakterien ss€n an spezifische
Oberflachenmolekile der Wirtszelle binden, um ieséi eindringen zu kénnen. Durch
Bindung der Antikdrper an das Pathogen kann diesedriBgen unterbunden werden. Sie
neutralisieren das Pathogen. Durch Neutralisieenfiggt auch der Antikorper-vermittelte
Schutz vor Toxinen. Vor extrazellularen Mikroorgemen schitzen Antikorper
hauptséachlich, indem sie deren Phagozytose duraggalytische Zellen erleichtern. Dabei
wird das Pathogen mit Antikdrpern beschichtet (opst), wahrend die FAnteile mit
spezifischen FRezeptoren auf der Oberflache z.B. eines Makrophageeragieren
kénnen. Der dritte Weg, auf dem Antikdrper Path@gydrekampfen kénnen, ist die

Aktivierung des Komplementsystems. Diese erfolgthnBindung an die Oberflache eines
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Erregers ebenfalls tUber deg-Anteil und kann zur direkten Lyse der Mikroorganen
fuhren (ANEwAY, 2005).

2.1.2 Aktivierung von B-Lymphozyten

Um eine ruhende B-Zelle zu aktivieren bedarf esiemngpezifischer Signale (Abb. 2.1).
Den ersten hierzu nétigen Impuls stellt das Zusantreen der B-Zellen mit dem fur sie
spezifischen Antigen dar. Dieser Kontakt erfolgtetibden B-Zell-Rezeptor, ein
oberflachenverankertes Immunglobulin, an welches Aatigen fest bindet und in das
Zellinnere aufgenommen wird. Nach dem proteolyschverdau werden schlie3lich
Fragmente des Antigens auf Haupthistokompatibsli@mplexe ihajor histocompatibility
complex MHC) des Typs Il geladen und auf der ZelloberfE&phédsentiert.

Dieser Vorgang ist der gleiche wie bei den Antigeisentierende Zellerairftigen
presenting cells Antigen-prasentierende Zellen, APZs) des angei@ordmmunsystems
(ADEREM & UNDERHILL, 1999). Schliel3lich wandert eine solche APZ in pgripheres
lymphatisches Organ (z. B. einen Lymphknoten) eiit.ddm Blutstrom und der Lymphe
werden dort permanent T-Lymphozyten an den auf ABZs prasentierten Antigenen
vorbei gespilt. Erkennt dabei eine naive CD40-Zelle Uber ihren T-Zellrezeptor (TCR)
ein solches Antigen (&cIA et al, 1999), so erfolgt unter dem Einfluss von Intekiau4

(IL-4) die Differenzierung in eine R-Zelle (T-Helferzelle).

Fur die vollstandige Aktivierung der oben bescheigdn B-Zelle ist eine Stimulation
durch eine T-Helferzelle notwendig. Auch B-Zellererden mit dem Blutstrom in den
Lymphknoten eingespllt, so dass sich beide Zelityipe Lymphknoten begegnen. Wird
dabei ein spezifischer Kontakt zwischen dem TCR deHelferzelle und dem
MHC-Klasse-Il:Peptid-Komplex der B-Zelle hergedtellstellt dies das zweite

Reifungssignal dar.

Die Bindung des Peptidantigens an den B-Zellrezegtetlt daher zum einen ein
immunspezifisches Signal fur die B-Zelle dar (Sighp zum anderen sorgt es fur die
Antigen-spezifische T-Zell-Hilfe (Signal 2). Dabst das Epitop, das von der T-Helferzelle
erkannt wird, in der Regel nicht identisch mit desias die B-Zelle anspricht, jedoch
physisch mit diesem gekoppdihked recognitioi

Dem initialen Kontakt tber MHC und TCR folgt die Bimdy des CD40-Liganden
(CD40L) der T2-Zelle an CD40 auf der B-Zelle. Die Ausschittung Vb-4 durch die

10
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Tu2-Zelle induziert die klonale Expansion der B-Zel@iese fuhrt zu einer relativen
Anreicherung von B-Zellen, deren Immunglobulingemeyleicher weise umgelagert sind
und dieselbe Spezifitat aufweisen. Die Interleukibé und IL-6 induzieren schlief3lich
die Differenzierung der B-Zellen zu Antikérper seierenden Lymphoblasten, die eine
erste sezernierte Form des Antigen-spezifischenkdumters exprimieren, das pentamere
IgM. Wahrend diese in die Markstrange wandern, dnildandere Zellen sogenannte
Keimzentren innerhalb des lymphatischen Organsada als primére Zentren bezeichnet
werden. Ungerichtete Veranderungen in der Sequesz \@Regionen funktioneller
Antikorper, sogenannte somatische Hypermutatiofidiren in dieser Phase zu alterierten
Affinitaten der modifizierten Antigenbindungsstelldndem bevorzugt solche B-Zellen zur
weiteren Proliferation stimuliert werden, deren Bi&zeptor eine gleichbleibende oder
verstarkte Affinitat aufweisen, werden hoch affiiione selektiert. Dieser Vorgang wird
als Affinitatsreifung bezeichnet. Anschliel3end eliénzieren die B-Zellen entweder zu
Plasmazellen, die grol3e Antikdrpermengen vom Ig@-frgisetzten, oder zu langlebigen
Gedéachtniszellen. Diese verlassen den Lymphknoted kOnnen danach in den
Markstrangen, im roten Mark der Milz und vor allem Knochenmark angetroffen

werden.
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Klonale Expansion /
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Abb. 2.1: Schema der B-Zellaktivierung.  Eine ruhende B-Zelle bendtigt zwei spezifische Stimuli,
um in eine Antikérper sezernierende Plasmazelle differenzieren zu kdnnen. Das erste Signal ist
der Kontakt des B-Zell-Rezeptors mit seinem Antigen. Den zweiten Impuls bekommt die B-Zelle
von einer T-Helferzelle, deren T-Zell-Rezeptor spezifisch fur das von der B-Zelle auf einem MHC-
Klasse-II-Molekul préasentierte Peptidfragment ist. Nach einer klonalen Expansionsphase, die im
peripheren lymphatischen Organ zur Bildung sogenannter Keimzentren fiihrt, differenzieren einige
Zellen zu IgM-sezernierenden Lymphoblasten. Dieser friihen humoralen Immunantwort folgt die
Differenzierung gereifter B-Zellen zu Plasmazellen, die grof3e Antikdrpermengen vom IgG-Typ
freisetzen. Diese verlassen das lymphatische Organ und wandern bis ins Knochenmark, wo sie
sich einnisten. (Nach JANEWAY, 2005, modifiziert)
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2.1.3 Konventionelle Antikorper

Antikorper sind losliche Proteine, die zur Klasser dmmunglobuline (Ig) gehoéren
(HARLOW & LANE, 1999). Sie sind Trager der humoralen, adaptivemunantwort und
kénnen im Blut und anderen Korperflissigkeiten dertsbraten gefunden werden, wo sie
zur Erkennung von Pathogenen, Fremdproteinen uddran fremden Molekulen fahig
sind, die als Antigene bezeichnet werden. Antikbrywerden von aktivierten B-Zellen,
Lymphoblasten und Plasmazellen, generiert. Die terisSaugetiere exprimieren funf
verschiedene Isotypen von Antikérpern, die als Iig#, IgE, IgM und IgD bezeichnet
werden. Im Folgenden wird ndher auf das Immundiob@ eingegangen, das den im

Serum am starksten vertretenen Isotyp darstellt.

Ein Antikorper vom IgG-lsotyp ist ein Y-formiges d®ein, das sich aus vier
Polypeptidketten zusammenfugt und ein Molekulargawvivon etwa 150 kDa aufweist
(Abb. 2.2). Jeder Antikorper besteht aus zwei idehen leichten Ketteright chains L)
und zwei identischen schweren Kettdredvy chainsH) (H.L,). Diese Ketten sind tber

Disulfidbriicken miteinander verbunden und bestefeweils aus mehreren globuléren

Antigen- schwere Kette
bindungsstelle

Antigen-
bindungsstelle

Abb. 2.2: 3D-Struktur eines humanen IgG. Ein Immunglobulin des G-lsotyps besteht aus zwei
schweren Ketten (grau und rotbraun) und zwei leichten Ketten (hellbraun und griin) und besitzt
eine Y-Form. Das F.-Fragment bildet den Rumpf dieses Ypsilons. Die zwei Antigen-
Bindungsstellen befinden sich an den Enden der F,,-Fragmente, die Uber flexible Gelenkregionen
(hinges) mit dem Fc-Teil verbunden sind. (pdb-code: 1HZH, human IgG anti HIV-1, nach SAPHIRE
et al., 2001)
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Proteinabschnitten, sogenannte Domanen. Die Amumesaquenz der konstanten
Doméanen (C-Doménen) ist innerhalb einer Gruppe Aontnkdrpern des gleichen Isotyps
identisch, wahrend die Sequenz der variablen Dom@#edomanen) sehr unterschiedlich

sein kann.

Die schwere Kette besteht aus vier globularen D@magriner variablen () und drei
konstanten Domanen (€, G2, G;3), wohingegen die leichte Kette aus nur zwei
Domaénen besteht, einer variablen Y\und einer konstanten {(LDomane. Ein flexibler
Abschnitt der Polypeptidkette, der als Gelenk-Regider auchhinge regionbezeichnet
wird, befindet sich zwischen der ersten und deritenekonstanten Doméane der schweren
Kette. Die zwei schweren Ketten eines Antikorpensl sn dieserhinge regionlber eine
oder mehrere Disulfidbriicken miteinander verbundBeide G;2-Doméanen sind beim
lgG-Isotyp durch kovalente Bindung eines Oligosaces modifiziert. Der Rumpf des
Y-formigen Immunglobulins wird als A-ragment bezeichnetdtystallizablg) und wird
aus den beiden - und Gy3-Doméanen der verbundenen schweren Ketten gebiDist.
Fe-Teil vermittelt Effektorfunktionen des AntikOrpersvie z. B. die Interaktion mit
Oberflachenrezeptoren auf Makrophagen und andesdlenZ (R-Rezeptoren) oder mit

Komponenten des Komplementsystems (Bindung des Kamgait-Faktors C1).

Die zwei ,Arme“ des Antikdrpers, auch alssfFragmente (@ntigen binding)
bezeichnet (Abb. 2.3), setzten sich jeweils aus @gt- und der V,-Doméne einer
schweren Kette und der €Cund \{-Doméne einer leichten Kette zusammen. Eine

Disulfidbricke verknupft die G1- mit der G-Doméne, wohingegen die variablen

Abb. 2.3: Ein F g-Fragment konventioneller Antikérper bildet ein Par atop aus sechs CDRs.
An der Bildung der Antigen-Bindungsstelle, des Paratopes, sind sowohl Anteile der VH- als auch
der VL-Domaéanen beteiligt. Hierbei lagern sich die drei complementarity determining regions
(CDRs) jeder dieser Domanen am auswartigen Pol des Fj,-Fragmentes zusammen. (pdb-code:
1HZH, human IgG anti HIV-1, nach SAPHIRE et al., 2001, modifiziert)
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Domanen V¥, und . Uber hydrophobe Interaktionen in Verbindung tretere Spitzen
dieser variablen Doméane formen gemeinsam eine Amijndungsstelle, das Paratop. Ein
naturliches IgG-Protein verfugt daher tGiber zweaRape - es ist bivalent.

Die Doméanen des Antikorpers bilden eine charakisclse Sekundarstruktur aus und
gehoren zur Struktursuperfamilie der Immunglobulidéb. 2.4). Jede globulare Doméne
ist aus 7 bis 10 anti-parallel angeordnet@btrangen zusammengesetzt, die zwei

B-Faltblatter ausbilden, die uUber eine die Struksabilisierende Disulfidbriicke

V Disulfidbriicke
H

i ¢ N CDRH2
hydrophobes Motiv N W
(Interaktion mit V)
B-Faltblatt

Abb. 2.4: Struktur eines Immunglobulins. Mitglieder der Immunglobulins Superfamilie

besitzen zwei [-Faltblatter aus antiparallelen B-Strdngen, die Uber eine Disulfidbriicke
miteinander verbunden sind. Proteinschleifen am auswartigen Pol bilden die CDRs. (pdb-code:
1IC4, Vy of Mouse IgG1 F, HYHEL-10 anti HEWL, nach SHIROISHI et al., 2001, modifiziert)

miteinander verbunden sind. Drei Proteinschleiftie,am auswarts gerichteten Pol einer
V-Domane dief-Strange miteinander verbinden, zeichnen sich demb hypervariable
Aminosauresequenz aus. Da sie an der Bildung dagémBindungsstelle beteiligt sind
werden sie auch alsomplementary determining regio(@GDRs) 1, 2 und 3 bezeichnet. In
einem IgG wirken zwei V-Domanen,,Mund \{, an der Formierung des Paratopes mit, so
dass insgesamt sechs CDRs gemeinsam das Paratap RideCDRs werden dann wie
folgt benannt: CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2, CDRL3 (Al#®h3). Die
Regionen zwischen den CDRs, die sogenannten Zwisalmamidschnitte ffamework
regions FRs), weisen eine hohere Konserviertheit auf. Gesamtheit der FRs einer
V-Domane, ohne Berticksichtigung der CDRs, wird haafigh als Rahmenwerk oder
Gerust ¢caffold bezeichnet. Die CDRH3 ist das veranderlichste Emmdieser
Strukturen. Sie wird durch einen DNA-Abschnitt kedj der wahrend der B-Zell-
Entwicklung besonders umfassende Modifikationewhetf Sie hat durchschnittlich eine

Lange von neun Aminoséauren bei der Maus und zwgithbMienschen (W et al, 1993).
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In den FR2-Regionen der variablen Domanen beider edmKetten, zwischen CDRH1
und CDRH2, nehmen einige hydrophobe Aminosauren Sselfiositionen ein (Pos. 37,
44, 45 und 47, Nomenklatur nach AgaT et al, 1991)), die fur eine hydrophobe

Interaktion zwischen beiden Domanen verantwortichl.

Die Interaktion zwischen Antikérper und Antigen iess auf nicht-kovalenten
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbricken-Bindungergn-der-Waals-Kraften und
Salzbriicken. Der Schlussel fur die Vielfalt und 8@iedenartigkeit der auf diese Weise
erkannten Antigenstrukturen liegt in der gro3enidalitat der CDRs, sowohl der leichten
als auch der schweren Kette. Man schatzt, dasseidenj Menschen etwa °0
unterschiedliche Antikdrpervarianten vorkommen. &ent wird diese immense Diversitat
an Antikorpern vor allem durch Rekombination von n€gmenten wahrend der
B-Zell-Entwicklung (yearrangemeri) (BERG et al, 2002).

Die V-Region der leichten Kette wird von zwei Gensegten kodiert: dem V
(variable)-Gensegment und dem jbifiing)-Segment. Diese zwei bilden gemeinsam ein
komplettes V-Region-Exon und werden durch somatisBekombination der DNA
zusammengelagert. Die C-Region der leichten Kettd imi einem separaten Exon kodiert,
das erst durch SpleiBen des Transkriptes mit dehSégmenten vereinigt wird. Das
menschliche Genom kodiert fir zwei leichte Kettdie, nach den jeweiligen Genloci als

A-Ketten undk-Ketten bezeichnet werdem§EwAY, 2005).

Die V-Region der schweren Kette wird durch insgesamdi Gensegmente kodiert.
Zuséatzlich zu den V- und J-Gensegmenten kommt eiittesl das sogenannte
D (diversity)-Segment hinzu. Durch somatische Rekombination wamthachst ein
D-J-Segment gebildet, das im konventionellen Anplked die CDRH3, im
Schwere-Ketten-Antikorper die CDR3 kodiert. Spateyeta sich diesem das V-Segment
an, so dass ein gemeinsames Exon gebildet wird.dBeiZusammenlagerung dieser
Gensegmente erhoht sich die Variabilitéat diesemEiges noch durch das Hinzufligen und
die Deletion von Nukleotiden an den Verknupfungsste katalysiert durch die terminale
Desoxynukleotidyltransferase (TdT). Wie bei decléen Kette kommen V-D-J-Exon und
die Exons der C-Regionen erst durch das RNA-Spleitaimmittelbare Nachbarschaft
zueinander. Da es multiple Kopien von V-, D- un@e&hsegmenten in der Keimbahn-DNA
gibt, kann durch freie Rekombination je einer dieSlEmente eine enorme Vielfalt von

Immunglobulinen unterschiedlicher Spezifitat ausigelb werden. Der Genlocus der
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schweren Ketten enthalt eine grof3e Zahl distini@arppen von C-Gensegmenten, deren

Nutzung zur Bildung verschiedener Isotypformen fiihrt

Die Immunglobulingene des Menschen befinden sich dmei Genloci, die auf
verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Der &&eisl fir die leicht@-Kette enthélt
29 funktionelle \{-Gensegmente sowie vier Paare von funktionelle@ehsegmenten und
C,-Genen. Der-Locus weist 40 funktionelle ¥Gensegmente sowie einen Cluster von
funf J-Segmenten, aber nur ein einzigesGen auf. Der Locus fur die schwere Kette
besitzt 51 funktionelle \-Gensegmente, einen Cluster von etwa 27S2gmenten, gefolgt
von sechs - Gensegmenten. Der sich anschlieRende Cluster yveBeben umfasst neun
funktionelle Segmente: £ C,, Cpa, Cuo2 und G, (JANEWAY, 2005).
Umstrukturierungsprozesse innerhalb dieser Genalisehwerden als Klassenwechsel
bezeichneten und erfolgen, reguliert durgi2-Zytokine, wahrend der Reifung der Zelle.

2.1.4 Kameliden Schwere-Ketten-Antikorper

Zu den rezenten Vertretern d€amelidaegehoren als sogenannte Altwelt-Kameliden
Kamele Camelus bactrianysund Dromedare Gamelus dromedarids In der ,Neuen
Welt" sind die Kameliden durch Lamasama glamg Guanacos Lama guanicep
Alpacas [Lama pacosund Vicunias Yicugna vicugnpavertreten. Der heute ausgestorbene
gemeinsame Vorfahre dieser Familie lebte vor emid®0.000 Jahren im heutigen
Nordamerika. Der Verbreitungsraum der zweihockriggeamele (Trampeltiere) erstreckt
sich heute Uber weite Teile Zentralasiens bis bim Kaspischen Meer. Dromedare sind in
ganz Nordafrika und im vorderen Orient anzutreffdiine Uberlappung beider
Verbreitungsraume gibt es in Kleinasien. lhre Ledsdame sind Steppen, Halbwisten und
Wiisten. Die Neuweltkameliden kommen zumeist in lui@mer gelegenen Bergregionen der
Anden vor, wo sie trockene, offene Landstriche ibigine Hohe von Uber 5000 Metern
bewohnen. Sowohl Altwelt- als auch Neuwelt-Kametiderurden als Nutztiere vom
Menschen in Gebiete mitgefuhrt, die nicht zu ihrampringlichen Verbreitungsgebiet
gehorten. So kann man die grofdte heute noch fimenide Dromedarpopulation in
Australien antreffen, die auf entlaufene, zuvor hbssttiere eingesetzte Grindertiere
zuriickgeht.
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Die Mitglieder der Familie de€amelidaeverfiigen neben den konventionellen tber eine
weitere Art von Antikdrpern, sogenannte SchweretéteAntikorper fieavy chain only
antibodies HcAbs) (Abb. 2.5). Diese besitzen keine leichktten und den schweren
Ketten fehlt die G1-Domane (MMERS-CASTERMAN et al, 1993; $iIROISHI et al, 2001).
Sie kobnnen bis zu 45% der im Blut zirkulierenden kmmglobuline eines Lamas
ausmachenvaN DER LINDEN et al, 2000). Bisher konnten bei keinem anderen S&ugetier
funktionelle Schwere-Ketten-Antikorper gefunden dear. Diese sind lediglich in nicht
funktioneller Form als pathologischer Befund der hBere-Ketten-Krankheit* des
Menschen beschrieben worderel(fSMANN et al, 1979). Antikorper ohne leichte Kette
wurden auch beim AmmenhaGinglymostoma cirratuin (GREENBERG et al, 1995),
Wobbegong Qrectobulus maculat¢¢STRELTSOV et al, 2004) und der Gefleckten Seeratte
(Hydrolagus collie) (RAST et al, 1998) entdeckt, wo sie die Bezeichnuigy Antigen-
Rezeptor (NAR) oder IgH (mmunoglobulin heavy chainerhielten. Diese stellen
allerdings evolutionsgeschichtlich eine von den &baden HcAbs unabhangige
Entwicklung dar.

schwere Ketten

Antigen-

bindungsstelle Antigen-

bindungsstelle

Schwere-Ketten-
Antikérper

Abb. 2.5: Kameliden Schwere-Ketten-Antikorper. Ein Schwere-Ketten-Antikérper besteht aus
nur zwei schweren Ketten, denen die CH1-Domane fehlt. Die Antigenbindung wird von den sog.
VHH-Domanen tbernommen. Farbig hervorgehoben sind: rot: CDR1, griin: CDR2, blau: CDR3,
pink: hydrophiles Aminosaduremotiv in der FR2. (Computer-Konstruktion basierend auf pdb-code:
1HZH, human IgG anti HIV-1, nach SAPHIRE et al., 2001 und pdb-code: 1MEL, VHH cAbsLys3 anti
HEWL, nach DESMYTER et al., 1996)

18



MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

Die strukturellen  Unterschiede zwischen  Schwerddfefntikorpern und
konventionellen Antikorpern sind grof3: Das besdieree Fehlen derg@-Doméane geht auf
eine Mutation zurtick, die zum Verlust eines Donple#-Signals am 3’-Ende des
Chl-Exons gefihrt hat (BUYEN et al, 1999; WOOLVEN et al, 1999). So wird die
Information fur diese Domane wéahrend des Spleifderssder RNA entfernt. Der Verlust
der G41-Doméne wird zugleich auch als der Grund fur dmvasenheit der leichten Kette
angenommen, da die einzige kovalente Interaktioisctven leichter und schwerer Kette,
eine Disulfidbricke, nicht mehr ausgebildet werdemn. Zudem weisen die variablen
Doméanen, die als VHHs (variable schwere Ketten-Dmemd/on Schwere-Ketten-
Antikdrpern; variable domaine of the davy chain of_&avy chain only antibodies
Abb. 2.6) bezeichnet werden, Mutationen auf. In d&dR2, die in konventionellen
Antikdrpern den hydrophoben Kontakt mit . ¥Domanen herstellt, tritt eine Reihe
hydrophiler Aminosauresubstitutionen auf (M DERMANS et al, 1994; \WW et al, 1997).
Diese betreffen die Positionen 37, 44, 45 und 4anfBinklatur nach (KBAT et al, 1991).
Auf diese Weise wird die Ldslichkeit der VHHs erhdimd eine Aggregation verhindert.
Eine weitere besondere Eigenschaft der VHHs ist dange hypervariable CDR3.
Wahrend die Bandbreite von 6-26 Aminosauren reight ¢t al, 1997; FhARMSEN et al,
2000) liegt ihre durchschnittliche Lange bei 16 Aosauren (KWcHNOLTE et al, 2007).

VHH

kanonisches
Cysteinpaar

B-Faltblatt & e CDR3

zuséatzliches
Cysteinpaar

hydrophile Aminosauren
in der FR2

Abb. 2.6: Struktur einer VHH. Als Mitglieder der Immunglobulin Superfamilie besitzt die VHH zwei
B-Faltblatter aus antiparallelen B-Strangen, die Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden
sind. Proteinschleifen am auswartigen Pol bilden die CDRs, wobei die CDR3 (blau) oft sehr lang
ist. Diese kann, wie hier gezeigt, durch eine zuséatzliche Disulfidbriicke stabilisiert werden. In der
FR2 findet sich ein hydrophiles Aminosaure-Motiv (pink). (pdb-code: 1MEL, VHH cAbsLys3 anti
HEWL, nach DESMYTER et al., 1996, modifiziert.)
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Bei der Maus betragt sie neun, beim Menschen zwdatinAsauren (W et al, 1993).
Einige VHHSs besitzen eine zusatzliche Disulphidkdizwischen CDR1 und CDR3 (meist
in Dromedaren) oder CDR2 und CDR3 (meist in Lamas)ydienutlich die Stabilitat der
langen CDR3 erhoht W et al, 1997). Unterstitzung erfahrt diese Annahme dulieh
Beobachtung, dass besonders lange CDR3s und zusatdlicsulphidbriicken haufig
gemeinsame Merkmale von VHHSs sindo@&H-NoOLTE et al, 2007).

Die VHH-Gensegmente sind inklusive funktionaler rmotorregionen und
Rekombinationssignale bereits im Keimbahngenom voonigdar und Lama anzutreffen
(NGUYEN et al, 1998; WOOLVEN et al, 1999; FhRMSEN et al, 2000). So sind die
hydrophilen Aminosauresubstitutionen in der FR2 iterien Dromedar-Genom enthalten
und werden nicht etwa durch somatische Hypermutstechanismen in M/Gene
eingebracht. Auch fur ein Cystein in der CDR1 bzw.R2ZDdas nach produktiver DNA-
Rekombination eine zusatzliche Disulfidbriicke mitegn Cystein in der CDR3 ausbilden
kann, kodieren beim Dromedar bzw. Lama bereitKdienbahn-VHH-Gensegmente. Die
im Vergleich mit \{;s verlangerte CDR3 der VHHSs ist jedoch noch ratsellaf allem, da
beide auf ein gemeinsames oder ahnliches Repertoore D- und J-Segmenten
zurtckzugreifen scheinen @YYEN et al, 2000). Eine mdgliche Erklarung fur die
Verlangerung wéare die Verwendung zweier D-Segmedex eine verstarkte Aktivitat der

terminalen Deoxynucleotidyl-Transferase wahrend\WeH-D-J-Rekombination.

Die Schwere-Ketten-Gene der kameliden HcAbs werddarch somatische
Rekombination wéahrend der B-Zell-Reifung zusammeingiefEs ist jedoch noch nicht
bekannt, ob die VHH-Gensegmente durch denselberio@en kodiert werden wie die
Vu-Segmente der konventionellen Antikorper. Die VHidASegmente verbinden sich in
der Regel nur mit bestimmteyC-Regionen. Beim Lama wurden vier distinkte Subtypen
von Schwere-Ketten-Antikérpern beschrieben, dién sit der Lange dehingeRegion
unterscheiden. Dabei ist die voyB-Gen kodiertehingeRegion kirzer als die von den
y2a-, y2b- und y2c-Genen kodierten (¥ et al, 1997, WOOLVEN et al, 1999). Die

Vy-Gensegmente verbinden sich mit zwei distinki€rRegioneny(la,ylb).
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Die Antigenbindung wird bei kameliden Schwere-Ketfantikbrpern von den
VHH-Doméanen ubernommen, die sich an jedem N-terlmmdnde einer der beiden
schweren Ketten befinden - Schwere-Ketten-Antikbrgend bivalent (Abb. 2.7).
Rekombinant produzierte VHHs sind mit einer Grof3e ¥6 kDa die kleinsten bekannten
physiologischen Antigen-bindenden FragmenteJYMbERMANS et al, 1994). Obwohl es
bei diesen Antikdrpern keine freieyW -Rekombination zur Steigerung der Vielfalt an
Paratopen geben kann, bilden sie doch ein sehr ngmdEhes Repertoire an
Antigenbindern aus. Tatsachlich wird das Fehlenhypervariablen Regionen der leichten
Kette durch die zum Teil extreme Verlangerung derhandenen CDRs der VHH,
insbesondere der CDR3, kompensiert. Die besondereDd&imanen-Struktur in
Verbindung mit der ausgepragten Verlangerung der CbR8ht die VHHs zudem zu
Spezialisten fur das Binden in Spalten und Vertighm auf dem Protein-Antigen, die
konventionellen Antikdrpern in der Regel nicht zugli&h sind (Abb.7A) (SIJLEMANS et
al., 2004; = GENsT et al, 2006). Schon bald nach ihrer Entdeckung konnézachiedene
Enzym-inhibierende VHHs hergestellt werden, diecuihre Bindung den Zugang zum
aktiven Zentrum blockierten (Abb. 7B) €BMYTER et al, 1996; LAUWEREYS et al, 1998;
TRANSUE et al, 1998; WNRATH et al, 2001). Da auch die ADP-Ribosyltransferase 2.2 der
Maus (MART2.2) ein aus einer tiefen Spalte bestedenéiktives Zentrum aufweist

Aktives Zentrum

Lysozym

konvexes

planares Paratop Aktives Zentrum
Paratop

Abb. 2.7: Antigenbindung durch V -V, -Doméanen und eine VHH-Doméne. Konventionelle
Antikorper, die Uber Antigenbindungsstellen aus V- und V -Doménen verfigen (A), bilden in der
Mehrzahl planare Paratope aus. Diese binden bevorzugt planare Epitopstrukturen. Die
untersuchten VHHs von Schwere-Ketten-Antikdrpern (B) formen hé&ufig konvexe Paratope aus,
denen vorzugsweise Spalten und Vertiefungen als Epitope dienen. Der hier gezeigte
Einzeldomé&nen-Antikérper cAbsLys3 bindet mit seiner weithervorragenden CDR3 (blau) in einem
solchen Epitop und blockiert auf diese Weise das aktive Zentrum (rot) des Huhner-Ei Lysozyms
(HEL). (A: pdb-code: 1IMEL, VHH cAbsLys3 anti HEL nach DESMYTER et al., 1996; B: pdb-code:
11C4, Mouse IgG1 F,, HYHEL-10 anti HEL nach SHIROISHI et al., 2001).
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(MUELLER-DIECKMANN et al, 2002), wurde zur Herstellung inhibitorischer Atiper ein

Lama mit mART2.2 immunisiert.

2.2 ADP-Ribosyltransferasen
2.2.1 Die enzymatische ADP-Ribosylierung

Die ADP-Ribosylierung ist, wie die Phosphorylierungine posttranslationale
Modifikation von Proteinen. Mono-ADP-Ribosyltransdsen (ARTs), Poly-ADP-
Ribosylpolymerasen (PARPs) und ADP-ribosylierende tdrédle Toxine binden
B-Nikotinamidadenindinukleotid BcNAD™) und katalysieren die Ubertragung der
Adenosindiphosphat-Ribosegruppe auf ein Sauerst&thwefel- oder Stickstoffatom
einer spezifischen Akzeptoraminosaure oder auf WaSsCOBSON & JACOBSON, 1989;
AKTORIES, 1992). Dabei wird Nikotinamid freigesetzt. Die diglyse der
hochenergetischen N-glykosidischen Bindung zwisch&hkotinamid und der
Ribosegruppe des NADproduziert eine freie Energie von -34,3 kJ/moATiAN et al,
1953). Diese Energie treibt die Katalyse des ADPeR&lgruppen-Transfers an (Abb. 2.8).

Arginin
B-NAD* + —
I -/ Zielprotein
/k“\ -~ ‘“‘NHZ HzN—\\ v
] NH ) - 4
o o !
0=P-0—_ o=p—o0—__O M _"\<_\
| | NH
5 )J o
0:!'3—9 HO' 9 0:l|‘—0 Ho' oH
[ b
NH, N,
MART2.2 - i

<;}‘
| N " N ..
L™ X ~
u 9 \u ADP-ribosyliertes
: ; 5

HO OH oS J)\ HO oH Zielprotein
o | S NH,
@

e

Nicotinamid

Abb. 2.8: Arginin-spezifische ADP-Ribosylierung von Proteinen durch die mART2.2. Bei der
ADP-Ribosylierung wird die ADP-Ribosegruppe von B-NAD® auf eine Aminoséureseitenkette im
Zielprotein Ubertragen. Dabei wird Nicotinamid freigesetzt. Dieser Prozess wird durch Ekto-ADP-
Ribosyltransferasen katalysiert. Viele Vertebraten-ARTs weisen Arginin-Spezifitat auf.
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Bei der Mono-ADP-Ribosylierung durch ARTs wird ein@zgdline ADP-Ribosegruppe
auf ein Zielprotein Ubertragen, wobei Arginin, st Asparagin oder Diphthamid (eine
posttranslational modifizierte Form des Histidirsls Akzeptoraminosauren fungieren
kénnen (KOCH-NOLTE & HAAG, 1997). Poly-ADP-Ribosylierung durch PARPs beginiit m
der ADP-Ribosylierung von Glutamatresten. In der geolwerden weitere ADP-
Ribosegruppen an die erste angehangt, die ihrera&-ribosyliert werden. Hierbei
entstehen verzweigte ADP-Ribose-Polymere, die asszbi 400 Monomeren bestehen
kénnen (RF et al, 1998). Daruber hinaus sind weitere ARTs bekanrgremnl
Akzeptormolekiile keine Proteine sind. Das Piermiis dem SchmetterlinBieris rapae
ADP-ribosyliert doppelstangige DNA an 2‘-Desoxy-@oain-Resten (AKAMURA -ENYA
et al, 2001; TOTSUKA et al, 2003). Mycobacterium smegmati®xprimiert eine
ADP-Ribosyltransferase, die das Antibiotikum Rifampi@an einer Hydroxyl-Gruppe
modifiziert und damit inaktiviert (QaN et al, 1999).

Einige ARTs, wie Cholera-Toxin, Pertussis-Toxin undt&a ART2b transferieren die
ADP-Ribosegruppe neben Zielaminosauren auch auf &jag®isen also zusatzlich eine
NAD-Glykohydrolase-Aktivitat auf (WAG et al, 1997).

Eine weitere Gemeinsamkeit von Phosphorylierung &mP-Ribosylierung ist ihre
Reversibilitat (DLKIEWSKA & Moss 1997). Die Entfernung des ADP-Riboserestes kann
durch ADP-Ribosylhydrolasen (ARHS)

oder Nukleotid-Pyrophosphatasen Ay e

phosphodiesterasen  (NPPs)  katalysi ppospnodiesterasen \ J“"m

werden (Abb. 2.9). Durch ADP- FD%.‘L,_.&‘ A" e

Ribosylhydrolasen wird die gesami o_.,i,c',,o ,.}'{,, "

ADP-Ribosegruppe vom  Zielproteit N'tl:

abgetrennt (Mss et al, 1997). Durch Sl

NPPs wird die energiereiche Bindun H:\-(m

zwischen den beiden Phosphatgruppen .. __

ADP-Riboserestes hydrolytisch gespalte Abb. 2.9: De-ADP-Ribosylierungs-
. . Mechanismen. Die ADP-Ribosylierung ist eine

so dass ein Ribosephosphat-Rest . potentiell reversible Proteinmodifikation.

Phosphodiesterasen (PDEs) und ADP-
Ribosylhydrolasen (ARHs) koénnen die ADP-

Hierdurch wird eine erneute ADP Ribosegruppe hydrolytisch entfernen. Pfeile
markieren die Angriffstellen dieser Enzyme.

modifizierten Protein zurickbleibt

Ribosylierung unmdoglich (¥LLMAYER et
al., 2003).

23



MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

2.2.2  ADP-ribosylierende bakterielle Toxine

1826 beschrieb IPRRE FIDELE BRETONNEAU erstmals eine Krankheit mit schwerer
Entzindung von Rachen und Mandeln difghthérite (Diphtherie). Achtzehn Jahre spater
wurde das Corynebacterium diphtheriaevon FRIEDRICH LOEFFLER als Erreger der
Diphtherie identifiziert und 1888 fiihrtenMEE Roux und ALEXANDRE YERSIN den
Nachweis dafir, dass ein Toxin, das vdoerynebacteriumsezerniert wird, fur die
Krankheitssymptome verantwortlich ist. Schon eirrJapéter gelang esmit VON
BEHRING und RAUL EHRLICH mittels der Immunisierung von Pferden ein sogetemn
Antitoxin herzustellen, mit dem das Diphtherie-Troxbekampft werden konnte. In
Anerkennung dieser Arbeiten bekammiE vON BEHRING 1901 den ersten vergebenen
Nobelpreis fur Medizin. Erst Uber 60 Jahre spéatennke gezeigt werden, dass das
Diphtherie-Toxin eine bakterielle ADP-Ribosyltransfee ist, die durch ADP-
Ribosylierung des eukaryotischen ElongationsfakteF®2, die Proteinbiosynthese der
betroffenen Wirtszelle vollstandig zum Erliegenngti (HONJO et al, 1968; BLL &
EISENBERG 1996).

Wie bei der Phosphorylierung wird auch durch diePARIbosylierung die Funktion des
modifizierten Proteins beeinflusst. Bei den meisdench bakterielle Toxine katalysierten
ADP-Ribosylierungen handelt es sich dabei um einkiblion der Funktion des
Zielproteins. In phototrophen Bakterien wRkhodospirillum rubrunmgibt es zudem einen
durch Anderungen im Tageslicht induzierten, revdesi ADP-Ribosylierungszyklus, der
die Aktivitat der Dinitrogenase Reduktase reguliexiglche ein Schlisselenzym der
Stickstofffixierung ist. Der Antagonist der Diniggenase Reduktase
ADP-Ribosyltransferase = (DRAT) ist die Dinitrogenase diRd¢ase ADP-
Ribosylglykohydrolase (DRAG) (UDDEN, 1994). Eine Ubersicht lber einige bakterielle
ADP-ribosylierende Toxine bietet die Tabelle 2.1.
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Tab. 2.1: Auswahl von ADP-Ribosyltransferasen der Prokaryoten. Eine Einteilung dieser
ARTs in funf Gruppen wird an Hand ihrer Zielproteine vorgenommen. Zielproteine und die in
diesen modifizierten Aminosauren sind angegeben. Eine Besonderheit stellt die Dinitrogenase
Reduktase ADP-Ribosyltransferase (DRAT) dar, die intrazellular exprimiert wird und nicht toxisch,
sondern regulatorisch wirkt. EF2 = eukaryotischer Elongationsfaktor 2; Ga = regulatorische
o-Untereinheit heterotrimerer G-Proteinen.

Bakterielle ART Organismus Zielprotein Aminosaure-

, , , ‘spezifitat
Diphtherie-Toxin (DT) Corynebacterium diphtheriaeEF2 Diphthamid
Exotoxin A (ETA) Pseudomonas aeruginosa EF2 Diphthamid
Cholera-Toxin (CT) Vibrio cholera Ga Arginin
heat labile enterotoxin
(LT) Escherichia coli Ga Arginin
SpvB Salmonella enterica G-Aktin Arginin
C2-Toxin Clostridium botulinum G-Aktin Arginin
lota-Toxin Clostridium perfringens G-Aktin Arginin
VIP2-Toxin Bacillus cereus G-Aktin Arginin
Exotoxin S (ExoS) Pseudomonas aeruginosa Ras-Proteine Arginin
Exotoxin T (ExoT) Pseudomonas aeruginosa Ras-Proteine Arginin
C3-Exotoxin Clostridium botulinum Rho-Proteine Asparagin
epidermal differentiation
inhibitor (EDIN) Staphylococcus aureus Rho-Proteine Asparagin
Pertussis-Toxin (PT) Bordatella pertussis Ga Cystein
DRAT Rhodospirillium rubrum Dinitrogenase Reduktase Arginin
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2.2.3

ADP-Ribosylierung durch eukaryotische ARTs

Die erste bei Vertebraten nachgewiesene Mono-ADPR$ilransferase war die ART1
(vormals: RABNAART), eine kleine Arginin-spezifisch&t®-ART im Skelettmuskel des

Kaninchens (BLKIEWSKA et al, 1992). Seitdem ist eine Familie ART1-verwandter

ADP-Ribosyltransferasen bei Mensch, Maus und and&&umgetieren kloniert worden

(GLowAck! et al, 2002). Sie werden in verschiedenen Geweben atsbmaastandige, mit

einem Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Aerlk versehene Ekto-Enzyme oder

als sezerniertes Enzym exprimiert und sind in emiaheitlichen Nomenklatur mit den

Bezeichnungen ARTL1 bis ART5 zusammengefasst wordeh.(210). Mitglieder dieser

Ekto-Enzymfamilie ADP-ribosylieren Proteine wie digegrine LFA-1 unda7 (NEMOTO

et al, 1996; DLKIEWSKA & Moss 1997), sowie ein Vielzahl anderer Oberflacherginat

(KrReBset al, 2005).

Gen- Kopienzahl Protein Expressions- Nachweis Aminosaure-
bezeichnung im Genom  GPl-verankert muster in Organismen spezifitat
(vormal) oder léslich
ART1 1 ‘ Muskel 2 £ Arginin
(RABNAART) - Herz j W
(MART) ¢ Lunge - ﬂ O
(YAC1) neut. Granulozyten
ART2 2 / : reife T-Zellen Arginin
Pta Paraloge \ ' f
FR:&J-U ( ) cuig onig m”_, g
(Rt6-2) ¥
ART3 1 ‘ Hoden i ?
(htMART) P Herz TR
(TART1) b Skelettmuskel i ﬁ Y
Lunge
Monozyten

ART4 1 Lymphatische L R ?
(LART) & Gewebe i

& Erythrozyten AR ﬁ b1
ARTS 1 Hoden W & Arginin
(TART2) Herz W I
(YAC2) Skelettmuskel  4my ﬂ N

Abb. 2.10: Mono-ADP-Ribosyltransferasen der Saugetieren.

Mit einem Glykosyl-Phosphatidyl-

Inositol-Anker (GPI-Anker) in Membranen verankerte ARTs sind mit einem Anker-Symbol im
Pac-Man kenntlich gemacht. Die Expression der ARTs ist meist auf bestimmte Gewebe
beschrankt. Die ART2-Gene kommen in Folge einer Genduplikation bei der Maus als Paraloge vor.
Das ART2-Gen ist im menschlichen Genom ein Pseudogen (g), dessen Translation durch drei
Stop-Kodons verhindert wird. Die meisten Vertebraten-ARTs sind Arginin-spezifisch. (Modifiziert,
nach KOCH-NOLTE & HAAG, 1997).
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Die Folge der ADP-Ribosylierung ist auch bei denagy@tischen ARTs in der Regel
eine negative Regulation durch Inaktivierung odémbition, z. B. der Zellproliferation.
Eine bemerkenswerte Ausnahme, die spater nédheaché&tt werden wird, stellt der
Purinorezeptor P2Xdar, der in der Maus durch ADP-Ribosylierung aktivivird (SEMAN
et al, 2003; ADRIOUCH et al, 2007).

2.2.4 Konservierte Strukturen der ART-Proteine

Alle  ADP-Ribosyltransferasen  weisen eine  einheidich charakteristische
dreidimensionale Struktur auf, die durch kristatigghische Rontgenstrukturanalysen
bakterieller ADP-Ribosyltransferasen und der ART2bRiatte (vormals: RT6) aufgeklart
wurde (GHOE et al, 1992; SXMA et al, 1993; SEIN et al, 1994; MUELLER-DIECKMANN et
al.,, 2002). In Anlehnung an das Arkade-Spiel der 1980ghre, werden ARTS in
schematischen Zeichnungen als ,Pac-Man® dargestel# Abbildung 2.11 zeigt die
Struktur der Ratten ART2b. Das aktive Zentrum der AR&steht aus einer tiefen Kerbe,
der ,Mundéffnung” des Pac-Mans, an deren Grundkdialytischen Aminosauren R, S
und E in einer hoch konservierten Lage zueinanalalisiert sind. Diese Spalte stellt das
Ziel eines potentiellen inhibitorischen Lama-Antigérs dar, da durch eine Bindung an

dieser Stelle die Interaktion der mART2.2 mit ihubstraten verhindert werden kann.

2.2.5 Die ART2 und ihre Funktionen auf T-Lymphozyten

Die urspringlich als Ratten T-Zell-Alloantigen chdemaisierte ART2 wurde auf Grund
ihrer  Strukturverwandschaft —mit  bakteriellen  ARTs s al membranstandige
ADP-Ribosyltransferase auf den T-Lymphozyten der &Ratentifiziert (KOCH-NOLTE et
al., 1996; HIELE et al, 1997). Bei der Ratte ist dART2Gen auf Chromosom 1 lokalisiert
und liegt in den zwei allelen VariantekRT2aund ART2bvor (BUTCHER, 1979). Fur
ART2a wurde NADase-, aber keine Transferase-Aktiggtgestellt. ART2b zeigt neben
NADase-Aktivitat auch eine Arginin-spezifische Adtodifikation nach Inkubation mit
NAD" (HAAG et al, 1995). Im Mausgenom gibt es zwei ART2-Paralode,diirch eine
Gen-Duplikation entstanden sinrdRT2.1undART2.2 liegen tandemartig auf Chromosom

7 und weisen eine 79%ige Sequenzidentitdt aoL(MANN et al, 1996). Beim Menschen
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Abb. 2.11: 3D-Stuktur der ART2b der Ratte ( Rattus norvegicus) und Pac-Man-Schema.

Interpretation der durch Roéntgenstrukturanalyse gewonnenen Daten: (A) Darstellung der
Sekundarstruktur-Elemente. Im N-terminalen Anteil liegen a-helikale Abschnitte. Darunter liegen
im C-terminalen Abschnitt B-Strange (braun), die zwei B-Faltblatter ausbilden. Diese B-Faltblatter
kénnen als ,Oberkiefer” und ,Unterkiefer" eines Pac-Man-Schemas (D) betrachtet werden. (B) Am
Grund des ,Mundes” dieses Pac-Mans, zwischen den beiden Kiefern, liegt das katalytische
Zentrum, das drei konservierte Aminoséauren R, S und E (rot eingefarbt) enthalt. NAD" (tiirkis), das
Substrat der ART2b, liegt im ,Mund” des Pac-Mans. (C) Eine um 90° versetzte Ansicht lasst die
Ahnlichkeit mit einem ,Pac-Man“ noch starker hervortreten (A-C: pdb-code: 10G3, nach MUELLER-
DIECKMANN et al., 2002).

liegt dasART2Gen auf Chromosom 11 (11g13) als Einzelkopie varqiNOLTE et al,
1993). Im Leseraster des Gens wurden drei voree®igp-Kodons identifiziert, wasRT2
beim Menschen und Schimpansen zu einem sogenaRs&rdogen macht fAG et al,
1994). In der Maus werdeART2.1und ART2.2auf Makrophagen (BING et al, 2007)
bzw. naiven T-Zellen exprimiert @CH-NOLTE et al, 1999).
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T-Zellen haben im Immunsystem zwei prominente Abéga als CD2 T-Helferzellen
unterstitzen sie die Aktivierung von B-Zelleny?) oder Makrophagen (jL) bei der
Abwehr von Pathogenen, als CD8ytotoxische T-Zellen téten sie virusinfizierte end
entartete korpereigene Zellengiyes & RoITT, 2000a, b). Reife, im Koérper zirkulierende
CD4" T-Zellen konnen Antigene erkennen, die ihnen aptifle auf MHC-Klasse-II-
Molekulen von professionellen Antigen prasentieendellen éntigen presenting cells
APZs) und B-Zellen oder im Falle von CD8-Zellen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen von
allen kernhaltigen Korperzellen prasentiert werdeoLLING et al, 2004; A EXANDER-
MILLER, 2005). Die Interaktion von T-Zellen mit der APZedinnt mit der
Kontaktaufnahme von membranstandigen Adhésionsnil@ek wie LFA-1, auf der
T-Zelle und I-CAM1 auf der APZ (RDERSON & SIAHAAN, 2003). Wenn der TCR ein
passendes Antigen erkennt, wird durch eine TCR-u&it@ Signaltransduktion eine
Konformations&nderung im LFA-1-Moleklul bewirkt, whe die Affinitdt des LFA-1
gegenuber I-CAM1 verstarkt. Die festere Bindung fldut Ausbildung der sogenannten
.immunologischen Synapse®. Dabei ordnen sich Komplaus LFA-1-Integrinen und |-
CAM1-Molekilen ringférmig um eine Gruppe von TCR-, @Hund CD4- oder CD8-
Molekulen an. Auch co-stimulatorische Molekiile w@®28 und B7 Molekile (CD80 und
CD86) sind beteiligt und vermitteln ein fur die efittgge Aktivierung der T-Zelle
essentielles zweites Signalf&oul et al, 1999).

Die ART2.2 der Maus katalysiert die ADP-Ribosylieruvigler Membranproteine, die
bei der Aktivierung und Migration von T-Zellen eiR®lle spielen (BNNAS et al, 2005).
Dies konnte zum Beispiel fir das Integrin LFA-1E(dDTO et al, 1996), den MHC I-Co-
Rezeptor CD8, die T-Zelloberflachenproteine CD27, CD&MD45 ((XAMOTO et al,
1998), ein unbekanntes, an der T-Zellaktivierunggitigtes 40 kDa Protein, das mit seiner
intrazellularen Doméane mit der p56Lck-Kinase adsdzist (WANG et al, 1997), sowie
den P2X%-lonenkanal (ARIOUCH et al, 2007) gezeigt werden. Die ADP-Ribosylierung
dieser Zielproteine fuhrt zu einer Reduktion derl@teliferation, Signaltransduktion ins
Innere der Zelle, Zielzelladh&sion sowie Zytotoizund Zytokin-Sekretion der T-Zellen.
Eine regulare Aktivierung von T-Zellen fuhrt zu em Absto3en der mART2.2 durch
TNF-alphaeonecting-enzymg@ACE) oder eine verwandte Metalloprotease, wasemier
stark reduzierten ART-Aktivitat korreliert @4L et al, 2000).
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2.2.6 Untersuchungssysteme fir die mART2.2-Aktivitat

Das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit war esmb-Antikdrper zu isolieren und zu
klonieren, die die enzymatische Aktivitatt der mARZ2inhibieren konnen. Um
herauszufinden, ob mMART2.2-spezifische Einzeldomakaikorper in der Lage sind
diese Anforderung zu erfullen, wurden drei ADP-Rid@sungs-Untersuchungen
durchgefuhrt. Dies sind zum einen die FACS-Analyseatheno-ADP-Ribosylierung von
Zelloberflachenproteinen durch die native membrangdene mART2.2 (KeBs et al,
2005) und zum anderen die FACS-Analyse des NAD-iedten ZelltodesNAD induced
cell death NICD), der durch die ADP-Ribosylierung des Purizeggors P2X durch die
native, membrangebundene mART2.2 eingeleitet wireMAS et al, 2003). AulRerdem
wurde die *P-ADP-Ribosylierung des Arginin-Analogons Agmatin ratu I8sliche,
rekombinante mART2.2 in Gegenwart von VHHs untersg@howAcki et al, 2002).

2.2.6.1 Enzymatischen Aktivitat der mART2.2 auf T-Zellerr ddaus

Auf T-Lymphozyten der Maus wird die mART2.2 als GRIankertes Ekto-Enzym
exprimiert. Steht das NAD Analogon etheno-NAD als Substrat zur Verfugung, so
katalysiert mART2.2 die etheno-ADP-Ribosylierung aedeberflachenproteine auf der
T-Zelle (KrReBs et al, 2005). Der monoklonale Antikdrper 1G4 bindet sf@zh an
etheno-Adenosin (YUNG & SANTELLA, 1988) und erkennt auch den etheno-Adenosin-
Anteil im etheno-NAD. Da es bisher nicht gelungen ist monoklonale Aimpler gegen die
ADP-Ribose oder ADP-ribosylierte Proteine herzustellermdglicht die Verwendung von
etheno-NAD den direkten Nachweis der ART-vermittelten Modifikaen von
Zelloberflachenproteinen. Hierzu wird eine FluomsAarbstoff-konjugierte Variante des
1G4-Antikorper genutzt, der so den Nachweis der m2RJAktivitdt im FACS
ermdglicht (Abb. 2.12).
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Abb. 2.12: Schema der e theno-APD-Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen durch
native, membranstandige mART2.2. mART2.2 kann etheno-NAD wie NAD als Substrat fir die
ADP-Ribosylierungsreaktion  dienen. Wahrend bisher kein  Antikbrper gegen den
ADP-Ribsosylanteil verfiigbar ist, kann die etheno-ADP-Ribosylierung durch den monoklonalen
Antikdrper 1G4 nachgewiesen werden, der sich gegen etheno-Adenosin richtet.
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2.2.6.2 Zytotoxische Aktivitat der mMART2.2 auf T-Zellen déliaus im
NICD

Der P2X-Rezeptor ist ein Mitglied der P2X-Familie, ATP-gastrter lonenkanéle. Die
Expression von P2xXkonnte auf vielen Zellen des Immunsystems nachegem werden,
so auch auf den T-Zellen von Maus und Menschr(BoRDI et al, 1996). P2X besitzt
zwei Transmembrandomanen, die Uber eine lange zeXukire Schleife miteinander
verbunden sind. N- und C-Termini sind zytoplasnatitokalisiert (D VIRGILIO, 2007).
Der von P2X gebildete lonenkanal formiert sich als Homotrindedes Monomer kann am
Arginin125 ADP-ribosyliert werden. Wie die Anlageg von ATP, so kann auch diese
kovalente Modifikation zur Offnung des lonenkantileren (ADRIOUCH et al, 2007). Im
geoffneten Zustand ist der Kanal fir monovalentel bivalente Kationen permeabel
(Abb. 2.13). In der Folge kommt es zu Kalziumeiostrin die Zelle, Kalium und Natrium
treten aus und das Membranpotential wird lokal y@scht. Innerhalb von Sekunden
erfolgt die Exposition von Phosphatidylserin (PB)eses Membranlipid ist bei vitalen
Zellen auf der Innenseite der Plasmamembran lo&elid ang anhaltende Aktivierung des
P2X7-Kanals fuhrt zur Bildung einer grol3en Pannexin-teRGELEGRIN & SURPRENANT,
2006), die die Aufnahme von Farbstoffen wie Ethidioimomid, aber auch den Austritt von
anderen Molekulen einer Gr63e von bis zu ca. 908 &s der Zelle erlaubt. Letztendlich
fiihrt dies zum Tod der Zelle. Da am Beginn diesgn8&iiransuktionskette die NAD
abhangige ADP-Ribosylierung von P2Xteht, wird dieser Mechanismus als NAD
induzierter Zelltod NAD induced cell deaiiNICD) bezeichnet (8vaN et al, 2003), P2X
als zytolytischer Rezeptor.

Der Verlauf der Apoptose kann im FACS verfolgt werdé@bb. 2.14). Zum Nachweis
des PS wird FITC-(Fluorescein isothiocyanate-)kgiges AnnexinV verwendet, ein
Protein mit hoher Affinitat fir dieses MembranlipiBer Tod der Zelle wird durch das
DNA-interkalierende Propidiumjodid (PI) erkennb&m Zuge zunehmender Dysfunktion
der Membran kann dieser Farbstoff nur in sterbendwh toten Zellen bis in der Kern
vordringen. Nach der Anlagerung an DNA verandet sias Emissionsspektrum des Pl in
charakteristischer Weise, so dass damit tote véalewi Zellen unterschieden werden

koénnen.
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Abb. 2.13: Schema der ADP -Ribosylierung des Purinorezeptors P2X; durch native ,
membranstandige mART2.2 und Einleitung des NICD. Auf murinen T-Zellen ADP-ribosyliert
MART2.2 den Purinorezeptor P2X;, wenn NAD als Substrat zur Verfigung steht. Ein P2X5-
Monomer ist Uber zwei transmembrane Regionen in die Membran integriert. Drei solcher
Monomere sind in einem Homotrimer organisiert und bilden einen lonenkanal, der im nicht
modifizierten Zustand geschlossen vorliegt. Werden die Monomere am Arginin125 ADP-ribosyliert,
so verandern sie ihre Lage zueinander und der lonenkanal wird geoffnet. Als Folge kommt es zum
Kalziumeinstrom in die Zelle, Kalium tritt aus. Vermittelt Gber bisher nicht genau geklarte
Signaltransduktionswege kommt es schlief3lich zum Tod der Zelle (Nach ADRIOUCH et al., 2007).
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Abb. 2.14: Verlauf des NICD bei T-Lymphozyten aus Wildtyp -, CD38KO- und
MART2.2KO-Maus. Phosphatidylserin (PS) befindet sich in vitalen Zellen auf der Innenseite der
Plasmamembran (AnnexinV-negative Zellen im unteren linken Quadranten des FACS-
Diagramms). Es tritt jedoch innerhalb von Minuten nach Zugabe des mART2.2-Substrates NAD"
auf der AulRenseite der Zelle auf, wo es mittels AnnexinV-FITC detektiert wird (AnnexinV-positive
Zellen im unteren rechten Quadranten). Nach chronischer Aktivierung des P2X,-Rezeptors durch
NAD-abhangige ADP-Ribosylierung sterben die Zellen und Propidiumjodid (PI) gelangt in den
Zellkern (PI-/AnnexinV-doppelt-positive Zellen im oberen rechten Quadranten).

Lymphknotenzellen einer Balb/c-Wildtyp-, einer BALB/c-CD38KO- und einer Balb/c-mART2.2KO-
Maus wurden nach B-Zell-Depletion ohne zusétzliches NAD® oder mit 200 uM NAD" fiir
30 Minuten bei 37 T inkubiert. Die Zellen wurden anschlie@Rend gewaschen und mit
AnnexinV-FITC und Pl angefarbt. Ohne NAD'-Zusatz von aufen zeigt sich die Wirkung des
endogenen NAD", das wahrend der Praparation der Zellen freigesetzt wurde. Bei Wildtyp-Zellen
(Tafel 1) ist ein Anteil von 15% der Zellen ,spontan” apoptotisch (AnnexinV-positiv), 18% der
Zellen sind tot (Pl-positiv). Nach Zugabe von 200 pM NAD" weisen 59% der Zellen PS-Exposition
auf (Tafel 2). Bei CD38KO-Zellen (Tafel 3) ist der Anteil AnnexinV-,spontan“-positiver Zellen mit
48 % strak erhoht. Eine durch die Abwesenheit der NADase-Aktivitédt von CD38 bewirkte hthere
Verfiigbarketi von NAD" bewirkt eine Verstéarkung des mART2.2-vermittelten NICD. Dass der NICD
MART2.2-abhangig ist zeigen die Untersuchungen von mART2.2KO-Zellen, wo kein ,spontane”
Apoptose zu beochaten ist (Tafel 5). Auch unter Zugabe von hohen Dosen NAD" bleibt die
Population AnnexinV-positiver Zellen mit 6% sehr klein (Tafel 6). Ein Anteil von etwa 10% der
Zellen tritt immer als Pl-positiv auf und ist wahrscheinlich auf mechaisch Zerstérung von
T-Lymphozyten wahrend der Praparation aus dem Lymphkonten zurtickzufiihren (Nach KREBS et
al., 2005).
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2.2.6.3 *P-ADP-Ribosylierung von Agmatin durch mART2.2

Das kleine Arginin-Strukturanalogon Agmatin kannewArginin selbst durch die
MART2.2 ADP-ribosyliert werden. Lauft diese Reaktion Gegenwart von radioaktiv
markiertem®*’P-NAD" ab, so wird Agmatirt?P-ADP-ribosyliert und kann radiometrisch
erfasst werden (Abb. 2.15).

Fir die Untersuchung der inhibitorischen Effekten \Einzelketten-Antikdrpern auf die
MART2.2-Aktivitat ist das Arginin-Analogon Agmatirom besonderem Interesse, da es ein

sehr kleines Molekil ist.

N,

Agmatin
2p_ANAD* + 8 - /_/ 32p_ADP-ribosyl-Agmatin
4
HN —NH,
M"ﬂz _\NH _/ o
o i o /NH
:|:=—0 o| o:r:'—o A m\}l\m
o O IR
O?IHT_O HG oH * 0r'--||=—0 HO oH
o Q
NH, Nit,
S e I8sliche i
A mART2.2 A N
\NA\N/) N "/)

7 \Q
) a o
HO oH § (\TJ\NH? o om
g

Nicotinamid

Abb. 2.15: Schema der *P-ADP-Ribosylierung des Arginin -Analogons Agmatin durch
l6sliche mMART2.2. Bei der Verwendung von *P-B-NAD® in der mART2.2-katalysierten
ADP-Ribosylierung von Agmatin wird die radioaktive Markierung auf das Reaktionsprodukt
32P-ADP-ribosyI-Agmatin Ubertragen.
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2.3 Phagen-Display-Technologie

Die Phagen-Display-TechnologieM8H, 1985) erlaubt die Selektion von Antikérpern,
Proteinen und Peptiden gegen bekannte wie unbekakmigene. Die namengebenden

Bakteriophagen sind  Viren, die

Kopfregion

Bakterien befallen und die Replikatio
Fremdes

ihrer eigenen DNA initieren. Am Protein

= plll (5x, 43 kDa)
" pVI (5x, 12 kDa)

haufigsten findet hierbei der filamentos

Bakteriophage M13 Verwendung (Abk

2.16 & 2.17), die einzelstrangige DN/ Phagemid-_ "
eKtor
in den mannlichen Sexpilus vda coli —
—Gen

injizieren kénnen, wobei die
Kontaktaufnahme uber die plll-Protein ﬁ Eﬁ

- . 1 4
der Kopfregion des Phagen erfolgt. Di 2 5 oVIIl (ca. 2700, 5 kDa)
Prinzip der Phagen-Display-Technolog w

v plX (5%, 3.5 kDa)

besteht darin, Fremd-DNA, die fir ei \
pVII (5%, 3.5 kDa)

Peptid oder Protein kodiert, in einen

Phagenpartikel zu verpacken und dA’EJb. 2.16: Struktur des filamentosen Phagen

Peptide oder Proteine auf der OberflacM13 (schematisch). plil, pVI, pVill, pVIl und plX

sind die Bezeichnungen der Hillproteine. Die
des Phagen zu prasentieredisplay). Angaben zur Kopienzahl beziehen sich auf jeweils
einen Phagen. Fremdproteine werden meist, wie
hier gezeigt, an die Proteine plll, seltener an pVI

Verkniipfung  von  Genotyp undusioniert.

Auf diese Weise erfolgt eine

Phanotyp.

Eine Phagen-Display-Bibliothek ist eine Ansammlumghhangiger Klone, von denen
jeder eine andere Fremd-DNA enthélt. Diese DNA, fdreeinen Antikdrperfragment, ein
Protein oder ein Peptid kodiert, ist zwischen esignalpeptid-Sequenz und das Gen fur
ein Phagen-Hillprotein kloniert, was sichersteldass das fremde Protein als

Fusionsprotein mit dem Hullprotein synthetisiertdvi

Abb. 2.17: Negativkontrast Elektronenmikrographie e ines M13 Bakteriophagen .
Balken =200 nm.
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In der vorliegenden Arbeit dient das Hullproteitig(plll) als Fusionspartner fur VHH-
Doménen. Dieses ist in funffacher Kopienzahl in Hepfregion des Phagen lokalisiert
(Abb. 2.16). Als sogenannter Phagemid-Vektor wuder Expressionsvektor pHEN2
verwendet (Abb. 2.18). Dieser verfligt Gber die berknlichen Replikationselemente eines
Plasmids ¢olE1 ori), vereinigt diese jedoch in sich mit den flie dReplikation als
Phagengenom bendtigten  Eigenschaften (M13 ori). Vahesem zweiten
Replikationsursprung aus konnen nach denolling circle“-Prinzip Konkatemere
synthetisiert werden, die, wie ein Phagengenom,revith des Zusammenbaus neuer

Phagenpartikel zu Einzelkopien zurechtgeschnittehuerpackt werden.

Bei der Verwendung von Phagemic lac promoter
B N

Vektoren ist die Superinfektion mit einer . PelB leader

sogenannten Helfer-Phagen notwencE! o1 Neol
(z. B. M13KO7). Dieser injiziert ein

komplettes Wildtyp-Phagengenom, vc

VHH

PHEN2.VHH-MycHis .,

. ) ~ 4900 bp 6xHis tag
dem anschlieRend alle Phagenhllprotei ~ :;Tﬁ’k'gtag
exprimiert werden. Beim Zusammenflge
neuer Phagenpartikel werden dann sow: L Midg3p

Wildtyp-Kapside als auch

Ocher

Fusionsproteine  von  Hill-  unc f on _
Abb. 2.18: Phagemid -Vektor p HEN2. Dieser
Fremdprotein verwendet. Diese werdExpressionsvektor verfligt neben dem colE1l ori
auch Uber einen M13 ori, der eine ,rolling circle®-
auf der Oberflache des Phagen prasentireplikation  erlaubt.  Hier  dargestellt ist
. . Konfiguration fur ein Fusionsprotein einer VHH mit
Durch Kontrolle des Expressionsnivealgem phagen- Hiillprotein 1ll. Zwischen beiden
Fusionspartnern ist ein Amber Stop-Kodon (TAG)
lokalisiert.

zur Wildtypform gesteuert werden. In den

des Fusionsproteins kann das Verhalt

Phagenpartikeln wird der Phagemid-Vektor verpatfer-Phagengenome, die ebenfalls
verpackt werden, vermitteln nach Infektion von meu&irtszellen nicht die gleiche
Antibiotikaresistenz, wie der Phagemid-Vektor (Athpind kénnen tiber Selektionsdruck

eliminiert werden.

Zur Gewinnung der Immunglobulingene wurden B-Zellans peripheren Blut-
Lymphozyten eines mit dem Zielantigen immunisierteamas isoliert. Die VHH-Gene
wurden durch reverse Transkription und Amplifikati@aus B-Zell-RNA gewonnen.
Anschlielend war auf Grund der besonderen Einzeddem Struktur der VHH nur ein

einzelner Genabschnitt pro Phagemid-Vektor zu klier, um mit der Herstellung einer
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VHH-Bibliothek beginnen zu kénnen (Abb. 2.19 B). Distllt einen grol3en Vorteil
gegenuber der Konstruktion einer Phagen-Bibliothek lkonventionellen Antikdrpern dar,
fur die sowohl V- als auch Y-Gene durch eine RT-PCR amplifiziert werden muissen.
Zudem konnen die zwei amplifizierten variablen Gamsente nur ungerichtet kombiniert
werden, was in einer geringen Zahl funktionellear@agen resultiert. In einen Phagemid-
Vektor kloniert, der zusatzlich fur eine kurze Reégptquenzlinker) kodiert, die die beiden
Domaéanen auf einer Peptidkettesingle chain fragment variablescFv) miteinander
verbindet, werden sie zur Herstellung einer scFJi@iiek genutzt (Abb. 2.19 A)
(WINTER et al, 1994).

A Vy-Protein| B
Linker rscFv VHH-Protei
V, -Protein J
2 plll \ plll
.
~pVI [ ) pVi
@ -4 > —
o O g“‘- e
Phagemid-_ | %ﬁ--"VH'Ge” Phagemid-_ /< ~—VHH-Gen
Vektor H ( Linker-Sequenz Vektor ? Q
® 'Z;_%----VL—Gen Q 2 Gen i
/ (

O

A

y
N
OO0

L
K

Abb. 2.19: (A) Rekombinanter Phage mit plll-scFv-Fu sionsproteinen. Die auf dem Phagen
préasentierten scFv-Proteine werden auf dem im Inneren des Phagen verpackten Phagemid-Vektor
von den Vy- und V -Genen kodiert. Wird ein Phagenpartikel auf Grund der Bindeeigenschaften
dieser scFv-Proteine selektiert, wird auch der fur diese kodierende Phagemid-Vektor selektiert.
(B) Rekombinanter Phage mit plll-VHH-Fusionsporteine  n. In seinen Funktionen identisch mit
einem scFv-Phagen, bietet ein VHHs préasentierender Phage den Vorteil einer einfacheren und
effizienteren Herstellung des Phagemid-Vektors.

Bibliotheken, die wie hier aus Material konstruierrden, das von einem immunisierten
Tier stammt, sogenannte Immuno-Bibliotheken, sindantigenspezifischen, hoch affinen
Antikorpern angereichert; ein Effekt, der durchridte Expansion und Affinitatsreifung im
Immunsystem des Spenderorganismus verursacht sirdkschnitt 2.1). Ein Vorteil der
Nutzung von Immuno-Bibliotheken gegeniber randomtisie synthetischen oder semi-
synthetischen Bibliotheken ist die sehr hohe Walwisdichkeit einen Klon mit hoher
Affinitat zum Antigen zu selektionieren ¥&H et al, 2005). Eine grundlegende
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Voraussetzung hierfur ist, dass das Repertoirerddel Bibliothek vertretenen Antikorper

grol3 genug ist.

2.3.1 Selektionsmethoden

Das Ziel der Phagen-Display-Technologie ist es,igeefPhagen, die ihr Zielantigen mit
hoher Affinitat binden, aus einem groRen Uberschuass Phagen-Klonen zu selektieren,
die das Antigen nicht oder mit schwacherer Affinitinden. Dies wird durch multiple
Selektionsrunden erreicht (Abb. 2.20), in denenRigge an das Antigen bindet und nicht
bindende Phagen durch Waschen entfernt werden. hhe@end werden spezifisch

bindende Phagen eluiert und amplifiziert.

In dieser Arbeit wurde fir die Selektion einerseits einem sogenannten
Festphaseiifanning (CLACKSON et al, 1991; MhRKs et al, 1991; QRIFFITHS et al, 1994)
aufgereinigtes, an ein MaxiSorb-Réhrchen immoleiltes Antigen verwendet.
Andererseits wurde die Selektion spezifischer Phage intakten mART2.2-transfizierte
Lymphomzellen durchgefiihrt €€& GAREN, 1995; UTI et al, 2002). Auf eine Elution der
Phagen aus dem Rohrchen bzw. von den gewascherien Zelrde dabei verzichtet, um
keine Phagenpartikel durch die harsche Behandlungedieren. Stattdessen wurden fir
eine Infektion in log-Phase wachsende, suszeptbleolis mit den Phagen-Zell-

Komplexen co-inkubiert.
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Phagen-Bibliothek
Entfernung nicht
Antigen-spezifischer
Phagenpartikel durch /

Waschungen g

Selektion Phage mit
> Antigen-spezifischer
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/ \ Elution
A |
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Abb. 2.20: Schematischer Ablauf eines Selektionszyk lus der Phagen-Display-Technik. Nach
der Herstellung einer Phagen-Bibliothek werden Antigen-spezifische Phagen durch

Panning-Verfahren angereichert: Bindung spezifischer Phagen an immobilisiertes Antigen und
Entfernung nicht-spezifische Phagen durch Waschen.
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3 Material

3.1 Laborgerate
Gerat Model
Analysenwaage Typ 1412
Autoklav Varioclav
Modell 2540 EK
Durchflusszytometer FACSCalibur

Entwicklungsmaschine
FolienschweiRgerat
Fotodokumentation

(digital)
FPLC-Anlage
Gelelektrophorse -

DNA/RNA
Gelelektrophorese -
Protein
Gelfiltrationssaule
Geldokumentation
Glasgefalie
Goldkopplungsanlage
Heizblock
Inkubator

Inversmikroskop
Kontaminationsmonitor
Kihltruhe (-80C)
Magnetrihrer
Mikropipetten
Mikrowelle
PCR-Maschinen

Photometer

Pipettierhilfe
Schiittelinkubator

Sicherheitswerkbank

Spannungsquelle

Stickstofftank
Tischzentrifugen

Transiluminatortisch
Wasserdeionisation
Werkbank
Zentrifugen

Zentrifugen-Rotoren

Processor FPM-100A
Vacufix electronic

Digitalkamera DP500
AKTAprime

Modell 40-0708
Novex Xcell SureLock Mini-
Cell
Sephadex 75 16/60 HiLoad
Edas290 & Kamera DC290
Flaschen, Kolben, e.t.c.
tubing prep station
Thermomixer kompakt
B6060
Incubat

Contamat FHT 111 M
HFC 586 Basic
RCT S 26
Typ ,Research”

M 637 EC
TGradient
T3000 Thermocycler
Ultraspec 2000
SmartSpec™3000
"Express"
ECOTRON
UNITRON
Herasafe HS12/2

High Voltage Power Pack
P30

Power Pac 200
K-Serie
5415D
5417R
Typ TI'1

MilliQ synthesis

Gelaire Class 100
Rotanta 460 R
RC 26 PLUS
SA-300
SLA-3000

Hersteller/Lieferant

Sartorius (Goéttingen)

H+P (Oberschlei3heim)
Tuttnauer (Hauppauge, NY, USA)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Fuji Photo Film GmbH (Duisseldorf)
Petra electric (Burgau)

Olympus (Hamburg)

Pharmacia Biotech (Freiburg)

pegLab Biotechnologie (Erlangen)
Invitrogen (Karlsruhe)

GE Healthcare (Munchen)
Kodak (Stuttgart)

Schott (Mainz)

BioRad (Minchen)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Hanau)

Melag (Berlin)

Leitz (Wetzlar)
Eberline (Erlangen)
Heraeus (Hanau)
Omnilab (Bremen)
Eppendorf (Hamburg)
Miele (Gutersloh)
Whatman Biometra (Géttingen)
Whatman Biometra (Goéttingen)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
BioRad (Minchen)
Falcon (Heidelberg)
inforsHT (Bottmingen, Schweiz)
inforsHT (Bottmingen, Schweiz)
Heraeus (Hanau)

Whatman Biometra (Géttingen)

BioRad (Miinchen)
Tayler-Wharton (Husum)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Whatman Biometra (Géttingen)
Millipore (Schwalbach/Ts.)
Gelman (Singapur)
Hettich (Tuttlingen)
Sorvall
Sorvall
Sorvall
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3.2 Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel

Format/Volumen

Hersteller/Lieferant

Blott-Karton
Combitips
Dunnschicht-
chromatographieplatten

Diafiltrationseinheit
Einwegspritzen
Erlenmeyerkolben
FACS-Ro6hrchen

Filme

Filtrationseinheit (steril)
Handschuhe
Kandlen
Kryoréhrchen
Kulturschalen
Mikrotiterplatten

Nitrocellulosemembran

Parafilm

Polyacrylamid-Gele

Polyvinylidendifluorid-

Membranen (PVDF)
Pipettenspitzen
Reagiergefalie

Rohre (PP)
StrataClean resin

Transformations-Ro6hre

Zellsiebe

GB 003
verschiedene GrofRen

20x20 cm, PEI-Cellulose F

Vivaspin20, MWCO 10000
Vivaspin20, MWCO 30000
verschiedene Gréf3en
250 ml, PP

5ml, PP, Rundboden

Hyperfilm ECL
Biomax X-ray film MR; MS
Steriflip, Stericup
Safeskin
verschiedene GrolRen
1ml
10 cm
96 well V-Boden
96 well U-Boden
Hybond-C, 0.45 ym

NuPAGE precast Gele

ImmobilonP

verschiedene GréfRen
0.2ml/1.5ml/2.0 ml

15 ml, 50 ml

round-bottom tube, PP 14
ml

Nitex Membran (80 um)
Cellstrainer (70 uM)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Eppendorf (Hamburg)

Merck (Darmstadt)

Satorius (Gottingen)
Satorius (Gottingen)
Braun (Melsungen)
Corning, Inc. (Acton, MA, USA)
Falcon/BD Biosciences
(Heidelberg)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
Kodak (Stuttgart)
Millipore (Billerica, MA, USA)
Kimberly-Clark (Koblenz)
Braun (Melsungen)
Sarstedt (NUmbrecht)
Greiner (Solingen)
Greiner (Solingen)
Greiner (Solingen)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
Pechiney Plastic Packaging
(USA)
Invitrogen, Paisly
(GroRbritannien)
Boehringer Ingelheim
(Ingelheim)

Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Falcon/BD Biosciences

(Heidelberg)
Stratagene (La Jolla, CA, USA)
Falcon/BD Biosciences

(Heidelberg)
Cadisch Precision Meshes Ltd.
(London, GroRRbritannien)
Becton Dickinson (Heidelberg)

3.3 Chemikalien, Wasser und radioaktive Substanzen

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle isedi@rbeit verwendeten Chemikalien
von den Firmen Aldrich (Minchen), Amersham (Piseaty NJ, USA), BioMol
(Hamburg), BioRad (Minchen), Boehringer (Mannheimyk& (Neu-Ulm), Invitrogen
(Karlsruhe), Mallinckrodt Baker (Deventer, Niededaf), Merck (Darmstadt), OMNI Life
Science (Bremen), Roth (Karlsruhe), Roche (MannheSe)ya (Heidelberg) und Sigma

(Minchen) in hochstmoglicher Qualitat bezogen.
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Das zum Ansetzten samtlicher Medien verwendete ®asairde zuvor Uber eine
Aufbereitungsanlage (Milli-Q Water System, MilliggrBredford, MA, USA) bis zu einer
Qualitat vonaqua bidestaufgereinigt. Pufferlosungen, die fur die Arbeiit rRroteinen
vorgesehen waren, wurden migua ad injectabiliaqBaxter, Lessines, Belgien) angesetzt.
Polymerase-Kettenreaktionen sowie Primer-Lésungamd@n mit LiChrosolv-Wasser

(Merck, Darmstadt) angesetzt.

Sofern erforderlich, erfolgte eine Sterilisatiorrciu Autoklavieren (30 Minuten, 121°C)
in einem Table Top Autoclave Modell 2540 EL dernfar Tuttnauer oder Filtration

(PorengréfRe: 0,22 uM).
Nikotinamid-Adenin-[Adenylat?P]-dinukleotid-?P-NAD) (~ 37 TBg/mmol)  wurden

Uber die Firma GE Healthcare (Buckinghamshire, Brd)ldbezogen.

3.4 Medien
Bezeichnung Komponenten Hersteller/Lieferant
Bakterien-Kulturen
LB-Medium Invitrogen (Karlsruhe)
LBcan-Medium LB-Medium Invitrogen (Karlsruhe)

100 pg/ml Carbenicillin Serva (Heidelberg)

LB-Agar BD Difco (Heidelberg)
LBca-Agar LB-Agar
100 pg/ml Carbenicillin

Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)

2xYT-Medium BD Difco (Heidelberg)

2XYTcan-Medium 2xYT-Medium

100 pg/ml Carbenicillin

BD Difco (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)

2XY T carikan-Medium

2XYTCarb/G|u-MediU m

2xYT-Medium
100 pg/ml Carbenicillin
30 pg/ml Kanamycin

2xXYT-Medium
100 pg/ml Carbenicillin
2% Glucose (w/v)

BD Difco (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Roche (Basel, Schweiz)

BD Difco (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)

Eukaryotische Zellkultur
RPMI1640

RPMI1640 (komplett)

RPMI1640

10% Fotales Kalberserum

2 mM L-Glutamin
1 nM Natriumpyruvat

GibcoBRL (Karlsruhe)

GibcoBRL (Karlsruhe)
Biochrom (Berlin)
GibcoBRL (Karlsruhe)
GibcoBRL (Karlsruhe)
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3.5

Bezeichnung

Losungen und Puffer

Komponenten

Hersteller/Lieferant

Stammlésungen

AEBSF-Stamml6ésung 100 mM  AEBSF MP Biomedicals (Irvine, CA, USA)
Carbenicillin-Stammlésung 100 mg/ml  Carbenicillin Serva (Miinchen)
Geneticin-Stammldsung 50 mg/ml  Geneticin GibcoBRL (Karlsruhe)
IPTG-Stammlésung 1M IPTG Fermentas (St. Leon-Rot)
Lysozym-Stammldsung 10 mg/ml  Lysozym Roche (Basel, Schweiz)
Puffer fur Arbeiten mit
DNA
DNA-Probenpuffer Orange G (10x) 50%  Glycerol OMNI Lifescience (Bremen)
50% 20x TAE GibcoBRL (Karlsruhe)
1 Sptl.sp. Orange G Merck (Darmstadt)
Puffer fur die
Proteinbiochemie
AnnexinV-Bindepuffer (10x) 1,4M NaCl Baker (Deventer, Niederlande)
25mM  CaClI2 Merck (Darmstadt)
0,1M HEPES Merck (Darmstadt)
Blockpuffer 10%  Milchpulver Roth (Karlsruhe)
in PBS GibcoBRL (Karslruhe)
Colloidal Blue Stain Kit Invitrogen (Karlsruhe)
Elutionspuffer pH 3.5 150 mM  NacCl Baker (Deventer, Niederlande)
(Protein G) 0,58%  Essigsaure Merck (Darmstadt)
pH 3.5 mit Merck (Darmstadt)
Natronlauge
Elutionspuffer pH 4.5 150 mM  NaCl Baker (Deventer, Niederlande)
(Protein A) 0,58%  Essigsaure Merck (Darmstadt)
pH 4.5 mit Merck (Darmstadt)
Natronlauge
Elutionspuffer pH 2.7 0,1 M Glycin Merck (Darmstadt)
(Protein G/A) pH 2.7 mit Merck (Darmstadt)
Salzsaure
Gel-Dry Drying Solution Invitrogen (Karlsruhe)
HBS 120 mM  HEPES Merck (Darmstadt)
150 mM  NacCl Baker (Deventer, Niederlande)
pH 7.4 mit Merck (Darmstadt)
Salzséure
IMAC-Waschpuffer 50 MM  Na-Phosphat- Merck (Darmstadt)
Puffer, pH8
300 mM  NaCl Baker (Deventer, Niederlande)
10 mM  Imidazol Merck (Darmstadt)
IMAC-Elutionspuffer 50 MM  Na-Phosphat- Merck (Darmstadt)
Puffer, pH8
300 mM  NacCl Baker (Deventer, Niederlande)
250 MM Imidazol Merck (Darmstadt)
LDS-Ladepuffer Invitrogen (Karlsruhe)
MES-Laufpuffer Invitrogen (Karlsruhe)
PBS (D-PBS) Invitrogen (Karlsruhe)
Transferpuffer Invitrogen (Karlsruhe)
TS-Lysepuffer 30mM  TrisHCI, pH 8.0 Merck (Darmstadt)
20%  Saccharose Merck (Darmstadt)
500 MM AEBSF MP Biomedicals (Irvine, CA, USA)
1%  Lysozym Roche (Basel, Schweiz)
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3.6 Oligonukleotide

Oligonukleotide fur den Einsatz in der Polymerasgt&reaktion wurden mit Hilfe des
Programms  ,Net  Prime*  (http://www.premierbiosoftametprimer/netprlaunch/
netprlaunch.html) entworfen und analysiert. Die tBgse wurde durch die Firma MWG
(Ebersberg) ausgefihrt.

3.6.1 Oligonukleotide fur die PCR-Amplifikation des
VHH-Repertoires

Fur die Amplifikation des VHH-Repertoires aus deDNA von peripheren

Blut-Leukozyten des Lamas wurden zwei separate Ppaaeungen verwendet:
1. Fur VHHs vom 1gG2-Subtypdng hinge Ih):

Lamb8: 5-GCT GGA TTG TTA TTA TCT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
GAT GTG ACG CTG CAG GCG TCT GGR GGA GG-3

VHG6: 5’-GAT GGT GAT GAT GAT GTG CGG CCG CTG GTT GTG GTTTG GTG
TCT TGG G-3

2. Fur VHHs vom IgG3-Subtyskort hinge sh):

Lamb7: 5GCT GGA TTG TTATTA CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG
GTS MAR-3’

VH1: 5’-GAT GGT GAT GAT GAT GAT GTG CGG CCG CTG GTT & GTT TTG
GTG TCT TGG G-3'.

3.6.2  Oligonukleotide fir die Sequenzierung

Fur die Sequenzanalyse von Insertionen in den Phidgéektor pHEN2 wurden zwei
Primer verwendet: 1. Fur die Sequenzanalyse tm35Richtung der inserierten DNA,
LMB3: 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'. 2. FlUr die Sequenzalyse in 3=5'-
Richtung des inserierten DNS-Fragments, fdSeql:GARTT TTC TGT ATG AGG-3'.
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3.7 Antikorper

Antikorper/Protein Spezies Fluorochrom Hersteller/Lieferant
Primarantikorper
anti-etheno-Adenosin Maus UKE (Hamburg)
anti-etheno-Adenosin Maus Alexa488 UKE (Hamburg)
anti-c-Myc(9E10) Maus FITC Santa Cruz Biotech
(Santa Cruze, CA, USA)
anti-Maus Ratte FITC

Sekundarantikdrper
anti-Maus-CD3 Hamster APC Pharmingen (Heidelberg)
anti-Maus-CD4 Ratte APC Pharmingen (Heidelberg)

Affinie Proteine
AnnexinV FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
(anti-Phosphatidylserin)

3.8 Enzyme

Enzym Hersteller/Lieferant

Restriktionsendonukleasen

Dpnl (20,000 U/ml) New England Biolabs (Frankfurt)

Notl (10,000 U/ml) New England Biolabs (Frankfurt)

Ncol (10,000 U/ml) New England Biolabs (Frankfurt)

DNA-Polymerasen

KOD Hot Start DNA-Polymerase Novagen-Merck (Darmstadt)
AmpliTag GOLD DNA-Polymerase Applied Biosystems (Forster City, CA, USA)

Andere Enzyme
Lysozym Fermentas (St. Leon-Rot)
T4-Ligase Invitrogen (Karlsruhe)

3.9 Bakterienstamme

Fur die Produktion rekombinanter Phagenpartikel uddée Herstellung von
Phagen-Bibliotheken wurdek. coliZellen des Stammes TG1 (Amersham) verwendet.
Zellen dieses Stammes besitzen die genetische miatmn fir eine zusatzliche
Transfer-RNA, die das Amber Stop-Kodon (TAG) erkeriese veranlasst anstelle des
Abbruchs der Proteinbiosynthese den Einbau einegaf@hts in eine neu synthetisierte
Polypeptidkette. TG1 ist ein sogenannter ,SuppmreSsamm®. Im Genotyp ist dies mit

»SUPE vermerkt.
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Zur Expression von rekombinanten Einzeldomanenk@®npiern unter Nutzung des
Phagemid-Vektors pHENZ2 wurdek. coli-Zellen des Stammes HB2151 (Amersham)
genutzt. In Zellen dieses Stammes bricht die Ribtesynthese am Amber Stop-Kodon
(TAG) ab. HB2151 ist ein sogenannter ,Nicht-Suppoes&tamm®.

Fur die Transformation von Ligationsansatzen wurdénakompetente XL10-GOLD

E. coliZellen (Stratagene) verwendet.

TG1: K12 D(ac-pro), supE thi, hsdD5/F’[traD36, proAB, laclqg, lacZDM15]

HB2151: K12 Dlac-pro), ara, nalr, thi/F’[proAB, laclg, lacZDM15]

XL10-Gold: TetrDgncrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mjt73 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl ladHte [F proAB lacgZDM15Tn10 (Tetr) Amy Camr].

3.10 Vektoren

Vektor Verwendungszweck Quelle

pHEN2 Phagemid-Vektor GoLDBAUM FA
Proteinexpression, prokaryotisch

pPASK60.mART2.2 Proteinexpression, prokaryotisch

pME18Sneo Proteinexpression, eukaryotisch DNAX Research Institute
pME18Sneo.mART2.2 Transfektion UKE, Institut fir Immunologie
genetische Immunisierung
pPME18Sneo.m-rART2.2 Transfektion UKE, Institut fir Immunologie
pME18Sneo.r-mART2.2 Transfektion UKE, Institut fir Immunologie

3.11 Mausstamme

Mausstamm Quelle

Balb/cByJ (Wildtyp) Jackson Laboratory (ME, USA)

FRANCES E. LUND

EREECIDEE 1O (Trudeau Institute, Saranac Lake, NY, USA)

C57BL/6J (Wildtyp) Jackson Laboratory (ME, USA)

Alle Mause wurden in der zentralen Versuchstietmgtdes UKE gezilchtet.
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3.12 DC27.10-Lymphomzelllinien

Die T-Zell-Lymphomzelllinie DC27.10 aus der Maus derin RPMI1640 (Gibco) unter
Zusatz von 5% fetalen Rinderserums (v/v) bei 37°@iiver Atmosphéare mit 5% GO
kultiviert. In dieser Arbeit wurden insgesamt dr&liabil transfizierte Varianten des
DC27.10-Lymphoms verwendet.

1.) DC27.10_mART2.2: hohes Expressionsniveau von Rifdsyltransferase 2.2 aus
der Maus (mART2.2) als GPI-verankertes, membrangaeadZelloberflachenprotein.
2.) DC27.10_m-rART2.2-Chiméare: hohes Expressionsuoivemer Chimaren Form der
ADP-Ribosyltransferase 2.2. Die N-terminalen 105 Ams&uren entsprechen der Maus-
Sequenz der ART2.2, wahrend die darauf folgendenn@Aséiuren 106 bis 225 der
Rattensequenz entnommen sind. Auch dieses Protemd wais GPIl-verankertes,
membranstandiges Zelloberflachenprotein exprimi@rt.DC27.10_r-mART2.2-Chimére:
hohes Expressionsniveau einer Chiméaren Form der RDBsyltransferase 2.2. Die
N-terminalen 105 Aminoséuren entsprechen der R&e&zuenz der ART2.2, wahrend die
darauf folgenden Aminosauren 106 bis 239 der Mapussez entnommen sind. Auch
dieses Protein wird als GPIl-verankertes, membradegés Zelloberflachenprotein

exprimiert.

3.13 Lama ,Matahari”

Das Lama Matahari gehort zur Spezlemma glama(Fam. Camelidag¢ und wird in
Mecklenburg-Vorpommern auf einem Oko-Bauernhof ireai Holzstall gehalten. Taglich
besteht fur das Tier die Mdglichkeit sich frei aiher mehrere hundert Quadratmeter
grol3en, eingefriedeten Wiese zu bewegen. Die Halarfolgt in einer Gemeinschaft von
anfanglich zwei Tieren (Matahari und Aubina). Inr d&eit zwischen Herbst 2002 und
Sommer 2003 wurde Matahari trachtig (Tragzeit bambs: 10 Monate), sodass es sich
nun um eine Herde von drei Tieren handelte (nea@sa: Michi).
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden |

4.1.1 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien wurde in LB-Medium ed2xYT-Medium bei 30°C bzw.
37°C in einem Schittelinkubator vorgenommemM8ROOK & RUSSELL, 2001). Zur

Plasmidselektion wurden dem Medium 100 pg/ml Cadikinizugegeben.

Die optische Dichte von Flissigkulturen wurde b&D6m (ORog) mit Hilfe eines
UV/Vis Spectrophotometers (Ultrospec 2000, Pharemndiotech, Cambridge, England)

bestimmt.

Festmedien enthielten 1,5% (w/v) Agar und wurde@trischalen (Durchmesser: 8,75

cm) eingesetzt.

4.1.2 Kryokonservierung von Bakterienkulturen

Zur langfristigen Konservierung von Bakterienkultungurden Glycerolstocks angelegt.
Einem Aliquot der Kultur wurde Glycerol bis zu einéndkonzentration von 15% (w/v)
zugesetzt und in flissigem Stickstoff schockgefiol®ie Langzeitlagerung erfolgte bei
-80°C.

4.1.3 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die Hitzeschock-Transformation chemisch ultrakorepegr XL10-GOLDY-Zellen der
Firma Stratagene wurde nach dem Protokoll des elenst durchgefiihrt. Anderg. colr
Stamme, wie etwa TG1 oder HB2151, wurden in idehé@sdNeise transformiert, doch

wurde keinB-Mercaptoethanol zugesetzt.
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4.1.4 Arbeiten mit DNA

4.1.4.1 Praparation von Plasmid-DNA

Je nach dem weiteren Verwendungszweck und der igggmotMenge an Plasmid wurden

zwei verschiedene Kits zur Praparation angewendet.

Fur Sequenzanalysen und Klonierungen wurdenoli-Kulturen eines Volumens von 5
ml kultiviert und die Plasmid-DNA mit Hilfe des Qpkep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) prapariert.

Fur die genetische Immunisierung wurden grofRere gdenendotoxinfreier Plasmid-
DNA bendtigt, sodask. col-Kulturen eines Volumens von 120 bis 150 ml kué#iviund
die Plasmide mit Hilfe des EndoFree Plasmid Maxt Kiagen, Hilden) prapariert

wurden.

4.1.4.2 Quantifizierung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde spektralphotometnigrmittelt, wobei anschliel3end
die folgende Formel angewendet wurde:

Konzentration doppelstrangiger DNA ¢ x 50 pg/ml x Verdiinnung

Als Qualitdtsmerkmal galt das Verhaltnis vogsdzu Apgo, Welches> 1,8 sein sollte.

4.1.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente ausN® wurde die DNA-Polymerase
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Forster City, CASHA) in Kombination mit
entsprechenden Oligonukleotiden verwendet (Tab). /Als DNA-Matrize diente 1 pl
cDNA. Fur den Amplifikationsvorgang wurde eine ,Tolown“-PCR programmiert
(Tab. 4.2).
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Tab. 4.1: Ansatz fur eine herkdmmliche PCR

PCR-Ansatz (Standard)

1 pl  cDNA
0,6 pl  dNTP-Mix, 10 mM pro Nucleotid Invitrogen
0,5 pl  Primer A, 10 uM MWG
0,5 pl  Primer B, 10 uM MWG
2,0 ul  Gold Buffer with MgCI2 PerkinElmer
1,0 ul  AmpliTaq Gold PCR-Polymerase AB
ad 20,0 pl  Aqua ad injectabilia Baxter

Tab. 4.2: Programm ,Tochdown“-PCR

Schritt Dauer  Temperatur ~ Zyklenzahl Ruckkehr zu...

1 8' 94<C

2 1 95T

3 30" 55¢C

4 3 72<C - 2 2
5 1 95¢C

6 30" 50C

7 3 72 - 2 5
8 1 95¢C

9 30" 45C

10 3 72<C - 2 8
11 1 95T

12 30" 40C

13 3 72<C - 2 11
14 1 95¢C

15 30" 40C

16 3 72T - 2 14
17 1 95T

18 30 53.5C

19 3 72T - 30 17
20 10 72<C
21 00 4C

4.1.4.4 Zielgerichtete PCR-Mutagenese

Fur die PCR-Mutagenese, durch die ein oder mehresdehltide in einem Plasmid
zielgerichtet verandert werden sollten, wurde dieDXHot Start Polymerase (Novagen)
eingesetzt, eine prove readingrPolymerase (Tab. 4.3). Die fur die Mutagenesen
konzipierten Primer waren stets komplementare Rpasre. Die zu mutierende
Nukleotidfolge wurde von Primerabschnitten von neistgéns 15 perfekt mit der Matrize
paarenden Nukleotiden flankiert. Es wurde das ibella 4.4 dargestellte Programm
,PCR-Mutagenese” verwendet.
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Tab. 4.3: Ansatz fir eine KOD-Polymerase PCR

PCR-Ansatz (prove reading polymerase)

1,0 ul  DNA-Matrize

5,0 ul  dNTP-Mix, 2 mM pro Nucleotid Novagen
1,5 pl  Primer A, 10 uM MWG
1,5 pl  Primer B, 10 uM MWG
5,0 pl Buffer for KOD HS DNA Polymerase, 10x Novagen
3,0 pl MgSO4, 25 mM Novagen
1,0 pl  KOD Hot Start DNA Polymerase Novagen
ad 50 pl LiCrosolve (Aqua) Merck

Tab. 4.4: Programm ,PCR-Mutagenese”

Schritt Dauer Temperatur Zyklenzahl Ruckkehr zu...
1 2' 95¢C
2 20" 95T
3 10" XT*
4 20"/kb 70C - 30 2
5 1 70C
6 00 4C

* Die Anlagerungstemperatur ist gleich der niedrigsten T, eines Primers

Nach der Polymerase-Kettenreaktion wurde dem AnkatzDpnl (20 U/ul) zugesetzt.
Es wurde 2 Stunden bei 37°C und 20 Minuten bei B5ihkubiert. 1 pl des
Mutageneseansatzes wurde in XL10-Gold ultrakompet&ellen transformiert und auf
LBcarAgarplatten ausgestrichen. Aus Einzelkolonien ward 5 ml-Kulturen in
LBcarMedium angeimpft. Ein Aliquot der Kultur wurde fidie Kryokonservierung des
Klons verwendet. Aus dem Restvolumen der Kultur wurchch weiterer Inkubation

Plasmid-DNA isoliert und durch Sequenzierung ddolgrder Mutagenese Uberpriift.

4.1.4.5 Restriktionsverdau von DNA

Zur Restriktion von DNA-Fragmenten oder Plasmid-DNrden 0,5 bis 1 U der
entsprechenden Endonuklease pro pg DNA und der \Wensteller empfohlene
Reaktionspuffer verwendet. Der Verdau erfolgte ber dom Hersteller angegebenen

optimalen Temperatur im Wasserbad oder im Inkubator
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4.1.4.6 Agarose-Gelektrophorese mit DNA-Proben

Fur die groRenabhangige Auftrennung von DNA-Fragereriand die Elektrophorese
mit horizontalen Agarose-Gelen AnwendungANBROOK & RUsSELL, 2001). Je nach
Erforderter Trennleistung wurden Agarosekonzerdretn von 0.8% (w/v), 1.0% (w/v)
oder 1.5% (w/v) mit 0.5 pg/ml Ethidiumbromid in 1Xris-Acetat-EDTA-Puffer
(TAE-Puffer) eingesetzt. DNA-Proben wurden vor démftragen mit 1/10 Volumen
Ladepuffer (10x TAE, 50% (v/v) Glycerol, Orange @¥setzt. Die Elektrophorese wurde
bei einer Spannung von 30 bis 110 Volt durchgefiiitkleinsdurebanden wurden nach
Beendigung des Gellaufes tUber das mit ihnen intereside Ethidiumbromid unter UV-

Strahlung analysiert und dokumentiert.

4.1.4.7 DNA-Standard

Als Langen- sowie Massenstandard fand der Markear&adder der Firma Eurogentec

(KdIn) Verwendung.

4.1.4.8 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Fur die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Geleurde der NuleoSpth
Extract II-Kit der Firma Macherey-Nagel (Duren) wendet. Es wurde standardméaRig das

minimale Elutionsvolumen von 20 ul Aqua a.i. eirgjes

4.1.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die wahrend dieser Arbeit durchgefiihrten Ligadreaktionen wurde die T4 DNA-
Ligase der Firma Invitrogen verwendet. Dabei wundeh dem Protokoll des Herstellers
verfahren. Es wurde lediglich auch fur die Ligatlavhasiver DNA-Enden 1.0 U T4 Ligase
eingesetzt.
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Zur Berechnung der bendétigten Volumina von Plasnoikigiad- und Insert-Losung
leistete folgendes Internet-Werkzeug gute DierBieMath Calculatorauf der Homepage
von Promega (http://www.promega.com/biomath/defattt).

4.1.4.10 Sequenzanalyse von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach dem Kettbnachverfahren (8\GER et al,
1977) im Rahmen einer Polymerase-Kettenreaktion (PCRijerfir wurden
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Didesoxynukleotidas adem ABI PRISM Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction(Kjplied Biosystems, Foster City, CA,
USA) gemeinsam mit der AmpliT3q DNA-Polymerase eingesetzt (Programm
.Sequenzierung” s. Tab. 4.5). PCR-Produkte wurdeindaum ABI PRISM 370A DNA
Sequence(Applied Biosystems) des Servicelabors des Uniésditinikums Eppendorf,
Hamburg analysiert.

Tab. 4.5: Programm ,Sequenzierung*

Schritt Dauer Temperatur Zyklenzahl Ruckkehr zu...
1 40" 96T
2 15" 50C
3 4 60C - 28 1
4 00 4C

4.1.5 Phagen-Display-Technologie

4.1.5.1 Konstruktion von Phagen Display-Bibliotheken

Ausgehend von einer Probe peripheren Blutes des imsmetten Lamas, wurden
zunachst die Blut-Lymphozyten isoliert (Verweislysaihnen gesamt-RNA gewonnen
(Verweise) und eine cDNA-Synthese durchgefuhrt {wé2s). Auf diese cDNA wurde mit
VHH-spezifischen Primerpaarungen (Verweise) durotyrierase-Kettenreaktion (PCR)
das vorhandene Repertoire an fur VHHs kodierendeADaimplifiziert (Verweise). Diese

DNA-Fragmente wurden mit Endonukleasen behande#rf¢ise), die Schnittmotive
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erkannten, die mit den fur die Amplifikation vervaeten Primern eingebracht worden

waren und in den Phagen Display-Vektor pHEN2 hitdomiert.

Die Transformation von Aliquots der Ligationsreaktierfolgte durch Hitzeschock in
ultrakompetente XL10-GOLD E. coliZellen (Stratagene) (Verweis). Diese Ansétze
wurden auf 530 cfMSOB(Carbenicillin/Glukose)-Platten ausplattiert. Vdieser Platte
wurden zuféllig Einzelkolonien fir die SequenzasalyVerweise) ausgewéhlt, um so eine
Einschatzung der Diversitat der Bibliothek zu ertighgen.

Die folgenden Arbeitsschritte werden als PhagentRgtt(phage rescue) bezeichnet.
Nach der Abschwemmung der Transformations-Platte 2xy T(Carbenicillin/Glukose)
wurde eine Flussigkultur angesetzt, die nach embgier Kultivierung bei 30°C im
Schittelinkubator mit einem Aliquot des Helfer-Pag M13KO7 (Amersham,
Buckinghamshire) superinfiziert. Eine Stunde nach $Sleperinfektion wurde die Kultur
zentrifugiert und das Pellet fur eine UN-Kultur b8D°C im Schuttelinkubator in
2xYT(Carbenicillin/Kanamycin) resuspendiert. Am fetglen Tag befanden sich die
rekombinanten, VHH-tragenden Phagen im Kulturllaewt der durch Zentrifugation und
Filtration (0.45 pum) geklart und von partikularensBendteilen befreit wurde. Nach eine
Behandlung mit Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000) riken die Phagenpartikel durch
eine hochtourige Zentrifugation (30°'/1080@)xpréazipitiert werden. Das in 2 ml sterilem
2xYT-Medium aufgenommene Pellet stellte die Phagdatiothek dar.

4.1.5.2 Festphasemanningmit mMART2.2-HF-Protein

Das FestphaseRanningstellt die konventionelle Art der Selektion im Bba Display-
System dar. Es wurden hierfur 20 pg Panning, 10 pg (2.Panning bzw. 2 pg (3.
Panning rekombinanten mART2.2 HF-Proteins an den unterari8eder Innenwandung
eines NUNC™-Immuno™ MaxiSorp StarTubes (PS, 75 xm& 5.0 mL, Nunc)
geschichtet (UN/4°C). Die danach noch freie Bindekitit der Polystyrol-Wandung fur
Protein wurde mit einer 10%igen Milchpulverldsung?BS abgesattigt.

Vor dem ersterPanningwurde ein Aliquot der primaren Bibliothek zunachsgativ
selektioniert: Inkubation (20'/RT) mit 10%iger Milphblverlésung (in PBS) sattigt alle
gegen Milchpulver reaktiven VHH-Phagen-Partikel neihtsprechendem Antigen ab.
Danach wurde zur Durchfiihrung eines Festph&seming der negativ selektionierte
Ansatz in das mit 20 pg mART2.2 HF-Protein besclighMaxiSorp StarTube Uberfihrt
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und inkubiert (2,5 h/37°C). Nach intensiver (40x) s&faung mit PBS/Tween20 0.1%
wurden 2 ml einer in delog-Phase befindlicherkE. coli TG1-Kultur zu den positiv

selektierten VHH-Phagen-Partikeln gegeben. EinefBigilon dieser TG1-Zellen durch die
rekombinanten Phagen konnte wéhrend einer Inkubdtit/37°C/250 rpm) stattfinden.
Schliel3lich wurden die Zellen pelletiert und nadr dufnahme in etwa 200 pl 2xYT-
Medium auf eine 530 chBOB(Carbenicillin/Glucose)-Platte ausplattiert (UD/3).

Die weiteren Arbeitsschritte stellten wiederum eRitgagen-Rettung (phage rescue) dar
und verliefen analog dem oben beschriebenem Vorg@herweis) ab. Insgesamt wurden
zwei weitere Selektionsrunden mit 10 pug und 2 pgRMA2 HF-Protein in der hier

beschrieben Weise durchgefuhrt.

Die Menge adsorbierten Proteins wurde von Selektiomle zu Selektionsrunde
sukzessive verknappt, um verbleibende VHH-tragerRleagenpartikel in groRere

Konkurrenz um die Anheftungsmaéglichkeiten und zaadter treten zu lassen.

4.1.5.3 Panningan DC27.10_mART2.2-Lymphomzellen

Nach der Inkubation eines Aliquots der primaren \(Hkfgen-Bibliotheken mit 1x10
untransfizierten DC27.10-Lymphomzellen (1h/RT; negatbelektion) wurden die Zellen
pelletiert und mit ihnen alle VHH-Phagen-Partiketfernt, die gegen Oberflachenproteine
untransfizierter Lymphomzellen reaktiv waren. Dekld@rte Uberstand wurde in analoger
Weise mit 1x10 mART2.2-transfizierten DC27.10-Zellen inkubiert [®ff positive
Selektion). Nach Zentrifugation wurde das Zellptelle RPMI1640 resuspendiert und in
eine 50 ml-PP-R6hre (Falcon) dberfuhrt. Darin wuete 20x mit 40 ml RPMI1640
gewaschen, dann in eine frische 50 ml-PP-Réhre iitne¢réind wiederum 20x mit 40 ml
RPMI1640 gewaschen. Da das mART2.2-Protein auf dearflabhen der Lymphomzellen
mit einem GPI-Anker verankert war, konnten die VIRHagen-Partikel mitsamt der
MART2.2-Proteine, denen sie anhafteten, durch eira#ibng mit Phosphatidylinositol-
Phospholipase C (PI-PLC) von den Zellen getrennt @re(dh/37°C/Schiittler). Durch eine
abschlieBende Zentrifugation wurden die DC27.10efelsedimentiert, der geklarte
Uberstand in ein frisches Reagiergefal uberfiihes®Losung stellt die selektierte VHH-
Phagen-Bibliothek dar.

Ein zweitesPanning an Zellen wurde unter stringenteren Bedingungerchayafihrt.
1x10° mART2.2-tranfizierte DC27.10-Zellen wurden fir 1 ®le bei 37°C mit einem
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Aliquot der zuvor schon einmal Selektierten PhaBéiothek inkubiert. Waschungen und
Elution durch PI-PLC-Behandlung wurden wie fur dastee Panning beschrieben
durchgefuhrt.

4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

DC27.10-Lymphomzellen (Suspensionszellen) wurdenRiAMI-komplett in 10 cm
Zellkulturschalen bei 37 °C in wasserdampfgesattigtenosphére mit 5 % CgLkultiviert.
Die Subkultivierung erfolgte durch Verdinnung imri@tnis 1:5 bis 1:10 im Abstand von
zwei bis drei Tagen.

4.2.2 Praparation von Lymphozyten aus Lymphknoten der Mats

6-8 Wochen alte Mause werden mit einem 302 0% CQ Gasgemisch betaubt und
anschlieBend mit 100 % GOgetotet. Der Maus werden die zervikalen, axillaren
inguinalen, mesenterialen und lumbalen Lymphkneteimommen (Abb. 4.1) und in einer
35 mm Petrischale in eiskaltem RPMI aufgenommen. dien Lymphozyten aus dem
Zellverband freizusetzen werden die LymphknotenMmdium zwischen zwei NITEX-
Membran (70 uM Maschenweite) gelegt und mit einaeétte zerrieben. B- und T-Zellen
kénnen durch das feinmaschige Gewebe in das Meflaitieren, Hulle und Bindegewebe
des Lymphknotens werden zurtickgehalten. Die Zaellerden mit dem Medium in eine 50
ml PP-Rohre (Falcon) Uberfihrt und mehrfach bei 4°@€ RPMI gewaschen. Nach
Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammvarden die Lymphozyten im

jeweiligen Versuch eingestzt.
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Abb. 4.1: Lymphatische Organe der Maus. Diese Abbildung zeigt die Lage der lymphatischen
Organe der Maus: Lymphknoten, Milz und Thymus. Fir Gewinnung von
Gesamtlymphknotenzellen wurden die oberflachlichen zervikalen, axillaren, brachialen,
inguinalen, lumbalen und mesenterialen Lymphknoten prépariert. (Modifiziert nach:
http://www.eulep.org/Necropsy_of the_Mouse/printable.php)

4.2.3 Depletion von B-Zellen

Die Depletion von B-Zellen erfolgt mit Hilfe magmsther Partikel Bead3, an denen
Schafantikdrper gegen Maus IgG1l immobilisiert sibé B-Zellen, nicht aber T-Zelle,
Uber sog. membranstandiges ,sureface” Immungloblig) verfigen, binden die Beads
selektiv an B-Zellen. Vor der Verwendung werden @eads zweimalig mit RPMI
gewaschen. Die Menge verwendeter Beads richtetrgich der angenommenen Zahl der
zu depletierenden B-Zellen. Es werden 5 Beads piel® eingesetzt, ca. 30 % der
Lymphknotenzellen sind B-Zellen. Die Zellen wurdghMinuten bei Raumtemperatur auf
einem Rotationsinkubator inkubiert. In dem sehr ksiar Magnetfeld eines
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Permanentmagneten wird der Komplex aus magnetiddhads und gebundenen B-Zellen
aus der Suspension entfernt. Der Uberstand wirdinnneues Gefal3 uberfiihrt und der
Vorgang ein weitere mal wiederholt. Durch die zeddepletion werden noch verbliebene
B-Zellen entfernt. Die Zahl der aufgereinigten TiZel wurde in einer Neubauer-

Zahlkammer bestimmt.

4.2.4  Zellzahlbestimmung mit Hilfe der Neubauer-Zahlkamme

Zur Bestimmung der Zahl von Zellen in einer Zellsersgion wurde eine Neubauer-
Zahlkammer (Neubauer improved, LaborOptik) mit eifieefe von 0,1 mm verwendet.
Hierbei wurde stellvertretend ein 10 pl-Aliquot @rSuspension untersucht, die Zellzahl in

der Ausgangssuspension anschlieRend rechneristimivgs

4.3 Immunologische Methoden |

431 Immunisierung von Lama ,Matahari*

Die zweistufige Immunisierungsstrategie fir die uJktion einer humoralen
Immunantwort des Lamas ,Matahari“ bestand aus eB®&ie genetischer Vakzinierungen,

der Proteinimmunisierungen angeschlossen wurdemn @r).

Tab. 4.6: Immunisierungsplan fur das Lama ,Matahari*

Immunisierung Tag Typ
1. 13.09.2000 DNA
2. 11.12.2000 DNA
3. 25.01.2001 DNA
4, 28.03.2001 DNA
5. 16.10.2001 DNA
6. 06.12.2002 DNA
7. 13.03.2002 DNA
8. 06.07.2002 DNA
9. 18.07.2002 Protein
10. 19.08.2002 Protein
11. 23.05.2005 Protein
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Fur die genetische Immunisierung wurde der eukegioén Expressionsvektor
PME18Sneo mit einer cDNA-Insertion der ADP-Riboitsferase 2.2 aus der Maus in
einer ethanolischen Féllungsreaktion auf sphariseblelpartikel einem Durchmesser von
1,0 um (Bio-Rad, Miunchen) prazipitiert. Unter Verndang der Tubing Prep Station (Bio-
Rad) wurden die so vorbehandelten Goldpartikel eld@gn auf der Innenseite von
Polypropylenschlauchen aufgebracht. Auf 10 mm Langgeschnitten Abschnitte dieser
Schlauche dienten als ,Patronen* fiir eine H8liGene Gun der Firma Bio-Rad. Déeb
cutane Injektion von 8-12 pug DNA pro Immunisierung erftdg durch
Gasdruckbeschleunigung der Goldpartikel mit 300-g60auf die rasierte Haut am Hals
(Immunisierungen 1 bis 4) bzw. mit 600 psi auf disierte und durch Aufbringen und
Abziehen eines Heftpflasters leicht gereizte Hast ldamas (Immunisierungen 5 bis 8).

Nach dem Prinzip der genetischen ImmunisierungtesollZellen der Haut, der
Muskulatur, oder Antigen prasentierende Zellen (jexhans-Zellen) bei ihrer Wanderung
durch die Epidermis, transfiziert werden. In solth€allen wirde das Antigen, die
MART2.2, schlief3lich von den Zellen des Lamas sakgrimiert und in GPI-verankerter
Form auf den Zelloberflache prasentieren werdeas&s Protokoll war bereits sehr haufig
erfolgreich mit Kaninchen und Ratten durchgefihrtdem (KocH-NOLTE et al, 2005).

Fur die Proteinimmunisierung (Immunisierungen 9 HWi§) wurden 200-300 pug
rekombinanten mART2.2-His6xFLAG-Proteins in 40004PBS (Gibco) tropfenweise und
unter standiger Durchmischung (Vortex, 1400 U/nEo)500 pl Specoll Adjuvant (ID-
Lelystad, Lelystad, Niederlande) gegeben und aredddhd unter stéandiger Kihlung (4°C)
dreimal kurzzeitig mit Ultraschall behandelt. Diejektion erfolgtesub cutanin den

rasierten Hals des Lamas.

Die beiden hier angewendeten Immunisierungsmethbdeal3en den Vorteil, dass stets
das nativ gefaltete mART2.2-Protein zur Stimulierwgiger Immunantwort vorlag. Die
Generierung von mehrheitlich gegen das nativ gealAntigen gerichteten Antikérpern
solte daher im Lama stark beglnstigt sein. Damietzte sich diese
Immunisierungsstrategie entscheidend von einer d&atanellen Peptid-Immunisierung ab
und das Auffinden von Enzyme-inhibierenden Antikdrpesin zentrales Ziels dieser Arbeit,

wurde so erst wahrscheinlich.
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4.3.2 Blutabnahmen am Lama

Unmittelbar vor jeder Immunisierung, sowie 3 bis Bage nach jeder Immunisierung
wurden dem Lama Blutproben entnommen. Die Abnahme Blut wurde von einem
Veterinar ausgefuhrt und erfolgte aus einer Haleusiena jugularis exterrjades Lamas
in 50 ml-PP-R6hren (Falcon). Solche Rohren warenahweitrem Verwendungszweck
der Blutprobe unterschiedlich prapariert. Entwederden 100 pl Liquemin N 10000
(Hoffman La Roche, Basel) vorgelegt, um spéater Leytarzisolieren zu kénnen, oder es
wurden zur spateren Gewinnung von Serum keinekadgulantien zugesetzt. Samtliche

Proben wurden auf Eis (4°C) in einem IsoliergefaBienHamburger Labors transportiert.

4.3.3 Praparation von Praimmunseren und Immunseren

Seren wurden nach der Koagulationsreaktion des 8lute Entfernung des sogenannten
Blutkuchens durch Zentrifugation (2x 10 min/1970-Q68g/4°C, mit Wechsel des
Gefalles) gewonnen und das Komplementsystem durzie Hiaktiviert (30 min/65°C).
Aliquots zu 4,5 ml wurden in Cryo-Rohrchen (Nunc-MNadg) verfullt und zur

kurzfristigen Lagerung bei 4°C verwart, ansonstan&@ C gelagert.

Blutseren, die aus Blutproben unmittelbar vor eilmemunisierung gewonnen wurden,
werden als Praimmunserum (plS) bezeichnet. Sie ediem Vergleich mit dem

entsprechenden Immunserum (IS) der Beurteilungedegijigen Immunantwort.

Die Zeitpunkte nach den Immunisierungen, zu denetpBbben abgenommen wurden,
aus denen Immunseren (IS) gewonnen wurden, konaéell€ 4.7 enthommen werden.
Die verstrichene Zeit zwischen der ersten genetisdimmunisierung (1. Immunisierung,
13. September 200) und der folgenden Blutabnahme N@&ember 200), sowie der
Zeitraum zwischen der ersten Protein-Immunisier(@glmmunisierung, 18. Juli 2002)
und der Blutabnahme (01. August 2002) umfassen 4. b5 Tage, um es dem

Immunsystem des Lamas zu erlauben eine voll audgepmmunantwort zu entwickeln.
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Tab. 4.7: Verzeichnis der Praimmunseren und Immunseren

Serumbezeichnung Tag Tag nach Immunisierung

Praimmunserum (plS) 27.07.2000 keine Vorimmunisierung

pIS 1 13.09.2000
IS1 06.11.2000 55. Tag nach 1.

pIS 2 11.12.2000
IS 2 20.12.200 10. Tag nach 2.

pIS 3 25.01.2001
IS 3 08.02.2001 15. Tag nach 3.

pIS 4 28.03.2001
IS 4 06.04.2001 10. Tag nach 4.

pIS 5 16.10.2001
IS5 24.10.2001 08. Tag nach 5.

pIS 6 06.12.2002
IS 6 13.12.2001 08. Tag nach 6.

pIS 7 13.03.2002
IS7 20.03.2002 08. Tag nach 7.

pIS 8 06.07.2002
IS 8 18.07.2002 13. Tag nach 8.

pIS 9 18.07.2002
IS9 01.08.2002 44. Tag nach 9.

plS 10 19.08.2002
IS 10 22.08.2002 04. Tag nach 10.
29.08.2002 10. Tag nach 10.

plS 11 23.05.2005
IS 11 30.05.2005 07. Tag nach 11.

plS = Praiimmunserum; IS = Immunserum

4.3.4 Aufreinigung von Immunglobulinen aus Serumproben

Aus Serumproben wurden mittels sequentieller PmeBi und Protein-A-
Saulenchromatographie (Amersham) die verschiedig@@rSubklassen des Lamas isoliert.
Fur die Elution von gebundenem Ig-Protein wurden miH-Werte der Puffer so gewahlt,
dass eine Fraktionierung nach Subtypen erfolgtevi@de von der Protein G-Séaule bei pH
3.5 Immunglobulin des long hinge-Typs (IgG2) und pEl 2.7 konventioneller 1gG1-
Antikdrper, von der Protein A-Saule bei pH 4.5 uhd@d zwei unterschiedliche Fraktionen

des short hing-Immunglobulins (IgG3) eluiert.
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4.3.5 Isolierung von Leukozyten aus Vollblut

Die Isolierung von Leukozyten aus Vollblut erfolgteit Hilfe von Ficoll-Paque Plus
(Amersham). Dabei wurde eine 1:1-Mischung von LmgireLamablut mit RPMI1640
(Gibco) in einer 50 ml PP-Réhre (Falcon) dber 10 Fidoll-Paque Plus geschichtet.
Wahrend einer vierzigminttigen Zentrifugation bés04xg bei Raumtemperatur und
sanften Beschleunigungen durchwanderten Erythrozyieifricoll-Schicht und formierten
ein rotes Pellet. Leukozyten sammelten sich anGlenze zwischen Serum/RPMI1640
und Ficoll-Paque und bildeten eine mehr oder misdbarf abgegrenzte weildliche Bande.
Die Leukozyten-Fraktion wurde anschlieRend isoligopipettiert und in PBS (Gibco)
gewaschen. Nach Ermittlung der Zellzahl (durch Ainzng eines verdinnten Aliquots
der Zellsuspension in einer Neubauer-Kammer) wurléguots von 1x10 Leukozyten
erneut zentrifugiert und in 600 pl RLT-Puffer (RNed&ytect Mini Kit, Qiagen, Hilden)
resuspendiert. Diese Aliquots wurden entweder BBFC eingefroren, oder es erfolgte

sofort die Praparation von RNA.

4.4 Molekularbiologische Methoden I

441 Arbeiten mit RNA

4.4.1.1 Préaparation von gesamt-RNA aus Leukozyten

Fur die Praparation von gesamt-RNA aus Leukozytem@mnudas ,RNeasy Mini Kit* der
Firma Qiagen, Hilden genutzt. Hierbei wurde nacmderotokoll fir die Gewinnung aus
tierische Zellen unter Verwendung einer Zentrifugergegangen (,RNeasy Mini
Handbook“, 3rd Edition, Juni 2001, Qiagen). Als #asgsmaterial dienten 1x10
Leukozyten, entweder frisch aus Vollblut praparieder aus der -80°C-Lagerung und
bereits in RLT-Puffer resuspendiert. Fur die Homagjerung dieser Zellen wurde der
Ansatz viermal durch eine Kanule (0.9 mm Weitegime sterile Spritze ausgezogen. Das
abschlieBende Elutionsvolumen RNase-freien Wasssragh50 pl. Fir die Beseitigung

von Verunreinigungen mit genomischer DNA wurde dédedandlung mit DNase | (Roche)
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durchgefuhrt. Zur Beurteilung der Qualitdt der RNArde ein 5 pl-Aliquot per Agarose-

Gel analysiert.

4.4.1.2 DNase | (RNase-frei)-Behandlung von gesamt-RNA-Brionen

In dieser Arbeit wurde dem Protokoll von Fermer(tearmentas Life Sciences, Katalog
2004/05) in leicht abgewandelter Form folgend DNdsgRoche) eingesetzt, um

Verunreinigungen mit genomischer DNA aus gesamt RN@parationen zu entfernen.

Tab. 4.8: Ansatz fiir eine DNase I-Behandlung von RNA-Praparationen

DNase I-Ansatz

1 pl Desoxyribonuclease | (RNase-frei), 10 U/ul Roche
5 ul NEBuffer 2 (10x) NEB
40 pl RNA-Préaparation
1 pl Protector RNase Inhibitor, 40 U/pl Roche
ad 50 pl Aqua ad injectabilia Baxter
- 30737C

Unmittelbar vor der Hitzeinaktivierung der DNas€10 Minuten/ 65°C) wurde zum
Schutz der RNA eine EDTA Konzentration von 25 mM Ansatz eingestellt. Eine
Kurzzeitlagerung von RNA wurde bei -20°C vorgenomnaarsonsten wurden diese bei -

80°C gelagert.

4.4.1.3 Quantifizierung von RNA

Die Konzentration von RNA wurde spektralphotometrigemittelt, wobei anschlie3end

die folgende Formel angewendet wurde:

Konzentration einzelstrangiger RNA ¢ x 40 ug/ml x Verdiinnung

4.4.1.4 Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion-AR)

Fur die Synthese von komplementarer DNodriplementaryDNA, cDNA) wurden fir
diese Arbeit unter Verwendung der SuperS&ript Reverse Transcriptase (Invitrogen)
Ansatze wie in Tabelle 4.9 dargestellt verwendé&. Bynthese-Reaktion lief dann in einer
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PCR-Maschine unter Verwendung des Programms ,RT-PGR*Té&b. 4.10) ab. Die
Qualitat der synthetisierten cDNA wurde zunachstldweine PCR zur Amplifikation eines
Haushélter-Gens Uberprift. Die Amplifikation des MNiRepertoires erfolgte mit

demselben PCR-Programm.

Tab. 4.9: Ansatz fir die cDNA-Synthese mit randomisierten Hexa-Nucleotiden

cDNA-Synthese-Ansatz

1,0 ug RNA-Préparation

0,4 ug random hexameres Invitrogen
ad 11,3 ul Aqua ad injectabilia Baxter

-+ 10/70C

1,0 ul dNTP-Mix, 10 mM pro Nucleotid Invitrogen

25 ul DDT,0.1M

1,0 pl Super Script Il Reverse Transkriptase, 200 U/ul Invitrogen

50 upl Reverse Transkriptase-Puffer, 5x Invitrogen

1,0 pl RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega
ad 50,0 pl Aqua ad injectabilia Baxter

Tab. 4.10: Programm ,RT-PCR* fir die cDNA-Synthese

Schritt Dauer Temperatur
1 10 24<C
2 20' 42<C
3 2' 95<C
4 ) 4C

4.4.1.5 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Gelelektrophoretische Analysen von RNA wurden mitr fdie DNA-Agarose-
Gelelektrophorese gebrauchlichen horizontalen AgmBelen (0.8% (w/v), 0.5 pg/ml
Ethidiumbromid, 1x TAE-Puffer) durchgefiuihrt. Es war auch ein DNA-Ladepuffer
verwendet, in dem die RNA-Proben fir 3 Minuten b81® denaturiert wurden. Bis zur
Beladung der Gele wurde die RNA auf Eis (4°C) gehalda Elektrophorese wurde bei
einer Spannung von 45 Volt durchgefiihrt. NukleimeBanden wurden nach Beendigung
des Gellaufes Uber das mit ihnen interkalierend@dietmbromid unter UV-Strahlung

analysiert und dokumentiert.
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4.5 Immunologische Methoden I

45.1 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Dieses auch als Durchflusszytometrie bezeichnetdakieen ermdglicht die Analyse
einer grol3en Zahl von Zellen in kurzer Zeit. Die umtersuchenden Zellen werden mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern oder fluoresamelen Molekilen oder Farbstoffen
angefarbt und durch eine Kapillare gespilt, sodassStrom einzelner Zellen entsteht.
Hierbei werden die Einzelzellen von einem Lasenétdefinierter Wellenlange bestrahlt.
Photodetektoren messen die durch die Zelle verntsaStreuung des Lichtes und die
Emissionen der verschiedenen FluoreszenzfarbstDifsse Informationen werden durch
einen Computer mit entsprechender Softwar€ellguest pr6, Becton Dickinson)

analysiert und interpretiert.

Bei der Lichtstreuung wird die Vorwarts-Streuurgpiivard Scattey, die dem Schatten
einer angestrahlten Zelle entspricht und ein MafiHie Grol3e darstellt, von der seitliche
Streuung $ide Scattgr einem Mald fur die Granularitat der Zelle, untbreden. Die
detektierte Fluoreszenz entspricht in ihrer Intétsider Stérke der Anfarbung mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern bzw. fluoreszrelen Molekulen. Sie erlaubt daher
sowohl eine qualitative als auch eine quantitafiussagen Uber die Expressionsstarke des

entsprechenden Antigens oder Interaktionspartners.

Die Epitope der fur solche Untersuchungen eingesetAntikdrper konnen sowohl
Zelloberflachenproteine als auch Modifikationensafchen sein. In dieser Arbeit wird die
Expression von CD3 bzw. CD4 auf T-Lymphozyten genutet diese innerhalb der aus
Lymphknoten gewonnen Zellpopulation von den B-Lynmphen zu unterscheiden. Der
monoklonale Antikérper 1G4 wird verwendet, um Zellmit etheno-ADP-ribosylierten
Oberflachenproteinen von Zellen zu unterscheidea, ketine solchen Modifikationen

aufweisen.

Eine weitere Anwendung wird durch fluoreszierendéstanzen ermdglicht, mit denen
die Zellen angefarbt werden. So wird das nach auRehren des Membranlipides
Phosphatidylserin auf die Aul3enseite der Zytoplasembran mit Hilfe des hoch affinen
Bindungspartners  AnnexinV  nachgewiesen. Die Anfalkdia mit dem
DNA-interkalierenden Farbstoff Propidiumjodid lasauf die Vitalitat von Zellen
schlief3en.
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4.5.2  Anfarbung von Zellen mit Antikbrpern und AnnexinV

Nachweisreaktionen mit Antikdrpern wurden in 96-ilatten mit V-Boden (Greiner)
an Aliquots von 5x10bzw. 1x16 Zellen pro Ansatz durchgefiihrt. Alle Inkubationsd
Waschschritte wurden, wenn nicht anders vermerkt, X80 pl eisgekihltem RPMI
(Gibco) durchgefuhrt. Zentrifugationen erfolgtenr foi Minuten bei 4°C und 5100x
Antikdrperinkubationen fanden unter Verwendung \opg der jeweiligen Fluorochrom-
konjugierten Antikorper fur 20 Minuten bei 4°C im bkeln statt. Bei Verwendung
unkonjugierter Antikdrper wurde nach der ersterulydtion und einem Waschschritt, eine
zweite Inkubation mit einem entsprechenden Fluomohgekoppelten
Sekundarantikorper durchgefuhrt. Fir die Analyse Dorchflusszytometer wurden die
Ansatze in FACS-Ro6hrchen uberfiihrt, mit RPMI auf ¥mlumen von 400 pl aufgefillt
und mit Propidiumjodid versetzt. Die Interaktion igehen Phosphatidylserin und
AnnexinV ist Kalzium-abhangig. Daher muissen dieletelbei einer Anfarbung mit
AnnexinV in einem speziellen ,AnnexinV-Bindepufferit einer Kalziumkonzentration

von 2.5 mM vorliegen.

45.3 Untersuchung der mART2.2-Aktivitat

4.5.3.1 Enzymatische Aktivitdt nativer, membranstandigerRiR.2

Fur den Nachweis von mART2.2-Aktivitat wurde das NADalogon etheno-NAD
(eNAD) verwendet (Abb. 4.2). Dieses dient wie NABrdnART2.2 als Substrat. Nur
tragen die modifizierten  Zelloberflachenproteine saiielend  etheno-ADP-
Ribosyliegruppen. Der monoklonale Antikorper 1G4eenkt die etheno-Adenosingruppe
dieser Modifikation und wird, mit einem Fluoresztambstoff konjugiert, zur deren

Detektion im FACS eingesetzt.

67



MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

In vitro-Untersuchung

Aus den Lymphknoten von C57BL/6J etheno-Modifikation
Méausen wurden Lymphozyten praparie . ::\/"Hz "(:/{'
zu 1x1G Zellen aliquotiert und fir 20 4 Q& p
Minuten mit 1 pg VHH inkubiert. Nach A A
der Entfernung von nicht gebundene Y/Q“’" ]/J:}"“
VHHs durch zweimaliges Waschen di yo " c:)}f" .

o g o
Zellen mit RPMI folgte eine Inkubatior 0:%—"' 0='|?—°'
0 o]

von 10 Minuten bei 37°C mit etheno-NAI ( 1
HO- O HO O
(2 UM in 100 pl RPMI). Im Anschluss ﬁ

. . I-D N"k HO N' \
wurden die Zellen erneut zweime f_j Q
gewaschen und mit T HATY HA—

Alexa488-gekoppeltem 1G4-Antikorpel
. . . I .. NAD etheno-NAD

sowie einem anti-CD4-Antikdrper flr 2(

Minuten bei 4°C im Dunkeln angefarb Abb. 4.2:  Nikotinamidadenindinukleotid

(NAD") und das Analogon etheno-NAD *

Nach erneutem Waschen wurden c

Zellen im FACS analysiert.

In vivo-Untersuchung

Balb/c CD38KO-Mé&ausen wurde intravends eine Dosis®@itzw. 300 ug VHH-Protein
injiziert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach bigektion werden Versuchstiere getotet
und Lymphozyten aus den Lymphknoten prapariert.nNa&liquotierung zu 1x19Zellen
und Waschung wurden die Zelle in 100 pul warmem RR®&Huspendiert und fir
10 Minuten bei 37°C mit etheno-NAD (2 puM in 100 puPRI) inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen undlmg Alexa488-gekoppeltem 1G4-
Antikorper, sowie einem anti-CD3-Antikorper fir 20irMten bei 4°C im Dunkeln

angefarbt. Danach wurden die Zellen im FACS anattysie
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4.5.3.2 Zytotoxische Aktivitat nativer, membranstandiger RIF2.2 im
NICD

Ist NAD als Substrat fir die mART2.2 verfugbar, sDPAribosyliert und aktiviert sie
den membranstandigen zytolytischen Purinorezep2dt; FADRIOUCH et al, 2007). Die
daraufhin temperaturabhangig bei 37°C ablaufendeatigskade bewirkt innerhalb von
Sekunden das Auftreten des Membranlipides Phoshtsgrin (PS), eines integralen
Bestandteils der Innenseite der ZytoplasmamembtateriZellen, auf der Aul3enseite der
Plasmamembran. Das Phanomen dieses nach auRem&eire Phosphatidylserin (PS-
flashing wurde vielfach als Merkmal apoptotischer Zellessthrieben. Langanhaltende
P2X;-Aktivierung durch NAD-abhéngige ADP-Ribosylierunghft schliel3lich zum Tod
der Zelle, weshalb dieser Mechanismus als NAD-vieefter Zelltod ficotinamid induced
cell death NICD) bezeichnet wird SvAN et al, 2003).

Die Anzeichen von Apoptose wurden im FACS beobachihe Anfarbung mit
Fluoreszenzfarbstoff-konjugiertem AnnexinV, einerd BDa grof3en Protein, das sich
kalziumabhangig mit hoher Spezifitdt an PS anlageldubte die Detektion von PS auf der
ZellaulRenseite. Der Farbstoff Propidiumjodid (P&nk die Zellmembran durchdringen,
wird von lebenden Zellen jedoch durch aktiven Tpamswieder aus dem Zytosol entfernt.
Unterbleibt dieser Transport aufgrund der zunehraenblembrandysfunktion bei toten
Zellen, verbleibt das Pl in der Zelle und erreidieg DNA im Zellkern. Wenn Pl mit DNA
interkaliert verschiebt sich sein Absorptionsmaximwon 488 nm nach 535 nm, sein
Emissionsmaximum von 590 nm nach 617 nm. Anfarkdaarkit Pl, respektive Emission

bei 590 nm, zeigt den Tod von Zellen an.

In vitro-Untersuchung

Um festzustellen, ob eine VHH durch Bindung an mARTRinfluss auf den Verlauf des
NICD nimmt, wurden Lymphozyten aus Lymphknoten vonlbBaMausen prépariert.
Nach B-Zell-Depletion wurden Aliquots von 5x10-Zellen in einem Volumen von 100 pl
RPMI far 20 Minuten mit 1 pg VHH-Protein inkubieanach erfolgte die Zugabe von
NAD (Endkonzentration 25 puM). Nach 10 Minuten wurderbliebenes NAD durch
mehrfaches Waschen entfernt und die Zellen scidie@h 100 pl warmem RPMI
aufgenommen und fur 20 Minuten bei 37°C inkubiertn @ine Detektion von PS mit

AnnexinV zu ermdglichen wurden die Zellen schlielBlin AnnexinV-Bindepuffer mit
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2.5 mM CaCj aufgenommen und AnnexinV und Pl zugesetzt. Dielyssader Anfarbung
erfolgte am FACS.

In vivo-Untersuchung

Die in vivo-Variante dieses Versuches unterscheidet sich eomdvitro-Durchfiihrung
dadurch, dass die Interaktion zwischen ART und VHitelts im Versuchstier stattfindet.
Hiezu erfolgte die Injektion von 50 bzw. 300 pug VhiHeinem Volumen von 200 pl PBS
in die Schwanzvene von Balb/c CD38KO-Mé&usen. Die Mehstiere wurden 15 bzw.
90 Minuten nach der Injektion getdtet und anscleli@? Lymphozyten aus den
Lymphknoten préapariert. Da es sich um CD38KO-Tieamdelte, war die Menge des
wahrend der Praparation freigesetzten, endogenddsNusreichend, um in der gesamten
T-Zell-Population den NICD zu induzieren. In FACSdlysen wurde Uberpruft, ob der
Einzeldomé&nen-Antikdrper in der Lage war den NICDvethindern. Ruckschlisse auf die
Verweildauer der VHHs im Tieir{ vivo half-lifg lieRen die Untersuchungen von Mausen
zu, die zu verschiedenen Zeitpunkten (15 MinutéhMinuten, 6 Stunden, 24 Stunden)

nach der Injektion getdtet worden waren.

4.5.3.3 *P-ADP-Ribosylierung von Agmatin durch mART2.2

Die Arginin-spezifische mART2.2 ist in de Arginin Agmatin
Lage das kleine Arginin-Strukturanalogo B
Agmatin zu ADP-ribosylieren (Abb. 4.3). Wirc NH, NH,
Agmatin von mART2.2 in Gegenwart vo N NH/—F
/ -
. . . . 2 HMN— HN
Nikotinamid-Adenin-[Adenylat?P]- N \éNH

dinukleotid-?P-NAD) ribosyliert, so wird die

ADP_Abb. 4.3: Strukturformeln von Arginin

radioaktive  Markierung mit der > :
und dem Arginin-Analogon Agmatin.

Ribosegruppe auf das Agmatin tbertragen.

Dieser Test dient dazu festzustellen, ob eine fipelae VHH in der Lage ist die
¥p_ADP-Ribosylierung von Agmatin durch rekombinanisjiche mART2.2-His6xFLAG
zu verhindern. Hierfir wurde eine Verdinnungsreffé pmol - 0,125 pmol) der zu

testenden VHHs in PBS mit 1 ug/pl BSA als Tragerpndtergestellt.
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Die VHH (1 pg-2ng) wurden mit 50 ng (1,6 pmol)ARIT2.2-His6xFLAG flr
20 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danackurden Agmatin
(Endkonzentration 1 mM) und gleich dara@®-NAD (1 pCi, Endkonzentration 40 nM)
zugegeben. Die Reaktionszeit betrug 20 Minuten BeC3und wurde schlief3lich durch
Zugabe von 10 p$trataClean Resimabstoppt, wodurch alle Proteine prazipitiert wurde
Eine kurze Zentrifugation stellte die rasche Abineémg des Préazipitates sicher, das nach
mehrfacher Waschung in PBS schliel3lich per SDS-PAGEweise) analysiert wurde.
Der Uberstand wurde in ein separates Reagiergefa®rfulist und per

Dunnschichtchromatographie untersucht.

4.5.3.4 Dunnschichtchromatographie-Autoradiographie-Analyse

1 pl des zu untersuchenden Reaktions-Uberstandedewauf den Startpunkt einer
DC-Plastikfolie (PEI-Cellulose F, Merck, Darmstadtaufgetragen. Ein erster
Chromatographielauf erfolgte in 1 M Essigsaure fuMButen. Darauf wurde die DC-
Platte in eine weitere Kammer Uberfuhrt und eslgtdoein zweiter Lauf mit 0.9 M
Essigsaure/0.3 M Lithiumchlorid, der 9 Minuten ddeeln Folge der unterschiedlichen
Laufeigenschaften werder’P-ADPR-Agmatin und **P-NAD voneinander getrennt:
¥2p_ADPR-Agmatin steigt bis in den Bereich der Lauffrdes Laufmittels*’P-NAD steigt
nut etwa halb so weit auf. Beide Verbindungen ereaudaher in der Autoradiographie

Signale in unterschiedlichen Bereichen der DC-elatt

Nachdem die DC-Platte aus der Laufkammer entnommomsh im Luftstrom einer
Sicherheitswerkbank getrocknet und eingeschweiltrdewo war, wurde eine
Autoradiographie angefertigt. Die Belichtungsdauetriy 3 bis 16 Stunden und erfolgte
bei -80°C.

Eine computergestitzte, densitometrische AuswertlangAutoradiographie erfolgte mit
der Software AIDA Image Analyzérin der Version dev.3.20.017. Hierfir wurde der
entwickelte Film zun&achst gescannt, dann die Fiwsczung an den mit
¥p_ADPR-Agmatin korrespondierenden Bereichen bestinatbei diente die starkste

Schwérzung als 100%-Wert, alle anderen Signale evuhierzu in Relation gesetzt.

Die graphische Auswertung dieser Daten wurde mitSiddtware ,,GraphPad Prism 4“ in

der Version 4.03 vorgenommen.
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4.6 Proteinbiochemische Methoden

4.6.1 Periplasmalysat vonE. coli

Die in dieser Arbeit verwendeten prokaryotischerprgssionsvektoren pHEN2 und
pASK60 verfiigen Uber eine Leader-Sequenz (pelB, Omgia das rekombinante Protein
in den Periplasmatischen Raum der bakteriellen 2Z2eitlv leitet. Dieser Weg der
Proteinsynthese wurde gewahlt, um die reduzierdddegebung des Zytoplasmas zu
vermeiden und in dem nicht reduzierenden Milieu @esiplasmatischen Raumes die
native Faltung von Proteine, die Uber interne ikidbricken verfligen, zu begtinstigen.
Die Praparation von periplasmatisch exprimierterotéinen bietet des weiteren den
Vorteil, dass verhaltnismaRig wenig bakteriellesot®in freigesetzt werden. Zur
Freisetzung der Proteine wurde der MureinsacculushdLysozym abgebaut, so dass die

auRere Membraro(ter membraneihre Integritét verlor.

Fur die rekombinante Proteinproduktion wurde zus&chin Volumen von 5 ml
2XYTcarMedium mit einer Einzelkolonie inokuliert und b@&r°C kultiviert. Wenn diese
Vorkultur eine hohe optische Dichte bei 600 nm ¢gp erreicht hatte, wurden die
Bakterien durch Zentrifugation sedimentier und innd frischem 2xYTEarMedium
resuspendiert. Die Hauptkultur mit einem Volumem &0 ml 2xYTarMedim wurde
mit der Vorkultur angeimpft und fir etwa 3 Stundesi 37°C kultiviert. Bei Erreichen
einer OQo von etwa 0.6 wurde durch Zusatz von Isoprdp¥d-thiogalactopyranosid
(IPTG) bis zu einer Endkonzentration von 0.5 bzwnM die durch derlac-Promotor
kontrollierte Expression des Transgens induziedchNvier bis sechs Stunden wurden die
Bakterien durch Zentrifugation sedimentiert und Nassgewicht festgestellt. Pro Gramm
bakteriellen Nassgewichts wurden 5 ml eisgekuhli€aLysepuffers zugegeben und die
Bakterien darin resuspendiert. Nach einer Inkubatieit von 20 Minuten bei 4°C wurde
das Lysat hochtourig zentrifugiert (30°'/4320@/4°C). Sphéaroblastierte Bakterien und
Trimmer der auleren Membran sowie des Mureinsagowiurden so von den in Losung
befindlichen Proteinen abgetrennt. Der Uberstareh than als Periplasmalysat (PPL)
bezeichnet, wurde steril filtriert (0.22 um). Auiese Weise wurde sichergestellt, dass
keine bakterielle Kontamination verschleppt wurdend u verbliebene partikuléare

Bestandteile entfernt.
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4.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Protein

Fur die Analyse von Proteinen in der Gelelektropserstand das ,Novex“-System der
Firma Invitrogen zu Verflgung. Es wurde mit vergcldnen Puffersystemen (MES,
MOPS, Tris-Glycin) mit entsprechenden Fertig-Gel@mschiedener Prozentigkeit (10%
oder 12 % Bis-Tris-Gele, 4-20% Tris-Glycin) genutzt.

Fur die reduzierende SDS-PAGE wurden Proteinprolmerdem Auftragen auf das Gel
mit LDS-Probenpuffer (Invitrogen) und Reduktionselitt(Sample reducing Agent
Invitrogen) versetzt und 10 Minuten auf 70°C erhiir nicht-reduzierende SDS-PAGE
wurde auf den Zusatz des Reduktionsmittels verzichtécht-reduzierende, native
Gelelektrophorese wurde im Tris-Glycin-Puffersystunchgefihrt. Proteinproben wurden
in diesem Fall in einem speziellen Puffer fur diative Tris-Glycin-gepufferte

Gelelektrophorese aufgenommen und nicht erhitzt.

4.6.3 Coomassie-Anfarbung von Proteinen nach Gelelektropirese

Zur standardméafRigen Anfarbung von Proteinen in elerden eine Farbelésung aus 20
ml Methanol, 55 ml Wasser (bidest.) sowie 20 ml iemponente $tainer A und 5 ml
»Stainer B des Colloidal Blue Staining Kit(Invitrogen) abgesetzt. Das zu farbende Gel
wurde mindestens zehn Stunden in dieser LosungdgébAnschlielend wurde das Gel
zum Auswaschen von nicht an Proteine gebundenend?ite in Wasser (bidest.) unter
Zugabe eine Aktivkohl-Beutels entfarbt. Zur Konserung wurde das Gel nach
ausreichender Entfarbung fiir etwa zehn Minuten Gel-Dry® Dryining Solution
(Invitrogen) geschwenkt und anschlieRend zwischeai Blatter Cellophanfolie in einen
Trockenrahmen eingespannt und getrocknet.

4.6.4 Silberfarbung von Proteinen nach Gelelektrophorese

Fur den sehr sensitiven Nachweis von Proteinmergemindestens 1 ng wurde das
SilverXpress® Silver Staning K{tnvitrogen) verwendet. Die Nachweismethode dieses
Kits basiert auf der Reduktion von Silbernitrat zetaflischem Silber im Bereich von
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Proteinbanden. Bei der Durchfihrung der Farbungle/gien Anweisungen des Herstellers

Folge geleistet.

4.6.5 Immobilisierte Metall-lonen Affinitatschromatograph ie
(IMAC)

Die immobilisierte Metall-lonen Affinitdtschromatagphie {mmobilized metal-ion
affinity chromatographie IMAC) wurde genutzt, um mit einer His6x-Markierung
versehene Proteine spezifisch aufzureinigen. Beihdar verwendeten Ni-NTA-Agarose
(NI-NTA Affinity Gel, P6611, Sigma) liegt Nitrilotessigsauren(trilotriacetic acid, NTA)
an Agarose-Partikel immobilisiert vor. Ein UbenffiBindungen von der NTA-Gruppe
koordiniertes Ni-lon ist in der Lage iber die sechste, freie Valemiz der negativen
Ladungen eines Histidin-Stickstoff zu interagierddie Summe von sechs solcher
Interaktionen, Uber die das His6x-markierte Prokamplexe mit der Matrix bilden kann,

fuhrt zur Anheftung des markierten Proteins anMatrix.

Die Beladung der Matrix mit His6x-markiertem Proteiind in einem Milieu von 50 mM
Natrium-Phosphat, pH 8 und 300 mM Natriumchloridathgefihrt. Die Beseitigung von
nicht Hiséx-markierten Proteinen erfolgte durch Wasig mit IMAC-Waschpuffer.
Imidazol, ein Strukturanalogon der Histidin-Seiteti&, kompetetiert Histidin aus der
Interaktion mit dem Nickel-lon der Matrix. Jedoa imidazol in einer Konzentration von
10 mM nicht in der Lage alle sechs Histidine eimtis6x-tags zugleich aus solchen
Komplexen zu verdrangen. Nur Uber weniger Intecadn anhaftende Proteine werden
entfernt. Die Elution des gewinschten His6x-matkierProteins wird erst mit einer

Imidazol-Konzentzration von 250 mM effizient durdifighrt (IMAC-Elutionspuffer).

4.6.6 M2-Agarose-Affinitatschromatographie

Der monoklonale M2-Antikorper, der sich gegen dakAG-Epitop, eine acht
Aminosauren lange Peptidsequenz (DYKDDDDK) richtist, im ANTI-FLAG® M2
Affinity Gel (A2220, Sigma) an Agarose-Partikel irohilisiert. Hier wurde diese Matrix
in Saulenform eingesetzt, Equilibrierungs-, Elusorund Neutralisierungpuffer wurden
gemal den Angaben des Herstellers angesetzt.
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4.6.7 Quantifizierung von Protein

Fir die schnelle und ressourcenschonende Bestimmemngroteinkonzentration wurde
ein UV/Vis-Spektralphotometer Nanodrop ND-1000 (vieb in Deutschland durch
peglab, Erlangen) eingesetzt. Uber diexgoAwurde unter Beriicksichtigung des
proteinspezifischen ExtinktionscoeffizienteRrg¢tein Extinction Coefficient Calculator
BioMol Homepage: http://www.biomol.net/tools-proteartinction-coefficient.php) die

Proteinkonzentration der untersuchten Probe beatchn

C = Apgo X Mwls

¢ = Konzentration des Proteins [g/L]
Azg0 = Absorption bei einer Wellenlange von 280 nmfgm
Mw = Molekulargewicht des untersuchten Proteins [|g/M

€ = molarer Extinktionscoeffizient [L x ciM™]

4.6.8 Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC)

Die schnelle Protein-Chromatographie (Fast Protéjuid Chromatographie, FPLC) ist
ein  saulenchromatographisches Verfahren, das zurfreidigung einzelner

Proteinfraktionen aus komplexen Proteingemischenetwa Zelllysaten eingesetzt wird.

Fir diese Arbeit wurde eine FPLC-Anlage zur Durbinfing von Gelfiltrations-
Chromatographien genutzt. Das System bestand ams ATAprime (Amersham
Pharmacia Biotech) Pumpen-/Kontrollmodul mit integeem UV-Detektor (automatische
Messung der £y, Leitfahigkeitsdetektor und Fraktionssammler wndde in Verbindung
mit einer Gelfiltrationssaule HiLoad™ 16/60 SupetTe 75 prep grade (GE Healthcare)
betrieben. Die Versuchsdokumentation fand durclereilotter REC112 (Amersham
Pharmacia Biotech) statt. Die fur die Gelfiltratis@eromatographie verwendeten

Systemeinstellungen sind in Tabelle 12 angegebenEDstellungen des Plotters wurden
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wie folgt vorgenommen: Papiervortriebh@rt speefl1 mm/min, Ausschlagweitegnge
5V.

Tab. 4.11: FPLC-Systemeinstellungen fur Gelfiltrations-Chromatographie

7 Parameter 7 Einstellung

Method Base (ml)
Concentartion %B (0 %B)
Gradient (Off)
Flow Rate (1 ml/min)
Fraction Base (ml)
Fraction Size (2 ml)
Pressure Limit (0.6 MPa)
Buffer Valve Pos (Pos 1)
Inject Valve Pos (Inject)
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5 Ergebnisse

Der Ergebnisteil dieser Arbeit gliedert sich inidkeschnitte.

Im ersten Abschnitt wird die Generierung und Chamagierung einer VHH-Phagen-
Display-Bibliothek beschrieben, die das VHH-Repeeahus einer Blutprobe eines mit
MART2.2 immunisierten Lamas reprasentiert. Durchu8aganalysen von Phagen-Klonen
wurden Einblicke in die primarstrukturellen Eigenaften von VHH-Proteinen gewonnen.
Durch FestphaseRanningbzw. Selektion an transfizierten Lymphomzellen dasr vier
MART2.2-spezifische Einzelketten-Antikorper selefktidie alle mMART2.2 hochspezifisch
binden. Diese wurden rekombinant n coli produziert. Bei der Durchfuhrung von drei
ADP-Ribosylierungs-Tests zeigt sich, dass drei deleksierten VHH-Domanen die
Aktivitat sowohl der membranstandigen, als auch #mlichen mART2.2 effizient
inhibieren. Eine solche Inhibition der mART2.2-Aktat konnte auchin vivo nach
Injektion eines MART2.2-spezifischen Einzeldoméanenirpers in Mausen festgestellt

werden.

Im zweiten Abschnitt wird eine weitere VHH-Phageisiday-Bibliothek charakterisiert,
die nach einer Auffrischungsimmunisierung des Lakmsstruiert wurde. Dabei fiel auf,
dass bereits in der primaren Bibliothek viele mART&)2zifische Klone vorhanden sind.
Diese weisen sehr groRe Sequenzahnlichkeiten mit deer zuvor entdeckten
MART2.2-Inhibitoren auf. In mehreren Fallen koneie Subklassenwechsedup-class

switch vom Schwere-Ketten-lgG3- zum Schwere-Ketten-Ig&Ryp festgestellt werden.

Der dritte Abschnitt beschreibt die rekombinant®faroduktion und Aufreinigung von
Einzeldoménen-Antikdrpern und mART2.2 mit dem Zmhen Komplex aus VHH und
ART zu kristallisieren. Die Durchmusterung von 864skallisationsbedingungen zeigte
zwei fur die Kristallisation geeignete Bedingunger iietet damit eine Basis fur kinftige

Strukturanalysen.
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5.1 Isolierung und Charakterisierung von vier mART2.2-
spezifischen Lama Einzeldomanen-Antikdrpern
(VHHs) aus Phagen-Display-Bibliotheken eines
immunisierten Lamas

51.1 Induktion von mART2.2-spezifischen Schwere-Ketten-
Antikdrpern durch kombinierte DNA-/Protein-Immunisi erung

Um Schwere-Ketten-Antikbrper gegen die ADP-Ribosylsferase 2.2 aus der Maus
(mART2.2) zu induzieren, wurde ein Lamalgma glama initialisierend genetisch
immunisiert (1. bis 8. Immunisierung). AnschlieRemdgrde die Immunisierungreihe durch
subkutane Injektion rekombinanten mMART2.2-Protarganzt (9. bis 11. Immunisierung).
Unmittelbar vor und 3 bis 15 Tage nach jeder Immignung wurden dem Lama 20 bis
100 ml peripheres Blut abgenommen. Das vor der Gmmdnisierung gewonnene

Praimmunserum (plS) bzw. das nach der zehnten Insietnng gewonnene Immunserum

A B pIS* 1S*
1 2 3 1 2
LSA Eksl:éa] untransfiziert
=
schwere - =55 MARTS 9
Ketten " [ thickeb’
-36 IgG2 Ih IgG1 IgG3 sh
leichte -3 3 4 5
Ketten @
=
2
O N o o
Oq"\ \c? Orb‘b w
\q \q g
—’_
anti Lama-Ig *10. Tag nach 10. Immunisierung

Abb. 5.1: Immunserum und aufgereinigte IgG-Subklass  en des mit mART2.2 immunisierten
Lamas reagieren mit mART2.2-transfizierten, aber ni  cht mit untransfizierte Lymphomzellen.

A) SDS-PAGE-Analyse von an Protein A und G aus Lama-Serum aufgereinigten Immunglobulinen.
Die fur Kameliden spezifischen Schwere-Ketten-Antikérper IgG2 (Spur 1) und 1gG3 (Spur 3) sind
Homodimere und zerfallen unter reduzierenden Bedingungen in schwere Ketten von ca. 45 kDa
GrolRe. Konventionelle IgG1 (Spur 2) weisen schwere Ketten von 50 kDa und leichte Ketten von 25
kDa auf. lh: long hinge, sh: short hinge, LSA: lama serum albumin. B) Untransfizierte und
MART?2.2-tranfizierte DC27.10-Lymphomzellen wurden mit Prdimmunserum (1:1000, Tafel 1) und
Immunserum (1:1000, Tafel 2) oder aufgereinigten Lama-lgG-Subklassen (1 pg/ml, Tafeln 3-5)
inkubiert. Gebundene Antikérper wurden mit FITC-konjugiertem Ziege anti-Lama IgG detektiert.
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(IS), sowie aus diesen Seren Uber sequenzielleiRr@t und Protein A-Chromatographie
isolierte Immunglobulin-Subklassen (Abb. 5.1A), den auf ihre Reaktivitat gegen
MART?2.2 getestet.

Diese durchfluRzytometrischen Analysen (FACS-Anglyseurden an stabil mit
MART2.2 transfizierten DC27.10-Lymphomzellen durclidpef, die das Antigen Uber
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) verankert und igrof3er Kopienzahl auf der
Zelloberflache exprimieren (Abb. 5.1 B). Die Ergetse dieser Untersuchungen zeigen
eine starke Reaktivitat des Immunserums, jedochtndds Praimmunserums. Alle
untersuchten Immunglobulin-Subklassen, konventlendgG1, sowie die kameliden
Schwere-Ketten-Antikorper vom 1gG2- und IgG3-Isgtyparen an dieser humoralen

Immunantwort beteiligt.

5.1.2 Charakterisierung der Primarbibliotheken

Nachdem festgestellt worden war, dass das Lama &ehMetten-Antikdrper gegen
MART2.2 generiert hatte, wurde aus Leukozyten epwipheren Blutprobe des Lamas
vom 10. Tag nach der 10. Immunisierung zunachst
RNA isoliert, dann cDNA synthetisiert unc [PP] 1 2
schlie3lich das Repertoire an Ig@8ng hinge) und 600 =
IgG3-(short  hinge) VHH-Doménen  mittels
spezifischer Oligonukleotide in einer Polymeras 400 —
Kettenreaktion (PCR) amplifiziert (Abb. 5.2).

Die Amplifikate wurden in den Phagemid-Vekic
pHEN2 ligiert und in TGIE. colirZellen
transformiert. Aus den zunachst generiertc:,

T ; “ Abb. 5.2: PCR-Amplifikation des
Bibliotheken Jong hinge1* (Ih1, 8x1G Klone) und VHH-Repertoires .

,short hinge1“ (shl, 7x16 Klone) wurden zuféllig Lymphozyten-cDNA. Mit Hilfe der
. ] ) Primerpaarungen VH1 x Lamb7 und
ausgewahlte Einzelklone einer Sequenzanal vHe x Lamb8 wurden PCR-

. . Amplifikate einer Lange von etwa
unterzogen (Abb. 5.3). Der Sequenzvergleich zei( s, Basenpaaren  (bp)  aus

dass die Bibliotheken eine hohe Diversitat aufwies Lymphozyten-cDNA erzeugt, die fur
die N-terminalen VHH-Doméanen der

Von den 58 untersuchten Sequenzen kommt ke Lama-IgG2- (short hinge, Spalte 1)
. bzw. Lama-1gG3-Ketten (long hinge,
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Abb. 5.3 (Vorseite): Vergleich von VHH-Aminosdurese quenzen der primaren Phagen-
Bibliotheken (10. Tag nach 10. Immunisierung) - Sei te 1/2. Die Klone sind nach ihrer
Zugehdrigkeit zum 1gG3 short hinge- bzw. 1gG2 long hinge-Istotyp, der CDR3-Lange, sowie dem
Vorhandensein oder Fehlen eines zusétzlichen Cysteinpaares sortiert. Farbliche Kodierung:
Cysteine = gelb unterlegt, CDR1 = rot, CDR2 = griin, CDR3 = blau. Nummerierung der
Aminosauren nach KABAT et al., 1991.

Der Name eines Klons setzt sich aus einer fortlaufenden Nummer, Isotyp (s = short hinge 1gG3; | =
long hinge 1gG2; ¢ = konventioneller IgG1), Vorhandensein (+) oder Fehlen (-) eines zusatzlichen
Cysteinpaares und der Lange der CDR3 (3-22 Aminosauren) zusammen. +: Klone mit nur einem
zusétzlichen Cystein (in CDR2 oder CDR3); *: Klone mit einer Leserastermutation.

CDR3-Langen von drei bis 22 Aminosauren vertreten.n M@enigen Ausnahmen
abgesehen enthalten die Bereiche zwischen CDR1 und Cii&famework region
(FR2), das charakteristische hydrophile Aminosautamder VHHs. An dieser Stelle
weisen konventionelle ¥Doméanen eine Folge hydrophober Aminosauren aw, dig
Interaktion mit \{-Domanen eingehen (Aminoséaurereste 37, 44, 45 und Ah Hand
dieser hydrophoben Motive wurden zwej-Doméanen identifiziert, die vermutlich als
Nebenprodukte der PCR-Reaktion in die Bibliothek gglasind (Abb. 3, unten:
JR0493 c-09, Motiv IGLW und JR0279_c-17, Motiv VGLWBiwa 40% der Klone
enthalten ein Cysteinpaar, das eine zuséatzlichelfiibriicke formieren kann, die den
vorderen Teil der CDR2 mit einer variierenden Positin der CDR3 verbindet. Alle
Ubrigen Klone verfugen nur Uber das kanonischedilysdar, das stets zwischen der FR1
und der FR3 ausgebildet ist.

Drei Konstrukte kodieren lediglich fur ein einzedneusétzliches Cystein. Diese lassen
sich jedoch nicht exprimieren (Abb. 5.5). Diese md@owerden im Hinblick auf ihre
Cystein-Ausstattung mit 4, gekennzeichnet. In drei anderen Konstrukten kamme
Leserastermutation festgestellt werden, die eblsrdalzu flhrt, dass sich diese Klone nicht
exprimieren lassen. In allen drei Fallen liegt digrch Mutation betroffene Sequenz im
Bereich des Oligonukleotids, das fur die Amplifiketiaus cDNA genutzt wurde. Es ist
wahrscheinlich, dass es durch Anlagerung einesriekten Oligonukleotids zunframe

shiftgekommen ist.

Nachdem die Qualitat der Bibliotheken lh1l und shthesigestellt worden war, wurden
auch die verbliebenen 15 pl der LigationsanséatZzeda-Zellen transformiert. Die hieraus
resultierenden Bibliothekenlgng hinge2“ und ,short hinge2* umfassen jeweils etwa
3x10* Klone. Die mit den zuvor getesteten Bibliothekergleichbare Qualitat von 1h2 und

sh2 wurde ebenfalls durch Sequenzanalysen Uberprdfbestatigt.
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5.1.3  Analyse der CDR3-L&ngen von VHHs

Eine vergleichende Analyse aller verfigbarer VHHiBzen wies eine zweigipflige
Verteilung der CDR3-Langen auf (Abb. 5.4). Acht lpisun Aminosauren, wie sie bei
Antikdrpern der Maus in der CDR3H typischerweise gdkn werden, wurden relativ
haufig gefunden. Bei den hier untersuchten Klonecheet sich jedoch ein zweites, noch
starker ausgepragtes Maximum bei einer Lange vdnsl56 Aminosauren ab.

Lange CDR3s sind bevorzugt in VHH-Domanen anzutreffdie auch Uber ein
zusatzliches Cysteinpaar verfugen. Diese Beobachagtgahe, dass die Ausbildung einer
Disulfidbricke zwischen CDR2 und CDRS3 ein bevorzugtéseMzur Stabilisierung langer
CDR3-Schleifen ist. Auch zwei der im Verlauf der wegenden Arbeit selektierten
MART?2.2-spezifischen VHHs verfigen UuUber eine zusdtel Disulfidbricke in

Verbindung mit langen CDR3s von jeweils 16 Aminsauren

A B

long hinge VHHSs short hinge VHHs | ohne extra
12 Cysteinpaar

* ;
% N mitextra
Cysteinpaar

Anzahl beobachteter VHHs

N

5 10 15 20

Anzahl von Aminosé&uren in der CDR3

Abb. 5.4: VHH-Doméanen verfligen tber Uberdurchschnit  tlich lange CDR3s. Die Sequenzen
zufallig ausgewahlter long hinge- (links) und short hinge-VHH-Klone (rechts) wurde im Hinblick auf
ihre CDR3-Langen untersucht. Die Hohe der Saulen im Diagramm stellt die Anzahl beobachteter
VHHs dar, die Uber eine darunter angegebene Anzahl Aminosduren innerhalb der CDR3s
verfugen.

VHHSs, die lediglich das kanonische Cysteinpaar enthalten, sind als schwarze Saulen dargestellt.
VHHSs, die daruber hinaus ein zusatzliches Cysteinpaar aufweisen, sind als gestreifte S&ulen
dargestellt. Zusatzliche Cysteinpaare finden sich gehauft in VHHs mit Gberdurchschnittlich langen
CDR3s. Sterne (*) markieren die Lage von im Verlauf der vorliegenden Arbeit aufgefundenen
MART2.2-spezifische VHHs innerhalb des Diagramms.
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514 Expressionstest mit zufallig ausgewahlten Klonen de
Primarbibliotheken

Noch vor der Durchfiihrung der Selektion der Printiittheken am Zielantigen wurde

durch Expressionsstudien getestet, ob die Klonelam verwendeterE. coliSystem

exprimierbar waren (Abb. 5.5). Dabei stellt sichiaus, dass in den meisten, jedoch nicht

allen Kulturen auf hohem Niveau Einzeldoméanen-Adrjiler exprimiert wurden. In den

meisten Fallen konnte die schlechte Expressionetiee Klone auf Leserastermutationen

(Abb. 5.5, Spuren 5, 19, 24) oder das Vorkommeresinnpaaren Extra-Cysteins

(Abb. 5.5, Spuren 17, 34) zurtickgefuhrt werden.

ohne extra Cysteinpaar mit extra Cysteinpaar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
* ok [kDa]
W = 4 i ‘r 1 . -1 t et
2L uwl LJEWS = - B Bt [ gy — Hmumrﬂ—sﬁﬁ
T = £ o= . r: —554
> “‘11 f 4 4 ¢ B a4 e | P— i 4 -4
o . 4 H ¥ i ¢ - ‘ : 3 : :
£ ! ' ol
£ m vpod ' =y $ord ittt . — 31,0
;=
o
£ ; st wamea -—21,5
CRE e B L "

ohne extra Cysteinpaar mit extra Cysteinpaar

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 [kDa]
EE

w F‘ =1 b
BE i i c—‘b-ltl-‘l—-‘
: "}
: “E=EEE E::z H s
= AR b bt b bt b .tm-it---JMu_am
2 4 g bl Ggeetbedbed il —215
o . . S "

bt - . —144

© D @ @O AN X H A K B 6 B A D O
A s Qbfgb\/p/\ Qu:\b‘ /\Q/\tb\/;\q\/{\ "1«\’\ "'\(0\"\ S8
Hs NSNS 7 Q7 M7
S PP Q'LQ $P ¥ P P Q’b & o P g‘lﬁbq/g'\ &
?‘@‘?‘?‘3‘3‘?3‘?‘5‘2‘ ?‘5‘3‘@5‘3‘3‘?‘@5‘3‘@

Abb. 5.5: Rekombinante Produktion von Einzeldomanen  -Antikérpern in  E. coli.

hinge- bzw. long hinge-VHHs ohne bzw. mit zusatzlichem Cysteinpaar wurden Periplasmalysate in
E. coli hergestellt. In der SDS-PAGE-Analyse zeigen sich die VHH-Proteine als starke Banden im
Bereich von 15 bis 20 kDa. In einigen Fallen ist kein VHH-Protein sichtbar, was zum Teil auf
Leserastermutationen (*) beruht, aber auch auf die Anwesenheit nur eines einzelnen zusatzlichen
Cysteins (**) zurtickzufihren ist. Nur in einem Fall (***) konnte kein offensichtlicher Grund fur den

negativen Ausgang des Nachweises gefunden werden.
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5.1.5  Selektion und Sequenzanalyse von mART2.2-spezifisah VHHS
aus Phagen-Display-Bibliotheken (10. Tag nach 10.
Immunisierung)

Die Phagen-Bibliotheken Ihl und shl wurden in eirf&stphasefanning eingesetzt.
Hierfur wurde rekombinant hergestelltes mMART2.2-8iroan den Wanden von MaxiSorb-
Roéhrchen (NUNC) immobilisiert. Wahrend der drei Setaksrunden wurde die Menge
immobilisierten Proteins sukzessiv von 20 pg dkb@ugy auf 2 pg vermindert, um einen

stetig steigenden Selektionsdruck fur Bindung anAddgen zu erzeugen.

Die Phagen-Bibliotheken 1h2 und sh2 wurden eineel@®in an mART2.2-transfizierten
Lymphomzellen unterzogen. Eine Erh6hung des Selestiruckes wurde durch

Verringerung der Zahl eingesetzter Lymphomzellen 1®10 auf 1x16 erreicht.

Die stichprobenartige Sequenzanalyse von seleltidthagen zeigten, dass vier distinkte
Klone angereichert wurden, die z. T. 100% der amrsjelweiligen Bibliothek isolierten
Phagen ausmachten (s. Tab. 5.1). Diese vier Kl@karben eine laufende Nummer und
wurden nach ihrer Zugehdrigkeit zum IgGhdgrt hinge) bzw. 1gG2 [ong hinge)lsotyp
mit ,,s“ oder |, dem Vorhandensein oder Fehlenesrzusatzlichen Cysteinpaares mit ,+*
oder ,-“ und der Anzahl der in der CDR3 enthalteneniroséuren benannt: JR0O337_s-14,
JR0345 s+16a, JR0872_s+16b und JR0742_I-17. Die Amalgs friher erhaltenen
Sequenzen ergab, dass keiner der vier selektidftene in den Primarbibliotheken
angetroffen worden war, wohl aber bereits nachatsten Selektionsrunden. Bereits nach
der zweiten Selektion an mART2.2-transfizierten &elwaren erhebliche Anteile des

vertretenen VHH-Repertoires auf diese vier Klonechginkt.

Von den vier putativ mART2.2-spezifischen EinzeldoerdAntikorpern (Abb. 5.6)
weisen drei lange CDR3s mit 16 und 17 Aminosauren awki von ihnen verfligen
darUber hinaus Uber ein zusatzliches Cysteinpaar,ethe Disulfidbriicke zwischen der
CDR2 und der CDR3 ausbilden kann (JR0345_ s+16a und72R6816b). Die Lage der
Cysteine innerhalb der CDRs ist bei diesen VHHs ideht Die CDR-Sequenzen selbst
weisen eine begrenzte Ahnlichkeit auf. Innerhalb@BR1 sind vier von neun Positionen
identisch besetzte, in der CDR2 sechs von acht uddri€DR3 neun von 16. JR0742_|-17
ist der einzige Klon vontong hingeTyp. JR0337_s-14 ist der Klon mit der kirzesten
CDRS.
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Tab. 5.1: Selektion der Phagen -Bibliotheken an mART2.2 bewirkt die

spezifische Anreicherung von vier VHHSs. Die zwei Phagen-Bibliotheken
.long hinge 1* (lh1) und ,short hingel” (shl) wurden in einem Festphasen-
Panning mit sukzessiv abnehmender Menge mART2.2-Protein eingesetzt
(A). Die Bibliotheken ,long hinge 2“ (Ih2) und ,short hinge 2“ (sh2) wurden
einer Selektion an mMART2.2-transfizierten Lymphomzellen unterzogen (B).

Sowohl aus den Primarbibliotheken, als auch aus den selektierten
Bibliotheken wurden stichprobenartig Einzelklone analysiert. Die Tabelle
zeigt die Haufigkeit der spater als mART2.2-spezifisch identifizierten VHHs
unter diesen Klonen.

Haufigkeit der Klone in der Bibliothek

Bibliothek Primar- nach nach nach Bibliotheks-
Klon bibliothek 1.Panning 2. Panning 3. Panning grole
long hinge 1
JRO742 117 0 0 0 0
Summe putative mART2.2-spezifischer Klone
0 0 0 0
Summe aller analysierter Klone
23 7 8 9 8x10°
short hinge 1
JRO337_s-14 0 1 3 0
JR0345_s+16a 0 6 6 8
JRO872_s+16b 0 0 0 0
Summe putative mART2.2-spezifischer Klone
0 il 9 8
Summe aller analysierter Klone
25 8 9 8 7x10°

Haufigkeit der Klone in der Bibliothek

Bibliothek Primar- nach nach nach Bibliotheks-
Klon bibliothek 1.Panning 2. Panning 3. Panning groike

long hinge 2
JRO742_1-17 0 73 24 19
Summe putative mART2 2-spezifischer Klone
0 73 24 19
Summe aller analysierter Klone
8 104 25 19 3x10%
short hinge 2
JRO337_s-14 0 0 0 0
JRO345_s+16a 0 0 0 4
JRO872_s+16b 0 2 4 12
Summe putative mART2.2-spezifischer Klone
0 2 4 16
Summe aller analysierter Klone
5 100 14 16 3x10%
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YNVA-VEGRFII 69
FYADSLKDRFTI 70
FTADSVKGRFTI 70

JRO337_s-14 QVOLOQSGGGLVQAGGSLTLSCRVSGTHFPIRPLAWY RQAPGKERELVA
JR0345 s+l6a OVOLOESGGGLVQPGGALRLSCAASGLT LADTATEWE RQAPGKERENVA
JR0872 s+16b QVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCVASEIDLESYATGWIRQAPGKEREWVS

JR0742:1-17 DVQLOASGGGLVQAGGSQRLSCAASGRIGI IGAMNWYRQAPGKEELVA TYYADSVRGRFTI 69
FR1 CDR1 FR2 CDR2
| 70— ab-|80abc------- | 90=-=~-100 | abcdefghi-=-=====~ |110-
JR0337_s-14 SEDNYKDTV--YLKMNNVKPEDTAVYLCNLGPATMSTDFRPT-—-DEWGQGTQVTVSSA 123

JR0345_s+16a SRDDSVNTV--YLQIISLKPDDTANYVEVQIPFCNEFMRGDLDR-ANLGOGTQVTVASA 126
JR0872_s+16b SRDNAKNTV--YLOMNSLQPEDTAVY ICVVNGFENEQKSGALDR-AYWGQGTQVIVSSA 126
JRO742_1-17 SRDKTTNTVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCHVILVDAEVRSYYDDLDSDYWGQGTQVTVSSE 128

ok .k *k o s e ekEK KK & FhkEEkEFE ke k

FR3 CDR3 FR4

Abb. 5.6: Aminosduresequenzen der vier als mMART2.2 -spezifisch identifizierten VHH -Klone.
Farbliche Kodierung: CDR1: rot, CDR2: griin, CDR3: blau, kanonisches Cysteinpaar (Pos. 22, 92)
und extra Cysteinpaar (Pos. 50, 98): gelb, charakteristisches Motiv hydrophiler Aminosaurereste
(Pos. 37, 44, 45 und 47) im FR2: pink, durch Primer determinierte Sequenzen: grau. (CDR =
complementarity determining region, FR = framework region) Nummerierung der Aminosauren
nach KaBAT et al., 1991. [Alignment nach ClustalW-Algorithmus].

5.1.6 Rekombinante Produktion selektierter VHH-Domanen in
E. coli

Die rekombinante Expression der vier selektiertémK als His6x- und c-Myc-markierte
Einzeldomanenantikorper fand B coliZellen des Stammes HB2151 statt. Dies ist ein
sogenannter Nicht-Supressor-Stamm, der am Ambegr-ISboon, das im pHENZ2-Vektor
zwischen VHH und Kapsidprotein liegt, die Transkop beendet. Die VHH-Domanen
kann so ohne den Fusionspartner in gréReren Mamg@mbinant produziert werden. Eine
einfache Aufreinigung erfolgte durch immobilisierte Metall-lonen
Affinitats-Chromatographieifamobilized metal ion affinity chromatographilAC) (Abb.
5.7). Die Ausbeuten an VHH-Protein lagen zwischg@nuhd 5 mg pro LiteE. col-Kultur.
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A B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [kDa] 1 2 3 4  [kDa]
— 66.3 — 66.3
b = —55.4 — 554
=
- —36.5 — 36.5
- 31.0 - 31.0
—215 —21.5
‘l‘ - -
' - — 144 - —14.4
_ %
N M 5? \E‘Er’u
— 6.0 S-.; 4 & 3
PP I M O N 8 y§ 8 &3
Qo\c’ Waschungen Eluate § £ &%

Abb. 5.7: Aufreinigung der mART2.2-spezifischen VHH s. A) Von transformierten E. colis wurde
ein Periplasmalysat (PPL) prapariert und die His6x-markierte VHH per IMAC (Ni-NTA-Agarose)
aufgereinigt. Aliquots der Waschungen #1 bis #4 (10 mM Imidazol, Spuren 3 bis 6) und der
Eluate #1 bis #4 (250 mM Imidazol, Spuren 7 bis 10) wurden auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetragen und mit Silber angefarbt. B) Coomassie-Farbung der vier aufgereinigten mART2.2-
spezifischen VHHs.

5.1.7  Affinitatsanalyse der selektierten Einzeldomanen-Atkorper

Die Bindungsaffinitaten der vier selektierten VHHsirden mit dem IAsys Biosensor
(Thermo Labsystems) analysiert und lagen mit 36 a6l in einer GréRenordnung, wie
sie auch fur andere VHHs oder konventionelle Arfiled gemessen worden sind (Tab. 5.2,

durchgefuhrt von A. ®UERHFF, Instituto Leloir, Buenos Aires).

Tab. 5.2: IAsys Bios ensor-Analyse der vier im Phagen-Display

selektierten MART2.2-spezifischen VHHSs.

VHH-Klon

Kdiss (5-1 )

s-14
s+16a
s+16b
I-17

5.40 + 0.48x104
7.20 £ 0.27x104
7.55 + 0.33x104
5.73 + 0.36x104

2.44 +0.03x10°3
2.72 £ 0.05x103
4.19 +0.16x10°3
2.08 +0.10x103

45.2+45
37.7+£20
555+34
36.3+£3.0
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5.1.8 Reaktivitat der selektierten Einzeldomé&nen-Antikorper mit
MART2.2, mMART2.1 und mART1

Um die Spezifitdat der selektierten VHHs zu untehsi; wurden FACS-Analysen mit
Lymphomzellen durchgefthrt, die mit mART2.2 oder dem 77% bzw. 37%
sequenzidentischen Paralogen mART2.1 oder mART1 stabsfiziert waren (Abb. 5.8).

JRO337_s-14 JR0345_s+16a JRO872_s+16b JRO742_I17

R 1 ) 2 3 ; 4 —--5 untransfiziert
1 mART22

C— mART2.1(1-4)

7 ; 8 —__35 untransfiziert

3 mART2.2

Ereignisse

C—3 mART1 (5-8)

anti c-Myc

Abb. 5.8: Untersuchung der Spezifitat der selektier ten VHHs. Untransfizierte und ART-
transfizierte Lymphomzellen wurden nach Inkubation mit jeweils einer der vier selektierten VHHs
und einem FITC-konjugierten Sekundarantikbrper gegen deren C-terminale c-Myc-Markierung im
FACS analysiert. In den Tafeln 1 bis 4 ist die Reaktivitat mit mMART2.2 im Vergleich mit der gegen
mMART2.1 dargestellt, in den Tafeln 5 bis 8 im Vergleich mit der gegen mART1.

Die VHHs JR0345 s+16a, JR0872 s+16b und JR0742_|-1&gieren mit
MART2.2-transfizierten Zellen, nicht jedoch mit demderen ART-Transfektanden. Diese
drei VHHs sind folglich spezifisch fir mART2.2. JR(033-14 zeigt eine distinkte
Bindung an mART2.2-tranfizierte Zellen, weist jedahe Kreuzreaktivitat mit mART2.1

auf. Keine der VHHs zeigt Reaktivitat mit untraasérten Lymphomzellen.
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5.1.9 Reaktivitat der selektierten VHHs mit mART2.2/rART2.2- und
rART2.2/mART2.2-Chimaren

FUr eine genauere Lokalisierung der durch die VHHsannten Oberflachenstrukturen
der mART2.2 (Epitopkartierung) wurden auf molekuialdgischem Weg zwei Chimaren
aus MART2.2 und der zu 77% sequenzidentischen ARd&. Ratte (rART2.2) erzeugt
(Abb. 5.9). Die m-rART2.2-Chimare verfugt Uber denTBkminus der mART2.2
(Aminosauren 1-102) in Fusion mit dem C-terminaderieil (Aminosauren 103-226) der
rART2.2. Die r-mART2.2-Chimare besteht aus dem N-Teu®mi der rART2.2
(Aminosauren 12-102) und dem C-Terminus der mARTARrinosauren 103-229).

‘*—N—terminalerAniciI | C-terminaler Anteil ‘
C% 240 AS
|| N
R S E
m-rART2.2 O 11 AS 91 AS 124 AS
R S E
4 Substitutionen 27 Substitutionen 3 & 11 Deletionen
-mART2 2 102 AS 122 AS 5AS
e (5 ECINNNN | | | HE
R S E
31 Substitutionen 2 Substitutionen 11 Deletionen

Abb. 5.9: Schematische Darstellung von mART2.2 und der beid  en Chiméren m -rART2.2 und
r-mART2.2. Die mART2.2 ist gelb dargestellt und umfasst ohne Signalpeptid, FLAG-Markierung
und GPI-Anker 240 Aminosauren. Durch die Klonierung bedingt enthalten beide Chimaren jeweils
die N-terminalen 11 Aminosauren (1-11, gelb) der mART2.2 und die funf C-terminalen
Aminosduren (222-226, braun) der rART2.2. Da die mART2.2 und die rART2.2 zu 77%
sequenzidentisch sind, ist die Anzahl der Unterschiede in der Aminoséuresequenz relativ gering.
Diese sind in den Ratten-Anteilen als blaue Balken verzeichnet. SP: CD8-Signalpeptid, FLAG:
FLAG-Markierung, GPI: Signalsequenz fir den GPI-Anker, AS : Aminosauren, rote Balken:
katalytische Aminosauren.
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Die Ergebnisse von FACS-Analysen entsprechend te@dér Lymphomzellen zeigen,

dass der Austausch von 27 Aminosauren im N-termma1 Aminoséuren langen Anteil
der mART2.2 (Aminoséuren 12-102) zum Verlust der Bmgl der VHHs JR0337_s-14
und JR0345 s+16a fuhrt, wahrend der Austausch VoAr@inosauren im C-terminalen,

122 Aminoséauren langen Anteil (Aminosauren 103-224 mART2.2) fur einen starke

Verminderung der Bindung der VHH JR0742_|-17 veramtiob ist (Abb. 5.10). Keine
der drei getesteten Einzeldoméanen-Antikorper reagig rART2.2 (nicht gezeigt).

JR0O337_s-14 JR0345_s+16a

JRO742_1-17

Ereignisse

anti c-Myc

Abb. 5.10: Kartierung der Epitope der selektierten

90

untransfiziert
mART2.2
m-rART2.2
Chimare (1-3)
untransfiziert
mART2.2

r-mART2.2
Chimaére (4-6)

VHHs. Untransfizierte und ART-transfizierte
Lymphomzellen wurden nach Inkubation mit jeweils einer der vier selektierten VHHs und einem
FITC-konjugierten Sekundarantikdrper gegen deren C-terminale c-Myc-Markierung im FACS
analysiert. In den Tafeln 1 bis 3 ist die Reaktivitat mit der m-rART2.2-Chimére dargestellt, in den
Tafeln 4 bis 6 die Reaktivitat mit der m-rART2.2-Chimére.
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5.1.10 Blockade der enzymatischen Aktivitat nativer,
membranstandiger mART2.2in vitro

Auf T-Lymphozyten der Maus wird die mART2.2 als GRlankertes Enzym
exprimiert. Etheno-NAD kann wie NAD als Substrat dienen, so dass die mART2.2 die
etheno-ADP-Ribosylierung anderer Oberflachenproteinke der T-Zelle katalysiert. Der
monoklonale, Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Rotper 1G4 bindet spezifisch an den
etheno-Adenosin-Anteil in  etheno-ADP-ribosylierteMembranproteinen, was die
Detektion der ART-vermittelten Modifikationen im FA@madglicht.

Aus C57BL/6-Mausen aufgereinigte T-Lymphozyten wurdehmART2.2-spezifischen
Einzeldomanen-Antikdrpern inkubiert. AnschlieRendirsden die Zellen mit eNAD
behandelt. Wie die FACS-Analyse in Abbildung 5.1p%zesind die VHHs JR0345_s+16a,
JR0872_s+16b sowie JR0742 |-17 in der Lage, die etA@P-Ribosylierung von
Oberflachenproteinen zu inhibieren (Tafeln 4 - B}e VHH JR0337_s-14 ist hingegen
trotz Bindung an mART2.2 nicht in der Lage, dereniildt zu beeinflussen (Tafel 3).

ohne eNAD mit eNAD

JRO337_s-14 JR0O345_s+16a JR0O872_s+16b JRO742_I-17
3 4 5 6

CD4

1G4 eADPR

Abb. 5.11: Blockade der etheno-ADP-Ribosylierung du  rch mART2.2-spezifische VHHs. Tafel
2 zeigt den Nachweis der mART2.2-Aktivitat auf T-Lymphozyten in Gegenwart von 5 uM etheno-
NAD". Nahezu alle Zellen tragen etheno-ADP-ribosylierte Oberflachenproteine. Drei der vier
selektierten mMART2.2-spezifischen VHHs (jeweils 2 ug) blockieren die etheno-ADP-Ribosylierung
von Zelloberflachenproteinen durch native membranstandige mART2.2 in vitro (Tafeln 4 - 6).
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5.1.11 Blockade der zytotoxischen Aktivitat nativer,
membranstandiger mART2.2in vitro

Die ADP-Ribosylierung des trimeren zytolytischen RR€zeptors an Argininl25
induziert die Offnung des P2Xonenkanals (ARIOUCH et al, 2007). In der Folge kommt
es zu Kalziumeinstrom in die Zelle, Kalium trittsaund das Membranpotential wird lokal
geschwdacht. Innerhalb von Sekunden erscheint Phtdglserin (PS) auf der
Plasmamembran. Lang anhaltende Aktivierung des f&Xals fihrt zum
NAD-induzierten Zelltod NAD induced cell deatiNICD) (SEMAN et al, 2003). Zum
Nachweis des PS im FACS wird FITC-konjugiertes Annéxverwendet. Der Tod der
Zelle wird durch das DNA-interkalierende Propidiweiid (PI) erkennbar.

Die in Abbildung 5.12 dargestellten Ergebnisse eejgdass aufgereinigte murine T-
Zellen bei Zugabe von NADvor dem NICD geschiitzt werden, wenn einer der
Einzeldoméanen-Antikérper JR0345_s+16a, JRO0872_s+l@ler oJR0742_I-17 die
MART2.2 blockiert.

ohne NAD mit NAD

0ojo7
8ot ).

JRO337_s-14 JR0345_s+16a JRO872_s+16b JRO742_|-17
3 4 oojoz

CT] EEH B

oojo7
912

ooo7
38|54 | .

; 00jo7
o 913 ]..

6

PI

AnnexinV

Abb. 5.12: Blockade der zytotoxischen Aktivitat dur ch mART2.2-spezifische VHHs. Die Tafel
2 zeigt den Verlauf des durch Zugabe von 20 uM NAD induzierten NICD bei aufgereinigte T-Zellen
aus Lymphknoten einer BALB/c-Maus; tUber 50% der T-Lymphozyten sind AnnexinV-positiv. Drei
der vier selektierten mART2.2-spezifischen VHHs (jeweils 2 pg) blockieren die zytotoxische
Aktivitdt von mART2.2 in vitro (Tafel 4 - 6), der Anteil AnnexinV-positiver Zellen bleibt auf einem
Niveau, wie es auch T-Zellen zeigen, die nicht mit zusatzlichem NAD behandelt wurden (Tafel 1).
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Eine Behandlung von frisch praparierten T-Zellen mmtART2.2-inhibierenden
VHH-Domanen hatte jedoch keinen Effekt auf die Hdales Hintergrundes ,spontan”
apoptotischer Zellen (11 - 13% AnnexinV-positivell&@e im unteren rechten Quadranten
der Tafeln 4 - 6). Diese erreichte stets ein Niyeda es auch Zellen aufweisen, die nicht
zusatzlich mit NAD behandelt wurden (Tafel 1). Der Ausléser diesgrofganen®
Apoptose ist mMART2.2-katalysierte ADP-Ribosylierudgs P2X%-Rezeptors noch vor
Zugabe der VHHs. Hierfur diente vor oder wahrend BEeiparation der Lymphozyten
freigesetztes endogenes NABIs Substrat (s. Einleitur®)2.6.2 Abb. 2.14).

5.1.12 Blockade der**P-ADP-Ribosylierung von Agmatin durch
rekombinante, 16sliche mART2.2in vitro

Agmatin ist ein Strukturanalogon von Arginin, deatiirlichen Zielaminosaure der
MART2.2. Wird Agmatin in Gegenwart rekombinantediiieer mART2.2 mit radioaktiv
markiertem NAD inkubiert, so wird e€P-ADP-ribosyliert und kann radiometrisch erfasst

werden.

Hier wurde Agmatin mit einem mMART2.2-spezifischemZgldom&nen-Antikdrper in
verschiedenen Konzentrationen (64 pmol - 0,125 pinéubiert. Die Reaktionsprodukte
wurden durch eine Dinnschichtchromatographie argget und in einer Autoradiographie
analysiert (Abb. 5.13). Die VHHs JR0345_s+16a, JRO8¥26b und JR0742_|-17, nicht
aber die VHH JR0337_s-14 sind dabei in der Lage, *#ReADP-Ribosylierung des

Agmatins effektiv zu blockieren.

Des weiteren zeigt die Dosis-Wirkungs-Beziehung eings VHH und mART2.2, dass
im Falle der VHHs JR0345 s+16a und JR0872_s+16b zueicBen der halb-maximalen
Inhibition (IC50) von 1,6 pmol mART2.2 in einem Volem von 50 ul rund 1,2 pmol
VHH notig sind [24 nM]. Fur die VHH JR0742_|-17 liedieser Wert mit 2,5 pmol [50
nM] etwa doppelt so hoch. VHH JR0742_1-17 ist ewas schwacherer Inhibitor als die
beiden anderen getesteten VHHs. Die gezeigten Biggb sind fir eine dreifache

Durchftuihrung der Versuche reprasentativ.
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Abb.5.13: Blockade der Agmatin- *’P-ADP-Ribosylierung
Drei der vier mART2.2-spezifischen VHHs blockieren die Aktivitat l6slicher mART2.2 in vitro in
einer Dosis-abhangigen Weise. Rekombinante lésliche mART2.2 wurde mit verschiedenen
Mengen einer VHH prainkubiert. Im Anschluss wurden *P-NAD" und Agmatin zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 20 Minuten bei 37T inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden in einer
Dunnschichtchromatographie analysiert und autoradiographisch ausgewertet (oben). Die
eingesetzten Proteine wurden in einer SDS-PAGE analysiert und mit Silber gefarbt (darunter). Ein
* markiert den Punkt der aquimolaren Konzentration von mART2.2 und VHH.

durch mART2.2-spezifische VHHSs.
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5.1.13 Blockade der enzymatischen Aktivitat nativer,
membranstandiger mART2.2in vivo

15 Minuten und 90 Minuten nach der Injektion voni&@v. 300 pg der inhibitorischen
VHH JR0345_s+16a in die Schwanzvene einer CD38KO-Mausden Versuchstiere
getotet, die Lymphknoten prépariert und separategudts an T-Lymphozyten mit
etheno-NAD inkubiert. Durch FACS-Analysen des mit dem monoklen etheno-

Adenosin-spezifischen 1G4-Antikorper wurde die mARZFAktivitdt Uberprift
(Abb. 5.14).

Es zeigt sich, dass die mART2.2-vermittelte eADP-Byierung von
Oberflachenproteinen in Folge der VHH-Injektionedtiv inhibiert 1&sst (Tafeln 2 bis 5).
Wahrend bei der Kontroll-Maus 41% der T-Zellen eth@DP-ribosylierte
Membranproteine aufweisen (Tafel 1) sind es bei Wb#Handelten Tieren nur 10%.
Dieser Effekt ist auch 90 Minuten nach der Injektiooch vorhanden. Zudem konnte
festgestellt werden, dass sich mit 300 pg VHH kurZsst nach Injektion eine etwas

JR0345_s+16a
PBS 50 ug 300 ug

2

15 min

CD3

1G4 eADPR) 50 pg 300 pg

90 min

Abb. 5.14: Intravendse Injektion der VHH JR0345_s+1 6a blockiert die enzymatische
MART2.2-Aktivitat auf T-Zellen in vivo. Balb/c_CD38KO-Méausen wurde PBS, oder 50 pg bzw.
300 pg der mART2.2-spezifischen VHH JR0345_s+16a intravends injiziert. 15 Minuten bzw. 90
Minuten nach Injektion wurden die Tiere getdtet und Lymphknotenzellen prapariert. Separate
Aliquots dieser Zellen wurden mit eNAD inkubiert, bevor eine Anfarbung mit monoklonalen
Antikdrper 1G4 und anti CD3 stattfand.

95



MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

starkere Hemmung der ART-Aktivitat erzielen lasst @it 50 pg. Eine leichte Inhibition
war noch nach sechs Stunden detektierbar, nachutiéh war die Blockade weitgehend
aufgehoben (nicht gezeigt).

5.1.14 Blockade der zytotoxischen Aktivitat nativer,
membranstandiger mART2.2in vivo

Die Ergebnisse weiterer Untersuchung zeigen, dias¥ldH JR0345 s+16a in der Lage
ist, die mMART2.2-vermittelte Zytotoxizitat fur Lymghoten-T-Zellen dosisabhangig auch
in vivo zu blockieren und den NICD zu verhindern (Abb. %.I5e zytotoxische Aktivitat
der mART2.2 war bereits 15 Minuten nach intravendsgktion von 50 pg VHH stark
reduziert. So wird der hohe Hintergrund ,spontargoptotischer T-Zellen, der zu
beobachten ist, wenn der mART2.2 durch die Prapardteigesetztes, endogenem NAD
als Substrat zur Verfigung steht, nach VHH-Injaktdeutlich reduziert: von 57% (Tafel

JRO345_s+16a

PBS 50 ug 300 ug
1 | ol
15 min
AnnexinV 300 pg
a1los 5
90 min

Abb.5.15: Intravendse Injektion der VHH JR0345_s+16 a blockiert die zytotoxische mART2.2-
Aktivitat auf T-Zellen in vivo. Balb/c_CD38KO-Mausen wurde PBS, oder 50 ug bzw. 300 ug der
MART2.2-spezifischen VHH JR0345_s+16a intravends injiziert. 15 Minuten bzw. 90 Minuten nach
Injektion wurden die Tiere getdtet und Lymphkontenzellen prépariert. Die durch endogenes,
wahrend der Praparation freigesetztes NAD induzierte Apoptose der Lymphknotenzellen wurde
durch die Anféarbbarkeit mit AnnexinV und Propidiumjodid verfolgt.
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1) auf 11-15% (Tafeln 2 und 4). Durch Injektion VB®O0 pg VHH lasst sich dieser Anteil
auf 5% weiter reduzieren (Tafeln 3 und 5). Ein kanger Anteil von 13 - 15% toter Zellen
ist wahrscheinlich auf mechanisch wahrend der PRPadipa zerstorte Zellen

zurickzufihren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch intraventsktimj rekombinant erzeugter,
spezifischer Einzeldomé&nen-Antikorper in einen @rgaus die effektive Inhibition eines
membranstandigen Ekto-Enzyms moglich ist, die Ubeen Zeitraum von mehr als

90 Minuten anhalten kann.
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5.2 Isolierung von Varianten der mART2.2-spezifischen
VHHSs aus einer neuen Phagen-Display-Bibliothek nach
erneuter Immunisierung des Lamas (2.5 Jahre spater)

Uber zwei Jahre nach der zehnten Immunisierung lde®mas erfolgte eine elfte
Auffrischungsimmunisierung. Sieben Tage nachdem B@0rekombinanten mART2.2-
Proteins subkutan am Hals des Tieres injiziert wordvaren, wurde eine Blutprobe

entnommen und daraus eine Phagen-Display-Bibliotieegestellt.

5.2.1 Charakterisierung der Primarbibliothek

Aus der neu generierten Bibliothelopng hinge3“ (Ih3, 6x1d Klone) wurden zuféllig
ausgewahlte Einzelklone einer Sequenzanalyse wgenz Im Sequenzvergleich fiel auf,
dass es drei Gruppen von Klonen mit jeweils semliéer CDR3-Sequenz gab (rote
Balken in Abb. 5.16). Auch die anderen CDRs und AbgthderframeworkRegionen

dieser Klone waren zum Teil identisch.

Ein Vergleich mit den Sequenzen der vier bekannteART2.2-spezifischen
Einzeldomanen-Antikorper ergab, dass zwei diesanp@an Sequenzéahnlichkeiten zu
diesen VHHs zeigen. 29 von 85 untersuchten Klonad sit der VHH JR0742_1-17
verwandt, drei davon sind zu 100% sequenzideniisciAbb. 5.16 vertreten durch VHH
JR1075_I-17). Die CDR3s der anderen Gruppenmitgliedézrscheiden sich in maximal
drei Positionen von der der VHHO0742 |-17. Die zweeiGruppe, die aus funf
long hingeKlonen (I-14) besteht, zeigt groRe Sequenziddnatd VHHO0337_s-14. Von
diesen weisen zwei innerhalb der CDR3 eine 100%iggu&ehomologie mit dem
MART2.2-spezifischen Einzeldomanen-Antikorper aufe @nderen Gruppenmitglieder

zeigen hier bis zu sieben Aminséuresubstitutionen.

Der Klon VHH JR1066_|-14 hatte keine Ahnlichkeit tréinem der inhibitorischen
Einzeldoménen-Antikdrper. Einer dieser Klone warerabin zwdlffacher Kopienzahl

vorhanden und es gab drei weitere VHHs mit ideh#as€CDR3-Sequenz.

Diese Gruppen von VHHs wurden als ,Familien* zusangefasst.
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MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

Abb. 5.16 (Vorseite): Vergleich von VHH-Aminosdures equenzen der primaren Phagen-
Bibliothek 1h3 (7. Tag nach 11. Immunisierung). Rote Balken markieren Gruppen
sequenzahnlicher Klone. Die Klone sind nach der CDR3-Lange, sowie dem Vorhandensein oder
Fehlen eines zusétzlichen Cysteinpaares sortiert. *: Klone mit frame shift-Mutation; c: 1IgG1-Isotyp.

Die Bibliothek wurde in einer ersteanningRunde an mART2.2-transfizierten
Lymphomzellen bei Raumtemperatur selektiert, in mirzsveitenPanningbei 37°C. Nach
jeder Runde wurden stichprobenartig weitere Sequeysen durchgefuhrt. Die
analysierten Klone konnten stets einer Familie juega mART2.2-Binder zugeordnet
werden (Tab. 5.3).

Neben den bereits in der Priméarbibliothek enthalteframilien traten wahrend der
Selektion zunehmend auch Klone auf, die den bebeitannten VHHs JR0345_s+16a und
JR0872_s+16b d@hnelten. Diese werden im FolgendarFEsuilie 1 und 2 genannt. In der
16er-Familie 3 werden I-16-VHHs zusammengefasstjrdiPanningangereichert werden,
jedoch eine begrenzte Ahnlichkeit mit den Mitgliadeder anderen 16er-Familien

aufweisen.
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Tab. 5.3: Haufigkeit putativer mART2.2-Binder in de r Bibliothek |h3. Erfasst sind Mitglieder
von VHH-Gruppen grof3er Sequenzédhnlichkeit und deren beobachtete Kopienzahl in der
Primarbibliothek, sowie nach den Selektionsrunden. Vier dieser Familien kann jeweils eine der vier
bekannten mART2.2-spezifischen VHHs auf Grund hoher Sequenzéahnlichkeit zugeordnet werden.

Haufigkeit der Klone in der Bibliothek |h3 Summe der Aminosauren  extra Cycstein
Priméarbibliothek post 1st Panning post 2nd Panning Sichtungen  in der CDR3 in der CDR3

Summe analysierter Klone

4] 50 43
Summe putative mART2 2-spezifischer Klone

40 46 38
14er-Familie 1
JR1277_1-14 1 1 14 nein
JR1240_1-14* 1 1 14 nein
JR1712_1-14 1 1 14 nein
JR1078_|-14 1 1 14 nein
JR1721_1-14 1 1 14 nein
JR1614_1-14 1 1 14 nein
JR1270_1-14 1 1 14 nein
JR1281_I-14 1 1 14 nein
14er-Familie 2
JR1066_I-14 12 1 13 14 nein
JR1071_1-14 1 1 14 nein
JR1077_I-14 1 1 14 nein
JR1195 |-14 1 1 14 nein
16er-Familie 1
JR1616_ |+16 2 2 16 a
16er-Familie 2
JR2212_1+16* 1 1 16 B
16er-Familie 3
JR2149_1+16 3 1 4 16 B
JR2240_I+16* 1 1 16 B
JR1720_I+16 1 1 2 16 B
JR1762_I+16 2 2 4 16 B
JR2146_I1+16* 27 2 29 16 B
JR1253 1+16 1 1 16 Ja
17er-Familie
JR1075_I-17 3 1 12 16 17 nein
JR1594 117 1 1 17 nein
JR1607_I-17 1 1 17 nein
JR1634_I-17 1 1 17 nein
JR1227_17" 1 1 17 nein
JR1209_I-16 5 4 2 11 16 nein
JR1719_I-16 1 1 16 nein
JR1604_I-16 1 1 16 nein
JR1619_I-16 1 1 16 nein
JR1067_I-16 1 1 2 16 nein
JR1280_I-16 1 1 16 nein
JR1210 _|-16 1 1 16 nein
JR1085_I-16 3 3 8 16 nein
JR1255_|-16 1 1 3 5 16 nein
JR1267_I-16 1 1 16 nein
JR1621_I-16 1 1 16 nein
JR1237_1-16 1 1 2 16 nein
JR1272_I-16 1 1 16 nein
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5.2.2 Sequenzvergleich der Mitglieder von Familien

Die Gruppe um die VHH JR1277_I-14, ,1l4er-Familie 18t sehr heterogen. lhre
Mitglieder definieren sich durch eine hohe Sequbnkéhkeit der CDR3 mit der
bekannten mMART2.2-spezifischen VHH JR0337_s-14 (ABWK7). Insbesondere die
anderen beiden CDRs und diameworkRegionen 3 weisen eine geringere Ahnlichkeit
auf. Die Beobachtung, dass diese ahnlichen VHH-Semnesowohl in Antikrpern vom
IgG3 (short hingg- als auch 1gG2l¢ng hingg-Isotyp in Erscheinung treten, lasst einen

Klassenwechsebk(b-class switghvermuten.

JRO337_s-14 QVOLOQSGGGLVQAGGSLTLSCRVSGTHFPI—~—-~RPLAWYRQAPGKERELVASISAGHWINYNVAVEGRFI 68
JR1277_1-14 ﬁVQLQASGGGLVQAGGSLRLSCRVSE ————— AWYRQAPGKERELVASISAGHITNYNGAVEGRFI 68

JR1240_1-14%* ﬁVQLQﬁSGGGLVQTGGSLRLSCTAS EPEDS ————-— ¥SIGWERQAPGKERELV TNYDVAVEGRFI 68
JR1712 1-14 BVOLORSGGGLVOSGGSLRLSCVVSGLGIEE -~ -NIRPIGWYRQAPGKQRELVASISAGEGVIPY YGDSVKEGRET 70
JR1078_1-14 gVQLQﬁSGGGLVQAGGSLRLSCHNSl~IFSI ----- NGMEWYROAPGKQRELVADITSDGMEN YADSVEGRFT 68
JR1721_1-14  BVQLOBSGGGLVQAGGSLRLSCVVSGIGIRDNPESIRAMSWYROAPGKEREMV AT TTPGMITEYGVSVKGRFT 73
JR1614_1-14 ﬁVQLQ@SGGGLVQAGGSLRLSCVVS- BFST--——-RBVAWYRQT PGKORELVARTSAGGIUTDYGASVEGRFT 68
JR1270_1-14 QVQLQQSGGGLVQHGGSLRLSCVVS ----- AWYRQT PGNORELVASISAGGLITNYGVSVEGRET 68
JR1281_1-14  BVOLOASGGGLVQWGGSLTLSEVWVSGUBFSI----- 2 YROT PGNERELVAFTTBGMIRD YARSVKGRFT 68

. ok AR ok k ok k kk * ok ok ok * ok *x - - * ek ke kR e ok ke kR * - - * P

FR1 CDR1 FR2 CDR2

= 70======= |80-====~- 190----100 |abcdefghi-=-=----~ 1110-
JRO337_s-14 ISRDNYKDTVY LKMNNVKPEDTAVYLENLGPATMSTDFRPTDEWGQGTQVTVSSA 123
JR1277_1-14 1SRDNYKDTVY LQMNBMK PEDTAVYLENLIGPATMS TDFRPTDEWGQGTQVTVSSE 123 (1x:1/0/0)
JR1240_1-14%* ISRDNYKDTVYLQMNDEKPEDTAVYLENLGPATMSTDFRPTDEWGQGTQVTVSSE 123 (1x:1/0/0)
JR1712_1-14 VSRDNYKDTVYLQMNSEKPEDTEGVYRCNVIGPATMSTDFRPEDEWGQGTQVTVSSE 125 (1x:0/1/0)
JR1078 1-14 ISRDNAKNTVY LOMNSLKPEDTAVYLENLGPATMSTDFRPSDHWGOGTQVTVSSE 123 (1x:1/0/0)
JR1721:1‘-14 ISRDNYKDTVY LQMNNEKPEDTAVYLEN LIGPATMSTDFRPSDEWGQGTQVTVSSE 128 (1x:0/1/0)
JR1614_1-14 ISRDONWNKNTVY LOMNSLEPEDTAVYLCNLGPATMSTHFQPTEFWGQGTUVTVSSE 123 (1x:0/0/1)

JR1270_1-14 ISRONYKDTVY LEMNNLEE PEDTADY LCALIGPATMSTHFRTADEWGQGTMVTVSSE 122 (1x:1/0/0)
JR1281_1-14 ISRDNYKDTVYLEMNELKTIEDTEVYICN LGEASMRTVFQS TDMWGQGTQVIVSEE 123 (1x:1/0/0)

sk kh hakhkhkkakhk . kEkE # Rk sk kak kR ks s EhkEkEE * kh

FR3 CDR3 FR4

Abb. 5.17: Sequenzvergleich der Mitglieder der ,14e r-Familie 1“. Als Referenz dient die
MART2.2-spezifische VHH JR0337_s-14 aus der Bibliothek shl. Unter Bericksichtigung der
CDR3-Sequenz wurden die in der Bibliothek Ih3 gefundenen Klone dem Grad an Konserviertheit
entsprechend zeilenweise von oben nach unten abnehmend aufgelistet. Unterschiede in der
Aminosauresequenz sind grau hinterlegt. Hinter jeder Sequenz ist die Haufigkeit angegeben mit
der sie gesichtet wurde. Dabei folgt der gesamten Anzahl der Sichtungen (z. B. 1x) eine
Aufschliisselung nach dem  Zeitpunkt der  Stichproben-Sequenzierung: aus  der
Priméarbibliothek/nach Panning 1/nach Panning 2.

Farbliche Kodierung: CDR1: rot, CDR2: griin, CDR3: blau, kanonisches Cysteinpaar: gelb,
Oligonukleotid-determinierte Bereiche: braun. *: Klon mit Leserastermutation. Nummerierung der
Aminosduren nach KABAT et al., 1991. [Alignment nach ClustalW-Algorithmus].

Die ,14er-Familie 2* um die VHH JR1066 |-14 wurdeteindem Selektionsdruck der
Panningseliminiert. Diese VHHs waren wahrscheinlich nichART2.2-spezifisch. Die
hohe Kopienzahl in der Priméarbibliothek kann dahlsrhumorale Immunantwort auf ein

anderes Antigen interpretiert werden.

102



MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

Die 16er-Familie 1 und 2 bestehen jeweils nur aunsreeinzelnen VHH, lassen sich
jedoch den beiden mART2.2-spezifischen Einzeldomdaikorpern JR0345_s+16a und
JR0872_s+16b zuordnen (Abb. 5.18). Die neuen Kloresem jeweils nur wenige
Substitutionen auf (15 bzw. 18). In den CDRs sind solchen Austauschen jeweils ein bis
drei Aminoséuren betroffen. Auch hier finden sicbnwshort hingeVHHs bekannte
Sequenz auf einedong hingeHintergrund wieder. Einer dieser neuen Klone finsieh
mehrfach in der stringent selektierten BibliotheR.|h

A

--------- [10=======|20==a=====] 30======= [ 40~=====~| 50a-===~== | 60~=~=~~
JR0345_s+l6a QVOLOESGGGLVOPGGALRLSEAA-SHLTLADTATGWE ROAPGKEREWVAE TSRRKAGTEYADSLKDRET 69
JR1616 1+16 'DVQLQ_Z-‘;'SGGGLUQPGGSLRLSCF-\A—SGLSLEDTATGWFRQF\PGKEREWVSCISRRN?\GTFYS\DSLKDRFT 89
- :l"t* 1'!’*'*'}11‘(:*‘(1‘7"! 't*:* 'litttwrtiittrrtwtw:tt-xtt:writtwirrt‘!ttx
FR1 CDR1 FR2 CDR2
-|70-====-- |80=====mm [90----100 |abcdefghi jk========= 1110-
JR0345_s+16a ISRDDSVNTVYLQIISLKPDDTANYVEVTPFCNEFMRGDLDRANLGOGTQVTVASA 126
JR1616 1+16 ISRDNSMNTVYLOINSLEPDDTANYTPCVSPFCEEFMRGDLDRENLGOGIQVTVASE 126 (2x:0/0/2)
- ****:ﬁ:*r**-‘r%* * Rk Rk R kK *'**w * & & *********:**:‘r** * ok k ok Rk
FR3 CDR3 FR4
B o e, [ | 40n e | 50as=m=sen [60-————~
J'R.0972_3+16b QVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCVA-SETDLESYATGWFRQAPGKEREWVSICISRRNSGSFTADSVKGRET 69
JR2212 1+416* QVQLQQSGGGL‘JQPGGSLRLSCAA"SD DLDYHATEWFROAPGKEREWISCISRRNSGSFYADSVKGRET 62
= :*irllv 'xk;\lkﬁ)'x!‘k:l'xi’!!'i"b l’ A'A‘ :erizA*'J'rn.ipwbg}:‘x«x‘a*i»n‘x*\b e e e o e e ke ke
FR1 CDR1 FR2 CDR2
-|70-====-- |80===m=mm |90----100 | abcdefghi jk=—=—====~ |110-
J'ROS'?Z_S+16b ISEDNAKNTVYLOMNSLQPEDTAVYICVVNGFCNEQKSGALDRAYWGQGTQVIVSSA 12

6
JR2212 1+16* ISRDNAKNTVYLOMNNLEPEDTAVYECVVNGECNDOKSGALDRAWGQGTQVTVSSE 126 (1x:0/1/0)

o P R A O S T S

FR3 CDR3 FR4

Abb. 5.18: Sequenzvergleich der Mitglieder der ,16e  r-Familien® 1 und 2. Als Referenz dienen
die mART2.2-spezifischen VHHs JR0345 s+16a (A) und JR0872_s+16b (B) aus der Bibliothek
sh2. Unter Beriicksichtigung der CDR3-Sequenz wurden in der Bibliothek 1h3 gefundene Klone
diesen Referenzen zugeordnet. Unterschiede in der Aminoséauresequenz sind grau hinterlegt.
Hinter jeder Sequenz ist die Haufigkeit angegeben mit der sie gesichtet wurde. Dabei folgt der
gesamten Anzahl der Sichtungen (z. B. 1x) einer Aufschliisselung nach dem Zeitpunkt der
Stichproben-Sequenzierung: aus der Primarbibliothek/nach Panning 1/nach Panning 2.

Farbliche Kodierung: CDR1: rot, CDR2: griin, CDR3: blau, kanonisches Cysteinpaar: gelb,
Oligonukleotid-determinierte Bereiche: braun. *: Klon mit Leserastermutation. Nummerierung der
Aminosauren nach KaBAT et al., 1991. [Alignment nach ClustalW-Algorithmus].
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Die als ,16er-Familie 3 zusammengefassten Klonbl(A5.19) weisen nur sehr geringe
Ahnlichkeit mit den bekannten VHHs JR0345 s+16a 3iR6872_s+16b auf, so dass sie
eine erstmals in der Ih3-Bibliothek beobachtete @Beupilden. Sie sind nach der ersten
Selektionsrunde in erhdhter Kopienzahl vertreteer,den nach dem zweiten, stringenteren

Panningweniger.

--------- |10-=-=====|20=--a=====-| 30=======| 40 -—===--| 50a-—=—=== | 60==—=—~
JR2149_1+16 DVQLOASGGGOVOSGESLALACAAPANLELESHARGWFRQAPGKEREWVACISRRNSGT FINDAVKGRET 70
JR2240_1+16%* DVQLOABGGGOVQSGGSLRLACAAPADLELE SHARGWFRQA PGKEREWVACTSRRNSGTFINDAVKGRFT 70
JR1720_1+16 DVQLOASGGGM VO PGGSLRLACAAPADLELESHAAGWFRONPGKEREWVACTISRRNSGTFIADAVKGRET 70
JR1762:1+16 DVOLOASGGGHEVOPGGSLELSCAA=S OLDILMSHASQWEFRQAPGKEREWVACISRRNAGTFTADSVEGRFR 69
JR2146_1+16%* DVQLOASGGGLVQPGGSLTLSCAA=-SOLDLY SHASGWFROQAPGKEREWVACISRRGAGTFTADSVEGRFRA 69
JR1253_1+16 DVQLQASGGALVQTGGSLRLSCAARS DILELYLHAAGWFRQEPGKEREWVACISRRNSGTFLIDSVKGRES 70

* dkk kkok 'Kﬁ‘ 'xt.tt‘c'.* ':*'X' :tw:t tx:*tﬁ** "’*Ititrti‘xt*tl:yiﬁ x:‘tt‘k‘!"x:

FR1 CDR1 FR2 CDR2

- | 70-————== |80--————- |90----100 |abecdefghi jk---------|110-
JR2149 1+16 ISRDNGENTVS LOMDRVT PEDTAVYLCAVISGFCNDFLRGTLDRAYWGQGTQVTVSSE 127 (04x:0/ 3/1)
JR2240:1+16* ISRDNGENTVSLOMDRVTPEDTAVYLCAVISGFCNDFLRGTLDRAYWGQGTQVTVSSE 127 (01x:0/ 0/1)
JR1720_1+16 ISRDNGENTVSLOMDRVTSEDTAVYLEAVISGFCNDFLRGTLDRAYWGQGTQVTVSSE 127 (02x:0/ 1/1)
JR1762_1+16 ISRDNBENTVNLOMNSLOPEDTAVYLCAVISGFCNDFQRGTLDRAYWGQGTQVTVSSE 126 (04x:0/ 2/2)
JR2146_1+16* ISRDNARNTVNLOMBSLOPEDTAVYLCAVISGFCNDFOQRGTLDRAYWGQGTQVTVSSE 126 (29x:0/27/2)
JR1253_1+16 IHRDNDENTLY LOMDSLT PEDTAVYVECAVISGFCNDFERGDLARAYWGQGTQVTVSSE 127 (01x:1/ 0/0)

* % % & :*k: e = '*kkx*x:a**x*i*x** % - dode ke de deode ok ok ok ok

FR3 CDR3 FR4

Abb. 5.19: Sequenzvergleich der Mitglieder der ,16e  r-Familien 3“. Als Referenz dient die VHH
JR2149 1+16. Unter Berlcksichtigung der CDR3-Sequenz wurden die gefundenen Klone dem
Grad an Konserviertheit entsprechend zeilenweise von oben nach unten abnehmend aufgelistet.
Unterschiede in der Aminoséauresequenz sind grau hinterlegt. Hinter jeder Sequenz ist die
Haufigkeit angegeben mit der sie gesichtet wurde. Dabei folgt der gesamte Anzahl der Sichtungen
(z. B. 1x) eine Aufschlisselung nach dem Zeitpunkt der Stichproben-Sequenzierung: aus der
Priméarbibliothek/nach Panning 1/nach Panning 2.

Farbliche Kodierung: CDR1: rot, CDR2: griin, CDR3: blau, kanonisches Cysteinpaar: gelb.
Nummerierung der Aminosauren nach KABAT et al., 1991. [Alignment nach ClustalW-Algorithmus].
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Ein Vergleich der Sequenzen von Ih3-Klonen allexi di6er-Familien (Abb. 5.20) zeigt
deutlich die Vielzahl von Substitutionen auf, dedativ gleichmaflig Gber die gesamten
VHHs verteilt sind. Dies lasst vermuten, dass dienk keinen gemeinsamen Ursprung
haben. Jedoch weisen inshesondere die CDRs Berei€hdiaun allen drei Sequenzen
homolog sind. Dies betrifft drei von neun Positione der CDR1, sieben von acht in der
CDR2 und sechs von sechzehn in der CDR3. Vergleicht manJR2146_1+16 und
JR2212 _1+16, so erscheint der Anteil identischer Woséuren innerhalb der CDRs noch
grolRer (CDR1: funf von neun, CDR2: acht von acht, CDIR3om sechzehn). Er erscheint

daher vorstellbar, dass die drei Klone ganz ahelEpitope erkennen.

JR2149_1+16 DVQLOASGGGEVOSGGSLRLACAAPAPLELE SHARGWF RQA PGKEREWVAETS SATFENDEVKGRET 70
JR2212 1+16+* DVQLOASGGGLVQPGGSLRLSCAL-SPLDLDYHATGWFRQAPGKEREWTS FYADSVKGRET 69
JR1616 1+16 DVOLOASGGGLVQPGGSLRLS CAR-BELSLE DIATGWEF RQAPGKEREWVS TFYADSEKBRET 69
= dhkhk kkk ok hkkk n-'-“-****t:x*' :l-‘v.t: *:Q**-‘*’x*'**t-‘:: * ke ek * *
FR1 CDR1 FR2
JR2149_1+16 ISRDNGENTVSLOMBRVIPEDTAVY LCAVEGFCHNDE DRGEILDRAIWGOGTQVTVSSE 127
JR2212 1+16%* ISRDNAKNTVY LOMNNLEPEDTAVYLEVVNGFCNDOKSGALDRAYWGOGTQVTVSSE 126
JR1616_1+16 ISRDNSMNTVYLQINSLKPBDTAVYECVRESPFCAEFMRGDLDRSIGOGIQVTVESE 126
-':*ﬁw*_ *® '.*'f:: E x:*w*:‘r* * % * ) *® *ws‘v: * ok w*')f*:ii—
FR3 CDR3 FR4

Abb. 5.20: Sequenzvergleich von |h3-Klonen aller dre i 16er-Familien. JR1616_I+16 ist Mitglied der 16er-
Familie 1, JR2212 [+16 Vertreter der 16er-Familie 2 und JR1616 [+16 der 16er-Familie 3. Unterschiede in
der Aminoséuresequenz sind grau hinterlegt. Die Vielzahl von Aminosauresubstitutionen in den Sequenzen
der drei Klone lassen vermuten, dass diese keinen gemeinsamen Ursprung haben. Auffallig ist die
Konserviertheit einiger Positionen innerhalb der CDRs. Es ist vorstelbar, dass diese VHHs sehr ahnliche
Epitope erkennen.

Farbliche Kodierung: CDR1: rot, CDR2: griin, CDR3: blau, kanonisches Cysteinpaar: gelb, Oligonukleotid-
determinierte Bereiche: braun. Nummerierung der Aminosauren nach KasaT et al., 1991. [Alignment nach
ClustalW-Algorithmus].
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Die Mitglieder der 17er-Familie (Abb. 5.21) sindréis stark in der nicht selektierten
Primarbibliothek vertreten und reichern sich Ubeie dSelektionsrunden hinweg
kontinuierlich an. Nach der zweiten Selektionsrustidlt diese Gruppe drei Viertel der in
der Bibliothek enthaltenen Klone. Diese Familie treigine wesentliche hdhere
Sequenzidentitat als die anderen betrachteten iEamKnapp die Halfte der 17er-Klone
entsprechen der bekannten Sequenz des mART2.2ispeeif Einzelketten-Antikorpers
JR0O742_I-17. Es sind siebzehn Variationen dieseu&ennachgewiesen worden, die zum
Teil auch in mehrfacher Kopienzahl vorliegen. Fighiz dieser Varianten weisen die
auffallige Eigenschaft einer Verkirzung der CDR3 une éAminosaure auf, so dass diese

Klone als ,|-16“-VHHs betrachtet werden mussen.

|10====-—- |20======= [ [40-===-~- |50-==--~ abc- | 60--—-=-- |70--~-
JRO742_1-17 GLVQAGGSQRLSCAASGR [WYRQAPGKDRELVATLDDRGRT Y -—--YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1594 1-17 GLVQAGGSQRLSCAASGR WYRQAPGEDRELVATLDDRGRTY-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JRlGDT_l—l? GLVQAGGSQRLSCAASGRIGI IGAMNWYRQAPGKDRELVASLDNRGRTH-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1634_1-17 GLVQAGGSQRLSCAASGRIGIIGAMNWY RQAPGKDRELVATLDNRGRTN-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JrR1227_1-17 GLVREGGSIRLSCVASGNINS INVMGWY RQAPGKDRELVATLDDRGRT Y- —-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1209_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGRIGI IGAMNWY ROAPGKDRELVATLDDRGRT Y -—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1719_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGRIGI IGAMNWY ROAPGEKDRELVNTLDDRGRT Y -—-YADSVREGRFTISRDKTTN 76
JRlBDd_l—lG GMVQOAGGSLRLSCNASGEIGI IGEMNWY ROAPGKDRELVASLDNRGRTH-—-YADSVRGRFTISREDKTTN 76
JR1619_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGRIGI IGAMNWY ROAPGKDRELVATLDDRGRTY-—-YADSVRGREFTISRDKTTN 76
JR1067_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGRIGI IGAMNWY RQAPGKDRELVATLDDRGRTY---YADSVRGRFTISRDKTTN 76

JR1280_1-16 GLVHBGGSERLSCARSGR WYRQAPGKDRELVATLDDRGRT Y-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1210_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGR WY RQAPGKDRELVATLDDRGRTN-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1085_1-16 GLVQAGGSQRLSCARSGR WY RQAPGKDRELVATLDNRGRTN-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76
JR1255 1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGR WY ROAPGKDRELVASLDNRGRTN-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76

JR1267_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGR YRQAPGKDRELV
JR1621_1-16 GLVQAGGSQRLSCAASGR [WYRQAPGKDRELV
JR1237_1-16 GLVRBGGSERLSCVASGN INS INVMGWY ROEPGKERELVAGLIS PGCHTN-~-YADSVKGRFTISRDNARN 76
JR1272_1-16 GLVQAGESLRLSCGASGS ISRYDVMEWY RO PGKQRELVARSSRAGKTNYVBYBDSVKGRFIISRDNAKN 79

Fakae Kk F EEER KEE * * kR kR kA E.hkAEEAE L * kAkFakdkEd FhkEhes *

LDNRGRTMN-—--YADSVRGRFTISRDKTTN 76
TLDNRGRTN-—-YADSVRGRFTISRDKTTN 76

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
ab---|80-—---—-- | 90----100| abcdefghijkl---——-——- 1110~
JRO742_1-17 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCHVILVDAEVRSYYDDLDSDY[WGQGTQVTVSSE 128 (16x:3/1/12)

JR1594 1-17 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCH
JR1607_1-17 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCH
JR1634_1-17 TVTLYLOMNSLEKLEDTAVYYGH
JR1227_1-17 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCH
JR12089_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYECH
JR1719 1-16 TITLYLOMNSLKVEDTAVYFGH

VDAEVRSYYDDLDSD
VDAEVRSYYDDLDSD
VDAEVRSYYDDLDSD
VDAEVRSYYDDLDSD!
VDAEVRSYYD=LDSD
VDAEVRSYYD=1DSD

GQGTQVTVESE 128 (01x:0/0/1)
WGQGTQVTVSSE 128 (01x:0/0/1)
WGQGTQVTVSSE 128 (01x:0/0/1)
GQGTQVTVSSE 128 (01x:0/0/1)
WGQGTQVTVSSE 127 (11x:5/4/2)
WGQGTQVTVSSE 127 (01x:0/1/0)

JR1604:1—16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCHVILVDAEVRSYYD=LDSDYWGQGTQVTVSSE 127 (01x:0/0/1)
JR1619_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCNVRVDAEVRSYYD=LDSDYWGQGTQVTVSSE 127 (01x:0/0/1)
JR1067_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCNVIRVDAEVRSYYD=LDTDYWGQGTQVTVSSE 127 (02x:1/0/1)
JR1280_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCNVRVDAEVRSYYD=LDIDYWGQGTQVTVSEE 127 (01x:1/0/0)

JR1210_1-16 TVILYLOMNSLKLEDTAVYYCN
JR1085_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCN
JR1255_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCN
JR1267 1-16 TVTLYLOMNSLNLEDTAVYYCN

VDAEVRSYYD-LDTD
RVDAEVRSYYD=LDTD
{VDAEVRSYYD-LDTD
VDAEVRSYYD=LDTD

WGQGTQVTVSSE 127 (01x:1/0/0)
WGQGTQVTVSSE 127 (09x:4/2/3)
WGQGTQVTVSSE 127 (05x:1/1/3)
WGQGTQVTVSSE 127 (01x:1/0/0)

JR1621_1-16 TVTLYLOMNSLKLEDTAVYYCNVRVDAEVRSYYD-LETDYWGQGTQVTVSSE 127 (01x:0/0/1)
JR1237_1-16 E2THY LOMNNLEBEDTAVYYCNVRVDAEVRS YYD-LDT DYWGQGTQVTVSSE 125 (01x:1/0/1)
JR1272_1-16 ==TLBLOMNSLKLEDTAVYYCNVRVDAEVRSYYD=LDIDYWCQGTQVTVSSE 128 (01x:1/0/0)

*e kkkE ok khkkdkd kR ok hEkFAhbkhkdr h chkkhkkk kA okEh k.

FR3 CDR3 FR4

Abb. 5.21: Sequenzvergleich der Mitglieder der 17er -Familie. Die Sequenz der VHH
JR0O742_1-17 (oberste Zeile), die auch in der Bibliothek 1h3 vorkommt und die nach dem zweiten
Panning am starksten vertretene VHH darstellt, dient als Referenz fur den Vergleich mit den
anderen Mitgliedern der Familie. Unterschiede in der Aminosauresequenz sind grau hinterlegt.

Farbliche Kodierung: CDR1: rot, CDR2: griin, CDR3: blau, kanonisches Cysteinpaar: gelb.
Nummerierung der Aminosauren nach KABAT et al., 1991. [Alignment nach ClustalW-Algorithmus].
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Von allen Mitgliedern der ,17er-Familie®, der drejl6er-Familien® und der
.l4er-Familie 1 wurde eine Testexpression durchbef Eine SDS-PAGE-Analyse
(Abb. 5.22) der aus Periplasmalysaten préparidtiameldomanen-Antikdrper zeigt, dass
die meisten Klone funktionelle VHH-Domé&nen kodierBiur in vier Fallen kann aus nicht

erklarbaren Grinden kein oder nur sehr wenig reloamtes Protein festgestellt werden.

14er-Familie 1 16er-Familien 1-3
123456 7 8 9 [kDa] 1234567 8 910 [kDa]
20 —20
s \b: XN \5‘ '\"‘ Q> «P‘ N eﬁ’\\"’g \Qix %\x ‘O\x\G\, (°\x ‘bx\'&?\x\fo
R SR
@-%& NS @-@-\%@ &%%%"'&&S‘?‘%?‘
17er-Familie

12345678 910lkbal 1112131415161718 [kDa]

Blae woall Bantaly

-15
A XA A o O o o O © O & 0,0 0 O N0
'L\:\b-):\ f:,h- /-\ \\ \v\ \;:9?:\ /\ g}'\g)'\ \;\%i\\ D V\’\\/"\'ﬁ'\
RS F SNEDE RO
%%%{*‘ FEEEE %&&&&%%Q‘

Abb. 5.22: Expressionstest mit Mitgliedern der funf Familien putativ mART2.2-spezifischer
VHHs. Von kleinen Expressionskulturen (12 ml) wurden Periplasmalysate prapariert und aus
500 pl davon mit Ni-NTA-Agarose (15 pl) rekombinant exprimiertes VHH-Protein prazipitiert. Eine
SDS-PAGE-Analyse zeigt, dass vier der getesteten Klone kein solches Protein produziert haben.
(Mit * markierte Konstrukte wiesen Leserastermutationen auf, die durch Mutagenese korrigiert
wurden.)
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5.3 Rekombinante Grof3produktion von VHHs und
MART?2.2 in E. coli sowie Prozesse der
Proteinaufreinigung mit dem Ziel der Kristallisieru ng
eines Komplexes aus VHH und ART

5.3.1 Rekombinante Grof3produktion und Aufreinigung von VHH
JR0345 s+16a

Fur die rekombinante Expression grofer Mengen VHétdhs mit C-terminaler
His6xMyc-Markierung wurden E. colirZellen das Stammes HB2151 mit dem
entsprechenden Phagemid-Vektor transformiert. bbliKulturvolumina waren 12 bis 15
Liter. Daraus resultierten ca. 120 g Bakterien @dasvicht), die zu 600 ml Periplasmalysat
verarbeitet wurden. Eine Aufreinigung durch IMAC (20 Ni-NTA-Agarose) ging einer

Gelfiltrationschromatographie voraus.

73 75 77 79 81 83 85 87

OD5gq =

90

40 - -

|—-—uereinig| —--I [kDa]
TR T 21
o - - _14

.—}
Fraktion B

Abb. 5.23: Plot einer Gelfiltrations-Chromatographi e rekombinanter VHH JR0345_s+16a und
SDS-PAGE-Analyse ausgesuchter Fraktionen.  Der Plot (A), der simultan zur automatisierten
Sammlung von Fraktionen angefertigt wurde, weist diverse kleine Extionktionsmaxima im Vorfeld
eines sehr hohen Extinktionsmaxiums (Fraktionen 73 - 87) auf. (B) Aliquots der Fraktionen 73 bis
87 wurden in einer SDS-PAGE analysiert und mit Coomassie gefarbt.

Eine SDS-PAGE-Analyse (Abb. 5.23 B) von Fraktiondig in der Plot-Aufzeichnung
(Abb. 5.23 A) hohe Proteinkonzentrationen aufwiessmgt, dass das aufgereinigte
VHH-Protein in den Fraktionen 73 - 79 enthalten .warese wurden vereinigt und per
Diafiltrationszentrifugation auf ein  Volumen von Rl eingeengt. Die
Proteinkonzentration wurde mit 26 mg/ml bestimmasweiner Gesamtmenge von 20 mg
Protein entspricht. Die Produktionsrate lag bei rigLiterE. coliKultur. So
aufgereinigtes Protein wurde fur die Injektion idie oder die Kristallisation verwendet.
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5.3.2 Rekombinante GroRR3produktion und Aufreinigung von

MART2.2

Die rekombinante Expression vo 1 2 3 4 5 [kDa]
MART2.2-His6xFLAG erfolgte vom
prokaryotischen Expressionsvektc o0 v - ggg
pASK60 aus in E.col-Zellen des
StammesXL10-GOLD (Stratagene). Das - :g?g
Kulturvolumen betrug Ublicherweise 4 bi
5 Liter. Daraus resultierten ca. 50 —21:3
Bakterien (Nassgewicht), die in 250 n — 14.4

Periplasmalysat umgesetzt wurden. Dur

die anschlieRende Aufreinigung m QQ\’&&’(\&Q AN LB <BE s
M2-Agarose konnte eine so hohe Reinh 0&0 Qc‘ﬁ& Eluate

@
erzielt werden, dass auf weiter N

Aufreinigungsschritte verzichtet werde~g

konnte (Abb. 5.24). Das mMmART2.2-HF- o
Abb. 5.24: Aufreinigung von mMART2.2-

Protein wurde abschlieRend in PBHis6xFLAG. Das FLAG-markierte mArt2.2-
L . Protein wurde als periplasmatisches Protein

umgepuffert und per Diafiltrations exprimiert, als Periplasmalysat prapariert und per
. . . . Affinitatssdulenchromatographie mit M2-Agarose
zentrifugation aufkonzentriert. Dleaufgereinigt. Die SDS-PAGE-Analyse zeigt an,

Produktionsraten fiir die mART2.2 sin dass sich das Protein in den Eluaten 2 und 3
befindet.

mit ca. 125 pg/LiterE. colrKultur sehr

viel niedriger als die der VHHs. Diese Praparatiomeirden fir die Immunisierung des

Lamas oder die Kristallisation eingesetzt.

5.3.3 Methoden zur Herstellung von Proteinkomplexen aus
rekombinanter VHH und mART2.2

Fur die Herstellung eines Proteinkomplexes aus mARHS6xXFLAG und einer flr sie
spezifischen VHH wurden zwei unterschiedliche ®fyan verfolgt (Abb. 5.25). Nachdem
beide Proteine exprimiert worden waren, wurdenssjgarat aufgereinigt und danach zur

Komplexbildung koinkubiert (Abschni®%.3.3.). Alternativ wurden die Periplasmalysate
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beider Expressionskulturen koinkubiert und die iedeomplexierten Proteine gemeinsam

ausgereinigt (Abschnif.3.3.2.

Strategie 1 Strategie 2

Expressionskultur  Expressionskultur  Expressionskultur  Expressionskultur

ART VHH ART VHH

Periplasmalysat Periplasmalysat Periplasmalysat Periplasmalysat
Aufreinigung Aufreinigung Koinkubation
(M2-Agarose) (IMAC)

Aufkonzentrieren Aufkonzentrieren Aufreinigung

und Umpuffern und Umpuffern (M2-Agarose)

ART-Protein VHH-Protein Aufkonzentrieren

in PBS in PBS und Umpuffern

Photometrische Photometrische Protein-Komplex
Konzentrations- Konzentrations- in PBS

bestimmung bestimmung

Gelfitrationschromatographie
Koinkubation
in molarem 1:1.2-Verhéltnis
Aufkonzentrieren
und Umpuffern
Aufkonzentrieren
Kristallisation

Gelfitirationschromatographie

Aufkonzentrieren
und Umpuffern

Kristallisation

Abb. 5.25: Alternative Strateg ien zur Herstellung von
VHH-ART-Proteinkomplexen. Strategie 1 stellt die urspriingliche Methode
dar. Strategie 2 ist zeitsparender und technisch einfacher.
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5.3.3.1 Préaparation des Antikérper-Antigen-Komplexes durch
Koinkubation von ART und VHH in aufgereinigter Form
(Strategie 1)

Damit sich das mART2.2-His6xFLAG-Protein zu einemghahst hohen Anteil an der
Bildung des gewitlnschten Komplexes aus ART und VHHeiligti wurde fur die
Koinkubation der in PBS geldsten Proteine ein malaviischverhéltnis von 1 (ART) zu
1.2 (VHH) eingestellt. Fur die Komplexbildung wurder Ansatz 30 Minuten bei 4°C
rollend inkubiert. Durch eine angeschlossene foakéirte Gelfiltrationschromatographie
konnte nicht komplexiertes VHH-Protein effektiv @bgnnt werden (Abb. 5.26).

Innerhalb der Folge von Fraktionen 41 bis 66 zeigieh drei Absorptionsmaxima. Das
erste Maximum (Fraktionen 43-45) setzte sich aus AR VHH-Protein zusammen, die
in einem Komplex vorlagen. Abgesehen von der ki@zeRetentionszeit gleicht dieses
somit dem Maximum 2 (Fraktionen 49-52). Dieses mwvéilaximum umfasst mit etwa
1,5mg weit mehr Protein-Komplexe als das ersta @&iittes Absorptionsmaximum
formiert sich nach deutlich langerer Retention (Ecalen 60-63). Die eluierten Proteine

waren ausschlie3lich VHHSs, die nicht an einer Kaxrplldung teilgenommen hatten.

Die PeakFraktionen des zweiten Maximums wurden vereinighd u durch
Diafiltrationszentrifugation zunachst aufkonzentrieanschlieend in HBS umgepuffert.
Nach erreichen einer Proteinkonzentration von 7¢gZnmmhin einem Volumen von 200 ul
wurden Aliquots der Proteinlosung in der Gelelegtrarese analysiert (Abb. 5.27). In der
Praparation sind Spuren von zwei kleineren Bandererkennen, die moglicherweise
prozessierte oder unvollstandig oxidierte VHH-Piregedarstellen. Kristallographische
Arbeiten wurden in den Laboren der HT-X facilityMBL Hamburg durchgefihrt
(Abschnitt 5.3.4).
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g
o
(@]
12 3 45 6 7 8 9101112131415161718 192021222324 2526 [kDa]
B
mMART2.2 HF E - R —— =31
N —-21
VHH E — e - - —— - -14
C
=
ART-VHH & -
VHH < -
* % % %
YRR RRRNTI PR PRI TR L
Fraktionen
der Gelfiltration
Peak 1 Peak 2 Peak 3
(Komplex) (Komplex) (VHH)

Abb. 5.26: Plot und Gelelektrophorese von Fraktione n der Gelfiltrationschromatographie
eines mMART2.2-VHH-Komplexes. Aus dem Plot (A) kann abgelesen werden, welche Fraktionen
Protein enthalten. In der reduzierenden SDS-PAGE (B) zeigt sich, dass in friihen Fraktionen (42-
53) ART- und VHH-Proteine gemeinsam auftreten. Native Gelelektrophorese (C) offenbart, dass
diese als Komplexe vorliegen. Deutlich durch Retentionszeit und Laufverhalten davon zu
unterscheiden ist VHH-Protein alleine (Fraktionen 60-64). Der Doppelbandencharakter von
Proteinen im nativen Gel kann durch eine Reduktion von Disulfidbriicken in einigen Molekilen
erklart werden. Mit einem (*) gekennzeichnete Fraktionen wurden fiir die Kristallographie
aufbereitet.
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1 [kpa) || 2
—80
—60 i I
_ omplex
40 . (MART2.2-VHH)
mMART2.2 —30
-20
VHH —15
reduziert nativ
Abb. 5.27: Gelelektrophorese der

Proteinpraparation des Antikdrper-Antigen-
Komplexes unter Beteiligung von Epitop-
markierter VHH. Unter reduzierenden
Bedingungen werden die Interaktionen zwischen
ART und VHH aufgehoben und der Komplex
verfallt in seine einzelnen Bestandteile. Wahrend
der nativen Elektrophorese bleibt der Komplex
bestehen. Solitare VHH-Proteine sind nicht
detektierbar

5.3.3.2 Koaufreinigung und Praparation von ART und VHH Aigikorper-
Antigen-Komplex (Strategie 2)

Wie zuvor wurde mART2.2 als periplasmatisches Pnoteit C-terminalen His6x- und
FLAG-Markierungen exprimiert (Abschnitt 5.3.2). Chxpression der VHH erfolgte wie in
Abschnitt 5.3.1 beschrieben, doch wurde der Expressektor so verdndert, dass das
Protein  nun keine Epitop-Markierungen mehr trug <&mitt5.3.3.3. Die
Periplasmalysate beider Expressionskulturen wurdereinigt, die Ausbildung von
Antikorper-Antigen-Komplexen erfolgte wéhrend eirekubation von 30 min bei 4°C.
Anschliel3end fand die Aufreinigung des Komplexes A#initatschromatographie mit
M2-Agarose (Sigma) Uber die FLAG-Markierung der mARR statt. Die reduzierende
SDS-Gelelektrophorese (Abb. 5.28) bestéatigt, ded®¥$ And VHH gemeinsam aufgereinigt

wurden.
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1 2 3 4 [kDa]

- 36
MART22 = —31

-l 21 Abb. 5.28: Koaufreinigung von mART2.2-
HF und unmarkierter VHH JR0345_s+16a.
o 14 Nach Passage eines Gemisches von
VHH — Periplasmalysaten mit MART2.2-
His6XFLAG-Protein und mit VHH-Protein
durch eine M2-Agarose-
*’\ %rl/ ,&b ,Q‘b‘ Chromatographiesaule konnten in den
Eluaten 2 und 3 sowohl die FLAG-markierte

mMART2.2 als auch die unmarkierte VHH
Eluate gefunden werden.

Durch eine fraktionierende Gelfiltrationschromatggnie (Abb. 5.29) wurde ein
ausreichend hoher Reinheitsgrad der Préparatiotiéiikristallographie gewahrleistet. Die
an Hand der Elektrophorese-Analysen ausgewahltektibnen 50 - 54 (Abb. 5.29 A)
wurden per Diafiltrationszentrifugation aufkonzéertr und in HBS umgepuffert. Es wurde
ein Endvolumen von 110 pl mit einer Proteinkonzaidn von ca. 20 mg/ml erreicht.
Kristallisationsarbeiten wurden in den Laboren d&€fr-X facility, EMBL Hamburg
durchgefuhrt (Abschnitt 5.3.4).

1 2 3 4 5 g 7 [kDa] 8 9 10 11 12 13 14
A —-66 B
reduziert -55 nativ ART-VHH
-36
mART2 .2 HF Ny ey -31
-21
VHH —14
* % % % *%* * % % % %
AN G B WGP PP
Fraktionen

der Gelfiltration

Abb. 5.29: Gelelektrophorese von Fraktionen der Gelfiltratio nschromatographie eines
Komplexes aus ART und unmarkierter VHH.  In der reduzierenden SDS-PAGE (A) zeigt sich,
dass das im Proteinmaximum (Fraktionen 50-54) ART- und VHH-Proteine gemeinsam auftreten.
Native Gelelektrophorese (B) zeigt, dass diese Proteine im Komplex vorliegen. Mit einem (*)
gekennzeichnete Fraktionen wurden vereinigt und fiir die Kristallisation aufbereitet.
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5.3.3.3 Erzeugung der VHH JR0345 s+16a ohne Epitop-Markigen

Fir diesen Versuchsabschnitt wurde der Phagendyspdéktor pHEN2, der die cDNA
der VHH JR0345 s+16a inseriert hatte, einer geriehté®CR-Mutagenese unterzogen.
Durch die Erzeugung eines doppelten Stop-KodonsA{lIAA, ,,ochre-ochre”) zwischen
dem C-terminalen Ende der VHH-cDNA und dem die Wisénd c-Myc-Markierungen
kodierenden Bereichen des Vektors, konnte eine unemse Variante des Proteins

hergestellt werden.

534 Kristallographische Vorversuche

Fir ein initiales Durchmustern von 384 bzw. 480 ewthiedlichen
Kristallisationsbedingungen imsigting drop-Verfahren wurde das vollautomatische
Hydra plusOne Crystallization Rob@iT-X facility, EMBL Hamburg) eingesetzt. Es war
moglich, fir Proteinpraparationen aus beiden HBustgsstrategien vielversprechende

Pufferbedingungen fir das Entstehen von Kristalebestimmen.

Fur den Komplex aus mART2.2-HF und VHH JR0345s+168 His6x- und c-Myc-
Markierung wurden die besten beobachteten Puffetbedgen mit 1.9 M
Natriummalonat, pH 6.0 ermittelt. Hier wurde dield8ing eines orthorhombischen
Kristalls begunstigt (Abb. 5.30 A). Eine Reproduktidieses Ergebnisses gelang bisher im

grolReren Mal3stab nicht.

Bei der Durchmusterung von Kristallisationsbedinggmdtr den Proteinkomplex aus
MART2.2-His6xFLAG und unmarkierter VHH JR0345 s+1@aden sich mit 1.9 M
Natriummalonat, pH 6.0 identische optimale Kondiga (Abb. 5.30 B). Auch unter
geringfugig von diesen Pufferbedingungen abweicheAasatze zeigte der Komplex
Neigung zur Kristallisation (Abb. 5.30 C & D).
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Abb. 5.30: , Sitting drop“-Nano-Kristallisationsansatz fir mART2.2-VHH-Kompl  exe. (A)
Komplex unter Beteiligung von His6x- und c-Myc-markierter VHH; Puffer: 1.9 M Natriummalonat,
pH 6.0. (Plate: S0005769, G11, Screen: Grid_com, Name: ARTVHH16). (B) Komplex unter
Beteiligung einer unmarkierten VHH; Puffer: 1.9 M Natriummalonat, pH 6.0. (Plate: S0006388, G9,
Screen: Grid_ih, Name: ARTVHH16#3). (C) Proteine wie bei B, jedoch andere Pufferbedingungen:
2.1 M Natriummalonat, pH 7.0. (Plate: S0006389, B11, Screen: Index_ih, Name: ARTVHH16#3).
(D) Proteine wie bei B, jedoch andere Pufferbedingungen: (online nicht verfligbar) (Platte:
S0006391, E1, Screen: JCSG). Aufnahme durch das automatische Dokumentationssystem am 12.
Tag nach Beginn der Inkubation. Der Tropfen befindet sich im Napf einer 96-well Screening-Platte.

Der Napf hat die Form eines umgekehrten Pyramidenstumpfes, der Tropfen sitzt am Rand der
Rodenflache
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt vesrd dass die Wahrscheinlichkeit,
inhibitorische VHHs zu finden, in Immuno-Bibliothakestark erhoht ist (Abschnitt 6.1).
Die Vorzige von Einzeldoméanen-Antikbrpern gegenulkarderen inhibitorischen
Molekilen und konventionellen Antikdrpern werdenAbschnitt 6.2 dargestellt. Da die
Verweildauer von Einzeldomé&nen-Antikorpern nactekiipn relativ kurz ist, werden in

Abschnitt 6.3 Moglichkeiten der Verlangerung deruse-Halbwertzeit von VHHs erortert.

Die Beobachtung von Subklassenwechseln von SchwetterkAntikdrpern geben

Hinweise auf die genomische Organisation des Imialmdjn-Locus (Abschnitt 6.4).

Des weiteren demonstrieren die erzielten Ergebressamals die effektive, reversible
Blockade eines Leukozyten Ekto-Enzymsviva Eine einmalige intravengse Injektion der
VHH JRO0345 s+160ld bewirkt dabei die Ausschaltungr dmzymatischen und
zytotoxischen Aktivitat der mART2.2 auf der Oberfidc von Lymphknotenzellen
(Abb. 5.14 & 5.15). Mit Ansétzen zur Aufklarung derolekularen Mechanismen dieser

Inhibition setzt sich der Abschnitt 6.5 auseinander

Ein abschlieRender Ausblick vermittelt einen Eimdru vom Potential der
Einzeldomanen-Antikdrper als immunmodulierende Agen bei der Bekdmpfung von
Krankheiten und als Antitoxin (Abschnitt 6.6).

6.1 Die Verwendung von Immuno-Bibliotheken erh6ht die
Wahrscheinlichkeit, inhibitorische Einzelketten-
Antikorper aufzufinden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier mART&pezifische Einzeldomanen-
Antikdrper kloniert, von denen drei in der Lagedsitas mART2.2-Enzym zu inhibieren.
Dieses hohe Verhéltnis von Inhibitoren zu Bindern hesat typisch fur
Schwere-Ketten-Antikbrper zu sein, wenn Arbeitent nginer Immuno-Bibliothek
durchgefuihrt werden. Untersuchungen von Lysozynzifpehen Einzeldomanen-
Antikdrpern, die aus einem immunisierten Dromedawgnnen wurden, ergaben, dass
sechs von acht Lysozym-bindenden VHH-Doméanen eineyf-inhibierende Aktivitat
aufweisen (2 GENST et al, 2006). Dies steht in Kontrast zu dem seltenertrAtgn von
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Enzym-Inhibitoren in einer synthetischen PhageniBibek. Fir ein Kartoffelstarke
verzweigendes Enzym wurde dort unter acht binderilareldoménen-Antikbrpern nur
eine inhibierende VHH-Domane gefunderogUING et al, 2003). Vermutlich werden
Enzym-inhibierende Schwere-Ketten-Antikérper dudas Immunsystem des Lamas oder
Dromedars wéahrend der natlrlichen Immunantwort tmgi selektiert. VHH-Doméanen
weisen, wie schon gezeigt wurde, lange CDR3-Regionéndse dazu neigen konvexe
Paratope zu bilden. Damit unterscheiden sie sichutlide von den planen
Interaktionsflachen, die fur die konventionellep-V -Domanen typisch sind ¢DGENST

et al, 2006). Diese langen hypervariablen Proteinsaneifendieren dazu, sich in
Vertiefungen auf dem Protein einzupassen, die zZ&ifig im aktiven Zentrum von
Enzymen gefunden werden. Es ist denkbar, dass heieKden sowohl die genetische
Immunisierung als auch die Immunisierung mit dentivea Enzym zur Prasentierung
dieses Enzym-Antigens auf den folikularen dendiitesr Zellen im Lymphknoten flhrt.
Die Kerbe des aktiven Zentrums wére so ein prontégeAntigen. In der Folge wirden
dann solche Schwere-Ketten-Antikérper-produzieranBeZellen zur klonalen Expansion
stimuliert werden, die gute Bindeeigenschaften figsses Epitop aufweisen. Dies waren
bevorzugt Klone, die VHH-Domanen mit konvexen Rapah exprimieren, die zum
aktiven Zentrum komplementar sind. Hingegen wurd@e®Zellen, die Einzeldoménen-
Antikoérper mit flachen Paratopen exprimieren, durRdggionen des Enzyms selektiert, die
aulBerhalb der aktiven Spalte liegen und mit B-Zeli@ Konkurrenz treten, die

konventionelle Antikdrper produzieren.

In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese verfiigea diiei mART2.2-inhibierenden
Einzelketten-Antikdrper aus dem Lama Uber lange CD®R8s 16 bis 17 Aminosauren
Lange, wohingegen die einzige nicht inhibierende HVidine kirzere CDR3 mit 14
Aminosauren aufweist (Abb. 5.4). Es wird von grol3eteresse sein zu bestimmen, ob
eine gleichartig bevorzugte Selektion von Enzyneckierenden Antikdrpern auch in
transgenen Mausen erreicht werden kann, die kaemelichwere-Ketten-Antikorper
exprimieren (ANSSENSet al, 2006).
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6.2 Vorziige von Einzeldomanen-Antikérpern gegentber
inhibitorischen Molekilen und konventionellen
Antikorpern

Einzelketten-Antikbrper bieten wichtige Vorziige gegber sowohl kleinen
inhibierenden Molekllen als auch konventionellen tikirpern. Ein Vorteil der
VHH-Doméanen gegenuber kleinen molekularen Inhiemorsind hohe Spezifitat und
Affinitdt der Antikorper, die aus der Selektion umdfinitatsreifung in Rahmen der

in vivo-lmmunantwort resultiert.

Die dreidimensionale Struktur der ART2.2 der Rattel wmahrscheinlich auch die
Struktur der mMART2.2 sowie verwandter bakteriellexifie, weisen sehr dhnliche NAD
bindende Kerben mit konservierten Schlisselpostioter katalytischen Aminosauren im
aktiven Zentrum auf (MELLER-DIECKMANN et al, 2002; RTTER et al, 2003). Auch die
Mechanismen der Bindung von NADNd die Ubertragung des ADP-Riboserestes sind die
gleichen. Nikotinamid inhibiert sowohl bakteriell@®ls auch eukaryotische ARTSs, wie die
meisten anderen NABPAnaloga und kleinen ART-Antagonisten ARasIK et al, 1992;
SEMAN et al, 2004). Viele dieser Inhibitoren beeinflussen @doauch andere

Stoffwechselprozesse von Zellen, an denen NB&eiligt ist.

Die Bindeeigenschaften eines Antikdrpers flr seintigeam kann durch geringste
Veradnderungen in der Struktur des Antigens beessfluwwerden. Haufig wurde daher
beobachtet, dass eine einzige Aminosauresubstitutio einem antigenen Epitop die
Bindung des Antikérpers verhindert. In Ubereinstinmgu damit inhibieren die
MART2.2-spezifischen VHH-Doméanen die Aktivitdt vorARIT2.2, beeinflussen jedoch
nicht die enzymatische Aktivitat der eng verwandieART2.1 und mART1 (Abb. 5.8).
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass VHH-Danagin effektiveres Werkzeug zur
Blockade spezifischer Mitglieder von Ekto-Enzym-Faeni sein konnen, als kleine
Substrat-Analoga. Darlber hinaus konnte der Einsatm enzymspezifischen
VHH-Domaénen die unerwinschten Nebeneffekte untddrndie auftreten kdnnen, wenn
kleine, wenig spezifische Inhibitorsubstanzen aHléglieder einer Enzymfamilie oder

ganze Stoffwechselwege beeinflussen.

Die murine ART2.2 zeichnen sich durch eine rechtmpstuitive Zielspezifitat aus. Als
Expressionskonstrukt in Zellen transfiziert und miembranstéandiges Protein exprimiert,

ADP-ribosyliert sie viele andere Zelloberflachertpie, wie z. B. das Integrin LFA-1
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(KrReBs et al, 2003) und den P2XPurinorezeptor (ARIOUCH et al, 2007). Es wurde vor
kurzem gezeigt, dass die Assoziation der mART2.2 lipidl rafts, Cholesterin-reiche
Mikrodoméanen in Zellmembranen, die Auswahl der §ie verfligbaren Zielproteine
vermindert (BINNAS et al, 2005). Nach ihrer Freisetzung aus dem Verbund duait
Plasmamembran, entweder durch Metalloprotease-ttettai proteolytische Spaltung des
Stiels, oder durch PI-PLC-vermittelte Spaltung d&®l-Ankers, kann die Iosliche
MART2.2 viele andere l6sliche Proteine modifiziereDazu zahlen auch nicht-
physiologische Ziele, wie argininreiche Histone wias kleine Arginin-Analogon Agmatin
(KAHL et al, 2000). Vergleichbare Aktivitaten zeigt rekombihaninsektenzellen odét.
coli hergestellte mART2.2 (BcH-NoOLTE et al, 1996; GOwAcCKI et al, 2002). Es liegt
nahe, dass die beobachtete, voneinander abweich@&etipezifitat von loslicher und
membranstadndiger mMART2.2 eher in der veranderten a@glghkeit als in
unterschiedlichen Konformationen der mART2.2 begeifndiegt. Alle bekannten
MART2.2-spezifischen monoklonalen Ratten-Antikorpedbn sowohl 16sliche, als auch
membranstandige mMART2.2 @€H-NOLTE et al, 1999; KOCH-NOLTE et al, 2005). Damit
stehen die Ergebnisse dieser Arbeit im Einklangsddie drei mART2.2-inhibierenden
VHHSs sowohl I6sliche, als auch membranstandige mARTthibieren (Abb. 5.11-13).

Entscheidende Vorteile der Einzeldomanen-Antikdrpgrgeniber konventionellen
Antikdrpern sind die hohere Ldslichkeit und Stdétli die Praferenz flur das Binden in
aktive Zentren von Enzymen (Abb. 2.7) und das Feblees ETeils. Ohne EFragment
konnen rekombinante VHH-Domanen keine Uber diesdemé&nt vermittelten
Effektorfunktionen auslésen. So werden unerwinsblabeneffekte, wie die Aktivierung
oder die Depletion der das Zielantigen exprimieeandell-Subpopulation, verhindert
(WALDMANN, 2003). Die bevorzugte Bindung an sowie die dararbundene Blockade
von aktiven Zentren von Enzymen durch Einzeldomahetikbrper (DE GENST et al,
2006) wird durch die Tatsache unterstrichen, dasisvddn vier hier selektierten mART?2.2-
spezifischen VHH-Domanen Inhibitoren der enzymétsc und zytotoxischen Aktivitat
sind. Im Gegensatz dazu ist keiner von zwolf koteaellen mART2.2-spezifischen
monoklonalen Ratten-Antikérpern, die in unserem lkadraeugt wurden (KCH-NOLTE et
al., 1999; KocH-NOLTE et al, 2005), in der Lage die enzymatische Aktivitat ohART2.2

zu blockieren.
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6.3 Steigerung der Serum-Halbwertzeit der VHH

Die vollstéandige Blockade der mART2.2 durch die VHidrunnerhalb von 15 Minuten
nach der Injektion nachweisbar und dauerte mindessechs Stunden an, war jedoch 24
Stunden nach der Injektion nicht mehr vorhanders®iErgebnisse korrelieren mit dem
Umstand, dass die geringe Grol3e (14-17 kDa), dibudire, kompakte Struktur und die
hohe Stabilitdt von Einzeldomanen-Antikdrpern sowoh einer Fahigkeit zur guten
Gewebepenetration, als auch in einer raschen mefadkretion resultieren (EBMYTER et
al., 1996; MUYLDERMANS, 2001;CORTEZRETAMOZO et al, 2004; B\RAL et al, 2006).

Eine schnelle und reversible Blockade von Leukazytelloberflachen-Enzymen konnte
zum Beispiel bei einer akuten Entziindungsreaktider @inem Gewebeschaden indiziert
sein. Wird eine langer anhaltende Wirkung angestsgbkdonnte die wiederholte Inhibition
des Enzyms erforderlich sein. Neben einer mehrfa¢chiektion stehen hierflr eine Reihe
verschiedener Techniken zur Verfugung. Beispielssvdiann die Aviditat durch eine
Dimerisierung von VHH-Domanen uber dimkermeptid erfolgen (I@LLIGER & HUDSON,
2005). Auch die Fusion von VHH-Domanen mit Protainedie l6sliche Multi-
Proteinkomplexe bilden kann unter bestimmten Bediggn nitzlich sein. Eine
Alternative zur Fusionierung zweier identischer Viidtellt die Verbindung von zwei
VHHs mit unterschiedlicher Spezifitdit dar. Soferiths eine der VHHs gegen ein
langlebiges Serumprotein richtet, kann so die Seddatbwertzeit der fusionierten VHH
erhoht werden (WRMSEN et al, 2005; RoovERSet al, 2007). Auch die direkte Fusion mit
einem Serumprotein, wie z. B. deg-Boméne eines Antikorpers, ist denkbaHEGIE et
al., 1997). Eine Verlangerung der Serum-Halbwertzeit ¥HH-Domane kdnnte auch
durch eine PEGylierung erzielt werdenqHlIGER & HuDsSON, 2005). Diese kovalente
Modifikation verhindert die Ausscheidung wahrend dgomerularen Filtration. Dieser
Effekt wird zum einen durch die elektrostatisches®fBung der gleichartigen Ladungen
der Basalmembran des Glomerulus und des PEGs velntirgaum anderen erreicht die
VHH durch die PEGylierung eine GroRRe, die eine afitration unter normalen
Bedingungen nicht mehr zulédsst. Als unterer Grenkzui@r nicht in den Primé&rharn
abgeschiedene Molekile gilt eine Grol3e von 66 Khlase Methode bietet auf Grund der
Verfugbarkeit unterschiedlich schwerer Polyethyleud-Molekile die Mdoglichkeit zu

einer genauen Anpassung an spezielle Anforderungen.
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6.4 Somatische Mutationen und Subklassenwechsel im
Rahmen einer Auffrischungsimmunisierung

Drei auffallige Beobachtungen wurden bei der Analysse VHH-Repertoires des Lamas
in peripheren Blutlymphozyten am siebten Tag nadhereierneuten Immunisierung

gemacht.

Dies ist zum einen das gehaufte Auftreten von Véeia bereits aus der vorhergehenden
Immunantwort bekannter mART2.2-spezifischer Einzeldoen-Antikbrper und zum
anderen die Fille dieser unterschiedlichen Varrantereits in der Primarbibliothek
ahneln 29 von 85 untersuchten Klonen der VHHO742Z $tark, drei davon sind mit dieser
zu 100% sequenzidentisch, funf Klone sind der VHBI03-14 sehr &hnlich. Alle
VHH-Domanen, die im Verlauf von zwei Selektionsrandauf mART2.2-Bindung aus
dieser neu erstellten Phagen-Bibliothek angereichemden, kénnen auf Grund einer
hohen Sequenzahnlichkeit einer der vier VHHs JR0S34, JR0345 s+16a,
JR0872_s+16b oder JR0742_1-17 zugeordnet werden. Hwme Gruppe von
Einzeldoménen-Antikdrpern um die VHH JR2149 |+1étgeermutlich auf eine neu in
Erscheinung getretene Population von B-Zellen Zuri@a diese VHHs inner halb der
CDRs eine groRe Ahnlichkeit mit den Sequenzen der ¥HHR0345 s+16a und
JR0872_s+16b aufweisen, liegt die Vermutung nales deese Einzeldomé&nen-Antikorper
das gleiche Epitop erkennen. In diesem Fall waree &onvergente Entwicklung der

Paratope fur deren groRe Ahnlichkeit verantwortlich

Eine Uberprifung dieser Hypothese sollte durch reikempetetionstest erfolgen. In
diesem wirde zunachst eine der VHHs mit dem Antig&nbiert werden, an ihr Epitop
binden und es besetzen. Andere VHHS, die dass@litepEerkennen, kdnnten danach nicht
mehr oder nur zu einem geringen Anteil ans Antiggrden. Werden die Einzeldoménen-
Antikdrper mit einem jeweils anderen Fluorochromnjkgiert, kann durch eine
FACS-Analyse festgestellt werden, welche VHHs amigent gebunden haben. Eine
einfache Anfarbung géabe einen Hinweis darauf, ahssuntersuchten Einzeldomé&nen-
Antikdrper dasselbe Epitop erkennen, eine Doppéatanig resultierte aus verschiedenen

Antigenbindungsstellen.

Sowohl das Erscheinen der grol3en Vielfalt von Aifer-Varianten als auch deren
festgestellte relative Sequenzahnlichkeit konnenHihweis auf eine Reaktivierung von
Gedachtnis-B-Zellen gedeutet werden. Es ist nalertég anzunehmen, dass die
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zahlreichen somatischen Mutationen im Verlauf eimeneuten klonalen Expansion

entstehen.

Die dritte auffallige Beobachtung ist der Subklasgsrhsel vom IgG3hort hingg- zum
lgG2(ong hingg-Typ bei den drei bekannten mART2.2-spezifisclséort hingeVHHs
JR0337_s-14, JR0345 s+16a und JR0872_s+16b. Ubeedmmische Organisation des
Immunglobulin-Locus beim Lama ist bis jetzt nicheMekannt (VWOLVEN et al, 1999).
Arbeiten zu dessen Kartierung finden gegenwartignserem Arbeitskreis statt. Geht man
davon aus, dass die verantwortlichen Mechanismaniiche sind wie die, die bei
konventionellen Antikérpern fir einen Isotypwechgetantwortlich sind, so missen zwei

Situationen betrachtet werden.

Eine konventionelle B-Zelle ist nach der Umschaijtwon IgM/IgD-Co-Expression auf
einen anderen Isotyp, wie z.B. IgG, in der Lagetevei Klassenwechsel zu einem
strangabwaérts gelegenen C-Gensegment durchzufiitBelthe Wechsel zu anderen
Isotypen erfolgen als Reaktion auf die Stimulatiancthi Antigenkontakt unter Einfluss von
Tnu2-Zytokinen. Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebaideuten an, dass der IgIBE(

hingg-Locus strangabwarts des IgGBOrt hingg-Locus liegt.
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6.5 Aufklarung der molekularen Mechanismen der
Inhibition von mART?2.2 durch Epitopkartierung und
Co-Kristallisation von mART2.2 und Einzeldomanen-
Antikorper

Untersuchungen zur Epitopkartierung (Abb. 5.10) teleu an, dass die VHHs
unterschiedliche Epitope auf dem Antigen erkenrdie. drei untersuchten VHHs binden
die mART2.2, jedoch nicht das Homolog der Ratte. ieelen VHHs JR0337_s-14 und
JR0345 s+16a binden an die m-rART2.2-Chiméare, nichdoge an die
r-mART2.2-Chimare. Diese nicht gebundene Chimére sciveidet sich von der
MART2.2 in 27 Positionen in der N-terminalen Halfdbb. 6.1). Da die VHH
JR0337_s-14 die enzymatische Aktivitat nicht hemsttanzunehmen, dass sie nicht in der
Nahe des aktiven Zentrums bindet. Die VHH JR03456a+hingegen inhibiert die
MART2.2-Aktivitdt und bindet daher wahrscheinlich ader nahe des aktiven Zentrums.
Die VHH JR0742_|-17 erkennt ein Epitop der r-mARTZRBHmare. Sie bindet jedoch
nicht an die m-rART2.2-Chimare. Letztere unterschesdsh in der C-terminalen Halfte in
31 Aminosaurepositionen von der mART2.2 (Abb. 6.Da die Bindung der VHH
JR0O742_1-17 die enzymatische Aktivitat inhibiert,anzunehmen, dass sie im oder in der

N&he des aktiven Zentrums bindet.

Um die mogliche Bedeutung dieser Aminosauresubistitan fur die Enzymaktivitat
beurteilen zu kénnen, wurde auf der Basis der bdkanKristallstruktur der rART2.2 (in
der pdb-Datenbank unter der Kennziffer 10G3 hietgri(MUELLER-DIECKMANN et al,
2002) einin silico-Modell der mART2.2 erstellt. Hierfir wurde das ioel verfligbare
Programm SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy/@&¢/ISS-MODEL.html) genutzt
(GUEX & PEITSCH, 1997; SHWEDE et al, 2003; ARNOLD et al, 2006). Die Vorhersagen in
dieser Modellierung gelten in Gber 95% der Posérioals sicher (s. Anhang 9.2).

Die VHHs JR0345 s+16a und JRO0742_|-17 inhibieren sat@inlich durch
Behinderung der Substratbindung die enzymatischaviékt der mART2.2. Aus der
Epitopkartierung und den Strukturvergleichsstudien beiden Chimaren (Abb. 6.2) geht
hervor, dass die Anzahl der fir den Verlust der Bimgd der VHHs moglicherweise
verantwortlichen Aminosauresubstitutionen begrestzim Falle der VHH JR0345_s+16a
sind dies vor allem S81N, I182L und/oder V84l, bar &/HH JR0742 1-17 kommen

124



MART?2.2-inhibierende Lama-Einzeldomanen-Antikdrper

insbesondere die Substitutionen T130V, E159N, F18384F, D186R und Q187E in
Frage.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse konnen zur weit@earakterisierung der Epitope der
inhibierenden Einzeldoméanen-Antikdrper Mutagenesehgn durchgefihrt werden. Die
nicht von den inhibitorischen VHHs erkannten Chimérestellen dabei eine
Negativkonstellation als Ausgangsbasis dar. Dierd@hierten Aminosdurepositionen in
den beiden Chimaren sollten dabei durch zielgerientdutagenesen schrittweise an die
Sequenz der mART2.2, des erkannten Antigens, ampegliwerden und dann jeweils
dahingehend getestet werden, ob sie von den mARS[®2iischen Einzeldomanen-

Antikoérpern gebunden wird.

In Umkehrung dieses Konzeptes kdnnen auch in deRT2A2 die neun Aminosauren in
aufeinander folgenden Schritten durch zielgeriehiutagenesen durch Alanin oder durch
die entsprechende Aminosaure der rART2.2 substitwierden. Hierbei wirde der Verlust
der Bindeeigenschaft der mART2.2-spezifischen VHH-Boen Aufschluss tber die das

Epitop bildenden Aminoséuren Aufschluss geben.

Schlief3lich kénnen auch die Aminosauren der CDR3ssderifisch bindenden VHHs
schrittweise mutiert werden und so fir die Bindursgeatielle Aminosauren bestimmt
werden. Im Fall der Einzeldomanen-Antikorper JR0344.6a, JR0872_s+16b und
JR2149 s+16, die vermutlich konvergent entwickelteR€Caufweisen und das gleiche
Epitop binden, sind hierfir insbesondere die alsnskoviert identifizierten

Aminosaurepositionen interessant.

Den besten Hinweis auf den Mechanismus der Inbibiler mART2.2 durch den
Einzeldoméanen-Antikdrper JR0345_s+16a wird die Adrlkkhg der Rontgenstruktur des
Co-Kristalls aus Antigen und VHH geben. Die Ausweguwer so gewonnenen Daten wird

sehr detailierte Informationen Uber die Inhibitli@fern.
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Nsil
**************************************************.
MART2. 2 -31 MALPVTALLLPLALLLHAARP L AVPFMLDMAPNAFDDQYES 20
r- mRT2. 2 -31 NMALPVTALLLPLALLLHAARP LAVPFM.DVAPNAFDDQYEG 20
mr ART2. 2 -31 MALPVTALLLPLALLLHAARP L AVPFM_DMAPNAFDDQYES 20
CD8 Leader FLAG t ag

**:.** kkhk*k kkkhkkkhkkkk- kK- * k- k- *::** * kkhkk kkhk- khkkkhkkhkkkkhkkkk
MART2. 2 CVEDNEKKAPQ_L@DFNNNEEL KLEWEKAEI NVIKEI KNSTSYPAGFHDFHGTALVAYTG 80
r- mART2. 2 CVNKVEEKAPLL L QEDFNVNAKL KVAWEEAKKRWANI KBSRSYPKGFNDFHGTALVAYTG 80
mr ART2. 2 CVEDVEKKAPQL L QEDFNVNEEL KL EVEKAEI NVKEI KNSTSYPAGFHDFHGTALVAYTG 80

HHHHHHHHHHHAHHHHH - HHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH
St

:* kkkkkkk- k% * :************* * % % . * *kkk k% * kk* kkk*k
MART2. 2 NLAI DFNRAVRDFKKSPDNFHYKAFHYYLTRAVQ_LNDQGCSLVYRGTKVNFEYTGKGSV 140
r- mART2. 2 SIAVDFNRAVREFKENPGRFHYKAFHYYL TRAVQL L NDQGCSLVYRGTKVMFEYTGKGSV 140
mrART2. 2 NLAI DFNRAVRDFKKSPDNFHYKAFHYYLTRAEQL LSNGDCHSVYRGTKIRFHYTGAGSV 140

HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH EEEEEEE EEE E

****:****:*:** *.:***:*******:***** * k k k% * :***********:**
MART2. 2 RFGQFSSSSL TKRVALSSNFFSNHGTLFI | RTCLGYNI KEFSSFPREEEVLI PGYEVYHK 200
r- mRT2. 2 RFGQFSSSSL TKRVAL SSNFFSNHGTLFI | RTCLGVNI KEFSSFPREEEVLI PGYEVYHK 200
m r ART2. 2 RFGQFTISSSLSKKVAQSQEFFSDHGTLFI | KTCLGWI KEFSERPDGQEEVLI PGYEVYRK 200

E EEEEE HHHHH EEEEEEE EE EEEE EEEEE

Munl
-* kkkhkkhkhkhkkkhkhkk- khkkhkkk- kk- k- :* *kkkhkkkkhkkkkk .**

MART2. 2 VTAQ\IDNGYNEI FLDSPERKKSNFNCFYNGSAQT VNI DFSI SGSRESCVSLFLWLLG.L 260
r- mART2. 2 VTAQNDNGYNEI FLDSPERKKSNFNCLYS-===-=-=--= SAGARESCVSLFLWLPSLL 249
mr ART2. 2 VRTQ = =|GYNEl FLDSPKRKKSNYNCLYS-=====----- SAGARESCVSLFLWLPSLL 246

EEEE EEEEEEEEE

%k * **k*%
MART2. 2 VQQLTLAEL- 269
r- mRT2. 2 VQLLCLAEP- 258
nm-r ART2. 2 VQLLCLAEP- 255

Abb. 6.1: Sequenzvergleich der mART2.2 und der beiden Chimd ren r-mART2.2 und
m-rART2.2. Gelb hervorgehoben sind Bereiche, in denen auf DNA-Eben die fir die Chiméaren-
Erzeugung genutzten Restriktionsschnittstellen liegen (Nsil, Stul, Munl). Durch deren Lage
bedingt entsprechen die ersten 11 Aminosauren (1-11) in beiden Chiméaren der mART2.2-
Sequenz, die letzten 32 Aminosduren (227-258 bzw. 224-255) der rART2.2. Griin unterlegt sind
Unterschiede in den Aminosauresequenzen der rART2.2-Bereiche der Chimaren im Vergleich mit
der mART2.2-Sequenz. Zwischen mART2.2 und r-mART2.2 liegen 27 solcher Substitutionen vor,
zwischen mART2.2 und m-rART2.2 gibt ebenfalls 27 Unterschiede und zusétzlich eine Deletion
von 3 Aminosauren. Blaue Abschnitte (Bestandteile des Expressionsvektors pME18Sneo) am
N-Terminus: CD8-Signalpeptid und FLAG-Markierung, am C-Terminus: GPI-Anker-Signal. In rot
angegeben: katalytische Aminosduren. Angaben zur Sekundarstruktur: H: o-helikale Abschnitte,
E: B-Strang. [Alignment nach ClustalW-Algorithmus].
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Bindung durch:
JR0337_s-14 :ja

31 Substitutionen  JR0345 s+16a:ja 27 Substitutionen
JRO742 1117 :ja

m-rART2.2 r-mART2.2

Bindung durch: Bindung durch:
JRO337_s-14 :ja JR0337_s-14 : nein
JRO345_s+16a:ja JR0345_s+16a : nein
JRO742_1-17  :nein JRO742_I-17 :ja

Abb. 6.2: Modell d er mART2.2 im Vergleich mit den Chimdren m -rART2.2 und r-mART2.2.
Die in gelb dargestellten Bereiche in den 3D-Modellen reprasentiert Abschnitte mit identischer
Aminosauresequenz. Zwischen mART2.2 und den Chiméren divergierende Aminosauren sind in
den Chimaren blau hervorgehoben. Solche Aminosauren, die in unmittelbarer Nahe des Aktiven
Zentrums lokalisiert sind wurden zuséatzlich mit Namen und Position gekennzeichnet. Im aktiven
Zentrum ist ein NAD"-Molekil dargestellt.

Die MART2.2-Struktur wurde in silico mit Hilfe von SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html) modelliert und basiert auf Vergleich mit der
bekannten Struktur der rART2.2. pdb-code: 10G3, nach MULLER-DIECKMANN et al., 2002.
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6.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit stutzt die Hypothese, dase&ketten-Antikdrper als Werkzeug
zur spezifischen Blockade von Lymphozyten-Ekto-Eneg in vivo dienen kdnnen. Das
vorliegende Beispiel stellt den Beweis (,proof ofnmiple®) fir das Funktionieren dieses

Mechanismus’ dar.

Die hier vorgestelltem mART2.2-inhibierenden Eikatlen-Antikorper sind die
Prototypen einer neuartigen Klasse von immunmockiiden Agentien, die spezifisch
immunregulatorische Ekto-Enzyme angreifeno(@@G & HOwARD, 1998; 3wmlI &
JALKANEN, 2005). Ein medizinischer Nutzen von VHHs bei &&kampfung, z. B. von
Trypanosomiasis oder Autoimmunerkrankungen, zeichseh bereits heute in
Mausmodellsystemen abABAL et al, 2006; GiEN et al, 2006).

Darlber hinaus ist festzuhalten, dass das hieregtetite experimentelle Vorgehen auch
einen neuen Weg zur Gewinnung von Einzelkettenk®npiern als Toxin Gegengift
darstellt, da das erkannte Epitop, eine tiefe NAihdende Tasche als aktives Zentrum,
ein gemeinsames Merkmal sowohl der eukaryotisché&RT2.2 als auch ihrer nahe
verwandten bakteriellen Toxin ist (MLLER-DIECKMANN et al, 2002). Diese Toxine

haben entscheidenden Einfluss auf die menschligsaiheit.

Eine starke Aussagekraft bezuglich des Mechanigieusnhibition der mART2.2 durch
eine VHH-Domane wird die Aufklarung der Rontgenstunkvon Co-Kristallen aus
Antigen und Einzeldomé&nen-Antikbrper haben. Dieelptetation der aus solchen
Untersuchungen gewonnen Daten wird sehr genau msdhaulich die Interaktionen
aufklaren konnen, die letztendlich zu der Inhibitider mART?2.2 fiihren. Diese Daten
werden in absehbarer Zeit zur Verfligung stehenwgren z. B. fir die Konstruktion von

Minimalinhibitoren, sogenannten Peptibodies, vondigdng (MARQUARDT et al, 2006).
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7 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstefjueines Werkzeugs, das die
enzymatische Aktivitat der ADP-Ribosyltransferas2 @er Maus (mMART2.2n vitro und
in vivo inhibiert. Die mMART2.2 ist ein in der Membran voALYmphozyten verankertes
Toxin-verwandtes Ekto-Enzym, das die Ubertragung ABP-Riboseanteils von NAD
auf Zelloberflachenproteine katalysiert. mMART2.2 un@rt die Apoptose von T-Zellen
durch Aktivierung des zytolytischen P2Rurinorezeptors durch ADP-Ribosylierung.

Die variable Domaéne vériable domaine of the davy-chains of_davy-chain-only
antibodies VHH) von kameliden-typischen Schwere-Ketten-Aatpern stellt die kleinste
bekannte physiologische Antigen-bindende Einheit, dke im Zuge einer adaptiven
Immunantwort generiert wird. Die oft sehr lange CD®R8setzt VHHs in die Lage in
Spalten und Vertiefungen des Antigens einzudring@nwerden insbesondere die aktiven
Zentren von Enzymen blockiert.

Zur Generierung von mART2.2-inhibierenden SchwerédfeAntikérpern wurde ein
Lama genetisch und mit mART2.2-Protein immunisiddaraufhin wurden Phagen-
Display-Bibliotheken generiert, die das VHH-Repe#dailer B-Zellen aus einer Blutprobe
des Lamas reprasentieren. Aus diesen wurden vieRT@2R-spezifische VHHs selektiert.
Enzym-Tests zeigten, dass drei der vier VHHs digvitkt der mART2.2n vitro effizient
und spezifisch inhibieren. Die Paraloge ART2.1 undRW1 bleiben unbeeinflusst. Nach
intravendser Injektion einer der mART2.2-spezifisthéHHs wurde eine Inhibition der
enzymatischen und zytotoxischen mART2.2-Aktivitatlymphatischen Organen erzielt.
Diese Inhibition ist schnell und reversibel. Die &tade der mART2.2 trat bereist 15
Minuten nach Injektion ein und war nach 24 Stundeder weitgehend abgeklungen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, Ekryme auf Leukozyten per
intravendser Injektion von VHH® vivo zu blockieren und stellen zugleich die Basis fur
die Entwicklung neuartiger Gegengifte gegen ADRsdierende Toxine dar.

Nach einer Auffrischungsimmunisierung des Lamas mitRT2.2-Protein wurde eine
weitere Phagen-Bibliothek kloniert. Dabei wurde destellt, dass, im Gegensatz zu
friheren Untersuchungen, bereits in der primarenlidiek ein beachtlicher Anteil
(> 20%) mMART2.2-spezifische Klone vorhanden ist. deieEinzeldomanen-Antikorper
weisen Sequenzahnlichkeiten mit den vier zuvoreokibtn mMART2.2-spezifischen VHHs
auf, unterscheiden sich jedoch von diesen durctktRwriationen. Diese Beobachtungen
lassen den Ablauf einer sekundaren Immunreaktiomuwten, in deren Verlauf es zur
klonalen Expansion von B-Lymphozyten und Affinitéiung von Antikérpern
gekommen ist. In drei Fallen kann ein Subklasseha&c 6ub-class switgh vom
Schwere-Ketten-IgG3- zum Schwere-Ketten-IgG2-Isotgptgestellt werden.

Im letzten Abschnitt der Arbeit wird die rekombinarGrol3produktion und Aufreinigung
von Einzeldoméanen-Antikérpern und der mART2.2 bdstien, mit dem Ziel einen
Komplex aus VHH-Doméane und ART2.2 zu kristallisierém zwei von 864 getesteten
Nano-Kristallansatzen konnte die Entstehung vorstilien durch Fotos dokumentiert
werden. Die Grundlage fir die Rontgenstrukturanalysele damit bereitet.
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7.1  Abstract

The purpose of this study was to develop a toobfocking the enzymatic and cytotoxic
activities of mouse ADP-ribosyltransferase 2.2 (mARRZJin vitro andin vivo. mART2.2
is a toxin-related leukocyte ecto-enzyme that fierssthe ADP-ribose moiety from NAD
onto other cell surface proteins. ART2.2 inducesell death by activating the cytolytic
P2X; purinoceptor via ADP-ribosylation.

The variable domain of heavy-chain antibodiesrigble domaine of theelavy-chains of
heavy-chain-only antibodies, VHH) represents the lesiaknown antigen-binding unit
generated by adaptive immune responses. Their @DB3 endows VHH domains with
the extraordinary capacity to extend into and bloekecular clefts such as the active sites
of enzymes.

To generate ART2.2-blocking single domain antibodiedlama Lama glama was
immunized by gene-gun immunization and with mARTRratein. After amplifying the
VHH repertoire of B cells from a peripheral bloodrgde by polymerase chain reaction,
VHH-phage display libraries were generated. Froesé¢hlibraries four mART2.2-specific
VHHSs were selected. The results of three diffeDP-ribosylation sho that three of these
VHHSs inhibit the enzymatic activity of mART2.lh vitro. This inhibition was highly
specific for mART2.2, as it did not affect the @bsrelated enzyme paralogs ART1 or
ART2.1. Following intravenous injection, ART2.2-sdeciVHH domains shut off the
enzymatic and cytotoxic activities of ART2.2 in lyhgiic organs. This blockade was
essentially complete within 15 minutes after ing@etand subsided 24 hours after injection.

These findings constitute a proof of principle tbaens up a new avenue for targeting
leukocyte ecto-enzymaes vivo by intravenous injection and that can serve a®deftalso
for developing new antidotes against ADP-ribosylgtioxins.

A new phage display library was cloned from the sdlama, following a mART2.2-
protein boost immunization two years after the es one. In contrast to the libraries
obtained from the previous boost, the new primématy already contained a substantial
fraction (>20%) of mMARTZ2.2-specific VHHs. These armdlditional single domain
antibodies obtained by panning, showed sequendkastmas to the four known mART2.2-
specific VHHSs, but featured a number of point mota&. This observation is in accord
with the notion of a classical secondary immunepoase with clonal expansion of
MART2.2-specific B cells and somatic hyper mutatiohthe heavy-chain antibody genes.
Moreover, in several cases a class switch was etbtimm heavy-chain IgG3 to heavy-
chain 1gG2 isotype.

The last part of this thesis describes the larggesgroduction and purification of single
domain antibodies and mART2.2-protein with the aingenerating crystals of a complex
of VHH and ART2.2. A nano-scale screen of 864 ciiton buffers yielded two
conditions showing growth of orthorhombic crystalhiese results are documented by
photos and that provide a basis for future X-raycttire analyses.
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9 Anhang

9.1 Taxonomie der Artiodactyla (Paarhufer)

Stellung der Kameliden innerhalb der Klasse deg8téere (Mammalia)

Mammalia = Saugetiere (Klasse);
Theria (Subklasse);
Eutheria = Hohere Sauger (Infraklasse) (94% deanten Arten);
Laurasiatheria (Uberordnung);
Cetartiodactyla (Uberordnung);
- Cetacea (Ordnung) (Wale, Delphine)
- Artiodactyla = Paarhufer (Ordnung)
0 Ruminantia (Unterordnung)
= Antilocapridae (Familie) (Gabelbtcke)
=  Bovidae (Familie)
* Alcelaphinae (Subfamilie) (Hartebeests, Wildebgests
» Hippotraginae (Subfamilie) (Oryxantilope, u.a.)
e  Caprinae (Subfamilie) (Schaf, Ziege, Moschusochse)
*  Cephalophinae (Subfamilie) (Duikers)
* Reduncinae (Subfamilie) (Wasserbock, u.a.)
* Antilopae (Subfamilie) (Gazelle, u.a.)
=  Cervidae (Familie) (Hirsche, Elche, Karibus)
»  Giraffidae (Familie) (Giraffen und Okapis)
=  Moschidae (Familie) (Moschustier)
=  Tragulidae (Familie) (Chevrotains und Mouse deer)
o0 Tylopoda = Schwielensohler (Unterordnung)
= Camelidae (Familie)
o Camelus (Genus)
= Camelus bactrianus (Spezies)
= Camelus dromedarius (Spezies)
o Lama (Genus)
= Lama glama (Spezies)
= Lama guanicoe (Spezies)
= Lama pacos (Spezies)
0 Vicuna (Genus)
= Vicugna vicugna (Spezies)
o Suiformes (Unterordnung)
= Hippopotamidae (Familie) (hippopotamuses)
=  Suidae (Familie) (Wildschweine und Schweine)
» Tayassuidae (Familie) (Peccaries)

Alle Saugetiere verfiigen tber konventionelle Antikdrper (s. Abschnitt 2.1.3), so auch die Paarufer.
Unter diesen verfiigen lediglich die Typlopoda (Schwielensohler; markiert mit rotem Balken)
dartiber hinaus auch Uber Schwere-Ketten-Antikorper (s. Abschnitt 2.1.4). Diese Antikérperart ist
vermutlich eine relativ neue evolutive Erfindung. (Systematik nach ,Tree of life",
http://www.tolweb.org/tree/).
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9.2 3D-Modellierung der mART2.2-Struktur

Die dreidimensionale Struktur der mART2.2 wurde mHitfe der Internet-Datenbank
SWISS-MODEL des SIB-Biozentrum Basel vorhergesaguefG & PEeITSCH, 1997,
SCHWEDE et al, 2003; ARNoOLD et al, 2006). Als Vorlage diente die bekannte
Kristallstruktur der rART2.2 (MELLER-DIECKMANN et al, 2002), die in der
PDB-Datenbank unter dem Code 10G3 hinterlegt ist.

rART2.2 mART2.2

Vorderansicht

Ruckansicht Riickansicht

Abb. 9.1: Struktur der rART2.2 und Modell der mART2.2.  Die gelben Kernbereiche in den
Molekilen reprasentiert Abschnitte, die in beiden Enzymen identische Aminosduresequenzen
aufweisen. Unterschiede in den Sequenzen sind in der rART2.2 in blau, in der mMART2.2 in braun
hervorgehoben. Die raumliche Lage und Ausrichtung der Aminosaurereste in der mART2.2
wurden durch das Internet-Programm ,SWISS-MODEL Workspace* an Hand der bekannten
Aminosaurekonformationen in der rART2.2 (pdb-code: 10G3) vorhergesagt.
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Modelling log

3.70 (SP3)

Loading Template: 1og3A.pdb

Loading Raw Sequence

Renumber target sequence starting from (4)

Aligning Raw Sequence

Refining Raw Sequence Alignment

ProModll: doing simple assignment of backbone

ProModll: adding blocking groups

Adding Missing Sidechains

AddPolar H

BuildDeletetedLoopsModel

Building CSP loop with anchor residues ASN 205 andRT209
Building CSP loop with anchor residues GLN 204 andRT209
Number of Ligations found: 354

ACCEPTING loop 228: clash= 0 FF= -540.6 PRS0
Optimizing Sidechains

Adding Hydrogens

Optimizing loops and OXT (nb = 6)

Final Total Energy:  -12131.043 KJ/mol

Dumping Sequence Alignment
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Abb. 9.2: ANOLEA-Protokoll der mART2.2 -Modellierung . ANOLEA (Atomic Non-Local
Environment Assessment, http://swissmodel.expasy.org/anolea/) ist ein Server des SWISS-
MODEL-Netzwerkes, der die Energien in eine Proteinkette berechnet und das nicht-lokale Umfeld
(,Non-Local Environment“, NLE) jedes schweren Atoms im Molekul auswertet. Die Energie jeder
paarweisen Interaktion in diesem nicht-lokalen Umfeld wird distanzabhéngigen und auf
Vergleichsanalysen gestiitzt als mittleres Kraftpotential berechnet. Diese Kalkulationen werden
auf Basis einer Datenbank mit 147 nicht-redundanten Proteinen durchgefiihrt, die untereinander
eine Sequenzidentitat von 25% nicht Uberschreiten und deren Struktur réntgenkristallographisch
mit einer Auflésung von unter 3 A geldst wurde. Je negativer das berechnete Potential der
Interaktionen ausfallt, desto sicherer ist die modellierte Struktur. Das hier dargestellte Protokoll fir
die ANOLEA-Modellierung der mART2.2-Proteinsequenz auf Basis der rART2.2-Struktur (pdb-
code: 10G3) weist weite Bereiche der Sequenz als sicher vorhergesagt aus.
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9.3 Plasmidkarten

lac promoter

pelB leader

colE1 ori

VHH
pHEN2.VHH-MycHis
~ 4900 bp 6xHis tag
c-Myc tag
Amber
ampR M13g3p

Ocher

f1 ori

pHEN2.VHH-MycHis

lac-Promotor

pelB-Signalpeptid

VHH (cDNA-Insertion)
6xHis-Markierung
c-Myc-Markierung

Amber Stop-Kodon (TAG)
Bakteriophage M13 Hiillprotein 1lI-Gen (M13g3p)
Ocher Stop-Kodon (TAA)
f1-Replikationsursprung (f1 ori)
Ampicillinresistenz-Gen (amp®)
E. coli-Replikationsursprung (ori)
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SR alpha

SV40 intron

CDS8 leader
FLAG tag
pME18Sneo.FLAG-mART2.2-GPI Nsilgy
~ 5400 bp
neoR Stul
mART2.2

GPI

SV40 ori
Amber

ori SV40 pA

pME18Sneo.FLAG-mART2.2-GPI

SR alpha-Promotor (TAKEBE et al., 1988)
SV40-Intron

CD8-Signalpeptid

FLAG-Markierung

mMART2.2 (cDNA)

GPI-Anker
SV40-poly-Adenylierungsstelle (SV40 pA)
E. coli-Replikationsursprung (ori)
SV40-Replikationsursprung (SV40 ori)
Neomycinresistenz-Gen (neoR)
Ampicillinresistenz-Gen (amp®)
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lac promoter

lacl
omp leader

Stul —

ART2.2
pPASK60.mART2.2-HisFLAG "
4582 bp
ori
Munl
6xHis tag
FLAG tag
Ocher, Opal

ampR f1 ori

pASK60.mART2.2-HisFLAG

lac-Promotor

omp-Signalpeptid

mMART2.2 (cDNA)
6xHis-Markierung
FLAG-Markierung

Ocher und Opal Stop-Kodon
f1-Replikationsursprung (f1 ori)
Ampicillinresistenz-Gen (ampR)
E. coli-Replikationsursprung (ori)
lacl-Gen
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9.4 Abkurzungsverzeichnis

3D Dreidimensional

ADP Adenosin-5’-diphosphat

ADPR ADP-Ribose

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

APC Allophycocyanin

APZ Antigen-Prasentierende Zellen

ARH ADP-Ribosyl-X Hydrolase

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BCA Bicinchoninsaure

BSA Bovines Serumalbumin

CD Cluster of differentiation

cDNA komplementare DNA

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTPs Mischung gleicher Stoffmengen der vier Desoxy
nukleosid-Triphosphaten fir die PCR

DRAG Dinitrogenase Reduktase-aktivierende Glykohyatel

DRAT Dinitrogenase Reduktase ADP-Ribosyltransferase

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

Fab antigenbindendes Antikorperfragment

Fe (kristallisierbares) Rumpffragment eines Antikoper

FKS Fotales Kalberserum

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

HBS HEPES-gepufferte Saline

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfongaur

Ig Immunglobulin

1gG Immunglobulin G

IMAC Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatogphie

IPTG Isopropylp-D-thiogalaktopyranosid

LDS Lithiumdodecylsulfat

MART Mono-ADP-Ribosyltransferasen

MES 2-Morpholinoehansulfonsaure

MRNA Boten-RNA(messengeRNA)

NAD Nikotinamidadenindinukleotid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektorphorese

PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

PEG Polyethylenglykol

PEI Polyethylenimin

RNA Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial InstitutZellkulturmedium

SCcFv single chain fragment variable
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SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Geléteghorese

TAE Tris-Acetat-EDTA

TS-Lysepuffer Tris-Succhrose-Lysepuffer

TRIS Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

U Unit

Vy variable Doméane der schweren Kette konventioneller
Antikorper

Vi variable Doméane der leichten Kette konventioneller
Antikorper

VHH variable Doméne der schweren Ketten von kareelid

Schwere-Ketten-Antikérpern
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