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1 Einleitung

Gegenstand der vorliegenden Dissertation ist die Charakterisierung humaner Antigen-
Rezeptoren von Lymphom- und Allergie-Patienten. Dabei werden erstmalig

zugrundeliegende Rezeptor-Ligand-Interaktionen beschrieben und Epitope definiert.

B-Zell-Rezeptoren (BZR) sind hochspezifische Schliisselmolekiile der Antigen-
Erkennung und lésen bei lymphatischen Zellen schiitzende Immunreaktionen aus. Um
neue Erkenntnisse zur pathophysiologischen Transformation der B-Lymphozyten zu
erhalten, erfolgt in dieser Arbeit die Analyse einzelner reprasentativer Rezeptoren von
entarteten Zellen hinsichtlich ihrer Bindungs-Spezifitit und -Modalitat. Das Verstindnis
dieser Interaktion von Rezeptor gegen spezifischen Ligand ist essentiell fiir ein
tiefergehendes Wissen tiber die Entwicklung Rezeptor-abhangiger B-Zell-basierter
Erkrankungen. Aufderdem kann es einer erfolgreichen therapeutischen Intervention

dienen.

In den folgenden Abschnitten werden einleitend die Mechanismen der B-Zell-
Entwicklung mit besonderem Fokus auf den B-Zell-Rezeptor erldautert. Anschlief3end
wird dargestellt wie die Dysbalance dieser physiologischen Prozesse in einer
pathogenen Transformation von B-Zellen resultiert und zur Auspragung von
unterschiedlichen Erkrankungen fiihren kann. Zu den méglichen Krankheiten zdhlen die
chronische lymphatische Leukdmie, das Burkitt-Lymphom und die Entwicklung einer

Allergie.
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1.1 Die Entwicklung von B-Lymphozyten

Unser Immunsystem bewahrt uns vor Erkrankungen indem es Pathogene wie Viren,
Bakterien, Pilze und Protozoen erkennt. Es lost eine Immunreaktion aus, die den
krankmachenden Erreger eliminiert. Die B-Lymphozyten sind bei hoheren Organismen
eine wichtige Komponente des adaptiven Immunsystems, denn sie schiitzen vor
Infektionen: Sie erkennen mit ihrem B-Zell-Rezeptor gezielt Antigene. Die BZR
aktivieren B-Zellen und initiieren damit eine Proliferation sowie Differenzierung der
Immunzellen in  Antikoérper-produzierende  Plasmazellen und langlebige
Gedéachtniszellen (Rajewsky, 1996). Studien mit Uberlebenden der Influenza-Pandemie
im Jahre 1918 zeigen, dass Antigen-spezifische Gedachtnis-B-Zellen iiber Jahrzehnte im
Korper des Menschen erhalten bleiben (Yu et al.,, 2008). Bei erneutem Kontakt mit dem
Antigen werden diese B-Zellen aktiviert und l6sen in Interaktion mit anderen Zellen des
Immunsystems innerhalb weniger Stunden eine Immunreaktion aus. Dabei werden
Antikorper sezerniert, die spezifisch an das Antigen binden und es auf diese Weise

neutralisieren.

Die B-Zelle entwickelt sich in zwei Stufen: zunichst erfolgt die Bildung und Uberpriifung
funktioneller B-Lymphozyten im Knochenmark. Danach induzieren Antigene eine
Differenzierung in den sekunddren lymphatischen Organen statt. Fiir beide
Entwicklungsstufen ist der BZR das entscheidende Element der Differenzierung. Nur
wenn der Rezeptor funktionsfahig ist und gleichzeitig die richtige Mikroumgebung und

Wachstumsfaktoren gegeben sind, wird die jeweils nachste Entwicklungsstufe erreicht.

Im Korper des Menschen beginnt die graduelle Entwicklung der B-Lymphozyten in der
fetalen Leber bzw. im Knochenmark, dem wichtigsten Organ der Hamatopoese
(primdres lymphatisches Organ; Hardy & Hayakawa, 2001). Die Bezeichnung
,B-Lymphozyt“ stammt urspriinglich von ihrem Bildungsort in der Bursa Fabricii bei
Vogeln. Nachtraglich erhielt der Buchstabe B die Bedeutung bone marrow (engl.
Knochenmark). Zu Beginn des B-Zell-Differenzierungsprozesses bilden sich sogenannte
pro-B-Lymphozyten aus hamatopoetischen Stammzellen. Nach einer Umgestaltung der
Gene fir die schweren Immunglobulin-Ketten werden diese Zellen als pra-B-

Lymphozyten bezeichnet (Abb.1.1).
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pra-BZR BZR

IL-7R KA intra- @1, )T
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marker B220* B220* B220* B220* B220**
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CD43* CD43* CD43- CD43- CD43-
CD25- CD25* CD25* CD25 CD25

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Stadien der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark.

Die einzelnen Stufen der B-Zell-Entwicklung sind iiber den Status der Immunglobulin-Loci und die
Expression von Oberflichenmarkern definiert. Eine erfolgreiche Umordnung des IgH-Genortes erlaubt die
Expression des pra-BZRs bestehend aus der schweren Igu-Kette, der SLC (surrogate light chain;
A5V /preB) sowie den signalleitenden Untereinheiten Iga/Igf. Nach der Umordnung des IgL-Genlocus
wird ein BZR der Klasse IgM (Igu, A/x, Iga/IgB), spater auch ein BZR der Klasse IgD (Igd, A/x, Iga/IgB)
exprimiert. IgH: schwere Immunglobulin-Kette; IgL: leichte Immunglobulin-Kette.

Diese exprimieren typischerweise auf ihrer Zelloberflache den pra-BZR, der sich aus der
Igu-Kette, der SLC-Kette (surrogate light chain) sowie der Iga/IgBl-Komponente
zusammensetzt (Herzog, Reth & Jumaa, 2009). Es folgt eine Neuordnung der
kodierenden Region fiir die leichten Immunglobulin-Ketten und nachfolgend die finale
Expression des BZRs der Klasse IgM auf der Zelloberflache. In diesem Stadium werden
die B-Zellen als unreife B-Lymphozyten bezeichnet. Die Zellen verlassen das
Knochenmark und setzen ihre Entwicklung in der Milz fort wo sie sich in naive (reife B-
Zellen, die noch keinen Kontakt zum Antigen hatten), follikuldre oder Marginalzonen B-
Zellen differenzieren. Die reifen B-Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie durch
alternatives Spleiflen auch IgD-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche exprimieren

(Geisberger, Lamers, & Achatz, 2006).

Das Immunsystem unseres Kérpers muss die richtige Balance finden, um einer enormen
Vielzahl unterschiedlicher Antigene begegnen zu kénnen ohne eine Autoreaktivitit zu
generieren. Im Verlauf des B-Zell-Entwicklungsprozesses sorgen verschiedene
Mechanismen an bestimmten Kontrollpunkten (Checkpoints) fiir eine Eliminierung von
etwa 75% der neu entwickelten B-Zellen aufgrund einer inkorrekten Immunglobulin
Gen-Umordnung oder einer ausgepragten Selbsterkennung (Abb. 1.2.; negative

Selektion; Ollila & Vihinen, 2005).
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Abb. 1.2: Kontrollpunkte der B-Zell-Entwicklung.

B-Zellen, die keinen funktionellen pra-BZR bzw. BZR exprimieren, werden durch Apoptose eliminiert, da
ihnen notwendige Uberlebensstimuli fehlen (Kontrollpunkt 1 und 2). Unreife B-Lymphozyten werden
ebenfalls eliminiert, wenn sie eine hohe Affinitit zu Autoantigenen zeigen (Kontrollpunkt 3). Die
Abbildung wurde verandert nach Krapf (2014).

So fiihrt die Expression eines hochaffinen autoreaktiven BZRs zum programmierten

Zelltod der unreifen B-Zelle, noch bevor diese das Knochenmark verlassen kann.

Weiterhin werden Toleranzmechanismen wie die Rezeptoredition und die Anergie im
Verlauf der B-Zell-Entwicklung beschrieben (Nemazee, 2006). Bei der Rezeptoredition
werden die V- und J-Elemente der leichten Immunglobulin-Kette ein weiteres Mal
rekombiniert. Diese neugenerierte leichte Kette kann moglicherweise gepaart mit der
schweren Kette zu einer neuen Liganden-Spezifitat des BZRs fiihren und auf diese Weise
die Zelle vor dem programmierten Zelltod bewahren. Bei der Anergie kommt es durch
das Abschalten der Immunantwort zu keiner Reaktion der B-Zelle auf Autoantigene, die

mit geringer Affinitdt an den BZR binden.

Die reifen B-Zellen zirkulieren im Blut und im lymphatischen System. In den sekundaren
lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Lymphfollikel, Milz, Tonsillen, Peyer-Plaques
und dem Wurmfortsatz treffen Antigen und immun-kompetente Lymphozyten
zusammen. Dabei werden weitere Differenzierungsschritte initiiert und eine spezifische

Immunantwort generiert.

Wahrend sich B-Zellen aufserhalb des Knochenmarks entwickeln, exprimieren sie neben
dem BZR weitere B-Zell-spezifische Oberflichenmolekiile (Kurosaki, 2002). Nach der

Expression dieser Molekiile unterscheidet man zwischen B1-Zellen (CD5, IgM, IgD), die
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vorwiegend fiir ein T-Zell-unabhingige Antikorper-Produktion verantwortlich sind
sowie die B2-Zellen (CD45, CD19, CD40, MHCII), welche das Gros der B-Zellen
ausmachen- Letztere sorgen fiir die T-Zell-abhdngige Immunantwort sorgen. B2-Zellen
finden sich vor allem in den sekunddren Lymphorganen. Im Gegensatz zur T-Zell-
abhingigen Immunantwort unterbleibt bei der T-Zell-unabhdngigen Aktivierung der
Klassenwechsel und es werden Antikorper der Klasse IgM sezerniert. Zudem

differenzieren sich B1-Zellen nicht zu Gedachtniszellen.

Weitere Funktionen von B-Zellen umfassen die Antigen-Prasentation tiber MHC II-

Molekiile, die Zytokin-Produktion und die Organisation von Lymphgeweben.

Eine Storung dieses hochkomplexen Entwicklungsprozesses der B-Lymphozyten kann
im menschlichen Kérper zu Autoimmunitat, Malignitdt, Immundefizienz und Allergie

fithren.

1.1.1 Struktur und Funktion von B-Zell-Rezeptoren bzw. Antikérpern

B-Zellen tragen auf der Zelloberflache ein spezifisches Immunglobulin, den B-Zell-
Rezeptor (BZR). Dieser Antigenrezeptor ist membranverankert und spezifisch fiir den
jeweiligen Zellklon (Chiorazzi, Hatzi, & Albesiano, 2005). Er vermittelt Signale und spielt
dadurch eine wichtige Rolle fiir die Funktion und das Uberleben einer B-Zelle (Lam,
Kiihn, & Rajewsky, 1997; Meffre & Nussenzweig, 2002; Niiro & Clark, 2002). Zusatzlich
internalisiert der BZR das Antigen und regt damit die Prozessierung mit nachfolgender

Peptid-Prasentation an MHC II-Molekiilen an (Gauld, Dal Porto, & Cambier, 2002).

In seiner monomeren Form ist der BZR ein 1:1-Komplex, der sich aus einer
membrangebundenen Immunoglobulin- sowie einer heterodimeren Iga/IgB-
Komponente (CD79a/CD79b) zusammensetzt (Abb. 1.3; Schamel & Reth, 2000; Tolar,
Sohn, & Pierce, 2005).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des B-Zell-Rezeptors.

Der B-Zell-Rezeptor (BZR) ist ein membranverankerter Proteinkomplex aus zwei leichten und zwei
schweren Immunglobulin-Ketten sowie der signalleitenden Iga/Igf-Komponente. FR: framework; CDR:
complementarity determining region; ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif. Die
Abbildung wurde verandert nach Krapf (2014).

Wenn eine Zelle sich zur Plasmazelle ausdifferenziert, reagiert sie auf Antigene
(antibody generating): Sie entfernt die Transmembrandomine des BZRs durch RNA-
Spleifden. Daraufthin sezerniert die Plasmazelle 16sliche Antikorper derselben Spezifitat
in das Blutplasma. Eine aktivierte Plasmazelle produziert bis zu 2000

Antikoérpermolekiile pro Sekunde.

Diese loslichen Antikérper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind aus je zwei
identischen leichten Ketten und zwei identischen glykosylierten schweren Ketten
aufgebaut (Edelmann & Pulik, 1962). Bei humanen Immunglobulinen werden zwei
Typen der leichten Kette (x, A) und finf Typen der schweren Kette (o, y, w, 0, €)
unterschieden. Nach ihrer schweren Kette werden Antikorper in die fiinf Hauptklassen
IgA, IgG, IgM, IgD und IgE eingeteilt. Die verschiedenen Antikorperklassen
unterscheiden sich in ihrer Verteilung im Organismus und erfiillen unterschiedliche
Effektorfunktionen. Jede leichte Kette ist liber eine Disulfidbriicke mit einer schweren
Kette verbunden, und die schweren Ketten sind wiederum durch mindestens eine
Disulfidbriicke miteinander verkniipft. Immunglobuline sind modular aus mehreren
Immunglobulindomédnen mit einer molekularen Masse von ca. 12,5 kDa pro Domaéne

aufgebaut.

Die leichten Ketten sind aus einer variablen (Vi) und einer konstanten (C.) Doméane

aufgebaut. Die schweren Ketten bestehen aus einer variablen (Vy) und drei konstanten
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Domanen bei IgG, IgA, IgD (Cui1 bis Cu3) sowie vier konstanten Domdnen bei IgE und IgM
(Cu1 bis Cu4). Innerhalb der konstanten Regionen der IgG-, IgA- und IgD-schweren Kette
befindet sich die sogenannte Hinge-Region. Diese ist besonders reich an Cystein- und
Prolinresten und machen die Segmente des Antikorpers flexibel. In der variablen Region
der schweren und leichten Antikérper-Kette sind drei hypervariable Bereiche (CDR1 bis
CDR3, complementarity determining region), die im gefalteten Protein jeweils drei
nebeneinander liegende Schleifen binden. Die CDR der leichten und schweren Kette
bilden zusammen die Kontaktzone fiir das Antigen und sind fiir die Spezifitit der
Antikorperbindung verantwortlich (Wu & Kabat, 1970). Dabei wird der CDR 3 der
schweren Kette der grofdte Einfluss beigemessen wird (Barrios, Jirholt, & Ohlin, 2004).
Eine dltere Bezeichnung fiir diese Antigen-Bindungsstelle ist Idiotyp (griech. idio: eigen)
und betont deren Einzigartigkeit. Im Gegensatz dazu bezeichnet der Isotyp (griech. iso:

gleich) den konstanten Bereich des Immunglobulins.

Wie Rodney Porter 1959 nachwies, kann man IgG-Antikérper durch limitierte
proteolytische Einwirkung von Papain in drei Fragmente von jeweils 50 kDa spalten.
Zwei davon binden das Antigen und werden als Fab bezeichnet (fragment antigen
binding). Das andere Fragment, Fc (crystallizable), vermittelt die Effektorfunktionen.
Jedes Fab-Fragment besteht aus einer vollstindigen leichten Kette und den
aminoterminalen Domanen einer schweren Kette (Vu und Cui). Das Fc-Fragment
dagegen enthalt die carboxyterminalen Doménen der beiden schweren Ketten (Cuz bis
Cuz bzw. Cu4). Die Domanenstruktur der Immunglobuline macht eine gezielte Isolierung
der Bindungsregionen mdoglich. Diese konnen in geeignete Antikérperformate
konvertiert und auf diese Weise sowohl experimentellen als auch therapeutischen und

diagnostischen Applikationen zugédnglich gemacht werden.

B-Lymphozyten koénnen theoretisch 1013  verschiedene Antikorpermolekiile
produzieren, wobei von etwa 10° verschiedenen Antikérper-Spezifititen im
menschlichen Korper ausgegangen wird (Jung & Alt, 2004). Dieses enorme Repertoire
an unterschiedlichen Antikérperpartikeln wird durch den komplexen Mechanismus der
V(D)J-Rekombination der Immunglobulin-Gene sowie weitere Prozesse wie die
somatische Hypermutation, Genkonversion und Isotypenwechsel gewadhrleistet
(Muramatsu et al., 1999; Vihinen et al.,, 2001). Eine V(D)]J-Rekombination verkniipft die
Immunglobulin-Genloci, die V-, D- und J-Elemente. Diese Segmente bilden den

spezifischen Antigen-bindenden Teil des Immunglobulins aus.
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1.1.2 Aktivierungsmodelle des B-Zell-Rezeptors

Eine B-Zelle exprimiert bis zu 120.000 BZR auf ihrer Zelloberflache (Yang & Reth, 2010)
und erkennt damit ihr Antigen. Die biochemischen Prozesse, die nach der Bindung des
BZR-Liganden intrazellular ablaufen, sind bereits charakterisiert worden (DeFranco,
1997; Gauld, Dal Porto, & Cambier, 2002). Allerdings ist der eigentliche
Aktivierungsmechanismus bzw. der Status des unstimulierten BZRs was seine Struktur,
Dynamik und Organisation betrifft, bislang unklar und wird in der aktuellen Literatur
viel diskutiert. Als erwiesen gilt, dass der BZR in der Regel nicht durch monovalente
Liganden aktiviert wird. Dariiber hinaus bestand lange Zeit die Theorie, dadurch dass
die monomerer Rezeptoren liber das Antigen quervernetzt werden, die Aktivierung der
B-Zelle initiiert wird (Quervernetzungs-Modell; Metzger, 1992). Aufgrund dieser
Rezeptor-Kopplung kommt es zu einer reziproken Phosphorylierung und Aktivierung
der ITAM-assozierten Kinasen (ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif).
Allerdings deuten aktuelle Forschungsdaten darauf hin, dass die Rezeptoren auf einen
anderen Weg aktiviert werden. Unklar war beispielsweise bislang,in welcher Weise die
Rezeptor-Aktivierung durch die hohe Vielzahl von Liganden ausgelost werden kann,

denn die Raumstruktur von Liganden weicht teilweise erheblich voneinander ab..

Um den B-Zell-Aktivierungsmodus zu entschliisseln, wurde untersucht, wie inaktive B-
Zell-Rezeptoren auf der Oberflache der Zellen angeordnet sind. Nach dem Picket-Fence-
Modell begrenzt ein Aktin-Geflecht die Diffusionsrdaume der Zellmembran: Das Geflecht
wirkt wie ein Zaun (picket), dessen Pfahle (fence) aus Transmembranproteinenin der
Membran verankert sind. (Kusumi et al, 2005). Dabei kénnen monomere BZR
ungehindert von einem Kompartiment ins ndchste diffundieren. Oligomere sind
hingegen in ihrer Beweglichkeit eingeschrankt und in Nanocluster strukturiert
(Lillemeier, Pfeiffer, Surviladze, Wilson, & Davis, 2006; Mattila et al., 2013). Diese
Immobilisierung der BZR scheint entscheidend fiir die Entstehung von intrazelluldren

Signalosomen zu sein (Yuseff, Pierobon, Reversat, & Lennon-Duménil, 2013).

Basierend auf aktuellen Forschungsdaten gibt es derzeit drei mdgliche
Aktivierungsvarianten-Modelle fiir den BZR: das Dissoziations-Aktivierungs-Modell
(Abb. 1.4), das Konformations-induzierte Oligomerisierungs-Modell (Abb. 1.5) und das
Kollisions-Kopplungs-Modell (Abb. 1.6).
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Nach dem Dissoziations-Aktivierungs-Modell fiihrt die Bindung eines multivalenten
Liganden zur Aufhebung der Oligomerstruktur der BZR, sodass die ITAM-Sequenzen zur
Phosphorylierung und somit Aktivierung der Signalkaskade zuganglich werden (Yang &
Reth, 2010b). Fiir dieses Modell der BZR-Dissoziation spricht, dass die Raumstruktur

der Liganden und somit sterische Effekte eine untergeordnete Rolle spielen.

!

I I
Signal
geschlossene Oligomerstruktur offene Oligomerstruktur

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Dissoziations-Aktivierungs-Modells.

Erst nach Aufhebung der geschlossenen Oligomerstruktur der BZR nach Bindung des Antigens, kommt es
zur Aktivierung der B-Zelle durch die intrazelluldre Signalkaskade. Die Abbildung wurde verdndert nach
Krapf (2014).

Kontrdar zu dem vorangegangen Aktivierungsmechanismus geht das Konformations-
induzierten Oligomerisierungs-Modell davon aus, dass sich die BZR in monomerer Form
auf der Zelloberfldache befinden (Tolar & Pierce, 2010). Nach diesem Modell ist die Cu4-
Doméine in Abwesenheit des Antigens so strukturiert, dass sie keine BZR-
Oligomerisierung erlaubt. Erst nach Antigen-Kontakt dndert sich die BZR strukturell und

es wird den Rezeptoren mdglich, sich zusammen zu lagern.
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Konformations-induzierten Oligomerisierungs-Modells.
Durch Bindung des Antigens wird die Struktur des BZRs gedndert. Dadurch kénnen die Rezeptoren
Oligomere auf der Zelloberfliche bilden und die B-Zelle aktivieren. Die Abbildung wurde verandert nach
Krapf (2014)
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Beim Kollisions-Kopplungs-Modell wird angenommen, dass der Zytoskelett-Zaun die
BZR behindert - die BZR konnen deshalb nicht mit aktivierenden Korezeptoren und
Kinasen interagieren. (Treanor et al, 2010). Die Aktivierung des BZRs geht mit einer
Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts einher, sodass die Rezeptoren mit den

aktivierenden Elementen wechselwirken konnen.
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Kollisions-Kopplungs-Modells.

Die Zellmembran ist durch das Aktin-Netz sowie weitere Transmembranproteine in verschiedene
Kompartimente gegliedert (Picket-Fence-Modell). Nach Bindung des Antigens kommt es zu einer
Umstrukturierung des Aktin-Geflechtes wodurch die Mobilitdt des BZRs erhoht wird. Daraufhin kann
dieser mit Korezeptoren und Kinasen interagieren und die aktivierende Signaltransduktion ins Zellinnere
wird initiiert. Die Abbildung wurde verandert nach Krapf (2014).

1.2 Die chronische lymphatische Leukamie (CLL)

Die chronische lymphatische Leukdmie (CLL) gehoért zu den niedrig malignen Non-
Hodgkin-Lymphomen der B-Zell-Reihe (Chiorazzi, Rai, & Ferrarini, 2005). Sie zeichnet
sich durch kleine, morphologisch reif wirkende, jedoch immunologisch inkompetente B-
Lymphozyten aus. Diese Zellen expandieren monoklonal und akkumulieren sich im
Knochenmark, im peripheren Blut, in Lymphknoten und der Milz. . Die CLL ist mit einer
Inzidenz von 0,7 - 21 pro 100.000 pro Jahr im Alter von 40 - 70 Jahren die in der
westlichen Welt am haufigsten vorkommende Leukdmieform (Chiorazzi, Rai, &
Ferrarini, 2005). Die Erkrankung ist in der Regel nicht heilbar. Lediglich eine geringe
Anzahl an Patienten kann durch eine allogene Stammzelltherapie behandelt werden. Die
derzeitig angewandten Therapien zielen auf eine Verminderung der Symptome sowie
Verlangerung der Lebenszeit ab. Fiir die Pathogenese der Erkrankung spielt eine
Antigenstimulation der BZR und eine Interaktion der CLL-Tumorzellen mit anderen

Zellen des Lymphgewebes eine entscheidende Rolle. Der Krankheitsverlauf ist mit
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chromosomalen Mutationen und Abnormititen assoziiert, wodurch der Verlauf der

Krankheit aggressiver wird und sich zudem Therapie-Resistenzen entwickeln kénnen.

1.2.1 CLL und die Rolle des B-Zell-Rezeptors

Die Aktivierung des BZRs ist entscheidend fiir die Entwicklung und Progression der CLL.
Neuartige Therapeutika zielen vor allem auf diesen Rezeptor sowie die
nachgeschalteten Signaltransduktionswege ab (Woyach, Johnson, & Byrd, 2012). Die
wichtige Rolle des BZR-vermittelten Signalweges fiir die CLL-Entwicklung zeigt sich

anhand folgender Begebenheiten:

* Das phanotypische Profil der CLL-Zelle entspricht dem einer Antigen-
aktivierten B-Zelle (Damle et al., 2002).

* CLL-Zellen zeigen ein Genexpressionsmuster, das Kennzeichen des Status
der Antigenprasentation tragt (Klein et al., 2001).

* CLL-Falle sind in zwei Gruppen unterteilt — basierend auf dem Status der
somatischen Hypermutation des BZRs (Hamblin, Davis, Gardiner, Oscier,
& Stevenson, 1999).

* CLL-Zellen weisen ein eingeschrianktes Genrepertoire fiir die variable
Region der Immunglobuline auf (Fais et al., 1998)

* Es existieren Untergruppen mit quasi-identischen (=stereotypen) BZR
(Tobin et al., 2003; Ghiotto et al., 2004; Widhopf et al., 2004).

* Die Therapien, die auf eine Blockierung des BZRs-Signalweges abzielen,

sind erfolgreich (Woyach, Johnson, & Byrd, 2012).

Der Immunphénotyp und das Genexpressionsmuster der CLL-Zellen sprechen fiir einen
Kontakt mit Antigenen. Auf der Oberflache der CLL-Zellen konnten Marker identifiziert
werden, die auf eine Bindung des Antigens hindeuten. Dazu zahlen beispielsweise die
hohe Expression der Aktivierungsmarker CD23, CD25, CD69 und CD71 sowie eine
niedrige Expression von Molekiilen, die in charakteristischer Weise nach einer
Aktivierung herunter reguliert werden wie z.B. CD22, Fcy IIb, CD79b und IgD (Damle et
al, 2002).

Mitte der 90er Jahre wurde erstmals die enorme Bedeutung der Analyse der BZR-Gene
fir das Verstindnis der CLL-Pathogenese erkannt. Ein wichtiger Meilenstein in der

Erforschung der CLL war die Entdeckung, dass der Mutationsstatus der variablen
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Region der schweren Immunglobulinkette (=IGHV) direkt eine Prognose fiir den
Patienten erlaubt. Abhdngig vom Grad der Mutation der IGHV-Gene werden CLL-
Patienten in zwei Gruppen mit unterschiedlichem Krankheitsverlauf unterteilt (Damle et
al,, 1999; Hamblin et al, 1999): U-CLL, d.h. Patienten mit unmutierten IGHV-Genen
(Ubereinstimmung zur Keimbahnsequenz >98%) und M-CLL, d.h. Patienten mit
mutierten IGHV-Genen (Ubereinstimmung zur Keimbahnsequenz <98%). In der Regel
haben Patienten mit U-CLL eine schlechtere Prognose als M-CLL-Patienten (Abb. 1.7),
wobei fiir den Patientenkreis mit U-CLL-Genen eine stirkere Aktivitit der BZR-

Signalwege nachgewiesen wurde (Guarini et al., 2008; Mockridge et al., 2007).
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung der beiden CLL-Falle.

CLL-Patienten konnen anhand der Sequenz ihrer BZR-Gene zwei CLL-Typen zugeordnet werden. U-CLL-
Patienten weisen einen progressiveren Krankheitsverlauf auf als M-CLL-Patienten. Die U-CLL-Zellen
stammen vermutlich von naiven B-Zellen ab, M-CLL-Zellen von post-GC-B-Zellen (GC, germinal center;
Seifert et al., 2012). Die Abbildung wurde verandert nach Krapf (2014).

Dartiber hinaus lassen bestimmte IGHV-Gene scheinbar unabhdngig vom
Mutationsstatus eine Prognose zu (Ghia et al., 2005). So zeigen Patienten mit IGHV3-21-
und IGHV3-23-Genen einen eher aggressiven Verlauf (Bomben et al.,, 2010; Ghia et al.,
2005); hingegen Patienten mit IGHV3-30- und IGHV3-72-Genen einen indolenten

Krankheits-verlauf (Capello et al., 2006; Del Giudice et al., 2009).

Weiterhin ergab die immungenetische Analyse bei malignen Zelleneinstark
eingeschranktesImmunglobulin-Genrepertoire(Friedman et al., 1992; Kiippers, Gause, &
Rajewsky, 1991; Meeker et al., 1988; Cai, Humphries, Richardson, & Tucker, 1992;
Ebeling, Schutte, & Logtenberg, 1993; Hashimoto, Wakai, Silver, & Chiorazzi, 1992).
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Zudem wurde ermittelt, dass sich das Antikérper-Genrepertoire von dem normaler B-
Zellen unterscheidet (Fais et al., 1998). So exprimieren CLL-Zellen typischerweise die
bestimmte IGHV-, IGHD- und IGHJ]-Gene wie beispielsweise IGHV1-69, IGHV4-34 und
IGHV3-7 (Murray et al., 2008; Stamatopoulos et al., 2007; Tobin et al., 2004). Aufderdem
wurde bei der Gen-Umordnung beobachtet, dass bestimmte Gen-Kombinationen

bevorzugt auftreten wie z.B. IGHV1-69 mit IGHD3-3 und IGH]6-Gene.

Etwa ein Drittel aller CLL-Patienten weisen stereotype BZR auf (Agathangelidis et al.,
2012) und werden sequenzabhdngig verschiedenen Gruppen zugeordnet (Abb. 1.8).
,2Stereotyp“ heifdt hier, dass mindestens 60% der Aminosdauresequenz der CDR3-Region
bei unterschiedlichen Patienten libereinstimmen (Messmer et al., 2004). Betrachtet man
diesen Sequenzbereich der BZR genauer, fillt auf, dass manche CLL-Gruppen nahezu
identische Vy-CDR3-Regionen (CDR3 der variablen Domidne der schweren

Antikorperkette) besitzen (z.B. Subgruppe 10, Abb. 1.8).
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung der relativen Gréf3e der Haupt-CLL-Subgruppen.

Mehr als 26% aller CLL-Patienten exprimieren nahezu identische B-Zell-Rezeptoren und lassen sich
basierend auf der Analyse des Ig-Genrepertoires einer von bislang 110 charakterisierten Subgruppen
zuordnen (Stamatopoulos et al., 2007). Die grofiten Subgruppen sind dargestellt, diese machen 12% der
CLL-Kohorte und 41% der stereotypen Fraktion aus. Subgruppe #1 und #2 sind die grofiten
Untergruppen. Sie machen 5,5% der CLL-Kohorte aus. Die Aminosduresequenz der Vy CDR3 von
Vertretern der Subgruppe #10 ist dargestellt und veranschaulicht den hohen Grad der Vi CDR3-
Sequenziibereinstimmung dieser Patienten-Gruppe.

Da die Vy-CDR3-Region als besonders entscheidend fiir die Antigenerkennung gilt,
deutet diese Stereotypie auf die Erkennung bestimmter Epitope hin. Dabei liefern
moglicherweise Autoantigene die notigen Uberlebenssignale fiir die Lymphom-Zelle.

Eine weitere Hypothese ist die Antigen-unabhingige Stimulation der CLL-BZR. Dabei
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aktivieren sich die malignen Lymphom-Zellen gegenseitig durch inter- oder
intramolekulare Wechselwirkungen des Paratops. So konnte die Arbeitsgruppe von
Dithren von Minden erstmals die Selbsterkennung eines CLL-Antikérpers durch Bindung
der HCDR3- Region an die FR2 der schweren Immunglobulin-Kette demonstrieren (Abb.
1.9; Diihren-von Minden et al,, 2012).

A B C
X\ A X\ A o/ X\ /KN /A
Mg O ’ O oo =
m il 0 m
0 0o o 0
it it il 3
Antigen-abhangige Aktivierung Antigen-unabhéngige Aktivierung

Abb. 1.9: Schematische Darstellung verschiedener Aktivierungsmodelle des CLL-BZRs.

A: Antigen-abhangiges BZR-Signal, verursacht durch (Auto)-Antigene.

B: Antigen-unabhingige BZR-Aktivierung durch eine intermolekulare Wechselwirkung der CDR3-Region
der schweren Immunglobulin-Kette und der FR2-Region der Vy eines benachbarten BZRs.

C: Antigen-unabhingige BZR-Aktivierung durch eine intramolekulare Wechselwirkung der CDR3-Region
der schweren Immunglobulin-Kette und der FR2-Region der Vy desselben BZRs.

FR: framework; CDR: complementarity determining region.

1.3 Burkitt-Lymphom (BL)

Das Burkitt-Lymphom gehort zu den aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) und
weist eine der hochsten Teilungsraten unter den humanen Tumoren auf (Hecht & Aster,
2000). Die Bezeichnung der Lymphomart geht auf den britischen Chirurgen Denis
Burkitt zurtick, der diese Erkrankung 1958 erstmals beschrieb (Burkitt, 1958). Der
maligne Tumor manifestiert sich vorwiegend in den Lymphknoten des Bauchraumes
sowie des Ober- und Unterkieferknochens. Nach der WHO (World Health Organization)
werden drei verschiedene Typen des BLs unterschieden. Das endemische BL tritt
gehauft in malariaverseuchten Gebieten Afrikas auf und betrifft vor allem Kinder im
Alter von drei bis acht Jahren. Dabei sind 95% aller Falle mit dem Epstein-Barr-Virus
(EBV) infiziert (Lindstrom & Wiman, 2002). Die sporadische BL-Form kommt in den
gemafdigten Klimazonen vor und weist nur selten eine EBV-Assoziation auf. Das HIV-
assoziierte BL betrifft immundefiziente Menschen, die mit dem AIDS-Virus (aquired
immune deficiency syndrome virus) infiziert sind oder unter einer Posttransplantations-
lymphoproliferativen Erkrankung (post transplant proliferative disorder, PTLD) leiden.

In Deutschland macht das BL etwa 4% aller NHL aus. Da die BL-Zellen somatisch
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mutierte Ig-Gene aufweisen, wird von einer Abstammung von B-Lymphozyten aus dem
Keimzentrum ausgegangen (Chapman, Wright, & Stevenson, 1998). Weiterhin wurde
eine Translokation des c-Myc-Onkogens in einen der Ig-Genloci gezeigt (Hummel et al,,
2006). Der BZR scheint bei der BL-Erkrankung mittels des Transkriptionsfaktors TCF-3
tonisch aktiviert zu sein (Schmitz, Ceribelli, Pittaluga, Wright, & Staudt, 2014; Fowler &
Davis, 2013).

1.4 Allergie

Bei einer Allergie handelt es sich um eine spezifische Uberempfindlichkeitsreaktion des
Immunsystems gegeniiber den als Allergenen bezeichneten Auslosern. Der Begriff
,Allergie“ setzt sich aus dem griechischen allos (,anders”, ,fremd“) und ergon
(,Reaktion®, ,Arbeit“) zusammen. Die Hypersensibilisierung durch einen unbekannten
Serumfaktor wurde im Jahre 1921 beschrieben (Prausnitz & Kiistner, 1921) und fiihrte
1967 schliefdlich zur Entdeckung des Immunglobulins E (Ishizaka etal, 1967). Ein
geringer Anteil hypersensibler Immunreaktionen ist nicht IgE-vermittelt und kann
daher von dieser Allergieart abgegrenzt werden. Die heute giltige Klassifikation
allergischer Erkrankungen erfolgte nach Gell und Combs (1963) und unterscheidet vier
Allergie-Typen: IgE-vermittelter Soforttyp (Typ-I-Allergie), zytotoxischer Typ (Typ-II-
Allergie), Immunkomplex-Typ (Typ-IlI-Allergie) und der Spattyp (Typ-1V-Allergie). Im

engeren Sinne versteht man heute unter einer Allergie oft nur die Typ-I-Allergie.

Als im Jahre 1906 Clemens von Pirquet den Terminus “Allergie” pragte, waren weniger
als 1% der Bevolkerung von dieser Krankheit betroffen. Heute haben allergische
Erkrankungen epidemischen Charakter gewonnen und mehr als 25% der Bevolkerung
in den USA und Nordeuropa leiden unter Allergien (Vrtala et al, 2008). Allergien konnen
in jedem Alter auftreten, zeigen sich aber meist bereits in der Kindheit (Asher etal,
2006). Klassische Manifestationen der IgE-abhdngigen Hypersensibilitit sind allergische
Rhinokonjunktivitis, allergisches Asthma bronchiale, atopische Dermatitis, Urtikaria und
der anaphylaktische Schock als lebensbedrohliche Form einer allergischen Reaktion. Die
Atiologie allergischer Immunantworten ist komplex und bis heute nicht vollig geklart.
Die meisten Allergiker sind atopisch, d.h. genetisch pradisponiert eine Allergie
auszubilden (Kay etal, 2001). Allerdings ist es auch mdoglich, in Abwesenheit einer

Atopie eine allergische Erkrankung zu entwickeln wie beispielsweise bei Wespen- und
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Bienengiftallergien. Nach der sogenannten Hygiene-Hypothese wurde das Risiko an
Allergien zu erkranken durch den westlichen Lebensstii mit seiner
Vermeidungsstrategie gegeniiber Krankheitserregern und durch frithe und wiederholte
Antibiotikaeinnahme verstarkt (Geha et al, 2003). Weiterhin scheint eine Vielzahl von
Faktoren, die im Zusammenhang mit verdanderten Lebensbedingungen stehen wie
Umweltverschmutzung, erhohte Allergen-Exposition und Erndhrungsgewohnheiten,
eine Rolle in der gesteigerten Pravalenz allergischer Erkrankungen zu spielen (Cookson

etal, 1999).

1.4.1 Ablauf der IgE-vermittelten Hypersensibilitatsreaktion

Die allergische Kaskade beginnt mit einer symptomfreien Sensibilisierungsphase (Abb.
1.10). Wahrend dieser Phase fiihrt die initiale Exposition eines Allergens zu dessen
Aufnahme durch antigenprasentierende Zellen (APC, antigen-presenting cell) wie
dendritische Zellen und B-Zellen. Diese prozessieren das Allergen und prasentieren es
naiven CD4+T-Helferzellen (CD, cluster of differentiation) in Form von Peptidfragmenten
iiber MHC-Klasse-II-Molekiile (MHC, major histocompatibility complex) auf ihrer
Zelloberfliche (Abb. 1.1). Der peptidbeladene MHC-II-Komplex wird tber den
T-Zell-Rezeptor (TCR, T cell receptor) von CD4+T-Helferzellen erkannt und fiihrt in
Gegenwart kostimulierender Faktoren zu deren Aktivierung und Differenzierung. Zwei
Subtypen von CD4+*T-Helferzellen sind Tul- und Tx2-Zellen. Diese besitzen aufgrund
charakteristischer Zytokinprofile unterschiedliche Effektorfunktionen (Romagnani et al.,
1999). Zytokine sind Peptidwirkstoffe, die liber spezifische Rezeptoren als Signalstoffe
zwischen Zellen wirken und in der Zielzelle pro- oder antiinflammatorische Effekte

vermitteln.

Differenzieren sich Tu2-Zellen tibermaf3ig aus, lasst dies auf eine allergische Erkrankung
schliefien, bei der die spezifische Immunantwort aus dem Gleichgewicht gebracht wurde
(Georas etal,2005). Tu2-Zellen sezernieren hohe Mengen proinflammatorischer
Zytokine wie Interleukin-3 (IL, Interleukin), IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 und GM-CSF
(granulocyte macrophage colony-stimulating factor). Diese Zytokine initileren den
[sotypenwechsel von IgM-prasentierenden B-Zellen zu IgE-produzierenden
Plasmazellen (IL-4, IL-13) sowie die Rekrutierung und Aktivierung von Effektorzellen

der allergischen Entziindungsreaktion wie Mastzellen (IL-4, IL-9, IL-13), Eosinophile
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(IL-3, IL-5, GM-CSF) und Basophile (IL-3, IL-4). Tu1l-Zellen wirken hingegen durch die
Sekretion von Interferon-y (IFN, Interferon), das die IgE-Synthese und die Entwicklung
von Ty2-Zellen inhibiert, antiinflammatorisch (Epstein et al, 2006). Zudem ist fiir Ty1-
Zellen die Sekretion von IL-2, sowie Tumornekrosefaktor-o und -f§ (TNF-a, -3)
charakteristisch. Mittels dieser Zytokine sind Ty1-Zellen an der Zerstérung des Gewebes
im entziindeten Organ beteiligt. Tyl-Zytokine induzieren eine Apoptose in den

Gewebezellen der Haut, der Lunge und der Mukosa (Akdis et al., 2004a).

Tu17- und Trec-Zellen (Treg, regulatorische T-Zellen) sind zwei weitere in jiingerer Zeit
identifizierte Subtypen von CD4*T-Helferzellen (Seddiki et al., 2006; Stockinger et al.,
2007). Wahrend Tu17-Zellen an der chronischen Entziindung sowie an der Aktivierung
von Mastzellen und Neutrophilen beteiligt sind (Schmidt-Weber et al, 2007), vermitteln
Treg-Zellen durch die Sekretion antiiflammatorischer Zytokine eine immunologische
Toleranz (Bacchetta et al, 2007; Larché et al.,, 2007). Die Trec-Zytokine IL-10 und TGF-3
(transforming growth factor-ff) unterdriicken die Proliferation und die Zytokin-
produktion der proinflammtorischen Effektorzellen. Die Balance der unterschiedlichen
T-Zell Subtypen ist entscheidend fiir die Auspragung einer Allergie oder einer Toleranz

(Akdis et al.,, 2004Db).

Nach der Sensibilisierung fiihrt der erneute Kontakt mit dem Allergen zur Bindung an
allergenspezifische IgE, die im Komplex mit hochaffinen IgE-Rezeptoren (FceRI) an der
Oberflache von Mastzellen und Basophilen gebunden werden. Eine daraus resultierende
Quervernetzung der FceRI bewirkt eine Degranulation der Zelle (Turner et al., 1999). Es
kommt zu einer schnellen Freisetzung bereits praformierter Mediatoren der
allergischen Reaktion wie Histamin, Serotonin und der Proteasen Chymase und
Tryptase. Anschlieflend bilden und sezernieren die aktivierten Zellen Leukotriene,
Chemokine, Prostaglandine, Zytokine und den Plattchenaktivierenden Faktor. Innerhalb
weniger Minuten nach Kontakt mit dem Allergen kommt es zur Sofortreaktion, bei der
eine Erhohung der vaskuldren Permeabilitit, eine Kontraktion der glatten Muskulatur
und eine gesteigerte Mukusproduktion erfolgt (Jutel et al, 2006). Diese Prozesse rufen
die bereits erwahnten klassischen allergischen Symptome hervor. Etwa 6 bis 72 Stunden
nach dem Allergenkontakt wird die Spatreaktion ausgelost. Diese ist durch eine
Chemokin-vermittelte Rekrutierung weiterer immunkompetenter Zellen wie
Eosinophile, Basophile und Makrophagen gekennzeichnet (Holgate etal, 2008).

Eosinophile sezernieren eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren, darunter
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gewebetoxische Proteine wie basisches Myelin-Protein, eosinophiles kationisches
Protein und eosinophile Peroxidase. Die von Eosinophilen freigesetzten Mediatoren

unterhalten und chronifizieren die allergische Entziindung (Kay et al, 1997).

TREG'ZeHe IL-3,IL-5 Freisetzung
GM-CSF von Mediatoren
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Abb. 1.1: Schematische Ubersicht iiber den Ablauf der IgE-vermittelten Hypersensibilititsreaktion.
A: Sensibilisierung: Antigen-prasentierende Zellen (APC, antigen presenting cell) wie B-Zellen
internalisieren das Antigen. Es erfolgt die proteolytische Spaltung des Antigens und die Prasentation {iber
MHC-Klasse-II-Molekiille (MHC, major histocompatibility complex) auf der Zelloberfliche. Im
lymphatischen Gewebe erfolgt die Aktivierung und Differenzierung naiver CD4*Tu0-Zellen zu
verschiedenen Subtypen. Die Zytokine der Tu2-Zellen induzieren die Proliferation und den
Klassenwechsel von B-Zellen zu IgE-sezernierenden Zellen.

B: Allergische Sofortreaktion: die Allergen-Bindung an spezifische IgE-Antikorper auf der Oberflache von
Mastzellen fiihrt zur Degranulation der Zelle und zur Freisetzung der Mediatoren. Diese Molekiile fithren
innerhalb von Sekunden zu den typischen Symptomen, deren Schweregrad von der Dosis und dem
Eintrittsweg der Allergene abhangt.

1.4.2 Allergene

Allergene sind an sich harmlose Umweltantigene, welche bei Allergikern eine heftige
Immunreaktion auslésen. Charakteristisch fiir Allergene ist die Quervernetzung
rezeptorgebundener IgE auf der Oberflache von Effektorzellen. Eine Ausnahme stellen
Haptene dar, die erst nach Bindung an ein Tragerprotein eine Immunreaktion
hervorrufen konnen. Zudem werden bei niedermolekularen Allergenen Di- und

Multimerisierungen als notwendiger Vorgang zur Kreuzvernetzung von IgE diskutiert
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(Scholl et al.,, 2005). Allergene sind haufig Proteine oder Glykoproteine (Valenta & Kraft,
2001). Sie sind strukturell sehr vielfaltig und weisen keine gemeinsamen Motive auf, die
eine Aussage iiber das immunogene Potenzial eines Antigens erlauben wiirden
(Bredehorst & David, 2001). Ein Allergen gilt als Majorallergen, wenn es bei mindestens
50% der Patienten eine IgE-vermittelte Hypersensibilitatsreaktion auslost (Bachert
etal, 2002). Nach Art des Kontakts mit dem Allergen kann zwischen
Inhalationsallergenen (z.B. Pollen, Tierhaare, Pilzsporen, Hausstaub),
Nahrungsmittelallergenen (z.B. Milch, Fisch, Obst, Eier), Kontaktallergenen (z.B. Wolle,
Seide, Nickel, Latex, Teer) und Injektionsallergenen (z.B. Insektengift, Immunserum,

Penizillin, Kontrastmittel) unterschieden werden.

1.4.2.1 Das Graserpollenallergen Phl p 5

Pollen der Siifdgraser (Poaceae) zdhlen zu den bedeutendsten Allergenquellen weltweit
(Esch etal, 2008). Mehr als 40% aller Patienten mit Typ-I-Allergie sind gegen
Graserpollen sensibilisiert (Suphioglu etal, 2000). Nach ihren strukturellen und
immunologischen Eigenschaften wurden Gréaserpollenallergene in verschiedene
Gruppen Klassifiziert (Andersson & Lidholm, 2003), wobei Gruppe1l- und 5-
Pollenallergene das grofdte allergische Potenzial aufweisen. Gruppe 5-Allergene besitzen
eine Molekiilmasse von 27 bis 33 kDa und sind nicht glykosyliert. Ein bedeutender
Vertreter dieser Gruppe ist Phl p 5 (29 kDa), ein Hauptallergen des Wiesenlieschgrases
(Phleum pratense), das von 60% aller Patienten mit einer Graserpollenallergie durch
spezifische IgE erkannt wird (Vrtala et al, 1993). Phlp 5 existiert natiirlicherweise in
zwei [soformen, Phl p 5a und Phl p 5b. Diese weisen eine hohe Sequenzdhnlichkeit auf
und unterscheiden sich nur geringfiigig in ihrer Molekiilmasse und biochemischen
Eigenschaften (Becker et al., 1995). Die biologische Funktion der beiden Isoformen ist
bislang unklar, allerdings konnte bei Phl p 5b eine Ribonukleaseaktivitiat festgestellt
werden (Bufe et al., 1995).
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1.5 Zielsetzungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Rezeptoren einzelner Lymphom- und Allergie-
Patienten detailliert analysiert, bislang unbekannte Liganden identifiziert und Epitope
definiert werden. Diese Informationen sind gegebenenfalls ein Schliissel zum
Verstindnis der molekularen Interaktion und ihrer pathophysiologischen
Konsequenzen. Fiir funktionelle und strukturgebende Analysen sollten daher die
jeweiligen Interaktionspartner in geeignetem Format in ausreichender Menge und mit
einem hohen Reinheitsgrad dargestellt werden. Hierzu sollten Strategien zur
rekombinanten und synthetischen Darstellung der jeweiligen Molekiile evaluiert und
optimiert werden. Weiterhin sollten durch die konvergente Anwendung
immunbiochemischer Methoden und spektroskopischer Verfahren Bindungssequenzen
und essenzielle Interaktionsstrukturen und Modi bestimmt sowie iiber

Sequenzhomologien mogliche natiirliche Liganden benannt werden.
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2 Material

2.1 Affinititsmatrices
Folgende Affinitaitsmatrices wurden bezogen von:
QIAGEN (Hilden): Ni-NTA-Agarose
NEB (Frankfurt): Chitin Beads
Amylose Beads

Sigma-Aldrich (Taufkirchen) Protein A Agarose
GE Healthcare (Freiburg) KappaSelect Matrix

2.2 Antikorper

Als primdre Antikorper, Direkt-Konjugate oder sekundire Antikérper wurden

eingesetzt:
GE Healthcare (Freiburg): Anti-M13- HRP
NEB (Frankfurt): Anti-CBD Antiserum (rabbit)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen):  Anti-rabbit (whole molecule)-AP
Anti-goat IgG (whole molecule)-AP
Anti-human IgG (y-chain-specific)-AP
Anti-human IgE (e-chain specific)-AP
Anti-human « (LC-chain specific)-AP
Anti-Vimentin (mouse)

BD Bioscience (Heidelberg) Anti-human IgM-FITC (mouse)
Anti-human CD19-APC

2.3 Bakterienstimme

Bei den eingesetzten Bakterienstimmen handelte es sich um E. coli K12-Stamme. Fir
Klonierungen und Standard-Anwendungen molekularbiologischer Arbeiten wurden
primdar XL10-Gold-, XL1-Blue- und ER2566-Zellen eingesetzt. Zur Selektion von
Mimotopen wurden bei den Amplifikationsrunden ER2738-Zellen eingesetzt. Zur
Darstellung eines Peptids auf der Oberflache des Phagen M13 wurde der F*supE-Stamm
TG1 genutzt. Bei der Expression von Intein-CBD-Konstrukten und des Fab-Fragmentes

wurde der Expressionsstamm BL21-RIL (DE3) verwendet.
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2.4 Chemikalien und Bioreagenzien

Samtliche Chemikalien und Bioreagenzien in molekularbiologischer bzw. analyti- scher
Qualitat wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden Firmen be- zogen: Bio-
Rad Laboratories (Miinchen), Sigma-Aldrich, Fluka (alle: Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen), Merck KGaA (Darmstadt), Stratagene Europe (Ams- terdam, Novagen
(Merck Biosciences GmbH, Schwalbach), Niederlande), ]J. T. Baker (Phillipsburg, NJ,
USA), Perbio Science Deutschland GmbH (Bonn), Fisher Scienti- fic GmbH (Schwerte),
Biomol GmbH (Hamburg), AppliChem GmbH (Darmstadt), Molecular Biosciences Inc.
(Boulder, CO, USA), Carl Roth GmbH & Co.KG (Karls- ruhe), PEQLAB Biotechnologie
GmbH (Erlangen), Acros Organics (Geel, Belgien), Thermo Electron GmbH Bioscience

Technologies (Dreieich) und Amersham Bios- ciences Europe GmbH (Freiburg).

2.5 Enzyme und Standards

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme und Standards wurden von nachste- hend
genannten Firmen bezogen: New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.), MBI
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) und Invitrogen GmbH (Karlsruhe). Enzyme als

Bestandteil kommerziell erworbener Kits wurden bei dieser Auflistung nicht

berticksichtigt.
2.6 Gerate
Eppendorf AG (Hamburg): BioPhotometer
Centrifuge 5417 C
Centrifuge 5417 R
Mastercycler gradient
Mastercycler personal
SierraSensors (Hamburg): SPR-2 Biosensor
BD Bioscience (Heidelberg): FACSAria™ III
FACSCalibur™
Molecular Dimensions Inc (USA): SpectroLight™300
SpectroLight™501
Bruker Daltonics (Bremen) Biflex III
Heraeus Sepatech GmbH (Osterode/Harz): Heraeus Megafuge 1.0
PEQLAB Biotechnolgie GmbH (Erlangen): Horizontal-Gelelektrophorese-system
New Brunswick Scientific GmbH (Niirtingen): innova™ 4300 incubator shaker

SANYO Electric Co., Ltd. (Japan): SANYO CO»-Inkubator MCO-17AI
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Kendro Laboratory Products GmbH C02-Begasungsinkubator

(Langenselbold): HERAsafe HS 18 Sicherheitswerkbank
Intas GmbH (Gottingen): Gel-Dokumentations-System

TECAN Deutschland GmbH (Crailsheim): GENIOS Multi-Detektions-Reader

Thermo Hybaid (Heidelberg): Easy-Cast-Minigel-System

Amersham Biosciences Europe GmbH Electrophoresis power supply EPS 3500XL
(Freiburg):

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen): Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell

Hoefer Scientific Instruments Minigel-Apparatur-SDS-PAGE

(San Francisco, CA; USA):

Fedegari Autoclavi S.p.A. (Albuzzano, Italien): Laborautoklav Modell FOB3

Millipore GmH (Schwalbach): Milli-Q Academic, Laborwasser-System
Sartorius AG (Gottingen): Waagen

2.7 Kommerzielle Kits
Die in dieser Arbeit verwendeten Kits wurden bezogen von:
Bethyl Lab Inc. (Montgomery, TX, USA) Human IgG ELISA Quantitation Set

MBI Fermentas (St. Leon-Rot): GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit
New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.): IMPACT™ Kit

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen): peqGOLD Gel Extraction Kit
IBA-BioTAGnology (Gottingen): StarGate-Combinatorial Cloning Kit
PAA Laboratories GmbH (Pasching) Nanofectin Kit

2.8 Medien

Die folgenden Medien wurden vor Gebrauch autoklaviert, wobei die Zugabe von

Antibiotika oder anderen Zusatzen nach Abkiihlen auf 50 °C erfolgte.

SOB-Medium: 20 g/1 Trypton
0,5g/1 NaCl
0,5g/1 Hefeextrakt
2,5 mM KCl

pH 7,5; ad 1000 ml, autoklavieren

10 mg 1 M MgCl; (steril filtriert)
TYE-Medium-Platten: 10 g/1 Trypton

8g/l NaCl

5g/l Hefeextrakt

15 g/l Agar
2YT-Medium: 16 g/1 Trypton

5g/l NaCl



34

10 g/1 Hefeextrakt

2.9 Oligonukleotide
Alle in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von metabion Gesellschaft fiir

angewandte Biotechnologie mbH (Planegg-Martinsried) synthetisiert.

2.10 Puffer und Losungen
Die verwendeten Puffer und Losungen sind mit ihren Zusammensetzungen nach-
folgend aufgefiihrt. Puffer als Bestandteil kauflich erworbener Kits und Puffer fiir

Restriktionsenzyme wurden bei dieser Auflistung nicht berticksichtigt.

Agarosegel-Auftragspuffer (6x): 0,09% (w/v)  Bromphenolblau
0,09% (w/v)  Xylen Cyanol FF
60% (w/v) Glycerol

60 mM EDTA
AIW-Regenerierungspuffer 150 mM, 50 ml, 0,22 um filtriert
A-Anteil, pH 5: 0,68¢g Oxalsaure

470 ul Phosphoséure, 85%

298 ul Ameisensaure, 95%

0,78 ¢ Malonsaure

16 ml ddH20
[-Anteil 2,24¢g Kaliumthiocyanat

186 g MgCl2

2,76 g Harnstoff

8,74 ¢g Guanidiumhydrochlorid

16 ml ddH20
W-Anteil 16,7 ml ddH,0
Ampicillin Stocklésung: 20 mg/ml Ampicillin gelést in 70% Ethanol

steril filtriert, Lagerung bei -20 °C

AP-Detektionspuffer: 0,1 M Tris-HCl, pH 9,5

0,1M MgCl;

0,1M NaCl
BCIP-Stocklésung: 0,5% (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in DMF;

Lagerung bei -20 °C

Citratpuffer: 50 mM Zitronensaure, pH 4,0, steril
Coomassie-Farbeldsung: 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250

1% (v/v) Eisessig
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Coomassie-Entfarbeldsung:

Elutionspuffer:
(fir die Affinitatsmatrix)
Elutionspuffer:
(fir die Amylosematrix)

Elutionspuffer:

(fir die Chitinsdule, IMPACT™)

Elutionspuffer:
(fiir die NiNTA-Saule)
FKS:

Glucose-Stocklésung:

HRP-Detektionspuffer:

Kanamycin-Stocklosung:

NaAc-Losung:
NBT-Stocklésung:

Neutralisierungspuffer:

PAGE-Probenpuffer (4x):

PAGE-Sammelgel-Puffer (4x):

PAGE-Tankpuffer (5x):

PAGE-Trenngel-Puffer (4x):

PBS:

40% (v/v)
20% (v/v)
80% (v/v)
20 mM

10 mM

50 mM

100 mM

20% (w/v)

15 ml
4 mg
30 ul
20 mg/ml

3M
0,1% (w/v)

1M

250 mM

40% (v/v)
8% (w/v)
0,004% (w/v)
0,5M

0,4% (w/v)

0,125 M
0,96 M
0,5% (w/v)
1,5M

0,4% (w/v)

100 mM
33 mM
17 mM

Methanol

Eisessig

ddH:0

Zitronensaure, pH 5,0 bis pH 2,0,

Maltose in Sdulenpuffer

DTT im Saulenpuffer frisch ansetzen

Imidazol in PBS

pH 7,5

30 min bei 56 °C hitzeinaktivieren
Lagerung bei -20 °C

a-D-Glucose (wasserfrei) in ddH,0 l6sen,
steril filtrieren

Citratpuffer, pH 4,0

ABTS

H202 (30%)

Kanamycin in ddH0 16sen, steril filtrieren
Lagerung bei -20 °C
Natriumacetat, pH 5,2

NBT in 0,1 M Tris-HCl, pH 9,5
Lagerung bei -20 °C

Tris-HCl, pH 7,5

Tris-HCl, pH 6,8

Glycerol

SDS

Bromphenolblau

Tris-HCl, pH 6,8

SDS

Lagerung bei 4 °C

Tris-HCl, pH 8,3

Glycin

SDS

Tris-HCl, pH 8,8

SDS

Lagerung bei 4 °C

NaCl

Na;HPO,4 wasserfrei

NaH;P04-Monohydrat
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pH 7,4, autoklavieren

PEG/NaCl-Loésung: 20% (w/v) Polyethylenglycol-6000
2,5M NaCl
autoklavieren
Phenol/Chloroform: 50% (v/v) Phenol (Tris-gesattigt)
50% (v/v) Chloroform
Saulenpuffer: 20 mM Tris-HCl, pH 7,4
(fiir die Amylose-Saule) 200 mM NaCl
1 mM EDTA
Saulenpuffer: 20 mM Tris-HCl, pH 8,5
(fiir die Chitin-Saule, IMPACT™) 500 mM NaCl
1 mM EDTA
0,1% Triton X-100
TAE (50x): 2M Tris-Acetat
50 mM EDTA

pH 8,5, autoklavieren

TPBS: 0,1% (v/v) Tween 20 in PBS
Transferpuffer: 25 mM Tris
19,2 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
pHS8,
Tris-Puffer: 1M Tris-HC],

pH 7,5 ; autoklavieren

TS-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,4
250 mM Saccharose
Waschpuffer: 500 mM NaCl
(fiir die NiNTA-Saule) 16,5 mM Na;HPO,4 wasserfrei
8,5 mM NaH;P04-Monohydrat

pH 8,0, steril filtrieren

2.11 Vektoren und Helferphagen

Die Vektorkarten befinden sich im Anhang. Die E. coli-Expressionsvektoren pTXB1 und
pMAL-c2X wurden von NEB (Frankfurt) kommerziell erworben. Die Vektoren pNFuse-
IBA-hFab-One-Strep, pCFuse-IBA-hCLK1, pENTRY-IBA-20 und pASG-IBA-44 wurden von
IBA-BioTAGnology (Gottingen) erhalten. Die Vektorsysteme pcDNA3.1*/Zeo und
pBudCE4.1 zur eukaryotischen Expression in HEK293-Zellen sowie der Vektor
pFastBac™ Dual fiir die Expression in Sf9-Zellen wurden von Invitrogen GmbH

(Karlsruhe) bezogen. Der Phagemid-Vektor pHEN2 und der Helferphage pKM13 wurden
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von G. Winter, MRC Centre for Protein Engineering (Cambridge, UK) zur Verfligung
gestellt.

2.12 Verbrauchsmaterialien

Samtliches Material sowie Plastikware fiir den Laborbedarf wurden bezogen von
Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht), Perbio Science Deutschland GmbH (Bonn), PEQLAB
Biotechnologie GmbH (Erlangen), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen), Eppendorf
AG (Hamburg), Renner GmbH (Dannstadt), Millipore GmbH (Schwalbach), Heiland MED
Vertriebsgesellschaft mbH (Hamburg), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe) und

Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg).

2.13 Zelllinien und Zellkultur

Zur rekombinanten Expression wurden die Mammalia-Zelllinie HEK293 und die
Insekten-Zelllinie Sf9 (Invitrogen GmbH (Karlsruhe)) verwendet. Fiir FACS Analysen
wurde die Burkitt-Lymphom-Linie RAMOS (Sigma-Aldrich (Taufkirchen)) eingesetzt.
Zur Gewinnung von sEGFR wurde die Karzinom-Zelllinie A431 (Sigma-Aldrich

(Taufkirchen)) genutzt.

Die Gewebekulturmedien DMEM und MEM sowie Kulturmediumzusatze (Penicillin G,
Streptomycin) und Zeocin wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen. Das
Insektenzellmedium Insect Xpress von Lonza BioWhittaker® (Wuppertal). Trypsin-
EDTA (gebrauchsfertig) wurde von Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bzw. PAA Laboratories
GmbH (Colbe) bezogen. Fotales Kdlberserum (FKS) wurde von BIOCHROM AG (Berlin)
und PAA Laboratories GmbH (Colbe) erworben. Gewebekulturflaschen und
Gewebekulturplatten wurden von Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) und Sarstedt

AG & Co. (Niimbrecht) geliefert.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders beschrieben, nach
(Sambrook et al, 1989) durchgefiihrt. Fiir alle wassrigen Puffer, Losungen und Medien
wurde hochreines Wasser aus der Filteranlage Milli-Q Academic verwendet. Einige
Puffer und LOsungen wurden zusatzlich mit sterilen Einwegspritzen durch sterile
Spritzenfilter (0,22 um) filtriert und in einem sterilen PP-Rohrchen aufgefangen.
Aufserdem wurden einige Puffer, Losungen und alle Medien in einem Autoklav durch

wassergesattigten, unter Druck (5 bar) stehenden Dampf 20 min bei 120 °C sterilisiert.

3.1.1 PCR (polymerase chain reaction)

Die PCR (Saiki etal, 1989) dient der in vitro-Amplifikation Kkleinster
DNA-Mengen unter Verwendung von Oligonukleotiden bekannter Sequenz. Diese
Oligonukleotide werden so gewahlt, dass sie das zu amplifizierende DNA-Segment
flankieren. Die Enden des Amplifikates tragen somit definierte Sequenzen und kénnen
auf diese Weise mit Modifikationen versehen werden. Die PCR lasst sich grundsatzlich in
drei Reaktionsschritte unterteilen. Zunachst wird der eingesetzte DNA-Doppelstrang bei
94 °C denaturiert. Im nachsten Schritt (Annealing) wird die Temperatur erniedrigt und
die spezifischen Oligonukleotide binden entsprechend ihrer Sequenz an die
komplementdre Sequenz auf dem DNA-Strang, worauf die Synthese der
Komplementarstrange durch eine hitzestabile DNA-Polymerase in Gegenwart von freien
dNTP beginnt (Elongationsphase). Durch eine zyklische Wiederholung dieser drei
Reaktionsschritte kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation des gewiinschten
DNA-Fragmentes. Als DNA-Polymerase hat sich die thermostabile Polymerase aus
Thermus aquaticus (Taq) bewahrt, die ein Temperatur-Optimum bei 72 °C besitzt. Sie
besitzt eine hohe 5°-3"-Polymeraseaktivitit, aber keine 3°-5’-Exonukleaseaktivitit. In
Einzelfidllen wurde die Pfu-DNA-Polymerase eingesetzt, um die Lesegenauigkeit zu

erhohen und damit das Risiko von Mutationen zu minimieren.

Als Elongationsgeschwindigkeit werden 1000 bp min -1 zugrunde gelegt, so dass die
Liange der  Elongationsphase entsprechend der Liange der  Matrize

gewahlt wurde. Fir PCR-Reaktionen wurden 2-50pg Plasmid-DNA mit 5 ml
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Reaktionspuffer (10 x), 3 ml MgCl; (25 mM), 2 ml dNTP-Mix und jeweils 50 pMol der
sense- und antisense-Oligonukleotide versetzt, mit ddH,0 auf 50 ml aufgefiillt und mit
1 ml der DNA-Polymerase (1 U/ml) supplementiert. Anschliefend wurde folgendes
Standard-Programm durchgefiihrt (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Standard-PCR-Programm

Reaktionsschritt Temperatur Zeitdauer Zyklenzahl
Primardenaturierung 94 °C 1 min 1
Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 48-60 °C 0,5-1 min 30-35
Elongation 72°C 1 min/1000 bp

Finale Elongation 72°C 5 min 1

Um DNA-Fragmente mit komplementiaren Enden zu einem Strang zusammen-zufiigen,
wurde eine Hybridisierungs-PCR durchgefiihrt (Tabelle 3.2). Bei dieser PCR werden erst
nach sieben Zyklen die spezifischen Oligonukleotide, die am
5’-Ende des ersten Fragmentes und am 3’-Ende des zweiten Fragmentes hybridisieren,
zum PCR-Ansatz dazu gegeben. In den ersten sieben Zyklen hybridisieren die
tiberlappenden DNA-Fragmente und der komplementare Strang wird durch die DNA-
Polymerase synthetisiert. Anschliefend wird durch Zugabe der Oligonukleotide die

vollstandige DNA-Sequenz amplifiziert.

Tabelle 3.2: Hybridisierungs-PCR-Programm

Reaktionsschritt Temperatur Zeitdauer Zyklenzahl
Primardenaturierung 94 °C 1 min 1
Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 48-60 °C 1 min 7
Elongation 72°C 1 min/1000 bp

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 48-60 °C 1 min 30
Elongation 72°C 1 min/1000 bp

Finale Elongation 72°C 5 min 1
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3.1.2 Sequenzierung nach der BigDye-Terminator-Methode

Die Sequenzierung mit BigDye-Terminatoren beruht auf dem Prinzip der
Didesoxymethode nach Sanger et al. (1992). Bei der Sequenzierungsreaktion erfolgt der
Abbruch der enzymatischen DNA-Synthese durch den Einbau von einem der vier
ddNTPs, die unterschiedlich fluoreszenzmarkiert sind. Die so entstandenen
unterschiedlich langen Oligonukleotide konnen anhand ihrer Fluoreszenz identifiziert
und auf diese Weise die DNA-Sequenz bestimmt werden. Fiir eine
Sequenzierungsreaktion wurden 500 ng gereinigte Plasmid-DNA,
15 pmol Oligonukleotide, 2 ul BigDye Reaction Buffer (2,5x) und 2 pul BigDye-PCR-
Reaktionsmix, in welchem die DNA-Polymerase, dNTPs und ddNTPs enthalten sind, in
ein steriles Reaktionsgefafd gegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit ddH20 auf 10 pl
aufgefiillt. Fiir die Amplifikation wurde ein Programm gewahlt, welches 25 Zyklen mit
einer Denaturierung von 30s bei 96 °C, einem Annealing von 15s bei der dem
Oligonukleotid entsprechenden Temperatur und einer Elongation von 4 min bei 60 °C
umfasst. Nach der PCR wurde der Ansatz mit ddH20 auf ein Volumen von 100 pl
aufgefiillt und die DNA durch eine Alkoholprazipitation gefdllt (s. 3.1.7). Die
Sequenzierungsreaktion wurde anschliefiend am Universitdtskrankenhaus Eppendorf
(UKE, Hamburg) unter Verwendung des 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
und der Software Sequencing Analysis 5.1.1 (Applied Biosystems) analysiert.

3.1.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Trennung, Identifizierung und Isolierung von
DNA-, bzw. RNA-Molekiilen. Diese Methode findet sowohl im analytischen als auch im
prdparativen Bereich Anwendung. Agarose ist ein Polysaccharid, das aus roten
Meeresalgen hergestellt wird. An das Agarosegel wird ein elektrisches Feld angelegt,
durch dessen Poren die negativ geladenen DNA- bzw. RNA-Molekiile wandern. Da das
Verhédltnis der Nukleotide zur Anzahl der Ladungen eins betrdgt und grofderen
Molekiilen aufgrund der Gelstruktur ein hoherer Widerstand entgegengesetzt wird,
werden die DNA- bzw. RNA-Molekiile nach ihrer Grof3e getrennt. Es wurden 1%ige, bzw.
2%ige Agarosegele verwendet. Dazu wurden 0,5 g, bzw. 1g Agarose in 50 ml 0,5 x TAE
Puffer gelost, aufgekocht und auf etwa 60 °C abgekiihlt. Dann wurden 50 pl einer
0,25 pg/ml Ethidiumbromid-L6ésung zugegeben und die Losung in eine Gief3kammer
tberfithrt. Nach dem Ausharten wurde das Gel in eine mit 0,5 x TAE Puffer gefiillte

Laufkammer (Easy-Cast-Minigel-System, Thermo Hybaid, Heidelberg) gegeben und die
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zu untersuchenden Proben mit der entsprechenden Menge 6 x Gel-Beladungspuffer
versetzt. Nach dem Auftragen der Proben sowie eines DNA-Standards wurde eine
Spannung von 120V fiir etwa 20 min angelegt. Mit Hilfe eines UV-Transilluminators
konnte die Interkalation des Ethidiumbromids in die DNA visualisiert, mit einem Video-

Image-System festgehalten und anschlief3end analysiert werden.

3.1.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des peqGOLD Gel Extraction
Kits (PEQLAB Biotechnolgie GmbH, Erlangen). Das Prinzip dieses Kits beruht auf der
selektiven Adsorption von Nukleinsduren an eine Silizium-dioxidmatrix in Gegenwart
hoher Salzkonzentrationen. Durch Zugabe von Loésungen mit einer geringen
Salzkonzentration (z.B. ddH20) kann die DNA eluiert werden. Die identifizierten DNA-
Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, in ein steriles Reaktionsgefafs tiberfiihrt,
mit der gleichen Volumenmenge Bindepuffer XP versetzt und 10 min unter
gelegentlichem Schiitteln bei 55 °C inkubiert, bis das Gelstiick vollstandig gelost war.
Anschliefiend wurde die Losung auf eine HiBind®-Zentrifugensiaule gegeben und
zentrifugiert (1 min, RT, 10.000 x g). Der Durchlauf wurde verworfen. Es folgten zwei
Waschschritte mit je 750 ul SPW-Waschpuffer. Nachfolgend wurde die Saule durch
Zentrifugation (1 min, RT, 10.000 x g) getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte durch
Zugabe von 40 pl ddH20 und Zentrifugation (1 min, RT, 10.000 x g). Die isolierte DNA

konnte direkt weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

3.1.5 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Klonierung der Konstrukte wurden FastDigest®Restriktionsendonukleasen
(Fermentas) eingesetzt. Die FastDigest®-Enzymeinheit ist definiert als die Enzymmenge,
die erforderlich ist, um 1 pg Standard-DNA (in der Regel A-DNA) in 5 min bei 37 °C in
1x FastDigest®-Puffer Zu schneiden. 1pug DNA wurde mit 1l
Restriktionsendonukleasen, 4 pl 1x FastDigest®-Puffer versetzt und mit ddH20 auf 40 ml
aufgefiillt. Nach dem Schneiden der DNA wurden die Fragmente mittels
Agarosegelelektrophorese getrennt und unter Verwendung des peqGOLD Gel Extraction

Kits dem Gel isoliert.
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3.1.6 Alkoholprizipitation

Flr die Alkoholprazipitation zur Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA wurden zu
einem Volumenteil DNA-LO6sung drei Volumenanteile absolutes Ethanol und 1/10
Volumenteil 3 M Natriumacetatlosung (pH 5.2) gegeben. Der Alkohol bewirkt eine
Dehydratisierung der DNA-Molekiile, die dadurch prazipitieren. Durch die Zugabe der
Losung monovalenter Kationen mit leicht saurem pH-Wert als Ladungskompensatoren
kann die Loslichkeit der DNA erniedrigt und so die Effizienz der Fallung erh6ht werden.
Nach Vortexen und fiinfminiitiger Inkubation auf Eis wurde die Losung zentrifugiert
(30 min, 4 °C, 21.500 x g) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 100 pl
70%igem eiskaltem Ethanol gewaschen und zentrifugiert (30 min, 4 °C, 21.500 x g). Der
Uberstand wurde verworfen, das DNA-Pellet bei 37 °C getrocknet und in 10 ul ddHz0

aufgenommen.

3.1.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe der FastAP™ (Fermentas) wurde die finale Phosphatgruppe eines DNA-Strangs
abgespalten. Dazu wurde 1 pl der Phosphatase zum Restriktionsansatz gegeben und
30min bei 37°C inkubiert. Die dephosphorylierte DNA wurde durch
Agarosegelelektrophorese und Extraktion mittels des peqGOLD Gel Extraction Kits

isoliert und aufgereinigt.

3.1.8 Ligation

Zur Verkniipfung von DNA-Fragmenten iliber deren kohdsive, bzw. stumpfe Enden
werden sogenannte Ligasen, Enzyme, die unter ATP-Umsatz und Kniipfung einer neuen
Phosphodiesterbindung 3’-OH-Enden mit 5’-Phosphatgruppen verbinden, verwendet.
Als Ligase wurde die T4-DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 eingesetzt. Das zu
insertierende DNA-Fragment und der Vektor wurden in einem Verhaltnis von 3:1 bis 5:1
eingesetzt. Die Abschatzung des Verhaltnisses beider DNA-Fragmente erfolgte anhand
eines Agarosegels. Dem Ligationsansatz wurden weiterhin 2 pl 10 x Ligationspuffer und
1 ul T4-DNA-Ligase zugefligt und mit ddH20 auf 20 pl aufgefillt. Die Ligation erfolgte
tiber 3 h bei RT oder tiber Nacht bei 16 °C.
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3.1.9 Transformation von E. coli

Die Transformationen wurden nach der Hitzeschockmethode oder durch
Elektroporation durchgefiihrt. Chemisch kompetente Zellen, die mit Hilfe bivalenter
Kationen eine erhohte Fahigkeit besitzen, fremde DNA durch einen Hitzeschock
aufzunehmen, wurden auf Eis aufgetaut und anschlief3end mit
Vektor-DNA fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde fiir 40 s im Wasserbad
(42°C) durchgefiihrt und die Zellen anschlieffend sofort wieder auf
Eis gekiihlt. Die Bakteriensuspension wurde auf TYE-Platten, die mit einem
entsprechenden Antibiotikum versetzt waren, ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C

kultiviert.

Fir hohere Transformationseffizienzen wurde die Transformation durch
Elektroporation durchgefiihrt. Hierbei werden durch kurzfristiges Anlegen einer
Spannung Poren in der Zellwand aufgebrochen, die ein Eindringen zirkuldrer DNA in die
Zelle ermoglichen. Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit der
Plasmid-DNA versetzt. Nach Uberfiihrung des Transformationsansatzes in eine gekiihlte
Kiivette wurde die Elektroporation im Easy Ject Elektroporator bei einer Spannung von
2.500V und einem Widerstand von 201 Q fiir 5 ms durchgefiihrt. Danach wurden die
Zellen 1 min auf Eis gelagert, mit 1 ml SOB-Medium versetzt und 1h bei 37 °C und
220 rpm inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen auf TYE-Platten, die mit einem
entsprechenden Antibiotikum versetzt waren, ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte

uber Nacht bei 37 °C.

3.1.10 Lagerung von E. coli-Klonen

E. coli-Klone sind fiir einen Monat auf Agarplatten haltbar, wenn diese mit Parafilm
verschlossen und invertiert bei 4 °C aufbewahrt werden. Zur Langzeitlagerung wurde
1 ml E. coli-Kultur in einem Kryoréhrchen mit 250 ul 87%igem Gycerol versetzt, in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.1.11 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde das GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)
verwendet. Dabei werden die Zellen durch eine alkalische Lyse aufgeschlossen und die
DNA anschliefiend selektiv an eine Siliziumdioxidmatrix absorbiert. Die Zellen einer
5 ml-Ubernachtkultur wurden zentrifugiert (15 min, 4 °C, 4.000 x g) und der Uberstand

verworfen. Das Bakteriensediment wurde in 250 pl eiskalter RNase-supplimentierter
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Resuspension Solution resuspendiert und in ein steriles 2 ml Reaktionsgefafd tiberfiihrt.
Anschliefend wurden 250 ul Lysis Solution hinzu gegeben und kurz invertiert. Die
Neutralisation des Lysates erfolgte durch Zugabe von 350 pl Neutralization Solution. Der
Reaktionsansatz wurde invertiert und zentrifugiert (5 min, 4 °C, 20.000x g). Der
Uberstand wurde auf die Zentrifugationssdulen gegeben, zentrifugiert (1 min, RT,
20.000 x g) und der Durchfluss verworfen. Es wurde zweimal mit 500 pl Wash Solution
gewaschen. Die Sdule wurde anschliefdend durch Zentrifugation (1 min, RT, 20.000 x g)
getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte durch Zugabe von 40 pul ddH;0 und
Zentrifugation (1 min, RT, 20.000 x g). Die Plasmid-DNA konnte direkt weiterverwendet

oder bei -20 °C gelagert werden.

3.1.12 Quantifizierung von Nukleinsduren
Die Quantifizierung von DNA wurde am BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)
vorgenommen und erfolgte unter Berticksichtigung des Verhaltnisses der Extinktionen

bei 280 und 260 nm automatisch in pg/ml.

3.1.13 Fusionsklonierung mittels StarGate-System

Die StarGate-Technologie von IBA BioTAGnology nutzt die Kombination aus
Typ-II-Restriktionsendonukleasen und Ligasen, um den Transfer von DNA, welche von
sogenannten combinatorial sites flankiert ist, zwischen unterschiedlichen
Vektorsystemen zu ermoglichen. Zur Klonierung eines Fab-Konstruktes mittels des
StarGate-Fusionsklonierungssystems sind drei aufeinander folgende Reaktionsschritte
notwendig: Insertion der Vy- und Vi-Sequenzen in den Upstream- bzw. Downstream-
Vektor (pNFUSE-IBA bzw. pCFUSE-IBA), Ligation der VuCui- und ViC.-Sequenzen in
einen gemeinsamen Vektor (pENTRY-IBA) und abschlieffend der Transfer in den
Expressionsvektor (pASG-IBA).

Fir die Insertionsreaktion wurden zundchst die Zielgene mit Oligonukleotiden
amplifiziert, welche die combinatorial sites an das 5-Ende (ATTG) und an das
3-Ende (GGGA) einfiihrten. Das Amplifikat wurde durch Agarosegelelektrophorese
analysiert und mittels peqGOLD Gel Extraction Kits isoliert. Anschliefdend erfolgte die
Insertionsreaktion der Vy-Sequenz in pNFuse-IBA-hFab-One-Strep und der Vi-Sequenz

in pCFuse-IBA-hCLK1 durch Zugabe der in Tab. 3.3 aufgefiihrten Reagenzien.



45

Tab. 3.3: Zusammensetzung Insertionsreaktion.

pNFuse-IBA-hFab-One-Strep bzw.

pCFuse-IBA-hCLK1 10w

V%[- bzw'. VL-.DNA mit 12 ul
combinatorial sites (2 ng/ul)

StarSolution F1 1l

StarSolution F2 1l

StarSolution F3 1l

Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 30 °C inkubiert, E. coli-XL1-Blue-Zellen transformiert
und auf TYE-Amp-IPTG-Xgal-Platten ausplattiert. Einzelne Klone wurden mittels PCR
auf eine erfolgreiche Insertion hin iiberpriift. Positive Klone wurden in kleinem Maf3stab
kultiviert und einer Vektorpraparation unter Verwendung des GeneJet™ Plasmid
Miniprep Kit unterzogen. Der isolierte Vektor wurde fiir die Fusionsreaktion in pENTRY-

IBA-20 eingesetzt (Tab. 3.4).

Tab. 3.4: Zusammensetzung Ligationsreaktion.

pENTRY-IBA-20 10 pl
pNFuse-IBA-hFab-One-Strep (4ng/ul) 6 ul
pCFuse-IBA-hCLK1 (4ng/ul) 6 ul
StarSolution F4 1l
StarSolution F5 1l
StarSolution F6 1l

Der Reaktionansatz wurde 1 h bei 30 °C inkubiert, E. coli-XL1-Blue-Zellen transformiert
und auf TYE-Kan-IPTG-X-Gal Platten ausgestrichen. Einzelne Klone wurden mittels PCR
auf eine Insertion hin tiberpriift. Positive Klone wurden in kleinem Maf3stab kultiviert
und einer Vektorpraparation unter Verwendung des GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit
unterzogen. Der isolierte Vektor wurde fiir die Transferreaktion in den Tet-
induzierbaren E. coli-Vektor pASG-IBA-44, der N-terminal ein Strep-Tag und C-terminal

ein Hexahistidin-Tag anfiigt, eingesetzt:
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Tab. 3.5: Zusammensetzung Transferreaktion.

pASG-IBA-44 10 pl
pENTRY-IBA-20 (2ng/ul) 12 ul
StarSolution A1l 1l
StarSolution A2 1l
StarSolution A3 1l

Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 30 °C inkubiert, E. coli-XL1-Blue-Zellen transformiert
und auf TYE-Amp-IPTG-X-Gal-Platten ausgestrichen. Einzelne Klone wurden mittels PCR
auf eine erfolgreiche Insertion hin iiberpriift. Positive Klone wurden in kleinem Maf3stab
kultiviert und einer Vektorpraparation unter Verwendung des GeneJet™ Plasmid
Miniprep Kit unterzogen. Der isolierte Vektor wurde zur Transformation von
kodonoptimierten BL21-Zellen eingesetzt. Die Expression wurde mit einer
Tetracyclinkonzentration von 200 ng/ml induziert. Die Expression erfolgte wie in

Kapitel 3.5.3 beschrieben.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung und Passagieren von Zellen

Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Laminarstromungsbank durchgefiihrt.

3.2.1.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Bei HEK293-Zellen handelt es sich um eine adhdarent wachsende humane embryonale
Nierenzelllinie, die iiber die Transformation mit dem Adenovirus Serotyp 5E1A
immortalisiert werden konnte. Die Kultivierung der HEK-Zellen erfolgte in 75 cm?
Gewebekulturflaschen in DMEM, supplementiert mit 10% hitzeinaktiviertem FKS, 100
U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin, in einem CO2-Inkubator bei 37°C und
5% COz.

Das Passagieren der adharent wachsenden Zellen erfolgte durch Zugabe einer Trypsin-
EDTA-Losung. Diese wurde nach Entfernung des Kulturmediums in einem
Volumenanteil von 1/5 zu den Zellen gegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation wurde die
Zellsuspension in FKS-supplementiertes Zellkulturmedium iberfiihrt. Dieses enthalt
Serumproteine, die das Trysin inhibieren und so die Reaktion terminieren. Wahrend das
EDTA mit zweiwertigen Kationen wie Calcium und Magnesium Komplexe bildet und so

die Verbindung zum Gefdafiboden schwacht, spaltet das Trypsin die Adhasionsprotiene.
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3.2.1.2 Kultivierung von A431-Zellen

Die Kultivierung der A431-Zellen erfolgte in Gewebekulturflaschen in mit 10%
hitzeinaktiviertem FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml supplementiertem DMEM.
Die Inkubation erfolgte im CO2-Inkubator bei 37°C und 5% CO2.

Das Passagieren wurde analog zu den HEK-Zellen durchgefiihrt, wobei vor der Zugabe
der Trypsin-EDTA-Losung die Zellen zundchst zweimalig mit je 5 ml sterilem PBS

gewachsen wurden.

3.2.1.3 Kultivierung von Sf9-Insektenzellen

Sf9-Zellen wurden in einem Inkubator bei 27°C und 95% Luftfeuchtigkeit in dem
Kulturmedium InsectXpress (Lonza BioWhittakter (Wuppertal)), welches mit 10 pg/mL
Gentamicin supplementiert wurde, kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in geeigneten

Gewebekulturflaschen aus Polystyrol mit Filter.

Das Passagieren der Zellen erfolgte nach Entfernen des urspriinglichen Kulturmediums
und anschlieffender Zugabe einer addquaten Menge frischen Kulturmediums durch
Abklopfen der Zellen. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt und

ein geeignetes Volumen in eine neue Kulturflasche mit Kulturmedium tberfiihrt.

3.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden trypsinierte Zellen in 10 ml Kulturmedium
aufgenommen und bei 200 xg fiir 5 Minuten pelletiert. Das Pellet wurde anschlief3end in
5 ml Kulturmedium resuspendiert und 10 pl dieser Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau
vermengt. 10 pl der Zellsuspension/Trypanblau-Mischung wurde in eine
Neubauerzdahlkammer {iberfiihrt und die vitalen (nichtgefarbten Zellen) in 16

Kleinquadraten unter dem Mikroskop ausgezihlt. Uber die Gleichung
Zellzahl aus 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor x 104 [ Zellen/ml ]

wurde die Zellzahl berechnet und die gewtlinschte Zellzahl pro Milliliter tber

Verdiinnung mit Kulturmedium eingestellt.

3.2.3 Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen
Zur Lagerung von Zellen wurde eine Kryokonservierung durchgefiihrt. Dazu wurden die
Zellen trypsiniert und in 10 ml Kulturmedium aufgenommen. Nach der Sedimentierung

fir 5 Minuten bei 1000 rpm wurden die Zellen in Einfriermedium (90 %
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hitzeinaktiviertes FKS und 10 % DMSO) resuspendiert und in Kryordhrchen tiberfiihrt.

Die Zellen wurden zunachst auf -20°C abgekiihlt und nach 4 Stunden bei -80°C gelagert.

Zur Revitalisierung der Zellen wurden die Zellen bei RT aufgetaut und in 10 ml
Kulturmedium tberfiihrt. Im Anschluss an die Sedimentierung der Zellen bei 1000 rpm
und 4°C fiir 5 Minuten wurden sie in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in

Kulturflaschen uberfiihrt.

3.2.4 Expression von Antikorperkonstrukten in HEK293-Zellen
Fir die Expression der Antikorperkonstrukte wurden HEK293-Zellen stabil transfiziert.
Diese eukaryotische Zelllinie eignet sich fiir die homologe Expression rekombinanter

Antikorper, da sie eine authentische posttranslationale Modifikation gewahrleisten.

Zur Transfektion der HEK293-Zellen wurde das Transfektionsreagenz Nanofectin
verwendet. Das Nanofectin besteht aus zwei Komponenten: einem pordsen
Nanopartikel und einem positiv geladenen Polymer mit hoher DNA-Bindungskapazitat,
das sich in den Nanopartikel einlagert. Es bildet mit DNA DNA-Nanopartikel-Komplexe,
die mit Proteoglykanen der Zelloberflache interagieren und tliber Endozytose in die
Zellen aufgenommen werden. Aufierdem schiitzen sie die DNA vor dem Abbau durch
Nukleasen und erhdhen so die transiente Expression im Cytoplasma. Desweiteren
ermoOglicht Nanofectin eine effiziente stabile Transfektion, indem es den Transport der
DNA durch die Kernmembran und somit die Integration in das eukaryotische Genom

erleichtert.

3.2.4.1 TransienteTransfektion

Einen Tag vor der Transfektion wurden frisch passagierte HEK293-Zellen mit 2 ml
Kulturmedium in eine 6-Well-Platte tberfiithrt. Die Transfektion wurde bei einer
Konfluenz der Zellen von 50-90% unter Verwendung eines Nanofectin Kits (PAA).
Gemaf den Angaben des Herstellers wurden 3 pg DNA sowie 9,2 pl Nanofectin jeweils
mit 100 pl einer NaCl- Losung (150 mM) vermengt. Anschlief3end wurden die Ansatze
vereinigt, fiir 10 s gevortext und nach 30-mintitiger Inkubation bei RT tropfenweise zu
den Zellen gegeben. Nach 72- stiindiger Inkubation wurde der Uberstand abgenommen
und mit ihm ein ELISA-Analyse durchgefiihrt um die transiente Expression der

Antikorper nachzuweisen.
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3.2.4.2 Stabile Transfektion

Zur Herstellung einer stabil exprimierenden Zelllinie wurden die Zellen 72 Stunden
nach der Transfektion mit 1 ml Trypsin/EDTA-Losung aus den 6-Well-Platten abgeldst
und in eine Kulturflasche mit 10 ml Kulturmedium iiberfiihrt. Die Selektion positiv
transfizierter Zellen erfolgte durch die Zugabe des Selektionsantibiotikums Zeocin (1
ug/ml). So wurden die Zellen fiir 2-4 Wochen bei 37°C und 5% CO2-Begasung kultiviert,

wobei das Medium alle 3 Tage gewechselt wurde.

3.2.5 Expression von Fab-Fragmenten in Sf9-Zellen

Zur Expression der Fab-Fragmente wurde ein viral-basiertes System in Sf9-
Insektenzellen gewahlt, da fiir dieses eine hocheffiziente Erzeugung von humanen Fab-
Fragmenten dokumentiert ist (Furuta, Ogawa, Katsuda, Fujii, & Yamaji, 2010; Furuta,
Ogawa, & Yamaji, 2012). Sf9-Zellen sind immortalisierte Ovarzellen der Mottenart
Spodoptera frugiperda. Diese Zellen lassen sich leicht mithilfe von Baculoviren infizieren.
Da es sich um ein eukaryotisches Expressionssystem handelt, finden posttranslationale

Proteinmodifikationen statt.

3.2.5.1 Transfektion von Sf9-Zellen

Es wurde frisches Medium auf die Zellen gegeben und diese anschliefdend durch Klopfen
resuspendiert und ausgezahlt. Es wurden dann 2 x 106 Zellen in einer 6-Well-Platte in
einem Volumen von 1,6 ml Medium ausgebracht und fiir 60 min zur Adhéasion inkubiert.
In der Zwischenzeit wurde der Transfektionsansatz hergestellt. Dazu wurden 100 ul 150
mM NaCl mit 9 ul Fectofly fiir 30 s gevortext und 100 wl 150 mM NaCl mit 9 ug Bacmid
DNA gemischt. Anschliefend wurde beides vereint um 30 min bei RT inkubiert. Der
Transfektionsansatz wurde vorsichtig auf die Zellen gegeben und fiir 4 h bei 27 °C
inkubiert. Danach wurde auf 3 ml mit Medium aufgefiillt. Es wurde fiir 72 h bei 27 °C
inkubiert, dann der Uberstand abgenommen und 5 min bei 500 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde gewonnen und in 15 ml-Falcons im Dunkeln als Virusstock P1

gelagert.

3.2.5.2 Herstellen von Baculovirus infizierten Insektenzellen

Es wurde frisches Medium auf die Zellen gegeben und diese anschliefdend durch Klopfen
resuspendiert und ausgezihlt Es wurden dann 2,5 x 107 Zellen in eine 175 m?
Kulturflasche ausgebracht und zur Adhasion fiir 60 min inkubiert. Dann erfolgte die

Zugabe von 400 ul des Virusstocks P1 und es wurde fiir 72 h bei 27 °C inkubiert. Der
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Uberstand wurde abgenommen und frisches Medium auf die Zellen gegeben. Danach
wurden die Zellen erneut abgeklopft, gezdhlt und bei 100 xg abzentrifugiert. 1 x 107
Zellen wurden in 1 ml Aliquots sowie zwei 200 ul Test-Aliqouts in Einfriermedium (45%
frisches Medium, 45% konditioniertes Medium, 10% DMSO) aufgenommen und bei -80

°C weggefroren.

3.2.5.3 Testexpression

Es wurde frisches Medium auf die Zellen gegeben und diese anschliefdend durch Klopfen
resuspendiert und ausgezahlt. Dann wurden 1 x 106 Zellen in 2 ml pro Well in einer 6-
Well-Platte ausgebracht und fiir 30 min zur Adhasion inkubiert. Das 200 ul Test-Aliquot
wurde in 10 ml Medium verdiinnt und unterschiedliche Mengen (1 - 100 ul) zu den
Zellen gegeben und fiir 72 h bei 27 °C inkubiert. Anschliefend wurde der Uberstand auf

die Expression getestet.

3.2.5.4 Expression in Sf9-Zellen

Es wurden Sf9-Zellen mit einer Dichte von 1.5x10% Zellen/mL in 400 mL
Insektenzellmedium in einem 2 L Erlenmeyerkolben mit Schikane ausgesat. Es wurden
in der Regel 3000 ml Expressionen angesetzt. Das Virus-Aliquot wurde 1/50 in Medium
verdiinnt und entsprechend der Testexpression zu den Sf9-Zellen gegeben. Es wurde fiir
72 h bei 27 °C exprimiert und anschlieRend der Uberstand gewonnen. Dieser wurde
mittels Cross-Flow-Filtration aufkonzentriert und abschlieffend die Reinigung des

Zielproteins durchgefiihrt.

3.2.6 Isolierung von peripheren mononukleiren Zellen (PBMC)

Fir eine phédnotypische Charakterisierung mittels Durchflusszytometrie wurden
humane Lymphozyten aus dem Vollblut isoliert. Die PBMCs (peripheral blood
mononuclear cell) lassen sich mittels Dichtegradienten-Zentrifugation aus dem Vollblut
isolieren. Die Lymphozyten sammeln sich dabei entsprechend ihrer spezifischen Dichte
in der Interphase zwischen Uberstand (Plasma/Thrombozyten) und Ficoll (GE
Healthcare) an. Das Zellsediment bilden Erythrozyten und Granulozyten, die eine héhere
Dichte besitzen. Ficoll ist ein synthetisch hergestelltes Copolymer aus Saccharose und

Epichlorhydrin.

Zur Isolierung der PBMCs wurden 15 ml heparinisiertes Vollblut mit 15 ml PBS (pH 7,4)
verdiinnt. Dann wurden 17 ml Ficoll (spez. Dichte 1.077 g/ml; LSM 1077; PAA (Colbe))
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mit der Zellsuspension im Falcon iiberschichtet und zentrifugiert (20 min, 2000 rpm,
ohne Bremse). Der Interphasering wurde abgenommen und 2 mal mit PBS (pH 7,4)
gewaschen (5 min, 1300 rpm). Die isolierten Zellen wurden in ungefarbtes
Kulturmedium mit 10% FKS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Anschlief3end

erfolgte die Analyse mittels Durchflusszytometrie.

3.3 Phage Display-Technologie

3.3.1 Darstellung rekombinanter Phagen

E. coli-TG1-Zellen wurden in 500 ml 2YT-Medium, das Glukose (1%) und Ampicillin
(100 pg/ml) enthielt, bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer ODeoo von 0.5 inkubiert. Bei
dieser optischen Dichte, die einer Zellzahl von 4 x 108 Zellen entspricht, befinden sich
die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase, in der es zur Ausbildung der F-Pili
kommt. 25 ml der Kultur wurden mit Helferphagen mit einer MOI (multiplicity of
infection) von 10 infiziert. Es folgte eine Inkubation der Phagenlosung fiir 30 min bei
37 °C. Anschliefdend wurde der Ansatz zentrifugiert (15 min, RT, 1.000 x g), das Pellet
resuspendiert und in eine 500 ml 2YT-Kultur mit Ampicillin und Kanamycin tiberfiihrt.
Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 30 °C. Die Kultur wurde 30 min bei 3.000x g
pelletiert und die Phagen im Uberstand mit 1/5 Volumenanteil PEG/NaCl-Lésung fiir 3 h
auf Eis gefallt. Anschliefend wurde zentrifugiert (30 min, 4 °C, 5.000 x g), das Pellet in
2ml PBS resuspendiert, Bakterienreste durch eine Zentrifugation (10 min, 4 °C,
10.000 x g) sedimentiert und der Phagen-haltige Uberstand in ein neues Reaktionsgefif

tiberfiihrt. Die Lagerung der Phagen erfolgte bei 4 °C.

3.3.2 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) der Phagen

Zur Reaktivitatsanalyse der Phagen wurde der rekombinante Antikérper (5 ug/ml) tiber
Nacht bei 4 °C in den Vertiefungen einer ELISA-Mikrotiterplatte inkubiert. Anschlief3end
wurde die Platte viermal mit PBS gewaschen und mit 300 ul 4% MPBS fiir einen
Zeitraum von 2h bei RT blockiert. Die Inkubation mit 100 pul verschiedener
Verdiinnungen der Phagenlésung in 4% MPBS erfolgte fiir 2 h bei RT unter leichtem
Schiitteln. Die Platte wurde nachfolgend dreimal mit eiskaltem 0,1% TPBS und PBS
gewaschen. Danach wurden die Vertiefungen mit 100 pl eines anti-M13-HRP-Konjugates
(1:2000 in 4% MPBS verdiinnt) belegt und fiir einen Zeitraum von weiteren 60 min bei

RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit kaltem TPBS und PBS erfolgte
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die Zugabe von 100 pl des HRP-Detektionspuffers und es wurde bis zur Griinfirbung
inkubiert. Die Extinktion wurde bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten-Photometer

vermessen.

3.3.3 Selektion von Mimotopen

Die Selektion von Mimotopen wurde, soweit nicht anders beschrieben, nach dem
Manual Ph.D.TM Display Libraries Version 1.0, Stand 1/11 durchgefiihrt. Verwendete
Losungen und Arbeitsgerdate wurden autoklaviert bzw. mit Ethanol sterilisiert. Durch
Verwendung einer Bunsenbrennerflamme wurde die Arbeitsfliche von
Kontaminationen aus der Luft freigehalten. Fiir alle wassrigen Puffer, Losungen und
Medien wurde hochreines Wasser aus dem Milli-Q Academic Laborwasser-System der
Firma Millipore verwendet. Einige Puffer und Losungen wurden zusatzlich durch einen
sterilen Spritzenfilter, Filtrapur S (0,22pm) (Sarstedt) filtriert. Zusatzlich wurden fiir
Pipettierschritte Filterpipettenspitzen Safeguard (PEQLAB) eingesetzt, um eine Aerosol-

und Fliissigkeitskontamination zu verhindern.

3.3.3.1 Kultivierung des Bakterienstammes ER2738

Da die Infektion von Bakterien mit Bakteriophagen tiber den F-Pilus erfolgt, wurde der
verwendete E. coli Stamm zuerst auf die Prasenz des F-Pilus selektiert. Der F-Faktor von
ER2738 besitzt ein Minitransposon das eine Tetracyclin-Resistenz enthalt. Daher fand
die Kultivierung von E. coli ausschliefdlich in LB-Tet Medium statt. Der Glycerolstock von
ER2738 wurde mit einer sterilen Pipettenspitze angekratzt und in 5ml LB-Tet-Medium
fir 6h kultiviert. Um einzelne Kolonien zu erhalten, erfolgte mit der Zellsuspension ein
Impfésenausstrich auf LB-Tet-Platten. Die so kultivierten Bakterien wurden maximal flr
vier Wochen bei 4°C aufbewahrt. Diese Monokolonien wurden im weiteren Verlauf der

Arbeit zum Beimpfen von Fliissigkulturen herangezogen.

3.3.3.2 Titerbestimmung der M13 Bakteriophagen

Mit Hilfe einer Titerbestimmung wird zum einen die Infektidsitit der M13-Phagen
bestimmt und zum anderen das Vorhandensein von Phagen iiberpriift. Dazu wurden 5
ml LB-Tet- Medium mit E. coli ER2738 beimpft und bis zum Erreichen der ODgoo von 0,5
inkubiert. Wahrenddessen wurde Top-Agar in der Mikrowelle aufgekocht und in 5 ml
Portionen in sterilen 15ml Rohrchen bei 47°C aufbewahrt. LB-IPTG-Xgal-Platten wurden
bei 37°C vorgewarmt. Fiir Eluate amplifizierter Phagenkulturen wurden Verdiinnungen

im Bereich 108-101! angesetzt. Fiir unamplifizierte Eluate der Affinitatsselektion lagen



53

die Verdiinnungen im Bereich 101-10%4. Zu 200 pl Bakterienkultur wurden 10 pl der
jeweiligen Phagenverdiinnung pipettiert, gevortext und nach 2 min zum Top-Agar
gegeben. Nach erneutem Vortexen wurde die Mischung ziigig auf LB-IPTG-Xgal-Platten
gleichmafdig verteilt. Inkubiert wurde bei 37°C u.N. Die Bestimmung der
Phagenkonzentration erfolgte durch Auszahlen der blauen Plaques auf Platten die nicht
mehr als 100 Plaques aufwiesen. Die gezahlte Zahl wurde mit dem Verdiinnungsfaktor

multipliziert, um den Phagentiter als PFU (plaque forming unit) pro 10 ul anzugeben.

3.3.3.3 Festphasenselektion der Phagenpeptidbibliothek (Panning)

Die Selektion der Phagen erfolgte auf einer Polystyroloberflache einer 96-Well-Platte. Je
eine Vertiefung wurde mit 100 pg/ml Zielantikorper 1g014 beschichtet und .N. bei 4°C
in einer feuchten Kammer unter leichtem Schiitteln inkubiert. Am folgenden Tag wurden
die Antikdrperlosungen entfernt und die Wells mit Blockierungspuffer befiillt, um
unspezifische Bindungen zu vermeiden. Inkubiert wurde fiir mindestens 1 h bei 4°C auf
dem Schiittler. Anschliefiend wurde der Blockierungspuffer entfernt und die Platten
sechsmal mit TBS-Tween (0,1 %) gewaschen. Es folgte die Zugabe der Peptidbibliothek,
die in 100 pl TBS- Tween (0,1 %) so verdiinnt wurde, dass stets ein PFU von 2x1011
vorlag. Inkubiert wurde bei RT fiir 1 h unter leichtem Schiitteln, wobei mit jeder
weiteren Runde die Inkubationsdauer um 20 min verringert wurde, um v.a.
starkbindende Phagen zu selektieren. Unspezifische Phagen wurden durch zehnmal
Waschen mit TBST-Tween (0,1 %) entfernt. Die Elution der Phagen erfolgte mit 100 pl
0.2 M Glycinpuffer pH 2,2 fiir 9 min bei RT auf dem Schiittler. Das Eluat wurde zur
Neutralisation zligig in 17 pl vorgelegten 1 M Tris-HCI-Puffer pH 9,1 tiberfiihrt. Es folgte
eine Titerbestimmung. Zudem wurde das restliche unamplifizierte Eluat in 20 ml
ER2738-Kultur (ODg00=0,01-0,05) fiir 4,5 h amplifiziert. Als Sicherheitsriicklage erfolgte
nach diesem Schritt das Anlegen von Glycerolstocks, die bei -80°C gelagert wurden.
Nach dem Amplifizieren wurde die Kultur durch Zentrifugation fiir 30min bei 4000xg,
4°C von zellularen Bestandteilen befreit. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurden 80 % des Uberstandes in ein neues Gefif iiberfiihrt und die Phagen daraus nach
Zugabe von 1/6 Volumenanteil PEG/NaCl-Losung U.N. bei 4°C gefdllt. Anschlief3end
wurde fiir 45 min bei 4000xg, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet in 1ml TBS resuspendiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt fiir 10 min
bei 14000 rpm, 4°C wurde der phagenhaltige Uberstand von restlichen zelluliren

Bestandteilen getrennt. Dem Uberstand wurde 1/6 Volumenanteil PEG/NaCl-Lésung
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zugegeben und 1h im Eisbad prazipitiert. Nach weiterer Zentrifugation fiir 15 min bei
14000 rpm, 4°C wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 200 ul TBS gelost.
Durch einminiitige Zentrifugation wurden unlésliche Stoffe entfernt. Der Uberstand
wurde in ein neues Gefaf3 iiberfiihrt, das nun die amplifizierten Phagen enthielt. Es folgte
eine Titerbestimmung der amplifizierten Phagen, um den Phagentiter fiir eine weitere
Selektionsrunde zu erhalten. Ab der zweiten Runde wurde die Tween-Konzentration bei
den Waschschritten auf 0,5% erhoht, um Phagen zu erhalten, die mit hoherer Spezifitat

an das Zielprotein binden.

3.3.3.4 Negativselektion

Fir die Negativselektion wurde wie unter 2.3.3.3. vorgegangen, mit dem Unterschied,
dass die Wells mit poly-human IgG (Intratect, 100 pg/ml) beschichtet wurden. Zudem
wurde nach 1 h Inkubation mit der Peptidbibliothek der amplifizierten dritten
Selektionsrunde der Uberstand der Wells gesammelt. Denn dieser enthielt die Ziel-

Phagen, die nicht an die Oberflache humane IgG gebunden haben.

3.3.3.5 Amplifikation selektierter Phagenklone

Die auf den Titerplatten gewachsenen Klone stellten die aus den einzelnen
Selektionsrunden resultierenden Subbibliotheken dar, in denen eine starke
Anreicherung spezifisch bindender Klone stattgefunden haben soll. Die Amplifikation
erfolgte in E. coli. Dazu wurde eine ER2738 u.N. Kultur 1:100 in LB-Tet-Medium
verdiinnt. Mit sterilen Pipettenspitzen wurden 10-20 Plaques von Titerplatten gepickt,
die weniger als 100 Plaques aufwiesen, und in Kulturréohrchen mit je 1 ml
Bakteriensuspension tberfiihrt. Die Inkubation erfolgte fiir 4.5-5 h bei 37°C.
AnschlieRend wurde 30 s bei 14000 rpm =zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und erneut zentrifugiert. 80 % des Uberstands wurden in ein neues Gefif3
tiberfiihrt, das damit die amplifizierten Phagen selektierter Phagenklone enthielt. Diese
amplifizierten Phagen wurden fiir ELISA-Auswertungen und fiir die weitere Praparation

zu Sequenzierzwecken eingesetzt.

3.3.3.6 ELISA-Analyse

Ob die Anreicherung der Peptidbibliothek mit spezifisch bindenden Phagen durch die
Selektionsrunden erfolgreich war, wurde durch Reaktivitatstestung der amplifizierten
Phagenklone im ELISA untersucht. Dazu wurden die Zielproteine i.N. in den Wells einer

MTP bei 4°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Anschliefend wurden alle Wells mit
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Blockierungspuffer fiir 2 h bei RT blockiert. Es wurde sechsmal mit TBS-Tween (0,5 %)
gewaschen. Die Inkubation mit 100 pl Phagen (1:25 verdiinnt in TBS) erfolgte bei RT fiir
2 h. Es folgte ein weiterer sechsfacher Waschschritt sowie die Inkubation mit je 200 pl
anti-M13-HRP-Konjugat (1:2500 in Blockierungspuffer) fiir 1h bei RT auf dem Schiittler.
Nach erneutem sechsfachem Waschen wurde die Farbentwicklung mit HRP-Substrat

durchgefiihrt und nach 5-60 min bei 405 nm detektiert.

3.3.3.7 Phagen-DNA Praparation zum Sequenzierung

Zum Sequenzieren der Phagen-DNA wurde zu den amplifizierten Phagen 200 pl
PEG/NaCl Losung pipettiert. Nach mehrfachem invertieren wurde bei RT fiir 20 min
inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 14000 rpm und 4°C. Der
Uberstand wurde verworfen. Nach erneuter kurzer Zentrifugation wurde noch
vorhandener Uberstand entfernt. Das Pellet wurde in 100ul Iodidpuffer resuspendiert.
250 pl eiskaltes 70%iges Ethanol wurden pipettiert und fiir 20min bei RT inkubiert. Es
folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt, bei dem der Uberstand verworfen wurde. Das
Pellet wurde mit 0,5 ml eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im Brutschrank kurz
getrocknet, damit restlicher Ethanol verdampfen konnte. Das Pellet wurde in 30pl

ddH:0 resuspendiert und die DNA- Konzentration am Nanodrop bestimmt.

3.4 Peptidchemie

3.4.1 Peptidsynthese

Die Peptidsynthese wurde mittels des vollautomatischen Liberty™ Peptide-Synthesizers
durchgefiihrt (Merrifield et al, 1977). Dabei wird der C-Terminus einer Aminosdure
Uiber einen Linker mit einem hochmolekularem Polystyrolharz verbunden und der N-
Terminus verlangert. Die Aminofunktionen sowie reaktive Seitenketten der eingesetzten
Aminosduren wurden durch eine BOC-Gruppe geschiitzt. Als Schutzgruppe der
terminalen Aminofunktion diente die Fmoc-Gruppe zur selektiven Kopplung der freien
Carboxylfunktion. Diese ldsst sich unter basischen Bedingungen (z.B. mit
Piperidin/DMF) leicht abspalten. Mit Hilfe des Aktivators TBTU wurde die
Peptidbindung unter milden Bedingungen geschlossen. Die Abspaltung des
synthetisierten Peptids vom Harz (Fmoc-Rink-Amide-AM Polystyrene Resin) erfolgte
durch Inkubation eines 95:5:2-Gemischs aus TFA, TIPS und ddH:0 fiir 90 min bei RT
und 220 rpm.
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3.4.2 HPLC (high performance liquid chromatography)

Zur Reinigung des Rohproduktes mittels HPLC wurde eine praparative Saule (21 mM
Durchmesser, reversed phase Cig) verwendet. Das Lyophilisat wurde dazu in 1 ml eines
90:10:0.1-Gemischs aus ddH20, MeCN und TFA aufgenommen, fiir 5 min mit Ultraschall
behandelt und unldsliche Bestandteile fiir 5min bei 10.000xg abgetrennt. Die
Syntheseprodukte wurden unter Verwendung der Laufmittel A (95:5:0.1;
ddH20/MeCN/TFA) und B (95:5:0.1; MeCN/ddH20/TFA) getrennt (Tab. 3.6). Dabei
wurde fiir jedes Peptid ein individueller Gradient bestimmt. In Tab XXX ist exemplarisch
ein Gradient gezeigt, der zu Beginn der Reinigung fiir das Rohprodukt genutzt wurde.
Anschliefend wurde der Gradient abhdngig von den Eigenschaften des Peptides

optimiert.

Tab. 3.6: HPLC-Programm

0.5 SV von A/B 90:10 nach A/B 75:25

2.0 SV von A/B 75:25 nach A/B 55:45

0.5 SV von A/B 55:45 nach A/B 0:100
1.0 SV 100 % B

=W N

Die Elution erfolgte bei RT und einer Flussrate von 20 ml/min. Die Fraktionen wurden

mittels ESI-Scan tiberpriift, vereint und lyophyllisiert.

3.4.3 Aufnahme von MALDI-TOF-Spektren
Die MALDI-TOF-MS-Massenspektren wurden an einem Biflex III-Spektrometer bei einer
Beschleunigungsspannung von 19kV und einer Spannung des Sekundar-Elektronen-

Vervielfachers von 3425 V aufgenommen.

Auf den Probentriager wurden 0,5 pl einer Matrixlésung aufgetragen und im Luftstrom
kristallisiert. Als Matrices wurden 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) (gesattigte Losung
in Methanol/Acetonitril (1:1)) sowie Ferulasdure (FA) (gesattigte Losung in
Wasser/Acetonitril (2:1)) verwendet. Anschliefend wurden 0,5 pl der zu
untersuchenden Probe mit einer Konzentration von etwa 10 pmol/ul aufgetragen und

erneut im Luftstrom kristallisiert.

Nach Einbringung des Probentragers in das Gerat erfolgte eine Kalibrierung mit einem
Standardsubstanzgemisch (ES Tuning Mix). Die Messungen wurden bei einer
Attenuierung von 25 bis 35 mit 50 bis 250 Laserpulsen durchgefiihrt. Signale der

Matrixmolekiile im Bereich m/z < 800 wurden unterdriickt.
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3.4.4 Biotinylierung von Peptiden

Zur Biotinylierung von Peptiden wurde das Reagenz EZ-LinkSulfo-NHS-SS-Biotin von
PIERCE (Rockford, USA) eingesetzt. Bei der Biotinylierung mit dieser Substanz reagiert
ein Sulfo-NHS-Ester mit primaren Aminogruppen. Durch die Kopplung des Biotins iiber
einen Spacer-Arm von 24.3 A wird die sterische Freiheit des Zielmolekiils erhoht. Es
wurde 1mg Peptid in 1 ml PBS, pH 8.0 gelost, mit einem zwanzigfachen molaren
Uberschuss von EZ-LinkSulfo-NHS-SS-Biotin vermischt und 2 h bei RT inkubiert. Nach
Dialyse gegen PBS wurde das erhaltene Konjugat mittels ELISA-Analyse unter

Verwendung von ExtrAvidin-HRP tberpriift.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Periplasmatische Expression

Es wurden 5 ml 2YT-Medium mit einer E. coli-Kolonie angeimpft und tliber Nacht bei
37 °C und 220 rpm inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 100 ml 2YT-Medium, das
zudem Glukose (0.1%) und Ampicillin (100 pg/ml) enthielt, inokuliert. Die Zellen
wurden bei 37 °C und 220 rpm bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODsoo= 0,5)
kultiviert. Darauthin wurde durch Zugabe von IPTG in einer finalen Konzentration von

1 mM die Proteinexpression induziert und die Kultur 3 h bei RT und 220 rpm inkubiert.

3.5.2 Praparation des periplasmatischen Extraktes

Der Expressionsansatz wurde auf Eis abgekiihlt und zentrifugiert (30 min, 4 °C,
4.000 x g). Das Zellpellet wurde in 20 ml eiskaltem TS-Puffer resuspendiert, nach 3 min
mit weiteren 30 ml eiskaltem 0,25 x TS-Puffer versetzt und anschliefdend fiir 90 min auf
Eis inkubiert. Dabei wurde die Suspension alle 30 min invertiert. Der Zelldebris wurde
dann zentrifugiert (15 min, 6.000 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, filtriert

(0,45 pm) und zur Reinigung mittels Affinitats-chromatographie eingesetzt.

3.5.3 Nativer Zellaufschluss

Der Expressionsansatz wurde zentrifugiert (30 min, 4 °C, 4.000x g). Das Zellpellet
wurde mit 10 ml PBS versetzt und auf Eis durch 7 Pulse von jeweils 30 s bei 12.000
microns sonifiziert. Der Zelldebris wurde durch Zentrifugation (30 min, 4 °C, 4.000 x g)
abgetrennt. Der Uberstand wurde abgenommen, filtriert (0,45 um) und zur Reinigung

mittels Affinitdtschromatographie eingesetzt.
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3.5.4 Affinititschromatographische Verfahren

3.5.4.1 Affinititschromatographie mittels Protein A

Es wurde 500 pl einer Protein A-Agarose-Matrix in eine Durchflusssdule pipettiert und
sedimentieren gelassen. Die Matrix wurde mit 10 ml PBS dquilibriert und anschlief3end
der Kulturiiberstand iiber die Sdule gegeben. Dabei wurde eine Flief3geschwindigkeit
von ca. 0,5 ml/ min eingestellt. Ungebundene Proteine wurden durch Waschen mit 15
Volumenanteilen PBS (pH 7,4) entfernt und die Antikérper durch Erniedrigung des pH-
Wertes mithilfe eines Glycinpuffers (200 mM, pH 2) in 1 ml-Schritten eluiert. Zur
Neutralisation wurde in die Elutionsgefafde ein Trispuffer (1 M, pH 7,4) vorgelegt. Zur
Regeneration der Protein A-Matrix wurden 20 Volumenanteile des Glycinpuffers und 5
ml PBS tber die Matrix gegeben. Anschlief3end wurden 5 ml 20 % Ethanol iiber die Saule

gegeben und die Matrix in diesem Puffer bei 4 °C gelagert.

3.5.4.2 Affinititschromatographie mittels Amylose-Matrix

Zur Reinigung von MBP-Fusionsproteinen wurde eine Amylose-Matrix verwendet. Diese
wurde in eine Durchflusssaule tiberfiihrt und durch Waschen mit 10 ml Saulenpuffer
aquilibiriert. Nach Auftragen der Probe bei einer Flussrate von 1 ml/min wurde mit
15 ml Saulenpuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine von der Matrix zu
entfernen. Die Elution des MBP-Fusionsproteins erfolgte unter sukzessiver Zugabe von
Elutionspuffer, wobei Fraktionen zu je 1 ml gesammelt wurden. Die Elutionsfraktionen
und wurden mittels einer SDS-PAGE-Analyse auf eine erfolgreiche Reinigung hin
untersucht. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereint und gegen

PBS dialysiert.

3.5.4.3 Affinititschromatographie mittels Chitin-Matrix

Die Reinigung von CBD-Intein-Fusionsproteinen erfolgte iiber eine Chitin-Matrix unter
Verwendung des IMPACT™-Systems. Dieses System nutzt die induzierbare Aktivitat von
Inteinen zur Selbstprozessierung, um das Zielprotein von dem Affinitits-Tag
abzuspalten. Dabei wird die Selbstprozessierung des Inteins durch Zugabe

reduzierender Reagenzien wie beispielsweise DTT induziert.

Die Chitin-Matrix wurde in eine Durchflusssaule tiberfiihrt und durch Waschen mit
10 SV Saulenpuffer adquilibiriert. Nach Auftragen der Probe bei einer Flussrate von
1 ml/min wurde mit 15 ml Saulenpuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene

Proteine von der Matrix zu entfernen. Zur Abspaltung des Zielproteins wurde die Saule
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tiber Nacht bei 4 °C mit Elutionspuffer inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Elution des
abgespaltenen Proteins unter sukzessiver Zugabe von Elutionspuffer, wobei Fraktionen
zu je 1 ml gesammelt wurden. Die Elutionsfraktionen wurden durch eine SDS-PAGE-
Analyse auf eine erfolgreiche Reinigung hin untersucht. Die Fraktionen, die das Protein

enthielten, wurden vereint und gegen PBS dialysiert.

3.5.4.4 Affinititschromatographie mittels KappaSelect Matrix

Die Reinigung der rekombinanten Antikérper erfolgte iliber eine KappaSelect-
Affinitdtschromatographie. Bei der KappaSelect Matrix (GE Healthcare) handelt es sich
um eine Agarose-basierte Matrix, die liber einen langen, hydrophilen Linker mit einem
single chain-Antikorperfragment modifiziert ist. Dieser immobilisierte Ligand bindet mit
einer hohen Affinitit an der konstanten Region der k-leichten Kette von humanen
Immunglobulinen.

Die Antikorper-enthaltenen HEK293-Zellkulturiiberstainde wurden zunidchst zur
Entfernung zelluldrer Bestandteile fiir 45 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand mit Hilfe einer Vakuumpumpe durch einen Filter mit der PorengréfRe 0,2 um
filtriert. Mit diesem wurde anschliefiend die KappaSelect-Saulenmatrix (500 pl
Volumen), die zuvor mit PBS &quilibriert wurde, beladen. Dabei wurde eine
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min eingestellt. Nach der Beladung der Saule wurden
ungebundene Proteine tiber einen Waschschritt mit 50 ml PBS entfernt und die
Antikorper durch Erniedrigung des pH-Wertes tiber die Zugabe von Glycinpuffer (0,2 M,
pH 2) in Fraktionen von 1 ml eluiert. Zur Neutralisation wurden in die Elutionsgefafe
250 pl eines Tris-Puffers (1 M Tris pH 7,5) vorgelegt. Im Anschluss an die Reinigung
wurde die Sdule nach Angaben des Herstellers gereinigt und in 20% Ethanol bei 4°C

gelagert.

3.5.4.5 IMAC (immobilized metallion affinity chromatography)

Zur Reinigung von Histidin-Fusionsproteinen wurde eine Ni-NTA-Matrix (nickel-
nitrilotriacetic acid) verwendet. Diese wurde in eine Durchflusssiule tuberfiihrt und
durch Waschen mit 10 ml Saulenpuffer dquilibiriert. Nach Auftragen der Probe bei einer
Flussrate von 1 ml/min wurde mit 15 ml Saulenpuffer gewaschen, um unspezifisch
gebundene Proteine von der Matrix zu entfernen. Anschliefend wurde das Zielprotein
mit einem Imidazol-Gradienten (15 mM, 20 mM, 25 mM, 250 mM Imidazol in PBS,

pH 7,4) von der Matrix eluiert, wobei Fraktionen zu je 1 ml gesammelt wurden. Die
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Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE-Analyse auf eine erfolgreiche Reinigung
hin untersucht. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereint und gegen

PBS dialysiert.

3.5.4.6 Immunaffinititschromatographie

Zur Reinigung des Phl p 5a-spezifischen hulgE-Konstruktes sowie sEGFR wurden
zunichst Phlp 5a-F1 sowie anti-EGFR-scFv in E. coli ER2655 als CBD-Intein-
Fusionsprotein exprimiert und die ldsliche Proteinfraktion gewonnen. Diese wurde
steril filtriert und mit 1 ml Chitin-Matrix iiber Nacht bei 4 °C auf einem Taumel-
Rollenmischer inkubiert. Die proteinbeladene Chitin-Matrix wurde anschlief3end
zentrifugiert (700g, 10min, 4°C), der Uberstand entfernt, die Matrix in 5 ml
Saulenpuffer resuspendiert und in eine Durchflusssaule gegeben. Nach Waschen der
Matrix mit 20 ml Saulenpuffer wurde die pH-Stabilitat der Chitin-Bindung liberpriift.
Dazu wurde der Elutionspuffer in einem pH-Gradienten (pH 5; pH 4,5; pH 4,0; pH 3,5;
pH 3,0; pH 2,5 pH?2) iiber die Sdule gegeben. Es wurden Fraktionen zu je 1 ml
gesammelt und mit 200 ul Neutralisierungspuffer versetzt. Anschliefend wurden die
Fraktionen sowie die Proteinbeladung der Chitin-Matrix mittels einer SDS-PAGE-
Analyse iiberpriift. Da die pH-Stabilitit der Chitin-Bindung nachgewiesen werden
konnte, erfolgte die Reinigung des jeweiligen Zielmolekiils. Dazu wurde zunachst die
Matrix mit 10 ml Siulenpuffer dquilibriert. Nach Auftragen des Uberstandes bei einer
Flussrate von 1 ml/min wurde mit 30 ml Saulenpuffer gewaschen, um nicht selektiv
bindendes Protein zu entfernen. Die Elution erfolgte unter sukzessiver Zugabe von
Elutionspuffer (pH 5 bis pH 2), wobei Fraktionen zu je 1 ml gesammelt und mit 200 ul
Neutralisierungs-puffer versetzt wurden. Die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-
PAGE-Analyse auf eine erfolgreiche Reinigung hin untersucht. Die Fraktionen, die das

Zielprotein enthielten, wurden vereint und gegen PBS dialysiert.

3.5.5 SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat-polyacrylamide gel
electrophoresis)

Die SDS-PAGE wird unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von SDS
durchgefiihrt, einem Detergens, dessen Kohlenwasserstoffanteil an die Aminosauren
eines Proteins bindet. Durch die Abstofdung der anionischen Sulfatgruppen werden die
nichtkovalenten Wechselwirkungen zerstért und die Proteine denaturiert. Die
resultierende Nettoladung ist proportional zur Anzahl der Aminosauren, wodurch die

Mobilitdt der Proteine im elektrischen Feld dem Logarithmus ihrer Molekiilmasse direkt
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proportional wird. Die pH-Differenz zwischen Trenngel, Tankpuffer und Sammelgel,
resultierend aus den unterschiedlichen Laufeigenschaften des eingesetzten Glycinats
und der Chlorid-lonen, bewirkt im Sammelgel eine Fokussierung der Proteine auf eine
scharfe Bande (Laemmli etal, 1970). Das Sammel- und Trenngel wurde
unter Verwendung einer Acrylamid-Stammlésung (30%) mit einer finalen
Polyacrylamidkonzentration von 10% mit einem Gehalt von 0.81% N,N’-
Bismethylenacrylamidals Quervernetzer angefertigt. Die Konzentration des
Radikalstarters Ammoniumpersulfat lag bei 0.03% und des Katalysators TEMED bei
0.075%. Die Proteinproben wurden unter Zugabe nicht reduzierendem Probenpuffer fiir
5min im kochenden Wasserbad denaturiert und anschlieffend in die Taschen des
Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 150V fiir etwa 60-90 min unter

Wasserkiihlung durchgefiihrt.

3.5.6 Coomassie-Brilliant-Blue-Firbung von Proteinen

Der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue ermdoglicht die Anfarbung von Proteinen nach
der SDS-PAGE im Gel mit einer Nachweisempfindlichkeit von 0,1-1 pg. Das Gel wurde
dazu nach der Elektrophorese fiir 30 min in Coomassie-Farbeldsung tiiberfiihrt. Die

Entfarbung der Gele erfolgte durch Inkubation in 20% (v/v) Essigsaure.

3.5.7 Proteolytische Spaltung von Immunglobulinen

Die Durchfiihrung der Papain-Spaltung von Antikérpern erfolgte nach dem Protokoll
von Coulter et al. (Coulter & Harris, 1983). Zu 1 mg des Vollantikorpers geldst in 0,1 ml
PBS (pH 7,4) wurden 20 pl Cystein-Hydrochlorid (16 mg/ml), 20 pl EDTA (8 mg/ml)
und 0,1 mg Papain gegeben. Die Losung wurde auf 200 pl x-spezifische Matrix (GeE
Healthcare (Freiburg)) gegeben. Das Gemisch wurde fiir 4 h - 6 h im Schiittler bei 37 °C
inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Reinigung nach dem Protokoll fiir die KappaSelect-

Matrix.

3.6 Immunologische Methoden

3.6.1 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Zur Reaktivititsanalyse von Antikorperkonstrukten wurden die Antigenlésungen
(100 pg/ml) in Vertiefungen einer Mikrotiterplatte iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Anschliefdend wurde viermal mit PBS gewaschen und die Polystyroloberflache fiir 1 h

bei RT mit 4% MPBS oder 10% FKS/DMEM blockiert. Nach viermaligem Waschen
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wurden 50 pl Antikérperlosungen (5 ug/ml) in die Vertiefungen gegeben und bei RT
unter leichtem Schiitteln fiir 1 h inkubiert. Es wurde viermal mit PBS gewaschen.
Anschliefdend wurde eine geeignete Verdliinnung des Sekundar-AP-Konjugats (in 50 pl
4% MPBS, bzw. 10% FKS/DMEM), in die Vertiefungen gegeben und fiir 60 min bei RT
inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS, erfolgte die Zugabe von 50 pl der
Detektionslosung, bestehend aus pNPP (5 mg/ml) in AP-Detektionspuffer. Es wurde bis
zur Gelbfarbung inkubiert und die Extinktion bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten-

Photometer vermessen.

3.6.2 Immunoblot

Nach dem elektrophoretischen Transfer wurde die Nitrocellulosemembran fiir 60 min in
4% MPBS bei RT blockiert. Danach wurde sie in eine 2%ige MPBS-Losung liberfiihrt, die
eine geeignete Primdrantikérperkonzentration enthielt und tiber Nacht bei 4 °C
geschiittelt. Die Membran wurde nachfolgend dreimal unter leichtem Schiitteln fiir je
5 min mit PBS gewaschen. Dann wurde die Membran mit einer geeigneten Verdiinnung
eines Sekundarantikorper-AP-Konjugates (in 2% MPBS) fiir 60 min bei RT unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit PBS. Die Membran
wurde anschlief3end in die Farbelosung (10 ml AP-Detektionspuffer, 100 ul BCIP, 100 pl
NBT) tberfiihrt. Die Farbung wurde unter Lichtausschluss bis zur Detektion der Banden
durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Membran mit Wasser gewaschen und an der Luft

getrocknet.

3.7 Biophysikalische Methoden

3.7.1 SPR-Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (engl. surface plasmon resonance,
SPR) ist eine im Bereich der Biosensorik etablierte und weit verbreitete Methode, um
Interaktionen von Biomolekiilen in Echtzeit zu untersuchen. Dariiber hinaus kann auf
eine vorausgehende Markierung der zu untersuchenden Interaktionspartner verzichtet
werden. In der Durchfiihrung eines SPR-Experimentes wird der mit einer sehr diinnen
Goldoberflache ausgestattete Sensorchip mit dem als Ligand bezeichneten Biomolekiil
kovalent gekoppelt. Innerhalb einer mit dem Sensorchip in direktem Kontakt stehenden
Flusszelle wird nun ein (potentieller) Interaktionspartner (Analyt) iiber die

Goldoberflache geleitet. Durch Wechselwirkung des Analyten mit dem Liganden kann es
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zu einer Bindung und damit zu einer direkten Massenzunahme auf der Metalloberflache
kommen. Das Prinzip der SPR-Spektroskopie besteht nun darin, diese Massendanderung
durch Ausnutzung des optischen Phdnomens der Oberflichenplasmonenresonanz
messbar zu machen. Als Messwert erhalt man den SPR-Winkel, unter dem
Oberflichenplasmonen angeregt werden kénnen. Die zeitliche Anderung des SPR-
Winkels ist abhdngig von der Massendnderung auf der Oberflache des Metalls und lasst
somit Riickschliisse auf das Interaktionsverhalten zwischen Ligand und Analyt zu. In der
Praxis wird zweckmaiflig die Einheit RU (response unit) gegen die Zeit in einem
Sensorgramm aufgetragen; definitionsgemaf entspricht die Anderung des SPR-Winkels
bei einer Anderung der Masse von einem Pikogramm bezogen auf einen
Quadratmillimeter der Chipoberflaiche 1 RU. Mit Hilfe der erhaltenen Sensorgramme
lassen sich dann kinetische Daten als Charakteristik der Ligand-Analyt-Interaktion
berechnen. Der Bindung eines Analyten an einen immobilisierten Liganden lasst sich

darstellen durch:

A+L* LR AL*

—

K,
Wenn sich die Konzentration des Analyten [A] erhoht, nimmt auch die Menge an
Komplex [AL] zu. Bei gentligend hohen Konzentrationen von [A] erfahrt die gemessene
Verdanderung jedoch keine weitere Steigerung mehr, weil L* dann fast vollstandig zu AL*
umgesetzt ist bzw. die Bindung gesattigt ist. Dieses Erreichen eines dynamischen
Gleichgewichts, bei der die Anzahl assoziierender und dissoziierender Analyten gleich
ist, ist im Sensorgramm gekennzeichnet durch das Erreichen eines Plateaus aller
Kurven. Im diesem Fall ergibt sich zwischen der Konzentration des Komplexes [AL] und
der Konzentration an freiem Analyten [A] die Beziehung einer Langmuirschen

Adsorptionsisotherme.

Flr die Bindungskurve der RU-Werte zu diesem Zeitpunkt gegen [A] aufgetragen, kann

eine Kurvenanpassung nach:
RUeq = RUmax [A]/(Kb [A])

erfolgen und die Gleichgewichtsdissoziations- oder auch Bindungskonstante KD (M) der
Bindung ermittelt werden. Diese sogenannte steady state- Berechnung des Kp-Wertes
erfordert jedoch das Erreichen des Gleichgewichtszustandes und erfolgt ohne

Einbeziehung kinetischer, also zeitabhdngiger Parameter.
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Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Affinitat kann durch eine Verfolgung der
Bindungskinetik und der Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten von Assoziation
und Dissoziation erfolgen (ka und kq oder kon und ko). Deren Quotient kq/ka liefert
ebenfalls die Bindungskonstante Kp. In den Sensorgrammen der Echtzeitmessungen
sind die zeitlichen Parameter von Assoziation und Dissoziation enthalten. Fiir eine
kinetische Analyse werden Messungen unterschiedlicher Konzentrationen des Analyten
durchgefiihrt.  Anhand von  Kurvenanpassungen an die Langmuirsche
Adsorptionsisotherme konnen dann ki und kq und somit Kp erhalten werden. Hier ist
auferdem eine Charakterisierung des Assoziations- und Dissoziationsverhaltens

moglich.

Beide beschriebenen Berechnungen der Affinitit, sowohl unter Annahme eines
Gleichgewichtes als auch anhand kinetischer Messungen, erfolgen unter der Annahme
einer monvalenten 1:1 Bindung zwischen immobilisiertem Liganden und frei
beweglichem Analyten. Besitzt der sich in Losung befindende Analyt jedoch mehr als
eine Bindungsstelle fiir den Liganden wie im Falle eines bivalenten Antikorpers,
unterliegt dem Sensorgramm eine weitaus komplexere Kinetik und eine
Kurvenanpassung nach einem 1:1-Bindunsgmodell ist nicht mehr méglich (Dmitriev et
al,, 2002). Formal kann eine bivalente Bindung in zwei monovalente Bindungen zerlegt

werden, deren Bindungsstarke jeweils der eines monovalenten Analyten entspricht:

K, k )
A+L == AL“+L* =2 AL,

S S

kd kd2

Jedoch kann daraus nicht ohne weiteres die Bindungsstarke der bivalenten Bindung
abgeleitet werden. Eher gleicht die Wechselwirkung zwei aufeinanderfolgenden
Bindungen, wobei zunachst eine monovalente Kniipfung erfolgt. Die darauffolgende
Bindung der zweiten Bindungsstelle an einen weiteren Liganden ist nun abhingig von
vielen Faktoren. So ist der Entropieverlust der zweiten Bindung geringer, da die zweite
Bindungsstelle durch die erste Bindung bereits in raumliche Ndhe zum Liganden
arrangiert ist und somit mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit stattfindet. Andererseits
muss beriicksichtigt werden, ob und wie viele Bindungsstellen fiir den einfach
gebundenen Analyten iiberhaupt erreichbar sind. Kriterien hierfiir sind sowohl die

Flexibilitat des Analyten als auch die sterische Ausrichtung seiner Bindungsstellen sowie
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die Anordnung und der Abstand von Ligandenmolekiilen auf der Chipoberflache
(Pliickthun & Pack, 1997). Da durch die Echtzeitmessungen mithilfe eines SPR-
Biosensors auch die zeitlichen Parameter von Assoziation und Dissoziation ermittelt
werden koénnen, ist es durch Kurvenanpassung an ein bivalentes Bindungsmodell
moglich die Geschwindigkeits-konstanten beider aufeinanderfolgenden Bindungen zu
erhalten. Die Dissoziations-konstante der ersten, also der monovalenten Bindung,
entspricht der Kpl. Die Bindungskonstante fiir die nachfolgende Kniipfung zur
bivalenten Bindung entspricht Kp2, wobei diese wie beschrieben von vielen Faktoren
abhangig ist und die Einheit mol/m? besitzt. Eine funktionelle Dissoziationskonstante
Kpbi beider Bindungen ldsst sich berechnen, indem die Dichte des immobilisierten

Liganden einbezogen wird:
Kpbi = Kp1 x Kp2/(Kp2 + 2 [L*])

Wobei [L*] in diesem Fall die Einheit mol/m? besitzt. Bei SPR-spektroskopischen
Messungen kann anhand des direkt propotionalen Verhaltnisses von RU zu
immobilisierter Masse von einer Ligandendichte von etwa 1 pg/mm? pro RU
immobilisiertem Liganden ausgegangen werden (Schuck, 1997). Die Berechnung der
Kpbi, der funktionellen Affinitdt des Antikdrpers, wird fiir den Fall, dass 2 [L*] << Kp2
dhnlich der Kpl. Der Quotient Kpbi/Kp1 wird auch als Steigerungsfaktor bezeichnet, da
er angibt um welchen Faktor sich die Affinitdt der monovalenten Bindung im Falle eines
bivalenten Molekiils steigert. Dieser Faktor kann jedoch je nach Experiment durch die

Starke Abhéangigkeit der Kp2 von zusatzlichen Faktoren stark abweichen.

Bei der Auswertung der durchgefiihrten SPR-spektroskopischen Messungen wurden
sowohl monovalente als auch bivalente Kurvenanpassungen durchgefiihrt und die
beschriebenen Bindungskonstanten berechnet. Dabei wurde neben den kinetischen
Parametern der Chi?-Wert erhalten. Dieser Wert stellt ein Maf fiir die Gilite der
Kurvenanpassung dar und gibt die Flache zwischen dem gemessenen Sensorgramm und
der Uber die Anpassung berechneten Kurve wieder. Je niedriger der Chi2-Wert ist, umso
besser stimmt die Kurvenanpassung mit den gemessenen Werten iiberein. Daher wurde
die Kurvenanpassung so durchgefiihrt, dass ein moglichst niedriger Chi2-Wert erhalten

wurde. Bei einer guten Kurvenanpassung betragt der Chi2-Wert Wert <10% der RUmax.

Samtliche Messungen erfolgten auf dem SPR-2 System der SierraSensors GmbH
(Hamburg) unter Verwendung des Sensorchips SPR-2 Affinity Sensor Amine.

Zunachst erforderte die Vorbereitung des Sensorchips fiir die Messungen die kovalente
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Im- mobilisierung des Liganden an die Dextranoberfliche. Hierzu wurde das System
zunachst mit dem Laufpuffer (PBS pH 7.5, 0.01 % Tween, entgast) aquilibriert und der
Chip eingesetzt. Nach erneuter Aquilibrierung wurde die Chipoberfliche bei einer
Flussrate von 25 pl/min durch Injektion von 200 pL einer Mischung aus geléstem EDC
und NHS aktiviert (8 min). Die Liganden wurden auf 100 pg/ml in Natriumacetatpuffer
(10 mM, pH 6) verdiinnt und je 125 pl bei einer Flussrate von 25 pl/min tber den
entsprechenden Kanal der Flusszelle geleitet. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis die
immobilisierte Proteinmenge je ca. 1000 RU entsprach. Abschliefiend wurden 200 pl
Ethanolamin (pH 8.5, 1 M) bei einer Flussrate von 25 pl/min zum Blockieren freier
Bindungsstellen injiziert. Der Sensorchip konnte nun fiir die folgenden Messungen
verwendet werden.

Vor den eigentlichen Messungen zur Bestimmung der kinetischen Parameter der
Antikorper-Antigen-Interaktion wurden die einzusetzenden Konzentrationsbereiche
und die Bedingungen fiir die effiziente Regeneration des Chips analysiert. Zudem
erfolgte eine Kontrolle durch blof3e Injektion von Pufferlosung. Die zu untersuchenden
Antikorper wurden in einer seriellen Konzentrationsreihe in dem Laufpuffer verdiinnt.
Fir die Aufnahme des Sensorgramms erfolgte dann eine Injektion von 200 pl
(Assoziationsdauer: 8 min). Die Dissoziation wurde durch Spiilen des Systems mit dem
Laufpuffer fiir 6 min erreicht. Regenerierungsschritte wurden durch Injektion von 50 -
150 pl AIW-Puffer vorgenommen. Dieser setzt sich nach Andersson et al. aus drei
Anteilen heraus: aus einem Teil acidischen Puffer, einem Teil ionischen Puffer und
einem Teil Wasser (Andersson, Areskoug, & Hardenborg, 1999). Alle Schritte der

Messung wurden bei einer Flussrate von 25 pl/min durchgefiihrt.

Die Auswertung der SPR-Daten erfolgte unter Zuhilfenahme der Software TraceDrawer.

Flr die Regressionsanalysen wurden die RUmax-Werte global ermittelt.

3.7.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht eine schnelle Analyse einzelner Zellen aus
Zellsuspensionen aufgrund ihrer Lichtstreuung oder auch Fluoreszenzeigenschaften. Sie
ermoglicht die Messung der relativen Zellgrofie sowie der Granularitiat. Dazu werden die
Zellen zunachst fokussiert und anschlieféend durch einen Laserstrahl geleitet. Das von
den Zellen gestreute Licht wird auf einen Detektor geleitet und dort ausgewertet. Dabei

korreliert die Menge des gestreuten Lichts mit der Grofde und Komplexitat der Zelle.
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Desweiteren konnen tiber verschiedene Lasersysteme Fluoreszenzeigenschaften
analysiert werden. Die FACS-(fluorescence activated cell sorting)-Analyse ermoglicht
eine quantitative Bestimmung von =zelluliren Oberflichenproteinen oder daran
bindenden Molekiilen zumeist unter Verwendung von mit Fluoreszenzfarbstoffen
markierten Antikorpern. Die Durchflusszytometrie-Analysen wurden am FACSAria™ III-
und FACSCalibur™-Gerat durchgefiihrt und unter Verwendung von FACSDiva (BD

Bioscience (Heidelberg)) bzw. CellQuest Software (Becton Dickinson) ausgewertet.

Bei den Messungen wurden ein  FITC-markierter anti-IgM-Antikorper
(Fluoresceinisothiocyanat;  Absorptionsmaximum: 495 nm; Emissionsmaximum:
517 nm) sowie ein APC-markierter anti-CD19-Antikérper (Allophycocyanin;

Absorptionsmaximum: 650 nm; Emissionsmaximum: 660 nm) verwendet.

Zur Analyse der IgM-Prasentation auf der Zelloberflache von transfizierten HEK293-
Zellen wurde die Durchflusszytometrie genutzt. Um die Funktionalitit des FITC-
markierten anti-IgM zu ilberpriifen, wurde zudem eine Messung der IgM-positiven
RAMOS-Zelllinie sowie mit isolierten PBMCs durchgefiihrt. Die HEK293- und RAMOS-
Zellen aus einer 75 cm? Gewebekulturflasche wurden bei 1000 rpm fiir 5 Minuten und in
Kulturmedium resuspendiert. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden 1-10° Zellen in
Reaktionsgefafde iiberfiihrt und mit dem primaren Antikérper (10ng) eine Stunde im
Dunkeln bei 4°C auf dem Taumelroller inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
dreimal mit 500 pl PBS gewaschen und fiir drei Minuten bei 50 xg und 4°C zentrifugiert.
Das Pellet wurde vorsichtig in 500 ul PBS resuspendiert und mit einem FITC-markierten
anti-IgM-Antikorper in einer Konzentration von 1 pg/ml inkubiert. Nach 1-stlindiger
Inkubation auf dem Taumelroller bei 4°C wurden ungebundene Antikorper iiber einen
3-fachen Waschschritt mit 500 pl PBS entfernt. Nach Zentrifugation bei 50 xg fiir 1
Minute wurde das Zellpellet in 500 pl PBS aufgenommen und bis zur Analyse am

FACSAria™ III- bzw. FACSCalibur™ auf Eis im Dunkeln aufbewahrt.

3.7.3 Dynamische Lichtstreuung

Mit Hilfe des Messverfahrens der dynamischen Lichtstreuung (DLS) kann der
hydrodynamische Radius geloster Biomolekiile bestimmt werden. Dartiber hinaus
lassen sich Fragen zu Komplexbildung, Stabilitat, Aggregation und Konformation von
Molekiilen beantworten. Die Methode basiert auf der Streuung von eingefallenem

Laserlicht durch Partikel. Der Messbereich liegt hierbei zwischen einigen Nanometern
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bis zu einigen Mikrometern. Da alle Partikel in Losung der Brownschen
Molekularbewegung unterliegen, diffundieren sie stiandig. In Relation zum Detektor
kommt es dadurch zu Interferenzen, die sich konstruktiv oder destruktiv auf die
Intensitat des Streulichts auswirken kénnen. Je schneller die Partikel diffundieren, desto
schneller dndert sich die Intensitit des Streulichts. Dabei steht die Veranderung in
direkter Beziehung zur Grofde der Teilchen. Die Bewegung der Partikel wird durch
Temperatur, Viskositdt und ihren Diffusionskoeffizienten beeinflusst. Vorausgesetzt die
Parameter Temperatur und Viskositat sind bekannt und konstant, ist die Verdanderung
der Lichtstreuintensitat unmittelbar vom Diffusionskoeffizienten und damit von der
Molekiilgrof3e abhidngig. Daraus kann nun der hydrodynamische Radius abgeleitet

werden (Some et al., 2013).

Die Vorteile der Methode liegen in der hohen Sensitivitit, sodass nur geringe
Proteinkonzentrationen bendtigt werden und in der einfachen Durchfiihrung. Die
Messungen erfolgten am SpektroLight™ 300 und SpektroLight™ 501 (Molecular
Dimensions Inc (USA)). Es wurden Proteinproben mit einer Konzentration von 200
ng/ml verwendet und jeweils 30 Messungen zur Bestimmung der hydrodynamischen

Radien durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung humaner Antigen-Rezeptoren,
denen eine Schliisselfunktion bei der Entwicklung maligner Tumorerkrankungen bzw.
der Allergie zukommt. Dieses Vorhaben umfasste zundchst die rekombinante
Darstellung der entsprechenden Rezeptormolekiile in einem fiir die nachfolgenden
Analysen geeignetem und moglichst naturidentischem Format. Nach erfolgreicher
Darstellung der gewtlinschten Antikérpermolekiile boten diese die Moglichkeit iliber
Bindungsanalysen die Liganden sowie Epitop-Strukturen auf der Oberfliche der
Antigene zu bestimmen. Weiterhin wurden mithilfe der rekombinanten
Rezeptormolekiile Experimente durchgefiihrt, die Erkenntnisse tliber die Spezifitat,

Affinitat und sterischen Parameter der Interaktion von Rezeptor-Ligand lieferten.

Im ersten Teil dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Darstellung der verschiedenen
Antikorperkonstrukte dargestellt. Danach folgen die Resultate der Interaktionsanalysen
mit den Rezeptormolekiilen und abschlief3end die Daten zur Feindefinition des Phl p 5-

spezifischen IgE-Epitops.

4.1 Rekombinante Darstellung und Reinigung der
Antikorperkonstrukte

Fir die Herstellung der rekombinanten Antikérper wurde in der Arbeitsgruppe mit
gangigen Verfahren zunachst die Gesamt-RNA der PBMCs (peripheral blood mononuclear
cells) von Patienten isoliert und diese iiber reverse Transkription cDNA tberfiihrt. Die
Antigen-bindenden Vy- und Vi-Regionen wurden unter Verwendung Immunglobulin-
spezifischer Oligonukleotide durch PCR amplifiziert und mit den erforderlichen
Restriktionsschnittstellen  versehen. AnschlieRend wurden diese bindungs-
bestimmenden Sequenzen in geeignete Vektorsysteme eingebracht. Dabei wurde ein
Expressionsvektor fiir ~Mammalia zur Transfektion von  HEK293-Zellen
(human embryonic kidney) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um humane embryonale
Nierenzellen, die posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen durchfiihren

und daher ein geeignetes System zur humanen Antikoérper-Produktion darstellen. Die
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Expression heterotetramerer Immunglobuline basiert auf der simultanen Produktion
und anschliefenden Zusammenlagerung der schweren und leichten Antikdrperkette.
Flr eine rekombinante Expression miissen somit zwei Zielproteine parallel exprimiert
und korrekt zusammengelagert werden. Hierfiir wurde der Vektor pBudCE4.1
verwendet. Eine schematische Darstellung der Konvertierung membrangebundener B-
Zell-Rezeptoren in rekombinante  Lymphom-Antikérper einschlieflich  des

zugrundeliegenden Vektors ist in Abb. 4.1 gezeigt.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Konvertierung membrangebundener BZR in rekombinante
humane IgG1.

Die Gesamt-RNA wurde aus Lymphom-Zellen gewonnen und {iiber reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Anschlief3end erfolgte mithilfe von Immunglobulin-spezifischen Oligonukleotiden die
Amplifikation der V- und Vi -Sequenzen unter Einfiigen der Restriktionsschnittstellen zur Insertion in den
Zielvektor pBUDCE4.1. Nach stabiler Transfektion von HEK293-Zellen konnten die Lymphom-Antikdrper
als hulgG1-Antikoérper aus dem Zellkulturiiberstand gereinigt werden.

Die erfolgreiche Insertion der Vu- und Vi-Sequenzen in den Zielvektor wurde durch eine

Sequenzierung verifiziert.

4.1.1 Sequenzinformationen der Lymphom-Rezeptoren

Die immungenetische Analyse von Patienten mit chronischer lymphatischer Leukdmie
(CLL) zeigte eine erstaunliche Ubereinstimmung der bindungs-determinierenden B-Zell-
Rezeptor-Regionen von Lymphom-Zellen. Nach der Sequenzinformation der variablen

Rezeptor-Region werden CLL-Patienten bestimmten Subgruppen zugeordnet



71

(Stamatopoulos et al, 2007). Dabei konnte insbesondere fiir die CDR3-Region der
schweren Kette ein hohes Mafd an Sequenzdhnlichkeit innerhalb abgrenzbarer
Subgruppen beobachtet werden. Diese Region ist am wesentlichsten an der Epitop-

Erkennung beteiligt.

In den beiden folgenden Tab. 4.1 und 4.2 sind die Sequenzdaten der in dieser Arbeit
untersuchten Rezeptoren dargestellt. Es handelt sich um die Daten dreier CLL-BZR der
Patienten mit der Bezeichnung 014, 024 und 044, eines BZRs der immortalisierten
humanen Burkitt-Lymphom-Zelllinie Ca46 wund als Modell-Antikérper eines
therapeutischen anti-EGFR-Immunglobulins (Matuzumab). Das Epitop des anti-EGFR-
Antikorpers ist bekannt und wurde mittels Kokristallisation genau definiert (Schmiedel,
Blaukat, Li, Knodchel, & Ferguson, 2008). In Tab. 4.1 und 4.2 sind die
Aminosauresequenzen der CDR3-Region der variablen schweren und leichten
Immunglobulinkette sowie der Mutationsstatus der Rezeptoren aufgelistet. Zudem ist

die Zugehorigkeit zur CLL-Subgruppe und der Typus der leichten Antikérper-Kette (k-

oder A-leichte Kette) gezeigt.

Tabelle 4.1: Sequenzdaten der schweren Kette (Vi) der untersuchten rekombinanten Antikérper.
Die Einteilung der CLL-BZR in Subgruppen bezieht sich auf die Klassifikation nach
Stamatopoulos et al.,, 2007.

Bezeichnung des

Antikrpers Vu CDR3-Sequenz Mutationsstatus  Subgruppe
Ig014 1-2 ARDQWLTLGNYFDY unmutiert 1
1g024 3-9  AKGGARWIQLTVRSYYYYYGMDV unmutiert -
1g044 1-3 ARDQWLVLGMVFDYW unmutiert 1
Ca46 - FNRGGDY mutiert -
anti-EGFR - RDYDYDGRYFDY mutiert -

Tabelle 4.2: Sequenzdaten der leichten Kette (Vi) der untersuchten rekombinanten Antikérper.

Bezeichnung des

Antikorpers Vi CDR3-Sequenz Mutationsstatus
Ig014 3-20x QQYGSSPGFT unmutiert
Ig024 3-20« QQYGRTF unmutiert
Ig044 1-39 QQYGSRTF unmutiert
Ca46 K MQALQTPHT mutiert

anti-EGFR K QQWSSHIFT mutiert
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4.1.2 Darstellung als humane IgG1

Die rekombinanten Lymphom-Antikérper wurden als humanes IgG1l exprimiert, da
dieses neben hohen Ausbeuten ein nahezu naturidentisches System darstellt. Dazu
erfolgte eine Insertion der Vy- und Vi-Sequenzen in den Vektor pBudCE4.1-hulgG1, in
welchem zuvor die Seqenzen der konstanten Region der schweren und leichten
Immunglobulinkette von humanem IgG1 eingefiigt wurden. Anschlief3end wurde eine
Sequenzierung und Transfektion von HEK293-Zellen mit den iiberpriiften Vektoren
durchgefiihrt. Es erfolgte eine Selektion von Transfektanden mittels Zeocin. Die
Antikorper-Expression konnte in einer ELISA-Analyse mithilfe der Kulturiiberstinde

stabiler Transfektanden nachgewiesen werden (s. Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Expression der
Lymphom-Antikdérper als hulgG1-Konstrukt.

Die Vertiefungen einer Mikrotiter-Platte wurden iiber Nacht mit 1g014, 1g024, Ig044, Ca46 und anti-EGFR
(jeweils Kulturiiberstande) beschichtet. Nach Blockierung mit 10% DMEM/FKS folgte die Inkubation mit
anti-hulgG-AP (1:5000) in 10% DMEM/FKS. Die Detektion erfolgte mittels anschlieffender Zugabe des
Substrats pNPP. Die Farbentwicklung wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm vermessen.

Die erfolgreiche Konvertierung der humanen Lymphom-Rezeptoren in monoklonale
Antikorper als geeignete IgG1-Analysemolekiile konnte somit nachgewiesen werden. Es
erfolgte eine Quantifizierung der hulgG1-haltigen Zellkulturtiiberstiande. Dazu wurde, auf
dem Prinzip des Sandwich-ELISAS beruhend, unter Verwendung eines Antikdrper-
Quantifizierungskits mithilfe von [sotyp-spezifischen Fanger- und
Detektionsantikorpern eine Konzentrations-bestimmung der Lymphom-Antikérper aus
den HEK293-Uberstanden durchgefiihrt. Diese ergaben die in Tabelle 4.3 aufgefiihrten

Konzentrationen der jeweiligen Antikorper im Zellkulturtiberstand.
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Tabelle 4.3: Quantifizierung der Antikérper aus Zellkulturiiberstanden.

Bezeichnung des Konzentrationsbestimmung

Antikorpers [ng/ml]
Ig014 2880
Ig024 1090
Ig044 2100
Ca46 1800
anti-EGFR 950

4.1.2.1 Chromatographische Reinigung der humanen IgG1

Flr weitere Analysen wurden héhere Konzentrationen aufgereinigter Immunglobuline
benoétigt, sodass eine Proteinreinigung aus dem Kulturmedium erfolgte. Da die
Antikorper mit einem Hexahistidin-Tag versehen waren, wurde zur Reinigung die
Metallchelat-Affinitatschromatographie gewahlt. Dabei wird eine Interaktion von
zweiwertigen Metallionen wie Ni?*-lonen mit Histidin-reichen Proteinmotiven (His-Tag)
genutzt, um selektiv Proteine an die Matrix zu binden. Der Imidazolring des Histidins
bindet die Ni%*-lonen, die in Komplexen mit Nitriloessigsdure (NTA) an Agarose
gekoppelt vorliegen. Die Elution erfolgt kompetitv durch die Zugabe von geldstem
Imidazol. Es handelt sich um eine sehr schonende Reinigungsmethode, da die Proteine
dabei keinem pH-Shift ausgesetzt werden. Bereits wahrend der Klonierung wurden alle
Antikorper mithilfe der verwendeten Oligonukleotide mit einem His-Tag versehen. In
Abb. 4.3 ist exemplarisch das Ergebnis der Reinigung des Ig014-hulgGl aus
Zellkulturiiberstand gezeigt. Die Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol. Zuvor erfolgten
Waschschritte mit steigender Imidazolkonzentration im Waschpuffer (10 mM, 20 mM,
25 mM Imidazol), um unspezifisch bindendes Protein des Mediums zu entfernen. Die
Reinigung mittels Nickel-Affinititschromatographie lieferte fiir das Ig014-hulgG1-
Konstrukt mit His-Tag gute Ergebnisse und die Elutionsfraktionen zeigten eine deutliche
Anreicherung des Zielantikorpers. Diese schonende Reinigungsmethode wurde
ebenfalls zur Aufreinigung der anderen Lymphom-Antikorper genutzt. Abb. 4.4 zeigt das
Ergebnis der Reinigung der hulgG1l-Konstrukte. Es wurde eine Probe der zuvor
vereinten und gegen PBS (pH 7,4) dialysierten Elutionsfraktionen aufgetragen und es

erfolgte eine SDS-PAGE-Analyse mit nachfolgender Coomassie-Farbung.



74

A 1 2 34 5 6 7 8 9 10
e <—Ig014-hulgG1l

130 kDA——>

100kDA—>. :

B 1 2 345 6 7 8 9 10

130 kDA——> s oo «<—Ig014-hulgG1l
100 kDA——>
70 kDA——>

55 kDA——>

35 kDA—>
25 kDA——>

15 kDA——>

Abb. 4.3: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot der Reinigung von Ig014-hulgGl aus HEK293-
Zellkulturiiberstand mithilfe von Ni-NTA-Sepharose.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (7,5%iges Tris-Glycin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn
2: Zellkulturuberstand; Bahn 3: Waschfraktion; Bahn 4: Sdulendurchlauf; Bahn 5-10: Elutionsfraktionen 1-
6.A: Coomassie-Farbung. B: Immunoblot. Zur Detektion wurden anti-hulgG-AP (1:5000) und NBT/X-
Phos als Substrat eingesetzt.
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Abb. 4.4: SDS-PAGE-Analyse der Reinigung der Lymphom-Antikérper als hulgG1l-Isotyp aus
HEK293-Zellkulturiiberstand mithilfe von Ni-NTA-Sepharose.

SDS-PAGE  unter  nicht-reduzierenden  Bedingungen  (7,5%iges  Tris-Glycin-PA-Gel)  und
anschlieffende Coomassie-Farbung. Bahn 1: Marker Bahn 2: [g014-hulgG1; Bahn 3: Ig024-hulgG1; Bahn 4:
Ig044-hulgG1; Bahn 5: Ca46-hulgG1; Bahn 6: anti-EGFR-hulgG1.

Im Wesentlichen zeigten die Immunglobuline ein ihrem Molekulargewicht
entsprechendes Laufverhalten und deutete auf eine korrekte Assemblierung der
Immunglobulin-Ketten hin. Wie in Abb. 4.4 allerdings zu erkennen ist, zeigte der CLL-
Antikorper 1g024-hulgGl eine Dreifachbande im Coomassie-gefarbten SDS-

Polyacrylamid-Gel. Diese Dreifachbande war reproduzierbar und konnte durch
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Anderung der Expressionsbedingungen nicht geindert werden. Zudem zeigte der 1g024-
hulgG1l auch nach Reinigung tber Protein A (Fc-spezifisch) sowie eine k-spezifische
Matrix (Vi-spezifisch) weiterhin die Ausbildung dieser Dreifachbande. Eine
Fragmentierung des Antikorpers konnte daher weitgehend ausgeschlossen werden. Die
Identitdt der einzelnen Banden des Ig024-hulgG1l blieb zunachst fraglich und sollte

mithilfe weiterer Verfahren geklart werden.

Zusammenfassend verlief die Konvertierung der Lymphom-Antikoérper in l6sliche
Antikorper erfolgreich. Die Kultivierung der exprimierenden HEK293-Zellen sowie
anschlief3ende Reinigung des Zellkuturiiberstandes zur Gewinnung der Zielmolekiile
sind methodisch einfach und in kurzer Zeit durchfiihrbar. Die Ausbeute der gereinigten
monoklonalen Antikérper war ausreichend, um nachfolgend weitere Analysen

durchzufiihren.

4.1.3 Darstellung als humane Fab-Fragmente

Die Domanenstruktur von Antikérpern macht es maoglich, gezielt Teilstrukturen des
Proteins bei vollstindigem Erhalt der natiirlichen Konformation zu betrachten. Zur
tiefergehenden strukturellen Analyse der Paratop-Region der Antikorper sollte neben
dem Vollantikorper, eine Fc-deletierte Variante im Form eines Fab-Fragmentes
dargestellt werden. Ein Fab-Fragment setzt sich aus den Vi- und Vy-Doménen sowie den
Cr- und Cuai-Domidnen eines Antikérpers zusammen (Abb. 4.5). Durch die
Rontgenstrukturanalyse von Fab-Proteinkristallen erhdlt man sehr exakte
Informationen iiber die dreidimensionale Anordnung des Proteinmolekiils. Dariiber
hinaus werden bei einer Kokristallisation von Antikérper-Ligand-Strukturen wertvolle

Daten tiber die genauen Bindungsverhaltnisse der beiden Interaktionspartner erhalten.



76

IgG F(ab), Fab

Abb. 4.5: Schematische Darstellung verschiedener Antikérperformate.

Der IgG-Vollantikdrper sowie das bivalente F(ab),- und das monovalente Fab-Fragment sind dargestellt.
Durch die proteolytische Spaltung mit Papain werden Fab-Fragmente generiert.

Die Abbildung wurde verandert nach Krapf (2014).

Zur Darstellung der Fab-Fragmente wurden drei unterschiedliche Strategien verfolgt:
die Produktion der Antikorperfragmente durch die proteolytische Spaltung von intakten
Immunglobulinen sowie die Reklonierung der Voll-hulgG1l-Konstrukte in das Fab-
Format mit anschlief3ender prokaryotischer bzw. eukaryotischer Expression. Es galt zu
ermitteln, welche dieser drei Strategien die zielfiihrendste Methode ist und moglichst
hohe Ausbeuten des Zielproteins liefert. Fiir kristallographische Experimente sind in der
Regel sehr hohe Substanzmengen erforderlich. Im Folgenden werden die Resultate der
unterschiedlichen Strategien zur Produktion hoher Konzentrationen des Fab-

Fragmentes aufgezeigt.

4.1.3.1 Proteolytische Papain-Spaltung intakter Immunglobuline

Nach der erfolgreichen rekombinanten Klonierung der Zielantikérper konnten diese
prinzipiell in unbegrenzter Menge nachproduziert werden. Daher bot sich eine
proteolytische Spaltung intakter Immunglobuline zur Erzeugung von Fab-Fragmenten
an. Die Protease Papain trennt Aminosdure-Verbindungen in der Hinge-Region des
Antikorpers auf. Durch diese Papain-Spaltung werden monovalente Fab-Fragmente

erhalten.

Um die Praktikabilitit dieser Papain-Spaltung zur Herstellung hoher Fab-

Konzentrationen zu liberpriifen, wurde exemplarisch ein Milligramm des [g014-hulgG
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enzymatisch geschnitten. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte leicht modifiziert nach
einem Standardprotokoll wie unter 2.5.7 erlautert. Die Spaltungsreaktion wurde direkt
auf einer x-spezifischen Matrix durchgefiihrt, um die Auftrennung in Fab- und Fc-
Fragmente zu unterstiitzen. Das Ig014-hulgG1-Papain-Gemisch wurde fiir mindestens 4
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschliefiend erfolgten mehrere Waschschritte um die
abgespaltenen Antikérperfragmente zu entfernen und schlief3lich die Elution des
Produktes von der k-Matrix mithilfe von Glycin-HCL (0.1 M Glycin, pH 3). Die
Spaltungsreaktion wurde mittels SDS-PAGE und nachfolgender Detektion der
Proteinfragmente durch eine Coomassie-Farbung des Gels sowie Immunoblot iiberpriift.
In Abb. 4.6 sind die Ergebnisse der Papain-Spaltung von einem Milligramm Ig014-
hulgG1 bei einer Inkubation von 4h bei 37°C und in Abb. 4.7 bei einer Inkubation von 6h

bei 37°C dargestellt.
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Abb.4.6: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriiffung der Fab-Abspaltung von
Ig014-hulgG1 (4 h Spaltung).

Die Fab-Abspaltung erfolgte fiir 4 h bei 37°C. SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen
(7,5%iges Tris-Glycin-PA-Gel). Bahn 1: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder; Bahn 2:
Waschfraktion; Bahn 3 - 13: Elutionsfraktionen 1-11.

A: Coomassie-Firbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurde der Antikérper anti-huLC-kappa-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als
Substrat eingesetzt.
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Abb.4.7: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriiffung der Fab-Abspaltung von
Ig014-hulgG1 (6 h Spaltung).

Die Fab-Abspaltung erfolgte fiir 6 h bei 37°C. SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen
(7,5%iges Tris-Glycin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn 2: Waschfraktion; Bahn 3 - 9:Elutionsfraktionen 1-7.
A: Coomassie-Firbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurden der Antikdrper anti-huLC-kappa-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als
Substrat eingesetzt.

Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass die Elutionsfraktionen neben dem Zielprotein 1g014-
hulgG1l-Fab weiterhin unterschiedliche Fragment des Ig014-hulgGs sowie den
Volllangen-Antikorper enthielten. Dabei konnte der Anteil an dem Vollantikérper durch
eine Verlangerung der Spaltungsreaktion um 2 Stunden deutlich reduziert werden. Um
das Fab-Fragment in hoherem Reinheitsgrad zu erhalten wurde an die k-spezifische
Reinigung eine Fc-spezifische-Reinigung unter Verwendung von Protein A
angeschlossen. Dieses Protein, das urspriinglich aus der Zellwand des Bakteriums
Staphylococcus aureus stammt, besitzt eine hohe Affinitdt zur Fc-Region von humanem
I[gGl. Zur Entfernung der Fc-haltigen Antikérperfragmente wurden zwei
aufeinanderfolgende Protein A-Reinigungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der SDS-
PAGE-Analyse der Protein A-Reinigung der Ig014-Fab-Proben (Spaltungsreaktion 4 h)
sind in Abb. 4.8 dargestellt.
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Abb. 4.8: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriifung der Fab-Reinigung mittels Protein
A.

Protein A-Reinigung der Ig014-Fab-Fragmente der Spaltungsreaktion von 4 h. SDS-PAGE unter nicht-
reduzierenden Bedingungen (7,5%iges Tris-Glycin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn 2: Fab-Probe vor der
Reinigung, Bahn 3: Fab-Probe (Durchlauf), Bahn 4-9: Elutionsfraktionen 1-6.

A: Coomassie-Firbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurden der Antikdrper anti-huLC-kappa-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als
Substrat eingesetzt.

C: Immunoblot. Zur Detektion wurden der Antikérper anti-huFc-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als
Substrat eingesetzt.

Durch die Protein A-Reinigung konnten die Fc-haltigen Antikorperfragmente deutlich
reduziert werden. Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass die Fab-Fraktion nach der Protein
A-Reinigung lediglich in geringer Konzentration unterschiedliche Spaltungsprodukte
enthielt. Die [g014-Fab-haltigen Proben wurden vereint und gegen PBS (pH 7,4)
dialysiert. In Abb. 4.9 die SDS-PAGE-Analyse der finalen Probe dargestellt.
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Abb. 4.9: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriifung der Fab-Darstellung.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (7,5%iges Tris-Glycin-PA-Gel). Bahn 1: PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder; Bahn 2: 1g014-Fab.

A: Coomassie-Firbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurde der Antikérper anti-huLC-kappa-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als
Substrat eingesetzt.

Die erfolgreiche Darstellung des Ig014-Fab-Fragmentes durch die proteolytische
Papain-Spaltung konnte gezeigt werden. Allerdings zeigte der Antikorper eine starke
Fragmentierung wodurch die Ausbeute an Fab-Protein stark reduziert wurde und zum
anderen waren zusdtzliche Reinigungsschritte nédtig, um diese unspezifischen
Fragmente aus der Probe zu entfernen. Um diese Problematik zu umgehen, wurden die

Antikorper als Fab-Fragmente kloniert.

4.1.3.1 Prokaryotische Expression der Fab-Fragmente

Generell ist die prokaryotische Expression in E. coli-Zellen eine technisch einfache,
glinstige und haufig zielflihrende Methode zur Darstellung einfacher Proteinstrukturen.
Sie eignet sich hingegen nicht fiir eine Erzeugung von komplexeren Proteinen, die fir
ihre Funktion und Struktur posttranslationale Proteinmodifikation bendtigen. Inwiefern
sich die prokaryotische Expression zur Darstellung der humanen Fab-Proteine eignet,
sollte ermittelt werden. Dabei wurde zur Generierung des Fab-Fragmentes auf ein
spezielles Fusionsklonierungssystem zuriick gegriffen (s. 2.1.13). Bei diesem System
waren drei drei Klonierungsschritte notwenig, um die Vy- und Vi-Sequenzen in den
finalen E. coli-Expressionsvektor pASG-IBA-44 einzubringen. Eine schematische

Darstellung der Expressionskassette des Fab-Fragments ist in Abb. 4.10 gezeigt.
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Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Expressionskassette des Phl p 5a-spezifischen hulgG1-
Fab-Fragmentes im Vektor pASG-IBA-44.

OmpA- und PhoA-Signalsequenzen: blau hinterlegt; Streptavidin-II- und Hexahistidin-Tag: lila hinterlegt;
MBP: lila hinterlegt; Vu- und Vi-Domdane: grau hinterlegt; CHi- und C.-Doménen: griin hinterlegt. Zudem
sind die, bei der Klonierung in den Vektor pASG-IBA-44 verwendeten Schnittstellen und die intergenische
Region markiert.

Die erfolgreiche Klonierung des Phl p 5a-spezifischen hulgG1-Fab-Konstruktes konnte
durch Sequenzierung verifiziert werden. Zur Expression des Phl p 5a-spezifischen
hulgG1-Fab-Fragmentes wurden kodonoptimierte BL21-Zellen verwendet. Die
Expression des Fab-Fragmentes erfolgte in zwei Expressionsansitzen tiber Nacht bei
30 °C und 37 °C. Die C-terminale Fusion des His-Tags ermoglichte die Reinigung des Fab-
Fragmentes unter Verwendung einer Ni-NTA-Matrix. Der periplasmatische Extrakt
sowie der Gesamtzellextrakt der Expressionsansdtze wurde prapariert, das Fab-
Fragment mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie gereinigt und die Fraktionen
mittels SDS-PAGE analysiert. Die Abb 4.11 zeigt reprasentativ fiir jeden Ansatz zwei

Elutionsfraktionen.

1
144 KDA——>

66 KDA——> anti-Phl p 5a

-hulgG1-Fab
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Abb. 4.11: SDS-PAGE-Analyse der Reinigung des Phl p 5a-spezifischen hulgG1-Fab-Fragmentes aus
dem periplasmatischen und Gesamtzellextrakt.

SDS-PAGE  unter  nicht-reduzierenden = Bedingungen (10%iges  Tris-Tricin-PA-Gel) und
anschlieffende Coomassie-Farbung. Bahn 1: Marker; Bahn 2-3: Elutionsfraktionen, periplasmatischer
Extrakt, Expression bei 30 °C; Bahn 4-5: Elutionsfraktionen, Gesamtzellextrakt, Expression bei 30 °C; Bahn
6-7: Elutionsfraktionen, periplasmatischer Extrakt, Expression bei 37 °C; Bahn 8-9: Elutionsfraktionen,
Gesamtzellextrakt, Expression bei 37 °C.
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Die erfolgreiche Expression des Phl p 5a-spezifischen hulgG1-Fab-Fragmentes konnte
mittels SDS-PAGE-Analyse nachgewiesen werden. Es wurden Banden der
erwartetenLaufh6he von etwa 52kDa in den Fraktionen der Reinigung des
Gesamtzellextraktes detektiert. Die Elutionsfraktionen wiesen allerdings eine hohe
Verunreinigung mit unspezifisch gebundenem Protein auf. In den Proteinfraktionen des
periplasmatischen Extraktes konnte keine Anreicherung des Phlp 5a-spezifischen
hulgG1-Fab-Fragmentes beobachtet werden. Zur Uberpriifung der Reaktivitit des anti-
Phl p 5a-hulgG1-Fab-Konstruktes mit MBP-Phlp5a wurde eine ELISA-Analyse
durchgefiihrt. Dazu wurden die Elutionsfraktionen vereint und gegen PBS (pH 7,4)
dialysiert. Die Detektion erfolgte mit den Antikorpern goat-anti-hulgG und anti-goat-
IgG-AP (Abb. 4.12).
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= 15 anti-Phl p5a-
S 10 hulgA2AC1
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p 5a

Abb. 4.12: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit des Phlp
5a-spezifischen hulgG1-Fab-Fragmentes.

Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit MBP-Phl p 5a sowie als Negativkontrolle
mit MBP-DAF und Blockierung mit 4% BSA folgte eine Inkubation mit
anti-Phl p 5a-hulgG1-Fab sowie als Positivkontrolle mit anti-Phl p 5a-hulgA2AC: (5 ug/ml). Die Detektion
erfolgte durch Inkubation mit anti-hulgG (1:2000) und anti-goat-AP-Konjugat in 4% BSA und pNPP als
Substrat bei 405 nm.

Die ELISA-Analyse bestatigte die erfolgreiche Darstellung des Fab-Fragmentes und
dariiber hinaus die Reaktivitit mit dem spezifischen Antigen. Dies zeigt die generelle
Durchfiithrbarkeit einer prokaryotischen Expression von funktionellen humanen Fab-
Fragmenten. Es handelt sich folglich um ein vielversprechendes Verfahren zur
Erzeugung von Fab-Molekiilen, das allerdings einer weiteren Optimierung hinsichtlich

der Ausbeute bedarf.
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4.1.3.2 Eukaryotische Expression der Fab-Fragmente

Als dritte Strategie wurde die Expression in eukaryotischen Zellen gewdahlt, da dieses
System der natiirlichen Antikérper-Produktion am meisten dhnelt und daher woméglich
die besten Expressionsraten liefert. In der Literatur wurde insbesondere von einer
hohen Fab-Ausbeute bei der Verwendung von Insektenzellen berichtet (Furuta, Ogawa,
Katsuda, Fujii, & Yamaji, 2010; Furuta, Ogawa, & Yamaji, 2012). Hierbei handelt es sich
um ein viral-basiertes System, wodurch die hohe Syntheserate begriindet sein kdnnte.
Es wurde eine Expression des Zielmolekiils in Sf9-Zellen, einer immortalisierten Zelllinie
aus den Ovarzellen der Mottenart Spodoptera frugiperda, durchgefiihrt. Sf9-Zellen

werden effizient mit Baculoviren infiziert werden.

Zur Klonierung des Fab-Fragmentes wurde der Vektor pFastBac™ Dual Expression
Vector verwendet. Dieser Vektor verfligt iiber zwei starke Promotoren fiir eine hohe
Expression der beiden Fab-Proteinketten. Zur Expression des Ig014-huFabs wurden die
zuvor kultivierten Sf9-Suspensionszellen mit dem virushaltigen Zellstock versetzt. Es
wurde ein Expressionsvolumen von 3000 ml gewahlt. Nach 72 Stunden Inkubation bei
27°C im Schittler wurde der Zellkulturiiberstand gewonnen und das Gesamtvolumen
der Expression mittels Cross-Flow-Filtration auf 600 ml reduziert. Anschlief}end wurde
die Reinigung des Ig014-Fab-Fragmentes mittels Nickel-Affinitdtschromatographie
durchgefiihrt. Die gereinigten Fraktionen wurden anschlieféend mittels SDS-PAGE-
Analyse tiberpriift, wobei jede zweite Fraktion aufgetragen wurde. Die Ergebnisse dieser

Analyse sind in Abb. 4.13 dargestellt.
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Abb. 4.13: SDS-PAGE-Analyse und Inmunoblot zur Uberpriifung der Fab-Expression in Sf9-Zellen.
Ni-NTA-Reinigung der Ig014-Fab-Fragmente aus einem 3000 ml Expressionsvolumen. SDS-PAGE unter
nicht-reduzierenden Bedingungen (7,5%iges Tris-Glycin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn 2-9: exemplarisch
aufgetragene Elutionsfraktionen.

A: Coomassie-Firbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurden der Antikdrper anti-huLC-kappa-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als
Substrat eingesetzt.

Es zeigte sich eine erstaunlich hohe Expression des Ig014-Fab-Fragmentes. Zudem
wiesen die gereinigten Fraktionen bereits nach einer Einschritt-Reinigung ein hohes
Mafi an Reinheit auf. Die Ig014-Fab-Bande ist bei der erwarteten Fragmentgrofde von ca.
52 kDa deutlich zu erkennen. Die gereinigten Fraktionen wurden vereint und einer
Konzentrationsbestimmung unterzogen. Durch die Insektenzellexpression und
nachfolgende Affinitidtschromatographische Reinigung konnten etwa 12 mg Ig014-Fab

bei einem Expressionsvolumen von 3000 ml erfolgreich dargestellt werden.

Zur Uberpriifung der Reaktivitit des Ig014-huFabs wurde eine ELISA-Analyse
durchgefiihrt. Dazu wurde das Antigen, ein spezifisch selektiertes Ig014-Mimotop, auf
der Polysytroloberfliche einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem Ig014-huFab und nach mehreren Waschschritten die Detektion

gebundener Fab-Fragmente mittels goat-anti-hulgG und anti-goat-AP-Konjugat.
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Abb. 4.14: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit des Ig014-
hulgG1-Fab-Fragmentes.

Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit Ig014-MBP-Mimotop (100 ug/ml) sowie
als Negativkontrolle mit 1g024-MBP-Mimotop und Blockierung mit 4% BSA folgte eine Inkubation mit
Ig014-hulgG1-Fab sowie als Positivkontrolle mit Ig014-hulgG1 (5 ug/ml). Die Detektion erfolgte durch
Inkubation mit anti-hulgG (1:2000) und anti-goat-AP-Konjugat in 4% BSA und pNPP als Substrat bei
405 nm.

Die ELISA-Analyse zeigte, dass eine Reaktivitiat des Ig014-hulgG1-Fabs nachgewiesen
werden konnte. Auf diese Weise wurde erstmalig gezeigt, dass die Expression in Sf9-
Zellen ein hochst attraktives Verfahren zur Darstellung funktionaler humaner
Rezeptoren ist. Weiterhin stellte sich die Strategie als optimal zur Darstellung der Fab-
Fragmente heraus: die Ausbeute an Zielprotein war hoch, die Expressionszeit mit 72 h
kurz und die nachfolgenden Reinigungsschritte waren methodisch einfach. Bei der
Expression in Sf9-Zellen gentigte bereits eine Einschritt-Reinigung iiber eine Ni-NTA-
Matrix, um hohe Konzentrationen reiner Proteinlésungen zu gewinnen. Zudem wurde
die Funktionalitit durch die ELISA-Analyse klar bestdtigt. Da das zugrundeliegende
Vektorkonstrukt nun vorlag, konnte nachfolgend mit einfachen Klonierungsschritten
eine Konvertierung der weiteren Lymphom-Antikérper in das Fab-Format erfolgen. Dies
wurde durchgefiihrt und vergleichbare Resultate erzielt. Die Fab-Proteine werden

derzeit u.a. Kristallisationsprozessen unterzogen (s. S. 112, Abschnitt 4.2.5.).

4.1.4 Darstellung als membrangebundene IgM

Fir Interaktionsanalysen von B-Zell-Rezptoren sind neben den zugrundeliegenden

Strukturen und Wechselwirkungen vor allem auch die Effekte der Interaktion in der
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Zelle interessant. Um intrazellulare Prozesse mittels Durchflusszytometrie durch
Calcium-Flussmessungen studieren zu konnen, wurde die hulgG1l-Antikérperkette des
Expressionsvektors pBudCE4.1 in den Isotyp IgM konvertiert. Eine schematische
Darstellung des membrangebundenen IgM sowie der kodierende Expressionsvektor ist

in Abb. 4. 15 illustiert.
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Abb. 4.15: Schematische Darstellung der Reklonierung von IgM.

A: Der Expressionsvektor pBudCE4.1 zur Produktion des IgM ist dargestellt. Die IgM-Sequenz mit Sequenz
fiir die Transmembrandoméane (TM) wurde insertiert.

B: Schematische Darstellung des membranverankerten IgM auf der Oberfldche einer B-Zelle.

Zur Generierung der IgM-Sequenz mit Transmembrandomdne wurde eine reverse
Transkription humaner RNA aus peripheren Lymphozyten mit IgM-spezifischen
Oligonukleotiden durchgefiihrt. Das Amplifikat der PCR mit Schnittstellen-einfiigenden
Oligonukleotiden wurde in den Zielvektor Ig014-hulgGl-pBudCE4.1 insertiert.
Anschliefend wurde mit dem so entstandenen Vektor [g014-hulgM-pBudCE4.1 eine
Sequenzierung durchgefiihrt und so die erfolgreiche Klonierung verifiziert. Mit diesem

Vektorkonstrukt erfolgte eine Transfektion von HEK293-Zellen.

Zur Analyse der transfizierten HEK293-Zellen wurde eine FACS-Analyse (FACS,
fluorescence activated cell sorting) durchgefiihrt. Dafiir erfolgte zundchst eine
Testmessung zur Uberpriifung der Funktionalitit der Detektionsantikérper. Es wurden

humane PBMCs aus dem Vollblut isoliert und anschliefend in Einzel- und
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Doppelfarbungen sowohl der membrangebundene IgM als auch der B-Zell-Marker CD19
mit spezifischen und fluoreszenzmarkierten Antikérpern markiert. Dabei wurden als
Negativkontrolle jeweils die ungefarbten Zellen analysiert. Die Ergebnisse der FACS-

Analyse der isolierten PBMCs sind in Abb. 4.16 gezeigt.
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Abb. 4.16: Analyse IgM-exprimierender B-Zellen humaner PBMCs aus dem Vollblut.

Analyse der PBMCs aus dem Vollblut mithilfe einer Durchflusszytometrie. Die Messung erfolgte mittels
des Gerates FACSAria™ I1I.

A: Einzelfarbung der PBMCs mithilfe von mouse anti-huCD19-1gG1-APC.

B: Einzelfarbung der PBMCs mithilfe von goat anti-IgM-1gG1-FITC.

C: Doppelfarbung der PBMCs mithilfe von mouse anti-huCD19-1gG1-APC und goat anti-IgM-1gG1-FITC.

D: Negativkontrolle mit ungefarbten PBMCs.

In der Abb. 4.16 sind die Ergebnisse der FACS-Analyse der isolierten PBMCs aus dem
Vollblut gezeigt. Im Quadranten Q3 sind jeweils die ungefarbten Zellen zu sehen, welche
also weder IgM- noch CD19-Molekiile auf ihrer Zelloberfliche prasentieren. Im
Quandranten Q4 sind die APC-markierten CD19-positiven und im Quandranten Q1 die
FITC-gefarbten IgM-positiven Zellen zu erkennen. Im Quadranten Q2 sind die doppelt
positiven IgM*CD19+-B-Zellen der PBMCs dargestellt. Der Anteil CD19-positiver Zellen
betrug 7% der Gesamt-PBMCs. Dieser Wert stimmt mit den Literaturdaten von 7-23%
gut tiberein (Reichert et al, 1991). Nachdem die Funktionalitit der gewahlten

Detektionsantikorper bestatigt wurde, erfolgte eine Analyse sowie Cell-Sorting der IgM-
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transifizierten HEK293-Zellen. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 4.17

dargestellt.
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Abb. 4.17: Analyse IgM-exprimierender HEK293-Zellen.

Analyse der stabilen transfizierten HEK-293-Zellen mithilfe einer Durchflusszytometrie. Die Messung
erfolgte mittels des Gerdtes FACSAria™ [II.

A: HEK293-Zellen ungefarbt.

B: Einzelfarbung der PBMCs mithilfe von goat anti-IgM-1gG1-FITC.

Mithilfe der FACS-Analyse konnten IgM-positive HEK293-Zellen identifiziert werden.
Diese Zellen wurden mithilfe der Cell-Sorting-Funktion des FACSAria™ III-Gerates unter
sterilen Bedingungen isoliert und anschliefiend kultiviert. Abschlief3end erfolgte eine
FACS-Analyse dieser Zellen unter Verwendung des FACSCalibur™-Gerates. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 4.18 gezeigt. Im Vergleich zur Positivkontrolle,
den IgM-prasentierenden RAMOS-Zellen (Burkitt Lymphom-Zellen), in Abb. 4.18, konnte
fir die isolierten und transfizierten HEK293-Zellen lediglich ein sehr basales positives
Signal gemessen werden (Abb.4.18). Die isolierten schienen IgM nicht auf ihrer
Zelloberfliche zu exprimieren. Eine Erkldrung hierfiir kénnte der Vorgang der
Zellsortierung sein, da hier starke Krafte auf die Zellen einwirken, die moglicherweise
die Vitalitdit der Zellen beeinflussen. Zudem sollte eine Kotransfektion mit der
assoziierten Igo/Igp-Domane erfolgen, um die IgM-Verankerung in der Membran zu

fordern.
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Abb. 4.18: Analyse isolierter IgM-exprimierender HEK293-Zellen.

Die isolierten und weiterkultivierten IgM-positiven HEK293-Zellen wurden mithilfe einer
Durchflusszytometrie analysiert. Die Farbung wurde mithilfe von goat anti-IgM-IgG1-FITC durchgefiihrt.
Die Messung erfolgte mittels des Geradtes FACSCalibur™,

A: IgM-positive RAMOS-Zelllinie als Kontrolle.

B: HEK293-Zellen.

4.1.5 Generierung von Affinititsmatrices zur spezifischen Reinigung

Flr die Untersuchung von Protein-Kristallen mittels Rontgenbeugung sind Einkristalle
hoher Qualitdt und Reinheit erforderlich. Zur Reinigung von Zielproteinen wird haufig
eine  Metallchelat-Affinitatschromatographie =~ (immobilized = metallion  affinity
chromatography, IMAC) durchgefiihrt. Dabei wird eine Interaktion von zweiwertigen
Metallionen wie Co?*, Ni?*, Zn?* oder Cu?* mit kiinstlich angefiigten Histidin-reichen
Proteinmotiven genutzt, um selektiv Proteine an die Matrix zu binden. Zur Bindung an
immobilisierte Metallionen tragen allerdings alle in Polypeptiden vorhandenen
Elektronendonoren bei; insbesondere die Seitenkette von Histidin, aber auch andere
basische und saure Aminosdauren wie Arginin, Aspartat und Glutamat, sowie die
Phosphatgruppe an der Seitenkette phosphorylierter Aminosduren. Die Selektivitit der
IMAC ist daher in Bezug auf die gewiinschte Reinheit des rekombinanten Antikérpers
problematisch. Zur Illustration dieser Problematik sind in Abb. 4.19 die Ergebnisse der
Reinigung von [g024-hulgG1l mittels IMAC dargestellt. Die C-terminale Fusion eines
Tetrahistidin-Tags ermdoglichte die Reinigung des Antikorpers aus Zellkulturiiberstand
mit Hilfe einer Ni-NTA-Matrix. Die Elution des Antikérpers erfolgte durch einen
Imidazol-Gradienten. Die Reinigung wurde mittels SDS-PAGE und nachfolgender
Coomassie-Farbung sowie im Immunoblot tiberpriift. Die Detektion wurde dabei mit

anti-hulgG-AP durchgefiihrt.
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Abb.4.19: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriifung der Reinigung von
1g024-hulgG1.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn
2: Gesamtzelllysat, l6slich; Bahn 3: Durchlauf; Bahn 4: Waschfraktion; Bahn 5: Elution mit 15 mM
Imidazol, Bahn 6: Elution mit 20 mM Imidazol, Bahn 7: Elution mit 25 mM Imidazol, Bahn 8-10: Elution
mit 250 mM Imidazol.

A: Coomassie-Farbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurden anti-hulgG-AP (1:5000) und NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.

Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass die Elutionsfraktionen mit BSA verunreinigt waren.

Ein primédres Ziel meiner Arbeit war die Darstellung hoher Mengen der Protein-
Interaktionspartner fiir eine Rontgenstrukturanalyse. Um den dafiir benétigten hohen
Reinheitsgrad der Zielproteine gewahrleisten zu koénnen, sollte eine geeignete
Reinigungsstratgie etabliert werden. Hierbei wurde die hochspezifische Antigen-
Antikorper-Bindung fiir eine Immuno-Affinititschromatographie der Zielproteine
genutzt. Bei diesem Trennverfahren werden Antigen oder Antikorper an einer
geeigneten Matrix immobilisiert und zur Reinigung des komplementdren

Bindungspartners genutzt.

Zur Etablierung der Methode wurde exemplarisch eine Reinigung eines Antikorpers

(anti-Phl p 5-IgE) sowie eines Antigens (SEGFR) angestrebt.

Zur Immobilisierung der Interaktionspartner anti-EGFR-scFv bzw. Phl p 5a wurde die

hohe Affinitit der Chitin-Bindedomédne (CBD) zu Chitin genutzt. Dazu wurden die
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Zielsequenzen in den E. coli-Expressionsvektor pTXB1 insertiert und auf diese Weise mit
einem Intein und zwei Chitin-Bindedomanen fusioniert. Es erfolgte die Immobilisierung
der Fusionsproteine CBD-CBD-Intein-anti-EGFR-scFv und CBD-CBD-Intein-Phl p 5a an
eine Chitin-Matrix. Anschliefdend wurde die pH-Stabilitdt der Chitin-Bindung tiberpriift.
Dazu wurde der Elutionspuffer mit einem pH-Wert von zwei liber die Sdule gegeben.
Mithilfe einer SDS-PAGE-Analyse und nachfolgender Coomassie-Farbung konnte eine
pH-stabile Bindung der CBD-CBD-Fusionsproteine an die Chitin-Matrix nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Anschliefsend erfolgte die Reinigung der Zielproteine aus
Zellkulturiiberstanden. Die 16sliche Spleifdvariante des EGFRs wird von der epidermalen
Karzinomzelllinie A431 exprimiert. Um zu ermitteln, bei welchem pH-Wert eine
Dissoziation des zu reinigenden Proteins erreicht wird, erfolgte die Elution unter
sukzessiver Zugabe des Elutionspuffers mit einem pH-Gradienten von pH 5 bis pH 2. Die
Elutionsfraktionen wurden anhand einer SDS-PAGE und nachfolgender Coomassie-

Farbung sowie im Immunoblot analysiert (Abb. 4.20 und 4.21).

1 23 45 6 78910 11 12 1314

/

; <«—anti-Phl p 5a-

hulgE
1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
B anti-Phl p 5a-
. hulgE
170 kDA—>
130 kDA—>

Abb. 4.20: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriifung der Reinigung von anti-Phl p 5a-
hulgkE.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn 2:
Gesamtzelllysat, 16slich; Bahn 3: Durchlauf; Bahn 4: Waschfraktion; Bahn 5: Chitin-Matrix vor Elution,
Bahn 6-7: Elution bei pH 5,0; Bahn 8: Elution bei pH 4,5; Bahn 9-10: Elution bei pH 4,0; Bahn 11: Elution
bei pH 3,5; Bahn 12: Elution bei pH 2,5; Bahn 13: Elution bei pH 2; Bahn 14: Chitin-Matrix nach der
Elution. A: Coomassie-Firbung. B: Immunoblot. Zur Detektion wurden anti-hulgE-AP-Konjugat
(1:2000) und NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.
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Abb. 4.21: SDS-PAGE-Analyse und Inmunoblot zur Uberpriifung der Reinigung von sEGFR.
SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel).

A: Coomassie-Farbung. Bahn 1: Marker; Bahn 2: Elution bei pH 4,0; Bahn 3: Elution bei pH 3,0; Bahn 4-9:
Elution bei pH 2,5.

B: Immunoblot. Bahn 1: Marker; Bahn 2: vereinte sEGFR-Probe unverdiinnt; Bahn 3: vereinte sEGFR-
Probe 1:10 verdiinnt. Zur Detektion wurden anti-EGFR-hulgG und anti-hulgG-AP-Konjugat (1:5000) sowie
NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.

Die erfolgreiche Reinigung von sEGFR sowie anti-Phl p 5a-hulgE konnte mittels SDS-
PAGE-Analyse und im Immunoblot nachgewiesen werden. Die Elution des Antikérpers
erfolgte bei einem pH-Wert von 3,5. Fiir das Antigen sEGFR wurde eine Elution bei
einem pH-Wert von 2,5 ermittelt. Zur Neutralisation der Elutionsfraktionen wurde Tris-
Puffer (1 M; pH 7,5) in den Auffanggefafden vorgelegt. Die unscharfe Abgrenzung der
sEGFR-Banden ist auf die intensive Rezeptor-Glykosylierung zurtickzufiihren. Zur
Uberpriifung der Reaktivitit der gereinigten Zielmolekiile wurde eine ELISA-Analyse
B MBP-Phl p 5a

durchgefiihrt (Abb. 4.22).
| | | | | DMEM/FKS
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Abb. 4.22: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit von anti-
Phl p 5a-hulgE nach der Reinigung.
Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit MBP-Phlp 5a und Blockierung mit
10%DMEM/FKS folgte eine Inkubation mit den 10 Elutionsfraktionen der Reinigung von anti-Phl p 5a-
hulgE. Die Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-hulgE-AP-Konjugat (1:2000) in 10% DMEM/FKS
und pNPP als Substrat bei 405 nm.
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Die Ergebnisse in Abb. 4.22 zeigen, dass der Phl p 5-spezifische IgE Reaktivitit mit

seinem Antigen aufwies; analoge Ergebnisse wurden fiir das Antigen sEGFR erhalten
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(Daten nicht gezeigt). Die gereinigten Fraktionen wurden vereint und gegen PBS
(pH 7,4) dialysiert und standen fiir weitere Analysen zur Verfligung. Zusammenfassend
handelt es sich bei der hier dargestellten Strategie um eine elegante und effiziente
Methode zur Darstellung von Affinitdtsmatrices, die gute Reinigungs-Ergebnisse liefern.
Ist folglich das Antigen bekannt, kann mit diesem Verfahren eine hochspezifische

Alternative zu den gangigen Reinigungsverfahren ausgeschopft werden.

4.2 Interaktionsanalysen der Antikorperkonstrukte

4.2.1 Selektion und Analyse von Mimotopen

Nach erfolgreicher Darstellung und Reinigung der Lymphom-Antikérper konnten diese
fir weitere Untersuchungen verwendet werden. Eine zielfiihrende Methode zur
Identifikation von Epitopen ist die Selektion von Phagen-Peptid-Bibliotheken (Huang,
He, & Zhou, 2014). Auf diese Weise werden Mimotope identifiziert. Hierbei handelt es
sich um Peptidsequenzen, welche die Konformation des Epitops imitieren und dadurch
einen Riickschluss auf das natiirliche Epitop des untersuchten Antikorpers zulassen. Bei
der Phage Display-Methode wird ein Peptid in Fusion mit einem Kapsidprotein des
Bakteriophagen exprimiert. Dieses fusionierte Peptid wird folglich auf der Oberflache
des Phagens prasentiert und ist fiir Antikérper-Interaktionen gut zuganglich (s. Abb.
4.23). Die DNA, die fiir das Fusionspeptid kodiert, bleibt als Teil des viralen Genoms im
Innern des Virions. Bei der Phage Display-Methode handelt sich um eine elegante
Methode bei welcher der Phanotyp des Bakteriophagen mit dem Genotyp verkniipft ist.
Die Sequenzierung selektierter Phagen ermdoglicht die Identifizierung der bindenden

Peptidsequenz.
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Abb. 4.23: Schematische Darstellung des M13 Bakteriophagen und der Phagenbibliothek.

A: Aufbau des M13 Bakteriophagen.

B: Durch die Fusion des plll-Phagenhiillproteins mit Peptidsequenzen werden diese auf der Oberflache
des Bakteriophagen prasentiert und sind fiir Interaktionen zugénglich. Die Diversitidt der verwendeten
Phagen-Peptid-Bibliothek betrug mehr als 10° Phagenklone. Die Abbildung wurde verdandert nach Krapf
(2014).

Die in dieser Arbeit verwendete Phagen-Peptid-Bank Ph.D.™ 12 Phage Display Peptid
Library bestand aus einem Phagenkollektiv, welches auf seiner Oberflache Peptide mit
randomisierter 12er-Aminosauresequenz exprimierte. Die Ausgangsbibliothek umfasste
mehr als 10° verschiedene Phagenklone. Mit dieser Phagen-Peptid-Bibliothek wurde
eine in vitro-Selektion gegen die immobilisierten Lymphom-Antikérper durchgefiihrt.
Dabei wurden die Antikorper in einer Konzentration von 100 ug/ml auf der
Polystyroloberflache einer Mikrotiterplatte immobilisert. Es folgte eine Inkubation mit
den Peptid-tragenden Phagen. Anschliefend wurden nicht-gebundene Phagen durch
stringente Waschschritte entfernt und spezifische Binder durch pH-Erniedrigung
eluiert. Die eluierten Phagen wurden in Wirtsbakterien amplifiziert. Auf diese Weise
werden die bindenden Phagen nach jeder Selektionsrunde angereichert und kénnen
einer erneuten Selektion unterzogen werden. Bei der Durchfiihrung der Phagen-
Selektion wurden die besten Resultate durch drei Positiv-Selektionsrunden auf dem
Zielantikorper sowie einer Negativ-Selektionsrunde auf einer Isotyp-Kontrolle erhalten.

Flr die Negativkontrolle wurde poly-human IgG eingesetzt (Intratect®).

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Mimotop-Selektion unter Verwendung des 1g014-
hulgG1 dargestellt. Eine erfolgreiche Anreicherung spezifischer Peptid-Phagen konnte
mittels eines polyklonalen Phagen-ELISA gezeigt werden. Die Ergebnisse in Abb. 4.24
zeigten einen deutlichen Anstieg [g014-hulgG1-bindender Phagen bis zur finalen vierten

Selektionsrunde. Anschlieflend wurden einzelne Phagenklone der vierten



95

Selektionsrunde isoliert, amplifiziert und mittels einer ELISA-Analyse auf ihre 1g014-
hulgG1-Spezifitat tiberpriift. In Abb. 4.25 sind die Daten der Analyse 20 monoklonaler
Phagen der Ig014-hulgG1-Peptid-Selektion dargestellt.
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Abb. 4.24: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung polyklonaler Phagen der
Ph.D.™ 12 Phage Display Peptid Library nach Selektion gegen Ig014-hulgG1.

Die Vertiefungen einer Mikrotiter-Platte wurden iiber Nacht mit I[g014-hulgG1 (100 ug/ml; blau und rot
markiert) sowie als Negativkontrolle mit Intratect® (poly-human-IgG 100 ug/ml; violett markiert) bzw.
Blockierungspuffer (0,1 M NaHCO (pH 8,6), 5 mg/ml BSA ; griin markiert) beschichtet. Nach Blockierung
mit 0,1 M NaHCO (pH 8,6), 5 mg/ml BSA folgte die Inkubation mit den unterschiedlichen Phagen-Pools
der Selektionsrunden 1.-4. in Tween-TBS. Die Detektion erfolgte mittels anti-M13-HRP (1:5000), ABTS
und Wasserstoffperoxid als Substratlosung. Eine Kontrolle ohne Phagen-Pool (rot markiert) wurde
ebenfalls mitbearbetet. Die Farbentwicklung wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm vermessen.
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Abb. 4.25: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung monoklonaler Phagen der
Ph.D.™ 12 Phage Display Peptid Library nach Selektion gegen Ig014-hulgG1.

Die Vertiefungen einer Mikrotiter-Platte wurden tiber Nacht mit Ig014-hulgG1 (50 ug/ml; blau markiert)
sowie als Negativkontrolle mit Intratect® (poly-human-IgG 50 ug/ml; grin markiert) bzw.
Blockierungspuffer (0,1 M NaHCO (pH 8,6), 5 mg/ml BSA ; rot markiert) beschichtet. Nach Blockierung
mit 0,1 M NaHCO (pH 8,6), 5 mg/ml BSA folgte die Inkubation mit den monoklonalen Phagen-Klonen #01-
20 in Tween-TBS. Die Detektion erfolgte mittels anti-M13-HRP (1:5000), ABTS und Wasserstoffperoxid
als Substratlosung. Die Farbentwicklung wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm vermessen.
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Die Daten in Abb. 4.25 zeigen, dass 19 der 20 untersuchten Phagen-Klone ein positives
Reaktivitatssignal mit dem Zielprotein I1g014-hulgGl zeigten. Die Ig014-hulgG1-
reaktiven Phagen-Klone wurden einer Sequenzanalyse unterzogen. Die Tabelle 4.4 zeigt

die erhaltenen 12er-Peptid-Sequenzen der sequenzierten Phagen-Klone.

Tabelle 4.4: Aminosiduresequenzen der selektierten 12er-Peptide mit Spezifitat fiir Ig014-hulgG1.
Aminosduren, die in allen Phagen-Klonen identisch sind, wurden gelb hinterlegt; saure
Aminosiuren sind rot und basische Aminosduren sind blau markiert.

Anzahl der Phagen-Klone Aminosiuresequenz
6 DGRYRVDRDRQH
3 SGRYRVDRDROH
4 DWRSRVDRDRQH
3 DWSSWVYRDPQT
3 DWSSGVYRDPOQS
Konsensussequenz DGRSRVDRDRQH

Das Sequenzalignment der erhaltenen Aminosdauresequenz-Daten zeigte einen hohen
Grad an Ubereinstimmung fiir definierte Aminosiurepositionen. Es wurde eine eine
Datenbankanalyse mithilfe von BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) durchgefiihrt,
um mogliche natiirliche Liganden zu identifizieren. Auf diese Weise konnte ein
Sequenzmotiv ermittelt werden, das eine exakte Ubereinstimmung zu einer Sequenz der
3-Kette des T-Zell-Rezeptors (Sequenz: DRDRQH) aufweist. Fiir den Ig014-hulgG1
wurde bereits eine Interaktion mit Vimentin, einem Typ-3-Intermediarfilament, gezeigt
(Binder et al, 2010). Es konnte allerdings keine Sequenziibereinstimmung der

identifizierten Peptidsequenz zu Vimentin gefunden werden.

In analoger Weise wurde eine Peptidselektion fiir den 1g024-, Ca46- und anti-EGFR-
hulgG1 durchgefiihrt (Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Trepel). Dabei
konnte fiir den [g024-hulgGl die Konsensuspeptidsequenz YLPWW identifiziert
werden, die eine exakte Sequenziibereinstimmung zu dem GLP-2-Rezeptor (Glucagon-
like peptide 2 receptor) aufweist. Fiur Ca46-hulgGl wurde die Mimotop-Sequenz
AKYNSPWLTPLL und fiir anti-EGFR-hulgG1l die Aminosduresequenz WLDYSTSPRINR
ermittelt. Fiir die beiden letztgenannten selektierten Aminosdauresequenzen ergab die
Datenbankanalyse allerdings keine hohe und eindeutige Sequenziibereinstimmung. Die
Interaktion des anti-EGFR-Antikérpers mit seinem Liganden EGFR wurde bereits

detailliert untersucht. Durch die Kokristallisation des Fab-Fragmentes mit der
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extrazellularen Domane III von EGFR konnten die Aminosauren bestimmt werden, die
entscheidend fiir die Antikorper-Ligand-Wechselwirkung sind (Schmiedel, Blaukat, Li,
Knochel, & Ferguson, 2008). Dabei wurden insbesondere vier Schliisselaminosduren des
EGFR-Molekiils fiir diese Interaktion benannt: WKKLFGTSGQKT. Vergleicht man diese
Sequenz mit der erhaltenen Peptidsequenz erkennt man eine hohe Ubereinstimmung in
den drei dieser Schliisselaminosduren. Lediglich eine positiv geladene Aminosiaure am

N-terminalen Ende der Sequenz fehlt (WLDYSTSPRINR).

4.2.2 Darstellung der Mimotope

Nach erfolgreicher Identifizierung unterschiedlicher Mimotope fiir die Lymphom-
Antikorper wurden die ermittelten Liganden zum einen als MBP-Fusionsprotein sowie
als freies Peptid iiber eine Festphasensynthese dargestellt. Mithilfe dieser Liganden
sollte die Interaktion zu den Immunglobulinen verifiziert und dartiber hinaus unter
Anwendung verschiedener Methoden wie beispielsweise einer SPR-Analyse

charakterisiert werden.

4.2.2.1 Prokaryotische Expression der Mimotope

Die identifizierten Mimotopsequenzen der Lmyphom-Antikérper und des anti-EGFR-
Antikorpers wurden als MBP-Fusionsproteine dargestellt. Die Abb. 4.26 zeigt die
Ergebnisse der SDS-PAGE-Analyse mit nachfolgender Coomassie-Farbung sowie die
Ergebnisse der verschiedenen Immunoblotts unter Verwendung der Lymphom-

Antikorper bzw. des anti-EGFR-hulgG1.
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Abb. 4.26: SDS-PAGE-Analyse und Inmunoblot der Reinigung der MBP-Mimotope zur Uberpriifung
der Reaktivitit mit den Lymphom-Antikérpern.

SDS-PAGE  unter  nicht-reduzierenden = Bedingungen (10%iges  Tris-Tricin-PA-Gel) und
anschlieffende Coomassie-Farbung bzw. Immunoblot.

A: Bahn 1: Coomassie-Fiarbung: MBP-Ig014-Mimotops; Bahn 2: Marker;

Immunoblot: MBP-Ig014-Mimotops.

B: Bahn 1: Coomassie-Farbung: MBP-Ig024-Mimotops; Bahn 2: Marker;

Immunoblot: MBP-Ig024-Mimotops.

C: Bahn 1: Coomassie-Farbung: MBP-Ca46-Mimotops; Bahn 2: Marker;

Immunoblot: MBP-Ca46-Mimotops.

D: Bahn 1: Coomassie-Firbung: MBP-anti-EGFR-Mimotops; Bahn 2: Marker;

Immunoblot:: MBP-anti-EGFR-Mimotops.

Mithilfe der Immunoblot-Analyse konnte eine deutliche Reaktivitit der MBP-
Fusionsproteine mit den jeweiligen Lymphom-Antikérpern bzw. dem Kontroll-
Antikorper anti-EGFR-hulgG1l nachgewiesen werden. Nachfolgend wurden die MBP-

Zielproteine  fiir = weitere Interaktionsanalysen mit den entsprechenden

Immunglobulinen in gréfderem Maf3stab in E. coli exprimiert.

Fir die Immunglobuline Ig014- und Ig044-hulgG1l wurde bereits eine Interaktion mit
dem Typ 3-Intermedidrfilament Vimentin nachgewiesen (Binder et al.,, 2010). Um dies
zu Uberpriifen wurden die periplasmatischen Extrakte von humanen Fibroblasten
gewonnen und mittels Immunoblot tiberpriift. In Abb. 4.27 sind die Ergebnisse der SDS-

PAGE-Analyse und nachfolgendem Immunoblot mittels [g014-hulgG1 dargestellt.
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Abb. 4.27: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriifung der Reaktivitit von Ig014-hulgG1
mit Vimentin.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel). Bahn 1: Marker; Bahn 2:
Proteinextrakt humaner Fibroblasten unverdiinnt; Bahn 3: Proteinextrakt humaner Fibroblasten 1/10
verdiinnt.

A: Coomassie-Farbung.

B: Immunoblot. Zur Detektion wurden Ig014-hulgGl und anti-hulgG-AP-Konjugat (1:5000) sowie
NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.

Die Ergebnisse in Abb. 4.27 verifizierten die Interaktion des Ig014-hulgGl mit dem
Zytoskelett-Protein Vimentin. Die Identitat des Vimentins wurde parallel mit einem anti-
Vimentin-Antikérper tberprift und analoge Ergebnisse wurden bei Verwendung des
[g044-hulgG1ls erhalten (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden fiir weitere
Interaktionsanalysen ebenfalls das Vollldingen-Vimentin sowie verkiirzte Fragmente des

Proteins als MBP-Fusionsprotein dargestellt.

4.2.2.2 Chemische Synthese der Mimotope

Um deutlich hohere Ausbeuten der identifizierten Mimotope im Vergleich zur
rekombinanten Expression zu erhalten, wurde weiterhin eine Festphasensynthesen der
Peptidmolekiile durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils zwei Varianten des Peptides

synthetisiert: das unmodifizierte Peptid sowie eine biotinylierte Variante.

Die identifizierten Mimotope wurden automatisiert durch eine Fmoc-basierte
Festphasensynthese mithilfe des mikrowellenunterstiitzen Liberty™  Peptide
Synthesizers dargestellt. Als Tragermolekiil fiir die zu synthetisierenden Peptide
fungierte das Fmoc-Rink-Amid-Harz. Dieses Polystyrolharz war mit einem Linker
funktionalisiert, der die Abspaltung der Peptide unter sauren Bedingungen C-terminal
als Carbonsdureamid ermdoglichte. Der N-Terminus der synthetisierten Peptide lag als
Amin vor. Die verwendeten Fmoc-Aminosdauren wurden seitenkettengeschiitzt

eingesetzt. Diese Seitenkettenschutzgruppen wurden so gewahlt, dass sie gleichzeitig
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mit der Peptidabspaltung vom Harz entschiitzt wurden. Zur Abtrennung dieser
hydrophoben Verunreinigungen wurden die Peptide vor der HPLC-Reinigung einer
Etherextraktion unterzogen. Anschliefdend erfolgte die Reinigung mittels HPLC iiber
eine reversed phase Cig-Saule. Hierbei galt es abhdngig von den Eigenschaften des
jeweiligen Peptides den optimalen Wasser/Acetonitril/TFA-Gradienten zur Abtrennung
des gewlinschten Peptides zu ermitteln. Fiir jedes Peptid wurden mehrere HPLC-
Durchldufe mit angepasstem Gradienten durchgefiihrt. In Abb. 4.28 ist das Ergebnis der

finalen HPLC-Reinigung des Ca46-Peptides dargestellt.
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Abb. 4.28: Photometrische Detektion des synthetisierten Ca46-Peptides im Verlauf der HPLC-
Reinigung.

Zur finalen Reinigung des hergestellten Ca46-Peptides wurde ein flacher Gradient genutzt. Die
peptidhaltige Losung wurde in einzelnen Fraktionen aufgefangen und analysiert.

Die einzelnen Fraktionen wurden mithilfe von Fraktionssammlern aufgefangen und
einer Analyse mittels MALDI-TOF-MS unterzogen. Dafiir wurde 0,5 ul der Matrixlésung
2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) auf den Probentrager aufgetragen und im Luftstrom
kristallisiert. Anschlieflend wurden 0,5 ul der zu untersuchenden Probe mit einer
Konzentration von etwa 10 pmol/ul aufgetragen und erneut im Luftstrom kristallisiert.
Nach Einbringung des Probentrdgers in das Bruker Biflex IlI-Spektrometer erfolgte
zunichst eine Kalibrierung mit einem Standardsubstanzgemisch (ES-TOF Tuning Mix)
und anschliefdend die Messung bei einer Attenuierung von 25 bis 35 mit 50 bis 250

Laserpulsen. Die Signale der Matrixmolekiile im Bereich m/z<800 wurden unterdrtickt.
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Die Abb. 4.29 zeigt das Ergebnis der MALDI-TOF-MS-Analyse einer Fraktion des Ca46-
Peptides.
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Abb. 4.29: MALDI-TOF-MS-Spektrum einer produkthaltigen HPLC-Fraktion.
Massesignal des Ca46-Peptides: 1403.3.

Das detektierte Massesignal von 1403.3 stimmt mit der berechneten molekularen Masse
des Ca46-Mimotops von 1402.6 sehr gut iliberein. Die produkthaltigen Fraktionen
wurden vereint, das Acetonitril unter vermindertem Druck destillativ entfernt und die
Produkte gefriergetrocknet. Zeigten die synthetisierten Peptide noch keine
zufriedenstellende Reinheit, wurde ein weiterer Reinigungsschritt mittels HPLC mit

verandertem Gradienten durchgefiihrt.

Ein Teil des peptidbeladenen Harzes wurde vor der Abspaltung mit dem Reagenz EZ-
Link Sulfo-NHS-SS-Biotin nach den Angaben des Herstellers N-terminal biotinyliert. Die
erhaltenen Konjugate wurden mittels ELISA-Analyse iiberpriift (Abb. 4.30 und 4.31). Die
Detektion erfolgte dabei mit dem entsprechenden Lymphom-Antikérper und anti-

hulgG-AP sowie ExtrAvidin-HRP und nachfolgender Substratumsetzung.
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Abb. 4.30: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit von Ca46-
und Ig024-hulgG1 sowie der Biotinylierung der synthetisierten Peptide.

Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit Streptavidin und Blockierung mit 4% BSA
folgte eine Inkubation mit dem biotinylierten Peptid. Die Detektion erfolgte durch Inkubation mit 1g024-

hulgG1 bzw. Ca46-hulgGl (5 wg/ml) und anti-hulgG-AP (1:5000) in 4% BSA und pNPP als Substrat bei
405 nm.
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Abb. 4.31: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit von Ca46-
und Ig024-hulgG1 sowie der Biotinylierung der synthetisierten Peptide.

Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit dem biotinylierten Peptid und Blockierung
mit 4% BSA folgte eine Inkubation mit ExtrAvidin-HRP (1:2000). Anschliefend erfolgte die Detektion
durch Zugabe von H,0,/ABTS als Substrat bei 405 nm.

Die Reaktivitit der monoklonalen humanen Lymphom-Antikérper mit den
synthetisierten, biotinylierten Peptiden konnte mittels ELISA-Analyse nachgewiesen
werden. Die Biotinylierung der Peptide wurde durch eine Detektion mit ExtrAvidin-HRP
gezeigt. Die identifizierten Mimotope konnten somit erfolgreich fiir weitere Analysen
dargestellt werden. In der folgenden Tab. 4.5 sind die Sequenzen sowie Menge der

dargestellten Peptide aufgefiihrt.
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Tabelle 4.5: Aminosiuresequenzen und Menge der synthetisierten Peptide.
Die mit * markierten Peptide wurden aus Zeitgriinden nicht von mir synthetisiert.

Bezeichnung des Peptides Sequenz Menge
biot-1g014-Peptid* biot.-GGRELRRQVDQLTNDK 15 mg
1g024-Peptid YLPWW 14 mg
1g024-Peptid2 KKGTEYLPWWDE 6 mg
biot.-1g024-Peptid biot.-KKGTEYLPWWDE 7 mg
Ca46-Peptid AKYNSPWLTPLL 9 mg
biot.-Ca46-Peptid biot.-AKYNSPWLTPLL 6 mg
anti-EGFR-Peptid* WLDYSTSPRINR 14 mg
biot.-anti-EGFR-Peptid* biot.-WLDYSTSPRINR 14 mg

Die Reaktivitat dieser Peptide mit den entsprechenden Immunglobulinen wurde mittels
ELISA-Analyse verifiziert, sodass diese Molekiile in ausreichender Menge fiir weitere

Analysen zur Verfligung standen.

4.2.3 SPR-spektroskopische Messungen zur Bestimmung der Affinitit

Die Oberflichenplasmonenresonanz- oder SPR-Spektroskopie (surface plasmon
resonance spectroscopy) ist eine Biosensortechnik, die eine Messung der funktionellen
Wechselwirkung zwischen Biomolekiilen wie beispielsweise Antikérpern und ihren
Liganden ermdglicht. Mithilfe dieser Methode konnten die Bindungsereignisse
Rezeptor-Ligand in Echtzeit unter anndahernd physiologischen Bedingungen in einem
wasserigen Pufferflusssystem verfolgt werden. Eine Markierung der zu untersuchenden
Biomolekiile beispielsweise durch Fluoreszenzfarbstoffe war hierbei nicht notwendig.
Zudem ermoglichte die hohe Empfindlichkeit dieser Methode eine Durchfiihrung der

Experimente mit niedermolekularen Verbindungen und sehr geringen Stoffmengen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der SPR-Messungen der Lymphom-Antikérper mit
den jeweiligen Liganden dargestellt. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde
abhiangig von der Versuchsdurchfiihrung eine monovalente oder bivalente

Kurvenanpassung durchgefiihrt und die beschriebenen Bindungskonstanten berechnet.

Die Goldoberflache des verwendenten Sierra Sensors SPR-2 Affinity Sensor-Chips wurde

fiir die Immobilisierung des Bindungspartners abhangig vom jeweiligen Versuchsdesign
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unterschiedlich funktionalisiert. Zur Bestimmung der Affinitdat der Lymphom-Antikdrper
zu den identifizierten Peptid-Mimotopen eignete sich die Immobilisierung der
biotinylierten Peptide iiber eine Bindung an Streptavidin. Dieses Protein weist eine sehr
hohe Affinitdt zu Biotin auf und erlaubt auf diese Weise eine Immobilisierung der
biotinylierten Peptide. Hierzu wurde Streptavdin nach EDC/NHS-Aktivierung mittels
Amidkupplung auf der Biosensor-Chipoberfliche immobilisiert. Auf der Referenzzelle
wurden ebenfalls Streptavidin sowie ein Kontrollpeptid immobilisiert. Anschlieféend
wurden Bindungsanalysen mit ansteigenden Konzentrationen der Lymphom-Antikérper
durchgefiihrt. Die benotigten Antikorper-Konzentrationen zur Affinitatsbestimmung
wurden zuvor in Testmessungen ermittelt. Der Ligand wurde nach jeder Messung mit
einem milden Regenerationspuffer, AIW-Puffer (Zusammensetzung s. S. 34), regeneriert.
In Abb. 4.32 sind die Ergebnisse der SPR-Messung des [1g024-hulgG1l dargestellt. Es
erfolgte die Berechnung der Affinitdt anhand kinetischer Messungen unter der Annahme
einer bivalenten 1:2 Bindung zwischen immobilisiertem Liganden und frei beweglichem
bivalenten Antikorper. Die erhaltenen kinetischen Parameter sowie berechneten
Bindungskonstanten sind in Tab. 4.6 dargestellt. Anhand der Messung konnte eine
Bindungskonstanten von 6,6 x 10-° M fiir den 1g024-hulgG gegen das Peptid-Mimotop
erhalten werden. Dieser Wert im nanomolaren Bereich stimmt mit dem Ergebnis der
Messung Ca46-hulgGl gegen das enstsprechende Peptid-Mimotop tiiberein. Fiir den
Ca46-hulgGl wurde eine Affinitdt von 1,5 x 10-° M gegen das selektierte Ca46-Peptid

bestimmt.

Weiterhin wurden SPR-Messungen mit den exprimierten und gereinigten MBP-
Fusionsproteinen durchgefiihrt. Im Unterschied zu den vorangegangenen Messungen
wurden bei diesen Experimenten die entsprechenden Antikérper auf der Oberflache des
Sierra Sensors SPR-2 Affinity Sensor-Chips immobilisiert. Daher handelte es sich um 1:1
Bindungsereignisse zwischen immobiliserten Liganden und Analyt und dies wurde bei
der Bestimmung der Affinitdit der Lymphom-Antikérper berticksichtigt. Zur Kontrolle
wurde die Referenz-Biosensorzelle bei jeder Messung mit einem nicht-bindenden
hulgG1 belegt. In Abb. 4.32 ist das Differenzensorgramm der Messung des anti-EGFR-
Antikorpers gegen das selektierte MBP-Mimotop dargestellt. Neben dem dargestellten
MPB-Fusionsprotein wurde zudem eine SPR-Messung mit dem natiirlichen Liganden des
Antikorpers in der ldslichen Variante, das sEGFR (soluble), fiir anti-EGFR-hulgG1
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messung sind in der Tab 4.6 dargestellt. Die Analyse
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der Differenzsensorgramme ergab eine Bindungskonstante von 9x107 M fiir das
generierte anti-EGFR-hulgG1-Mimotop sowie 3,7 x 10-8 M fiir den natiirlichen Liganden
sEGFR. Die SPR-Daten des Ig014-Antikorpers gegen das selektierte MBP-Mimotop
ergaben eine Affinitat von 7,5 x 10-8 M sowie eine niedrigere Affinitit von 2,8 x 107 M

des Ig014-Antikorpers gegen das MBP-Vimentin-Konstrukt.

Tab. 4.6 : Berechnete Kkinetische Parameter der Bindungsreaktionen. Die Bindungskonstanten Kp1
und Kp2 wurden wie in Kapitel 3.7.1 (S. 62) beschrieben berechnet. Kpbi bezeichnet die
Bindungskonstante der bivalenten Bindung.

Ligand Analyt Kail kql Kp1l ka2 kq2 Kp2 Kgbi Chi2
(1/C | [1/s] | [M] | [1/R | [1/s] | [mol | [M] | [RU]
M*s)] U*s] /mZ]
Biotinyliertes Ig024- 4,4 x 2,9 x 6,6 X 6,7 X 1,6 238 6,6 X 63
Mimotop hulgG1 105 103 109 103 109
Biotinyliertes Ca46- 7,6 X 1,1x 1,5x 6,3 X 1,4 222 1,5x 11
Mimotop hulgG1 105 103 109 103 109
Anti-EGFR- MBP- 4,6 x 4,1x 9x 11,24 - - - -
hulgG1 Mimotop 103 10-3 107
Anti-EGFR- sEGFR 1,4 x 55x | 3,7x | 23,56 - - - -
hulgG1 105 103 108
Ig014-hulgG1 MBP- 3,7 X 2,7 X 7,5x | 56,98 - - - -
Mimotop 103 10-4 10-8
Ig014-hulgG1 MBP- 2,7 x 7,7x | 2,8x | 23,56 - - - -
Vimentin 105 104 108
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Abb. 4.32: Differenzsensorgramme der SPR-Messungen des Ig024-hulgGls gegen das mittels
Streptavidin immobiliserte biotinylierte Mimotop.

Die Messung erfolgte an einem Sierra Sensors-Biosensor und die Auswertung mittels des TraceDrawer-
Programms. Der Antikorper wurde in verschiedenen Konzentrationen fiir 8 min mit einer
Flie3geschwindigkeit von 25 uwl/min iiber den Liganden geleitet. Die Immobilisierung des Liganden
erfolgte auf dem Sierra Sensors SPR-2 Affinity Sensor-Chip. Die Puffer-Referenzsensorgramme wurden von
den Messkurven subtrahiert.

Dargestellt sind Differenzsensorgramme der Echtzeitmessung bei Bindung des Antikorpers in
unterschiedlichen Konzentrationen (farblich markierte Kurven) an das biotinylierte Ig024-Mimotop.
Hierbei wurden die erhaltenen Resonanzsignale [RU] gegen die Zeit [s] aufgetragen. Die Uberlagerung der
Sensorgramme mit der Kurvenanpassung ist schwarz markiert. Fiir die Kurvenanpassung wurde ein
bivalentes Bindungsmodell gewahlt. Weiterhin sind die berechneten kinetischen Parameter tabellarisch
gezeigt. Anhand der Kurvenanpassungen konnten die Geschwindigkeitskonstanten k., und kq der
Bindungen beider Antikdrperbindungsstellen an den Liganden bestimmt werden (kal, ka1, ka2, kq2). Die
Bindungskonstanten Kpl und Kp2 wurden wie in Kapitel 3.7.1 (S.62) beschrieben berechnet. Kpbi
bezeichnet die Bindungskonstante der bivalenten Bindung.
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Kinetics evaluation: anti-EGFR-hulgG_MBP-Mimotop
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Abb. 4.33: Differenzsensorgramme der SPR-Messungen des MBP-anti-EGFR-Mimotops gegen den
immobiliserten anti-EGFR-hulgG1.

Die Messung erfolgte an einem Sierra Sensors-Biosensor und die Auswertung mittels des TraceDrawer-
Programms. Der Antikorper wurde in verschiedenen Konzentrationen fiir 8 min mit einer
Flie3geschwindigkeit von 25 uwl/min iiber den Liganden geleitet. Die Immobilisierung des Liganden
erfolgte auf dem Sierra Sensors SPR-2 Affinity Sensor-Chip. Die Puffer-Referenzsensorgramme wurden von
den Messkurven subtrahiert.

Dargestellt sind die Differenzsensorgramme der Echtzeitmessung bei Bindung des Mimotops in
unterschiedlichen Konzentrationen (farblich markierte Kurven) an den Antikérper anti-EGFR-hulgG1.
Hierbei wurden die erhaltenen Resonanzsignale [RU] gegen die Zeit [s] aufgetragen. Die Uberlagerung der
Sensorgramme mit der Kurvenanpassung ist schwarz markiert. Fiir die Kurvenanpassung wurde ein
monovalentes Bindungsmodell gewahlt. Weiterhin sind die berechneten Kkinetischen Parameter
tabellarisch gezeigt. Anhand der Kurvenanpassungen konnten die Geschwindigkeitskonstanten k, und kq
der Bindung an den Liganden bestimmt werden. Die Bindungskonstante Kp wurde wie in Kapitel 3.7.1
(S.62) beschrieben berechnet.

4.2.3.1 Bindungsstudie in Form eines kompetitiven Assays

Mithilfe des synthetisierten Mimotops des anti-EGFR-hulgGls wurde iiberpriift, ob
dieses Peptid die Interaktion der Antikérper mit dem Antigen sEGFR blockieren kann.
Um dies nachzuweisen, wurde ein kompetitiver Assay-Ansatz gewdahlt. Hierbei wurde
zunachst der Ligand auf der Polystyroloberflache einer Mikrotiterplatte immobilisiert.
Parallel hierzu wurde der jeweilige Antikorper mit unterschiedlichen Konzentrationen

des unbiotinylierten Peptides inkubiert. Anschliefend wurde dieses Antikérper-Peptid-
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Gemisch zu dem immobilisierten Liganden gegeben. Nach mehreren Waschschritten
erfolgte die Detektion reaktiver Antikorper. Die ELISA-Analyse in Abb. 4.34 zeigt die

Ergebnisse des durchgefiihrten kompetitiven Assays.
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Abb. 4.34: Graphische Darstellung der kompetitiven ELISA-Analyse zur Uberpriifung der
Blockierung der anti-EGFR-hulgG1-sEGFR-Interaktion unter Verwendung des synthetisierten
Peptides.

Die Vertiefungen einer Mikrotiter-Platte wurden iiber Nacht mit SEGFR (100 ug/ml) beschichtet. Nach
Blockierung mit 4% MiPBS folgte die Zugabe des vorinkubierten anti-EGFR-hulgG1-Mimotop-Gemisches.
Danach erfolgte die Detektion mit anti-hulgG-AP (1:5000) in 4% MiPBS und anschlieflender Zugabe des
Substrats pNPP. Die Farbentwicklung wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm vermessen.

Die Daten in Abb. 4.34 zeigen, dass das identifizierte Mimotop des anti-EGFR-hulgGs die
Antikorper-Bindung verhindern kann. Durch diesen kompetiven Assay-Ansatz konnte
gezeigt werden, dass die Selektion von Mimotopen iiberaus geeignet ist Liganden zu
identifizieren, die mit der Paratop-Region des Antikorpers spezifisch reagieren. Diese
Erkenntnis macht die nun anstehende strukturelle Analyse der Peptid-Fab-Interaktion
besonders bedeutend und sollte essentielle Interaktionsstrukturen aufdecken.
Weiterhin zeigt dieser kompetitve Assay-Ansatz, dass sich die Mimotope fiir eine
zielgerichtete Blockierung der Rezeptor-Ligand-Interaktion eignen. Sie kénnen durch
eine Modifizierung in toxische Peptide konvertiert werden, die eine gezielte

Bekdmpfung der Lymphom-Zellen erlauben.
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4.2.4 DLS-Messungen der Antikorperkonstrukte

Die dynamische Lichtstreuung (dynamic light scattering, DLS) ist eine Methode, die eine
Analyse von Proteinmolekiilen hinsichtlich ihrer Stabilitit, Aggregation,
Komplexbildung und Konformation erlaubt. Bei dieser Technik betrachtet man die
Verdanderung der Streulichtintensitit des von den Proteinmolekiilen einer Probe
emittierten Lichtes als eine Funktion der Zeit. Diese Fluktuation der Streulichtintensitat
wird von Detektoren gemessen. Durch die unterschiedlich schnellen Bewegungen von
grofden und kleinen Molekiilen nach der Brown’schen Molekularbewegung ensteht eine
definierte Korrelationsfunktion aus der Ttber einen mathematischen Fit der
Diffusionskoeffizient der Zielmolekiile bestimmt werden kann. Aus diesem kann

wiederum der hydrodynamische Radius der Molekiile ermittelt werden.

In den Abb. 4.35, 4.36 und 4.38 sind die Ergebnisse der DLS-Analyse des 1g014-, [g024-
hulgG1 sowie Ig014-Fab dargestellt. Zur Kontrolle wurde zudem eine DLS-Analyse mit
dem therapeutischen Antikérper Xolair® (Omalizumab) durchgefiihrt (Abb. 4.37).
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Abb. 4.35: DLS-Messung des Ig014-hulgG1.
A: Hydrodynamischer Radius in Abhdngigkeit von der Zeit.
B: Haufigkeitsverteilung des hydrodynamischen Radius.
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Abb. 4.36: DLS-Messung des Ig014-Fab-Fragmentes.
A: Hydrodynamischer Radius in Abhdngigkeit von der Zeit.
B: Haufigkeitsverteilung des hydrodynamischen Radius.
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Abb. 4.37: DLS-Messung des therapeutischen Antikérpers Xolair.
A: Hydrodynamischer Radius in Abhdngigkeit von der Zeit.
B: Haufigkeitsverteilung des hydrodynamischen Radius.
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Abb. 4.38: DLS-Messung von Ig024-hulgG1.
A: Hydrodynamischer Radius in Abhdngigkeit von der Zeit.
B: Haufigkeitsverteilung des hydrodynamischen Radius.

Die Abb. 4.35 bis 4.38 =zeigen jeweils die aus 30 Messungen gemittelte
Korrelationsfunktion und die daraus berrechnete Verteilung der hydrodynamischen
Radien der Proteinprobe. Fiir den Ig014-hulgG1 wurde ein Hauptpeak des Streulichtes
bei einem mittleren hydrodynamischen Radius von 5.75 nm * 0.80 nm gefunden. Die
DLS-Daten zeigten, dass es sich um eine monodisperse Probe handelte. Die Ergebnisse
der DLS-Analyse lassen weiterhin auf eine Monodispersitit des [g014-hulgG1-Fab
schlief3en. Der hydrodynamische Radius betrug 5.19 nm #* 0.63 nm. Ein solches Resultat
deutet auf eine gute Kristallisierbarkeit des Proteinmolekiils hin. Fiir den
therapeutischen IgG-Antikérper Xolair® wurde ebenfalls die Monodispersitiat gezeigt
und ein Hauptpeak des Streulichtes gefunden. Der ermittelte hydrodynamische Radius

des humanisierten Antikdrpers betrug 4.73 nm = 0.72 nm.

Die DLS-Ergebnisse der Ig024-hulgG1l-Probe unterschieden sich deutlich von den
Ergebnissen des Ig014-hulgGl und Xolair®-Antikorpers (Abb. 4.38). Hier ist ein
Hauptpeak bei einem hydrodynamischen Radius von 11.73 nm # 2.34 nm zu erkennen.
Gleichzeitig sind aber weitere Peaks bei 12.62 nm * 2.94 nm und 37.69 nm * 7.53 nm
mit einer breiten Verteilung zu erkennen. Diese Daten deuten auf eine Oligomerisierung
der 1g024-hulgG-Antikérper hin. Die erhaltenen Daten der DLS-Analyse stimmen mit
dem unterschiedlichen Laufverhalten der beiden Lymphom-Antikérper im SDS-PA-Gel

uberein.
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4.2.5 Initiale Kristallisationsprozesse

Mit den dargestellten Lymphom-Fab-Fragmenten werden derzeit in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe Andersen (Universitat Aarhus) die Bedingungen fiir eine Fab-
Kristallisation ermittelt. Dazu wurden die Proteine in 96-Well-Platten pipettetiert,
wobei jedes Well der Mikotiterplatte ein spezielles Kristallisationsmilieu liefert. Typisch
ist hierbei eine Variation in Polymeren mit unterschiedlichen Molekulargewichten und
im pH-Wert. Auf diese Weise konnen effizient verschiedene Bedingungen gescreent
werden. In Abb. 4.39 sind erste Resultate dieser Untersuchung der
Kristallisationsbedingungen fiir die Fab-Fragmente dargestellt. Es konnten erste
Kristallstrukturen beobachtet werden. Inwiefern es sich dabei um das Protein handelt
oder moglicherweise Artefakte in Form von Salzprazipitaten muss ermittelt werden.

Zudem muss geklart werden, ob es sich um auswertbare Kristalle handelt.

Abb. 4.39: Ig014-Fab-Kristallisation unter Verwendung von PEG RX 1+2.

A: 0,05 M CaCl; Dihydrat; 0,1 MES Monohydrat; 45% v/v PEG 200; pH 6.0.

B: 0,2 M KNO3, 20% w/v PEG 3500, pH6.8.

C: 0.2 Natriumformat; 0,1 M BICINE; 20% w/v PEG Monomethyl Ether 5000; pH 8.5.

D: 4% v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-Pentandiol; 0,1 M Zitronensaure; 20% w/v PEG 1500; pH 3.5.
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4.3 Epitop-Analyse des Phl p 5-spezifischen Antikorpers

Phl p 5 ist ein Hauptallergen des Wiesenlieschgrases (Phleum pratense). Es kommt in
den zwei Isoformen Phlp5a und b vor (Andersson und Lidholm, 2003). In einer
friiheren Arbeit konnte eine Spezifitit des Antikorpers fiir Phl p 5a nachgewiesen
werden. Aufgrund der selektiven Bindung des Antikérpers an Phlp 5a wurde eine
Sequenz- und Strukturanalyse der beiden Isoformen zur Identifizierung moglicher
Erkennungssequenzen des Antikorpers durchgefiihrt. Beide Isoformen besitzen zwei
Alanin-reiche Regionen, die jeweils eine globulire Domane aus vier a-Helices formen.
Phl p 5b weist in der N-terminalen Domaéane eine Deletion von 14 Aminosduren auf
(Abb. 4.40). In der dreidimensionalen Struktur von Phl p 5a sind diese Aminosauren Teil
eines Loops zwischen der zweiten und dritten a-Helix der N-terminalen Doméane und
bilden fiir den monoklonalen humanen Antikérper eine gut zugangliche Bindungsregion

(Abb. 4.41).

al
Phl p 5b ADLGYGPATPAAPAAGYAPATPAAAG--AEAGKATTEEQKLIEDINVGFKAAVAAAASVP
Phl p 5a ADLGYGPATPAAPPAGYTPATPAAPAGAEPAGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVP
Phl p 5a-F1 = = ——————-mmmmm e AGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVP
a2 a3
Phl p 5b AADKFKTE] FS S S e T PGLVPKLDAAYSVAYKAAMGATP
Phl p 5a PADKYRT T SNKAFAEGLSGEPK! SSS| TSKLDAAYKLAYKTABGATP
Phl p 5a-F1 PADKYRTEFMATE] SNKAFAEGLSGEPK SSS TSKLDAAYKLAYKTAEGATP
a4 ab
Phl p 5b EAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPG IPAGELQIIDKIDAAFKVAATA
Phl p 5a EAKYDAYVATLSEALRIIAGTLEVHAVKPAAEE- —3.1 PAGELQVIEKVDAAFKVAATA
Phl p 5a-F1 EAKYDAYVATLSEALRITAG-———————————————————————————————————————
ab a7
Phl p 5b TAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYK@IPSLEAAVKQAYAATVAAAPQVKYAV
Phl p 5a iIAAPANDKFTVFEAAFNDAI KISTGGAY ESY KI IPALEAAVKQAYAATVATAPEVKYTV
Phl p 5a-F1 = = ———--— oo
a8
Phl p 5b FEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAATVAAGAATTATGAASGAATVAAGGYKV
Phl p 5a FETALKKAITVMSEAQKAAKPAAAATATAT----AAVGAATGAATAATGGYKV

Phl p 5a-F1  —mmmm e

Abb. 4.40: Darstellung der Aminosauresequenz der Isoformen Phlp 5a und Phl p 5b sowie der
Deletionsmutante Phl p 5a-F1.

Die Sequenzunterschiede sind farblich markiert. Deletionen sind grau und nicht-konservative
Aminosauresubstitutionen sind rot unterlegt. Die Sequenz des Loops zwischen der zweiten und dritten o-
Helix ist blau markiert. Die Sekundarstrukturelemente von Phl p 5a sind durch fettgedruckte Buchstaben
markiert und iiber der Sequenz benannt. Die Deletionsmutante
Phl p 5a-F1 représentiert die N-terminale Doméne von Phl p 5a.
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Abb. 4.41: Dreidimensionale Struktur der N-terminalen Domane von Phl p 5a und Phl p 5b.

Die Raum- und Oberfldchenstrukturen der N-terminalen Domane von Phl p 5a (A) und von Phl p 5b (B)
sind dargestellt. Die blaue Region markiert den Loop zwischen der zweiten und dritten a-Helix der N-
terminalen Domdne von Phlp5a. Bei den schwarz unterlegten Strukturen handelt es
sich um deletierte Sequenzen, die in Phlp5b nicht zu finden sind. Nicht-konservative
Aminosduresubstitutionen sind rot dargesellt. Die Oberflachendarstellung rechts aufden wurde um 180°
gedreht. Die Darstellung erfolgte mit Hilfe von SWISS-MODEL und UCSF Chimera (PDB: 113pA; 1nIxG).

Zur Eingrenzung des Epitops des Phl p 5a-spezifischen humanen Antikérpers, welcher
als IgA2AC1-Konstrukt vorlag, sollten Deletionsmutanten von Phl p 5a generiert und auf
eine Reaktivitat mit dem Antikérper gepriift werden. Dabei lag der Fokus auf der Loop-

Region als mogliche Zielstruktur des rekombinanten humanen Antikorpers.

4.3.1 Darstellung und Analyse von Allergenderivaten

Die Deletionsmutante Phl p 5a-F1 lag bereits in klonierter Form vor. Bei dieser Mutante
handelte es sich um ein N-terminales Fragment von Phl p 5a, welches die vier a-Helices
der ersten Alanin-reichen Region umfasst (Abb.4.40 und Abb.4.41).
Zunachst sollte die in den Vektor pTXB1 klonierte Deletionsmutante Phlp 5a-F1
in E. coli ER2655-Zellen als CBD-Intein-Fusionsprotein exprimiert werden (Abb. 4.42).

Ndel Sapl

Phl p 5a-F1 Intein = CBD

Abb. 4.42: Schematische Darstellung der Expressionskassette von CBD-Intein-Phl p 5a im Vektor
pTXB1.

Phl p 5a-F1: grau hinterlegt, Intein: blau hinterlegt, Chitin-Bindedoméne (CBD): lila hinterlegt; Ndel und
Sapl: die bei der Klonierung verwendeten Schnittstellen.
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Die Reinigung des Proteins aus dem Zellextrakt erfolgte nach dem Protokoll des
IMPACT™ Kits mittels Affinitdtschromatographie unter Verwendung einer Chitin-Matrix.
Das IMPACT™-System nutzt die induzierbare Aktivitit von Inteinen, um
das Protein von seinem Affinitits-Tag (CBD) abzuspalten. Der Erfolg der
Proteinreinigung wurde mittels SDS-PAGE und nachfolgender Coomassie-Farbung
Uberpriift (Abb.4.43 A). Zudem wurde die Reaktivitit des monoklonalen humanen

Antikorpers mittels Immunoblot getestet (Abb. 4.43 B).

1 2 1 2
—
~—
15 kDa——>
15 kDa——> s L
s <——Phl p 5a-F1 10 kDa ) <«<—Phl p 5a-F1

Abb.4.43: SDS-PAGE-Analyse und Immunoblot zur Uberpriifung der Reinigung von
Phl p 5a-F1 und der Reaktivitidt mit anti-Phl p 5a-hulgA2AC;.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel).

A: Coomassie-Firbung. Bahn 1: Marker; Bahn 2: Phl p 5a-F1.

B: Immunoblot. Bahn 1:Marker; Bahn 2: Phl p 5a-F1. Zur Detektion wurden die Antikdrper anti-Phl p 5a-
hulgA2AC; (5 ug/ml) und anti-hulgA-AP-Konjugat (1:5000) sowie NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.

Die Reaktivitit des Phlp 5a-spezifischen humanen Antikoérpers mit der
Deletionsmutante Phl p 5a-F1 konnte im Immunoblot nachgewiesen werden. Es wurde
eine Bande der erwarteten Laufthohe von etwa 12 kDa detektiert. Dieses Resultat zeigte,
dass die C-terminale Domdane von Phlp 5a nicht an der Bindung des Antikérpers
beteiligt zu sein scheint. Zur weiteren Eingrenzung des Epitops von Phlp 5a sollten
verkiirzte Fragmente von Phl p 5a-F1 hergestellt werden. Das zentrale Element dieser
Mutanten war der Loop zwischen der zweiten und dritten a-Helix der N-terminalen
Doméne (Abb. 4.44). Die dreidimensionale Struktur der Deletionsmutanten ist in

Abb. 4.45 dargestellt.
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al a2
Phl p 5a-F1 AGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVPPADKYRT T SNKAFAEGLSGEPKG
Phl p 5a-F2 = = ————mmmm e KYRTFMATF@AASNKAFAEGLSGEPKG
Phl p 5a-F3 AGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVPPADKYRTFMATF@AASNKAFAEGLSGEPKG
Phl p 5a-F4 = ————————mmmmm e KYRTFMATF@AASNKAFAEGLSGEPKG
a3 o4
Phl p 5a-F1 AAESSSKAALTSKLDAAYKLAYKTABGATPEAKYDAYVATLSEALRIIAG
Phl p 5a-F2 AAESSSKAALTSKLDAAYKLAYKT:IGATPEAKYDAYVATLSEALRIIAG
Phl p 5a-F3 AAESSSKAALTSKLDAAYK-————————————m—mm——m - —————
Phl p 5a-F4 AAESSSKAALTSKLDAAYK-————————————m—mm o m - —————

Abb. 4.44: Darstellung der Aminosiduresequenz der Deletionsmutanten Phlp 5a-F1,
Phl p 5a-F2, Phl p 5a-F3 und Phl p 5a-F4.

Die Sequenz des Loops zwischen der zweiten und dritten a-Helix ist blau markiert. Die Region der
Deletion von Phl p 5b ist grau markiert. Nicht-konservative Aminosduresubstitutionen sind rot unterlegt.
Die Sekundéarstrukturelemente von Phl p 5a sind durch fettgedruckte Buchstaben markiert und tiber der

Sequenz bezeichnet.
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Abb. 4.45: Dreidimensionale Struktur der N-terminalen Doméne von Phl p 5a und Phl p 5b sowie
der Deletionsmutanten Phl p 5a-F2, Phl p 5a-F3 und Phl p 5a-F4.

Die Raum- und Oberflichenstrukturen von Phlp5a-F1 (A), Phlp5a-F2 (B), Phlp 5a-F3 (C),
Phl p 5a-F4 (D) und der N-terminalen Doméane von Phl p 5b (E) sind dargestellt. Die blaue Region markiert
den Loop zwischen der zweiten und dritten a-Helix der N-terminalen Domane von Phlp 5a. Bei den
schwarz unterlegten Strukturen handelt es sich um deletierte Sequenzen, die in Phl p 5b nicht zu finden
sind. Nicht-konservative Aminosauresubstitutionen sind rot dargesellt. Die Darstellung erfolgte mit Hilfe
von SWISS-MODEL und UCSF Chimera (PDB: 113pA; 1nIxG).

Zur Expression der Phl p 5a-Deletionsmutanten wurden ER2655-Zellen transformiert.
Es folgte die Analyse von Zelllysaten nicht-induzierter und induzierter Zellen anhand
einer SDS-PAGE und nachfolgendem Immunoblot. Die Detektion wurde dabei mit anti-
Phl p 5a-hulgA2AC; und anti-hulgA-IgG-AP sowie zur Kontrolle mit polyklonalen anti-
CBD-rbtlgG und anti-rbt-IgG-AP und nachfolgender Substratumsetzung durchgefiihrt
(Abb.4.46 und Abb.4.47). Die Analyse im Immunoblot zeigte, dass der Phlp 5a-
spezifische rekombinante Antikérper eine Reaktivitat mit Phl p 5a-F2 und Phl p 5a-F3
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besitzt. Es wurden Banden der erwarteten Laufhohe von etwa 36 kDa detektiert. Es
konnte keine Bindung des monoklonalen rekombinanten Antikérpers an das kleinste
Fragment von Phlp 53, die Deletionsmutante Phl p 5a-F4, nachgewiesen werden. Die
Expression des Proteins wurde durch Detektion mittels anti-CBD-rbtigG bewiesen.
Anschliefdend erfolgte die Reinigung und Intein-Abspaltung von Phlp 5a-F2 und
Phl p 5a-F3 nach dem Protokoll des IMPACT™ Kits mittels Affinitats-chromatographie
unter Verwendung einer Chitin-Matrix. Die Proteinreinigung wurde mittels SDS-PAGE

und nachfolgender Coomassie-Farbung iiberpriift (Abb. 4.48 A und B).

1 2 3 45 1 2 3 45

40 kDa—> 40 kDa—> - .
35 kDa—> 35 kDa—>

Abb. 4.46: Immunoblot zur Uberpriifung der Reaktivitit von anti-Phl p 5a-hulgA2AC; mit CBD-
Intein-Phl p 5a-F2 und CBD-Intein-Phl p 5a-F3.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel) und anschlieflender
Immunoblot. Bahn 1:Marker; Bahn 2: nicht induziert Phl p 5a-F2; Bahn 3: induziert Phl p 5a-F2; Bahn 4:
nicht induziert Phl p 5a-F3; Bahn 5: induziert Phl p 5a-F3.

A: Zur Detektion wurden die Antikérper anti-Phl p 5a-hulgA2AC; (5 ug/ml) und anti-hulgA-AP-Konjugat
(1:5000) sowie NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.

B: Kontrolle. Zur Detektion wurden die Antikdrper polyklonaler anti-CBD-rbtlgG (1:2000) und anti-rbt-
IgG-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.

A B
70 kDa——> 70 kDa——>

40 kDa—vs> 40 kDa—> _
35kDa——> 35 kDa——> CBD-Intein-
Phl p 5a-F4

Abb. 4.47: Immunoblot zur Uberpriifung der Reaktivitit von anti-Phl p 5a-hulgA2AC; mit CBD-
Intein-Phl p 5a-F4.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel) und anschlieflender
Immunoblot.

A: Bahn 1: Marker; Bahn 2: nicht induziert; Bahn 3: induziert. Zur Detektion wurden die Antikdrper anti-
Phl p 5a-hulgA2AC; (5 ug/ml) und anti-hulgA-AP-Konjugat (1:5000) sowie NBT/BCIP als Substrat
eingesetzt.

B: Bahn 1: Marker; Bahn 2: nicht induziert; Bahn 3: induziert. Zur Detektion wurden polyklonale anti-
CBD-rbtlgG (1:2000) und anti-rbt-IgG-AP (1:5000) sowie NBT/BCIP als Substrat eingesetzt.
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CBD-Intein-
Phl p 5a-F2

<—Phl p 5a-F2

CBD-Intein-
Phl p 5a-F3

”,,,. -, (—Phl p 5a-F3

Abb. 4.48: SDS-PAGE-Analyse der Reinigung von Phl p 5a-F2 und Phl p 5a-F3.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen (10%iges Tris-Tricin-PA-Gel) und anschlieffender
Coomassie-Farbung. A: Reinigung Phl p 5a-F2. B: Reinigung Phl p 5a-F3. Bahn 1: Proteinmarker; Bahn 2:
Gesamtzelllysat, 16slich; Bahn 3: Durchlauf; Bahn 4: Waschfraktion;
Bahn 5-10: Elutionsfraktionen 1-6.

=

Die erfolgreiche Expression und Reinigung von Phlp 5a-F2 und Phl p 5a-F3 konnte
mittels SDS-PAGE-Analyse bestatigt werden. Im Anschluss erfolgte die ELISA-Analyse
der gereinigten Proteine (Abb. 4.49).

35
3,0 1
2,5
2,0 -
1,5 1
1,0
0,5 1
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Abb. 4.49: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit von anti-
Phl p 5a-hulgA2A C; mit Phl p 5a-F2 und Phl p 5a-F3.

Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit MBP-Phlp 5a, Phlp 5a-F1,
Phl p 5a-F2, Phlp 5a-F3 (100 pg/ml) und Blockierung mit 4% MPBS folgte eine Inkubation von anti-
Phl p 5a-hulgA2AC; (5 ug/ml). Die Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-hulgA-AP (1:2000) in 4%
MPBS und pNPP als Substrat bei 405 nm.

Die Reaktivitit des allergenspezifischen humanen Antikérperkonstruktes mit Phl p 5a-

F2 und Phl p 5a-F3 konnte mittels ELISA-Analyse verifiziert werden.
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4.3.2 Phage Display des identifizierten Epitops

Um die natiirliche Konformation des Loops in der N-terminalen Domane von Phl p 5a
auch nach einer Deletion der umgebenden stabilisierenden a-Helices zu erhalten, sollte
ein entsprechendes Peptid tber flankierende Cystein-Reste zyklisiert werden. Die
Phage Display-Technologie wurde verwendet, um dieses Peptid an der Oberflache des
M13-Bakteriophagen zu prasentieren. Die Darstellung des Loop-prasentierenden
Phagen wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Die Detektion bindender
Phagen erfolgte mit Hilfe eines anti-M13-HRP-Konjugates und nachfolgender
Substratumsetzung (Abb. 4.50).
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Abb. 4.50: Graphische Darstellung der ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Reaktivitit von anti-
Phl p 5a-hulgA2A C: mit dem Loop-prisentierenden Phagen.

Nach Beschichtung der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit anti-Phl p 5a-hulgA2AC; und Blockierung
mit 4% MPBS folgte eine Inkubation mit Phagenlésungen in Verdiinnungen von jeweils 1:5, 1:10, 1:15 und
1:50 sowie als Negativkontrolle mit dem M13KO07 Helferphagen (100 pg/ml). Die Detektion erfolgte durch
Inkubation mit anti-M13-HRP-Konjugat (1:2000) in 4% MPBS und H;0,/ABTS als Substrat bei 405 nm.

Extinktion (405 nm)

Die Resultate der ELISA-Analyse in Abb. 4.50 zeigen eine signifikante Reaktivitat des
Phl p 5a-spezifischen humanen Antikorperkonstruktes mit den Loop-prasentierenden
Phagen. Damit konnte nachgewiesen werden, dass dieser Sequenzabschnitt von Phl p 5a
in seiner natlrlichen Konformation fiir die Bindung des Phlp 5a-spezifischen

rekombinanten Antikérpers entscheidend ist.
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5 Diskussion

Die chronische lymphatische Leukdmie (CLL) ist die am haufigsten vorkommende
Leukdmieform in der westlichen Welt (Rozman & Montserrat, 1995). Allergien betreffen
rund 25% der Bevoélkerung in den USA und Nordeuropa (Vrtala, 2008). Verbindendes
Element beider Erkrankungen ist die spezifische Erkennung von Antigenen durch
Rezeptoren. Uber die molekularen Wechselwirkungen sowie Epitop-Strukturen der
Rezeptor-Ligand-Interaktion ist wenig bekannt. Dies ist vor allem in der limitierten
Verfiigbarkeit monoklonaler humaner Rezeptoren sowie dem noch unzureichenden

Kenntnisstand liber die grundlegende Biologie der Erkrankungen begriindet.

Trotzdem hat sich das Verstindnis der Pathogenese der chronischen lymphatischen
Leukdmie in der letzten Dekade fundamental gewandelt. Als Ursache der B-Zell-
Neoplasien wurden inhdrente, genetische Faktoren wie chromosomale Aberrationen
angesehen (Do6hner et al, 2000). Obwohl eine genetische Pradisposition entscheidend
dafiir ist, wie sich diese Erkrankungen entwickeln, sind auch andere, exogene Faktoren
essentiell flr die Auspragung der CLL (Ghia & Caligaris-Cappio, 2000). Diese Faktoren
wurden anfianglich unter dem Terminus ,Mikromilieu“ unspezifisch zusammengefasst
und konnten erst durch Studien in jiingerer Zeit ndher definiert werden. Die
Akkumulation der CLL-Zellen erfordert die Interaktion mit zellularen Komponenten, den
Bindegewebszellen und T-Lymphozytensowie mit l16slichen Faktoren (Ghia et al.,, 2005;
Lagneaux, Delforge, Bron, De Bruyn, & Stryckmans, 1998; Panayiotidis, Jones,
Ganeshaguru, Foroni, & Hoffbrand, 1996; Ranheim & Kipps, 1993). Dabei mehren sich
Hinweise, dass insbesondere die Antigen-Stimulation ausschlaggebend fiir die
Pathogenese der CLL ist. So wurde gezeigt, dass CLL-Zellen phanotypisch einer Antigen-
stimulierten B-Zelle dhneln (Damle et al, 2002) und zudem das gleiche
Expressionsprofil aufweisen (Klein et al., 2001). Im Unterschied zu normalen B-Zellen
exprimieren CLL-Zellen Rezeptoren, deren variable schwere Immunglobulin-Kette
einem limitierten Genrepertoire entstammt (Ghiotto et al., 2006; Stamatopoulos, 2005;
Tobin et al.,, 2003). Des Weiteren zeigen mehr als 20% aller CLL-Patienten stereotype
BZR (Stamatopoulos et al.,, 2007), die zu einer von etwa 150 verschiedenen Subgruppen
von homologen BZR zugeordnet werden kénnen. Die Einteilung der Subgruppen beruht

auf Sequenzdaten der CDR3-Region der schweren Immunglobulin-Kette. Da dieser
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Antikorper-Sequenz eine besonders hohe Bedeutung bei der Bindung des Antigens
zukommt (Barrios, Jirholt, & Ohlin, 2004), stellt sich die Frage, ob sich gemeinsame
Epitop-Erkennungsstrukturen fiir einzelne CLL-Subgruppen definieren lassen. Erste
Studien unterstiitzen diese Hypothese und zeigen, dass die Antigen-Erkennung der
Lymphom-Zellen homogener ist, als bislang vermutet (Binder et al, 2011) und CLL-
Klone durch bestimmte, wiederkehrende antigene Determinanten selektiert werden

(Messmer et al, 2004; Tobin et al., 2004).

Die Frage nach typischen Epitop-Erkennungsmustern stellt sich wie im Kontext
maligner Erkrankungen auch im Kontext der Allergie. Hier gilt zu klaren, ob bestimmte
und falls ja, welche biochemischen Charakteristika und strukturellen Eigenschaften ein
Antigen zu einem Allergen machen. Ein Unterscheidungskriterium zwischen
immunogenen und allergenen Proteinen stellt die Bindung durch IgE-Antikérper dar,
die im Zuge der Sensibilisierung sezerniert werden. Eine Charakterisierung dieser IgE-
Epitope bietet daher die Moglichkeit spezifische Merkmale der Proteinstruktur von
Allergenen zu beschreiben. Die Analyse von IgE-Epitopen war jedoch lange Zeit durch
die mangelnde Verfligbarkeit monoklonaler Antikorper als Analyse-Molekil kaum
moglich. Die physiologische IgE-Konzentration im Humanserum ist mit 10 bis
400 ng/ml dufderst niedrig (Steinberger, Kraft, & Valenta, 1996) und erlaubt keine
I[solierung substantieller Mengen allergenspezifischer IgE, die eine genaue
Charakterisierung der Zielmolekiile erméglichen. Mit Hilfe der Hybridom-Technik nach
Kohler etal (1975) konnen zwar monoklonale Antikérper hergestellt werden,
allerdings nicht der IgE-Isotyp. Somit geht der Kontext zur Allergie verloren. Erst durch
die Etablierung von Verfahren wie der Selektion von e-spezifischen humanen
Immunbibliotheken  konnten origindre IgE-Antikérper dargestellt werden.
Immunbibliotheken werden aus dem B-Zell-Repertoire von Spendern gewonnen. Sie
sind in der Regel mit Antigen-spezifischen Antikérpern angereichert, die durch die
Affinitatsreifung einen massiven Anstieg der Bindungsaffinitat erfahren haben. Bislang
wurde nur in wenigen Studien von einer erfolgreichen Klonierung Allergen-spezifischer
IgE berichtet (Flicker et al, 2000; Jakobsen, Bodtger, Kristensen, Poulsen, & Roggen,
2004; Laukkanen et al, 2003). Aus diesem Grund war die Epitop-Charakterisierung des
hier untersuchten Phlp 5-spezifischen Antikérpers, der einer e-spezifischen
kombinatorischen humanen Fab-Bibliothek entstammt, methodologisch und inhaltlich

besonders interessant.
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5.1 Rekombinante Darstellung und Reinigung der
Antikorperkonstrukte

Flr alle durchgefiihrten Untersuchungen war eine Konvertierung der B-Zell-Rezeptoren
in rekombinante monoklonale Antikorper eine Grundvoraussetzung, da nur so
homogene Zielmolekiile in prinzipiell unbegrenzter Menge produziert werden konnten.
Dabei erfolgte fiir unterschiedliche Applikationen eine Darstellung der Lymphom-
Antikorper als losliche Vollantikorper des IgG-Isotyps, als verkiirztes Fab-Fragment
sowie als membrangebundener Vollantikorper des IgM-Isotyps. Zur Definition eines IgE-
Epitops lag der Phl p 5-spezifische Antikorper bereits in unterschiedlichen Isotypen vor.
Fir strukturgebende Experimente erfolgte allerdings die Konvertierung in das Fab-

Format.

Zur Darstellung der Lymphom-Antikorper konnte in dieser Arbeit auf Rezeptor-
Sequenzen einzelner Patienten zuriickgegriffen werden. Dazu wurde im Vorfeld
basierend auf Patientenmaterial mithilfe geeigneter Oligonukleotide die Amplifikation
der spezifitats-determinierenden Vy- und Vi-Sequenzen durchgefiihrt. Somit standen fir
die Epitop-Definition der Lymphom-Antikérper Sequenzen der CLL-Patienten 014, 024
und 044, der immortalisierten Burkitt-Lymphom-Zelllinie Ca46 sowie als Modell-
Antikorper des therapeutischen Antikorpers anti-EGFR-hulgGl (Matuzumab) zur
Verfiigung.

Eine Betrachtung der Rezeptor-Sequenzen lief3 eine erste Einordnung und Gruppierung
der Zielmolekiile zu (S. 71; Tab. 4.1 und 4.2). Der Status aller in dieser Arbeit
untersuchten Rezeptoren war unmutiert. Der Krankheitsverlauf von Patienten mit
unmutieren CLL-BZR ist in der Regel aggressiver und die Prognose schlechter als bei
Patienten mit mutierten BZR. Die Antikorper [Ig014- und Ig044-hulgG1l liefden sich
aufgrund ihrer Sequenzinformation der CLL-Subgruppe #1 zuordnen, eine der Fall-

mafdig grofdten Subgruppen der CLL-Kohorte (Stamatopoulos et al., 2007).
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5.1.1 Darstellung als humane IgG1

Die Lymphom-Antikérper wurden als humane IgG1-Vollantikorper dargestellt, da dieser
[sotyp Uber ein hohes Expressionsniveau in HEK293-Zellen verfiigt und ein nahezu
naturidentisches System aufweist. Die erfolgreiche Expression der humanen IgG1l
konnte mit ELISA- und Immunoblot-Analysen nachgewiesen werden. Dabei wurden
hoheExpressionsraten im Bereich von 950 ng/ml bis 2877 ng/ml fiir die einzelnen

Lymphom-Antikérper beobachtet (S. 73; Tab. 4.3).

Fir die nachfolgenden immunbiochemischen sowie strukturellen Analysen war eine
Reinigung der Antikérper aus dem Zellkulturiiberstand notwendig, um storende
Proteine aus dem Kulturmedium zu entfernen. Dafiir ist eine Metallchelat-
Affinitdtschromatgraphie der mit Histidin fusionierten Proteine iiber eine Ni-NTA-
Matrix geeignet. Hierbei zeigten sich zunadchst Verunreinigungen in den
Elutionsfraktionen, die durch die Verwendung eines Imidazol-Gradienten wahrend der
Elution stark reduziert werden konnten. Um den Reinheitsgrad der Antikorper weiter zu
erh6hen, wurden parallel Affinitatsmatrices unter Verwendung spezifischer Antigene
dargestellt. Fiir die geplanten Analysen war der Reinheitsgrad der Proben ausreichend.
Die SDS-PAGE-Analyse mit anschliefender Coomassie-Farbung der gereinigten und
vereinten Elutionsfraktionen lieferte im Wesentlichen die erwarteten Ergebnisse. Die
Immunglobuline zeigten ein ihrem Molekulargewicht entsprechendes Laufverhalten bei
etwa 160 kDa im SDS-PA-Gel. Diese Ergebnisse deuteten auf eine korrekte
Assemblierung der heterotetrameren Immunglobuline in HEK293-Zellen hin. Lediglich
der Ig024-hulgGl =zeigte ein abweichendes Laufverhalten und bildete eine
Dreifachbande aus. Auch durch weitere Reinigungsschritte der Ig024-Probe iiber
Protein A und G (Fc-spezifische Matrices) sowie iiber eine k-spezifische Matrix konnten
diese nicht entfernt werden (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung deutete auf die
Ausbildung oligomerer Strukturen hin. Méglichkeiten zur Ausbildung dieser oligomeren
Strukturen konnte eine Selbsterkennung des Rezeptors sein. Denkbar ware auch eine

Protein-Degradation oder eine falsche Zusammenlagerung der Antikérper-Ketten.
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5.1.2 Darstellung als humane Fab-Fragmente

Ein Fab-Fragment (fragment antigen-binding) bildet eine antigenbindende Einheit, die
sich aus der leichten Immunglobulinkette (V.) sowie der Vu- und Cui-Doméne der
schweren Kette zusammensetzt. Es handelt sich damit um ein monovalentes
Bindungsmolekiil. Bleibt die Disulfidbriicke zwischen den beiden Antikérper-
Fragmenten bestehen, werden bivalente F(ab):-Fragmente generiert. Durch die
Ermittlung der Raumstruktur eines Antigen-Fab-Komplexes nach einer Kokristallisation
konnen detaillierte Informationen tliber die Relevanz einzelner Aminosauren fiir die
Wechselwirkung beider Bindungspartner gewonnen werden. Aufgrund ihrer starren
Struktur eignen sich Fab-Fragmente besonders fiir eine Analyse von Epitopen. Dabei
kristallisieren sie aus und werden mit einer Rontgenstrukturanalyse untersucht. ScFv-
Fragmente (single chain variable fragment), eine der kleinstmdglichen Bindungs-

determinierenden Antikérper-Einheit, sind fiir derartige Analysen oft zu flexibel.

Zur Herstellung der Fab-Fragmente wurden drei verschiedene Strategien verfolgt: die
proteolytische Spaltung von Vollantikdrpern, sowie die prokaryotische und

eukaryotische Expression.

Da hinter der Darstellung rekombinanter humaner Fab-Fragmente ein kompliziertes
wie auch zeit- wund kostenaufwandiges Ineinandergreifen verschiedener
molekularbiologischer Methoden wie der Entwicklung geeigneter Klonierungs- und
Expressionsstrategien steht, wurde zur Produktion der Fab-Fragmente zunichst die
Spaltung intakter Immunglobuline angewendet. Immunglobulin-Domanen sind per se
vergleichsweise inert gegen enzymatische Spaltungsreaktionen. Allerdings kénnen in
der flexiblen Hinge-Region des Antikdrpers mithilfe der Cysteinpotease Papain (die
Frucht Papaya enthalt hohe Konzentrationen des Enzyms) Aminosaure-Verbindungen
aufgetrennt werden. Zur Darstellung von Fab-Fragmenten erfolgte die Papain-Spaltung
von jeweils einem Milligramm gereinigtem Antikorper. Dabei wurde die enzymatische
Spaltungsdauer variiert. Durch die Verlangerung der Inkubationszeit von 4 Stunden auf
6 Stunden wurde der Anteil an ungespaltenem IgG-Antikérper deutlich verringert,
allerdings zeigte die Analyse im Immunoblot bereits bei einer Inkubationszeit von 4
Stunden eine unerwiinschte Fragmentierung des Antikérpers. Um Nebenprodukte aus
der Probe zu entfernen, wurde an die Reinigung mittels k-spezifischer Matrix eine

Aufreinigung iiber Protein A angeschlossen. Durch dieses Vorgehen konnte die
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Konzentration  unerwilinschter = Nebenprodukte deutlich reduziert werden.
Zusammenfassend war jedoch die Ausbeute des Fab-Fragmentes aufgrund der Bildung
der Nebenprodukte zu gering und der Aufwand bedingt durch aufeinanderfolgende
Reinigungsschritte vergleichsweise hoch. Eine praparative Darstellung wiirde
aufserordentlich hohe Mengen von IgG erfordern, was eine Anwendung als generelle
Strategie als unrealistisch erscheinen ldsst. Aus diesem Grunde erfolgte als alternative

Strategie eine Reklonierung der Antikorper in das Fab-Format.

Der Vorteil einer Fab-Expression im prokayotischen System liegt in einer Zeit- und
Kostenersparnis. Zur Darstellung eines Fab-Fragmentes im prokaryotischen System
wurde das StarGate-Fusionsklonierungssystem von [BA BioTAGnology verwendet.
Dieses System erlaubt in drei aufeinander folgenden Reaktionsschritten eine
Assemblierung der ViChi- und Vi.Cr-Sequenzen in den gewiinschten Expressionsvektor.
Obgleich die Fab-Expression in Bakterien ein fest etabliertes Verfahren darstellt, lieferte
die initiale Expression des Antikorperfragmentes hier nur eine geringe Ausbeute. Zur
Optimierung der Darstellung des Fab-Fragmentes wurden anschliefdend
unterschiedliche Expressionsbedingungen gepriift. Zudem wurde neben dem
periplasmatischen Extrakt auch der Gesamtzellextrakt gewonnen und das Fab-Fragment
mittels Reinigung tiber Ni-NTA-Matrix isoliert. Die anschlieffende SDS-PAGE-Analyse
zeigte, dass lediglich in den Fraktionen des Gesamtzellextraktes das Fab-Fragment
detektiert werden konnte. Die Expression tiber Nacht bei 30 °C und 220 rpm lieferte die
hochste Ausbeute, welche jedoch noch weiter optimiert werden miisste. Die
nachfolgende ELISA-Analyse des dargestellten Fab-Fragmentes ergab eine signifikante
Reaktivitit mit Phlp 5a und bestaitigte die erfolgreiche Darstellung des Phlp 5a-

spezifischen Fab-Fragmentes.

Zur Optimierung der prokaryotischen Expression konnte gegebenenfalls ein alternativer
Expressionsvektor eingesetzt werden. Der verwendete E. coli-Expressionsvektor pASG-
IBA-44 besitzt einen Tet-Promotor, welcher in seiner Expressionsstarke nicht mit dem
starken T7-Promotor vergleichbar ist. Zudem zeigte die SDS-PAGE-Analyse, dass aus
dem periplasmatischen Raum kein Fab-Fragment isoliert werden konnte. Dies deutet
auf eine fehlerhafte Translokation des Antikérperfragmentes hin. Eine andere
Signalsequenz konnte sich daher positiv auf die funktionelle Expression des Fab-
Fragmentes auswirken. Die Expressionskassette des Phlp 5a-spezifischen Fab-

Konstruktes in pASG-IBA-44 enthdlt N-terminal von der Vy-Sequenz eine OmpA- und N-
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terminal von der Vi-Sequenz eine PhoA-Signalsequenz. Diese bewirken iiber das Sec-
System (Sec, secretion) von E.coli die posttranslationale Protein-translokation. In
Studien konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von SRP-Signalsequenzen (SRP,
signal recognition particle) eine bis zu 700fache Steigerung der Translokation
ermoglichen (Steiner etal, 2006). Im Gegensatz zu dem Sec-System vermitteln SRP-
Signalsequenzen eine kotranslationale Zielsteuerung der Proteine. Insgesamt erscheint
jedoch die prokaryotische Expression als schwierig. Auch inwieweit die hier erhaltenen
Proteine von homogener Qualitit sind, was jedoch von entscheidender Bedeutung wire,

ist auf der Grundlage der hier erhaltenen Daten kaum zu beurteilen.

Als zielfiihrendste Strategie stellte sich jedoch die Expression in eukaryotischen Sf9-
Insektenzellen heraus. Hierzu erfolgte u.a. eine Optimierung des zugrundeliegenden
Expressionsvektors. Dieser verfligte anfanglich tlber zwei identische gp67-
Signalsequenzen. Durch die Modifikation einer der beiden gp67-Sequenzen in Form
einer Optimierung der Kodons konnte die Expressionsrate signifikant gesteigert
werden. Bei Expressionen von Fab-Fragmenten wurden die Proteine in den Uberstand
sezerniert und lagen als korrekt gefaltetes Heterodimer in funktioneller Form vor, was
durch ELISA-Analyse bestitigt werden konnte. Durch affinititschromatographische
Verfahren konnten bis zu 12 mg des Zielproteins aus 3 | Kulturvolumen erhalten

werden.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Expression in Insektenzellen eine ausgezeichnete
Strategie darstellt, um hohe Mengen funktioneller Fab-Fragmente zu erhalten. Griinde
fiir diese Uberlegenheit gegeniiber anderen Verfahren sind sicher in der im Vergleich zu
hoheren Wirtssystemen wie Saugerzellen erhéhten Expressionsrate, der reduzierten
Faltungskontrolle, und der Einfachheit der Kultivierung zu sehen. So erleichtert die
Abwesenheit von Serum die nachfolgenden Reinigungsschritte signifikant. Obgleich eine
Expression von Fab-Fragmenten in Insektenzellen dokumentiert ist, wird bislang wenig
Gebrauch von dieser Strategie gemacht. Dies mag verwundern, allerdings ist eine
Realisierung aufwandiger, insbesondere auch finanziell. Die im Rahmen dieser Arbeit
fir unterschiedliche Fab-Fragmente erhaltenen Ausbeuten bestitigen jedoch die
allgemeine Anwendbarkeit. Damit eroffnet das hier etablierte Verfahren die Moglichkeit,
substantielle Quantititen von Fab-Fragmenten darzustellen, die in zukiinftigen und
derzeit laufenden kristallographische Analysen hinsichtlich ihrer strukturellen

Besonderheiten charakterisiert werden.
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5.1.3 Darstellung als membrangebundene IgM

Flr die Analyse der Interaktion identifizierter Liganden sind grundsatzlich die Affinitat,
die Sperzifitit, die sterischen Parameter und die Effekte einer Interaktion zu
berticksichtigen. Um ein System zu schaffen indem die zelluldren Effekte der Interaktion
beobachtet und analysiert werden konnen, erfolgte die Konvertierung der Lymphom-
Antikérper in membrangebundenes IgM. Dies umfasste die Konstruktion eines
entsprechenden Expressionsvektors, welcher die vollstindige IgM-Sequenz zur
Prasentation des Rezeptors auf der Zelloberflache enthielt. Zur Generierung der IgM-
Sequenz mit Transmembrandomane erfolgte die reverse Transkription von humaner
Gesamt-RNA in cDNA und anschlieffend die Amplifikation mithilfe spezifischer
Oligonukleotide. Die einzelnen Klonierungsschritte erforderten eine Optimierung der
Temperatur-Bedingungen zur spezifischen Amplifikation der gewilinschten DNA-
Fragmente. Die Amplifikation der Zielsequenzen konnte durch die Durchfiihrung von
Gradienten-PCR-Reaktionen gewahrleistet werden. Die erfolgreiche Darstellung der
humanen IgM-Sequenz wurde durch Sequenzierung wund Vergleich mit
Sequenzinformationen der UniProt-Datenbank verifiziert. Es erfolgte eine
Transformation von HEK293-Zellen mit dem dargestellten Expressionsvektor.
Anschliefdend wurde durch eine FACS-Analyse tberpriift, ob der IgM auf der Oberflache
der Zelle exprimiert wird. Hier konnten IgM-positive Zellen detektiert werden, die
mithilfe der Cell-Sorting-Funktion des FACSAria™ IlI-Gerdtes steril isoliert und
weiterkultiviert wurden. Eine nachfolgende Analyse der Einzelklone ergab allerdings
kein positives Ergebnis und die Zellen schienen kein IgM auf der Zelloberfliche zu
prasentieren. Die Ursache hierfiir ist vermutlich in der fehlenden Koexpression der IgM-
assoziierten Iga/Igf-Komponente zu sehen. Die Kotransfektion von HEK293-Zellen von
[gM- sowie CD79a/CD79b-Vektoren sollte die stabile Expression von IgM-Molekiilen
ermoglichen. Mithilfe positiver stabiler Transfektanden kénnten dann aufschlussreiche
zellulare Assays durchgefiihrt werden, bei denen funktionelle Untersuchungen der

Interaktion mit Liganden durch Ca%*-Messungen realisiert werden kénnten.
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5.1.4 Generierung von Affinitatsmatrices zur spezifischen Reinigung

Affinitdtschromatographien mit dem spezifischen Antigen haben das Potential,
Proteinlésungen mit sehr hoher Reinheit, Qualitat und Konzentration des Zielproteins
zu liefern. Aus diesem Grund wurde in zwei Ansatzen exemplarisch Affinititsmatrices
fiir das Antigen sEGFR sowie den Zielantikorper Phl p 5-IgE generiert. Auf diese Weise
sollte die generelle Durchfiihrbarkeit einer hochspezifischen Reinigung sowohl von
Antikorper als auch Ligand gezeigt werden. Zur Darstellung der Affinitatsmatrices
wurde die hohe Affinitit der Chitin-Bindedoméane (CBD) zu Chitin genutzt. Dazu erfolgte
die Insertion der Sequenzen von anti-EGFR-scFv sowie Phl p 5a in den CBD-Vektor.
Durch diese Fusion von CBD mit dem Interaktionsmolekiil, Phl p 5a bzw. anti-EGFR-
scFv, wurden Bindungselemente generiert, welches durch Kopplung an immobilisiertes
Chitn die Darstellung einer Affinititsmatrix erlaubte. Die Stabilitit dieser Bindung
konnte fiir saure pH-Werte nachgewiesen und der pH-Wert zur Antikérper-Elution
ermittelt werden. Eine Proteinfirbung zeigte einen sehr hohen Reinheitsgrad der
Elutionsfraktionen und die Reaktivitat des Antikorpers wurde im ELISA bestatigt. Eine
vergleichende IMAC-Reinigung eines Antikérperkonstruktes aus HEK293-Zellen zeigte
hingegen eine deutliche Verunreinigung durch BSA. Ein eventueller Reaktivitiatsverlust
durch die sauren Elutionsbedingungen ist jedoch nur bedingt zu tiberpriifen. Durch die
Immobilisierung des spezifischen Antigens an die Chitinmatrix tber die
Bindungsdomédne CBD konnte somit eine effiziente spezifische Methode als Alternative
zur Metallchelat-Affinitdtschromatographie etabliert werden. Es konnte gezeigt werden,
dass sich durch diese Methode sowohl Antigen als Antikorper spezifisch reinigen lassen.
Zur Darstellung weiterer Affinititsmatrices konnen die zugrundeliegenden

Vektorelemente durch einfache Klonierungsschritte angepasst werden.
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5.2 Interaktionsanalysen der Antikorperkonstrukte

5.2.1 Darstellung und Analyse von Mimotopen

Zur Bestimmung von CLL-BZR-Liganden wurden u.a. Bindungsstudien mit definierten
Proteinlésungen wie beispielsweise Extrakten bestimmter Zellen durchgefiihrt. Auf
diese Weise konnte gezeigt werden, dass CLL-Antikérper gemeinsame Epitop-
Erkennungsmuster aufweisen (Catera et al, 2008; Chu et al, 2008). Als Antigene
wurden dabei vor allem Autoantigene, welche auf der Oberflaiche von apoptotischen
Zellen prasentiert werden, sowie bakterielle Liganden identifiziert. Allerdings
erscheinen diese Studien in Anbetracht der aufderordentlich hohen Anzahl méglicher
Antigen-Kandidaten als nicht ausreichend, um die Bindungs-Spezifitit von CLL-BZR

vollstandig zu klaren.

Um das Spektrum potentieller Liganden zu erhéhen, wurde daher in dieser Dissertation
die Selektion einer artifiziellen, randomisierten Phagen-Peptid-Bibliothek gegen die
Zielrezeptoren durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden Peptidliganden identifiziert, sog.
Mimotope, welche die Konformation des natiirlichen B-Zell-Epitops imitieren (engl.
mimic, nachahmen; Epitop). Mithilfe dieser Mimotope kann indirekt oftmals tiiber
Sequenzhomologien das natiirliche Epitop identifiziert werden (Hantusch et al, 2004;
Irving, Pan, & Scott, 2001; Mintz et al, 2003; Riemer, Kraml, Scheiner, Zielinski, &
Jensen-Jarolim, 2005; Wang & Yu, 2004). Zudem lassen sich anhand der Sammlung
dhnlicher, jedoch nicht identischer Peptidsequenzen haufig essentielle Aminosauren fiir

die Interaktion zu dem Rezeptor ableiten.

Zur ldentifikation der CLL-BZR-Epitope wurden Selektionen einer Phagen-Peptid-
Bibliothek durchgefiihrt, welche eine Phagenkollektiv von mehr als 10° individuellen
Klonen umfasste. Auf der Oberflache dieser Phagenklone wurden 12er-Peptidsequenzen
prasentiert. Die Selektion wurde hierbei so durchgefiihrt, dass gezielt Phagen isoliert
und vermehrt wurden, die in der Paratop-Region des Antikdérpers gebunden wurden.
Dazu erfolgten bei der Durchfiihrung der Selektion neben drei Positivselektionen auf
dem Zielantikorper eine Negativselektion auf einer Isotyp-Kontrolle in Form einer
Proteinlésung polyklonaler humaner IgG (Intratect®). Die erfolgreiche Anreicherung

spezifisch bindender Phagenklone wurde durch eine polyklonale ELISA-Analyse gezeigt.
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Nach der finalen Selektionsrunde wurden einzelne Phagenklone isoliert, amplifiziert
und auf ihre Spezifitit gegen das Zielmolekil tiberpriift. Diese positiven Phagenklone
wurden einer Sequenzierung unterzogen und so bindende 12er-Peptidsequenzen

erhalten. Aus diesen wurden Konsensussequenzen abgeleitet und ndher analysiert.

Um initial eine Aussage treffen zu koénnen, inwiefern sich spezifische Phagen unter
Verwendung rekombinanter monoklonaler Antikérper anreichern lassen und sich die
daraus erhaltenen Peptid-Sequenzen fiir eine Epitop-Bestimmung eignen,, wurde eine
Phagen-Selektion gegen den anti-EGFR-Antikérper durchgefiihrt. Da das Epitop sowie
die zugrundeliegende Liganden-Interaktion dieses Antikdrpers umfangreich iiber
Rontgenstrukturanalysen von Proteinkristallen charakterisiert wurde (Schmiedel,
Blaukat, Li, Knochel, & Ferguson, 2008), konnten die nach der Selektion erhaltenen
Sequenzinformationen mit diesen Daten verglichen werden. Als Schliisselaminosauren
der anti-EGFR-Ligand-Interaktion wurden nach Schmiedel et al. vier Aminosduren
benannt: K454, T459; S460; K463 in der EGFR-Aminosduresequenz WKKLFGTSGQKT.
Die beiden zentralen Threonin- und Serin-Aminosduren bilden tber ihre Hydroxyl-
Gruppen Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Antikérper-Paratop aus und die
umgebenden positiv geladenen Lysin-Reste gehen starke Ionenbindungen mit dem
Rezeptormolekiil ein. Ein Vergleich dieser Sequenz zur ermittelten Mimotopsequenz
WLDYSTSPRINR zeigte das hohe Mafd an Sequenziibereinstimmung der Peptide
insbesondere in den entscheidenden Aminosdureresten. Auch hier sind die zentralen
Threonin- und- Serin-Reste zu finden; statt eines Lysin-Restes ist in der Mimotop-
Sequenz ein positiv geladener Arginin-Rest zu finden. Lediglich der N-terminal gelegene
positiv geladene Rest fehlt in der identifizierten Mimotop-Sequenz. Diese Ergebnisse
bestatigten die generelle Eignung der Phagen-Peptid-Selektion zur Definition bindungs-

bestimmender Aminosaurestrukturen.

In analoger Weise wurden Peptidselektionen gegen den Ig014-, Ig024- und Ca46-hulgG1
durchgefiihrt und fiir jeden dieser Antikorper Konsensuspeptidsequenzen ermittelt. Fiir
den Ig014-hulgGl lieferte eine Datenbankanalyse dieser Sequenzen eine
Ubereinstimmung zu der R-Kette des T-Zell-Rezeptors. Charakteristisch fiir die CLL ist
die Ausbildung von Proliferationszentren in denen ein enger CLL-T-Zell-Kontakt besteht
(Ghia et al, 2002). In diesem Zusammenhang konnten die T-Zellen selbst als Antigen-

Reservoir flir CLL-Zellen fungieren und diese so zur Proliferation anregen.
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Ein Vergleich der identifizierten Konsensusmotive des Ig024- und Ca46-hulgG1s lieferte
keine eindeutigen Sequenziibereinstimmungen mit Proteinsequenzen der BLAST-
Datenbank. Dies konnte darin begriindet liegen, dass durch die Selektion von Phagen-
Peptid-Bibliotheken konformationelle Epitop-Sequenzen erhalten werden. Generell
lassen sich bei B-Zell-Epitopen lineare und konformationelle Epitope unterscheiden.
Wahrend lineare Epitope einem Abschnitt der Primdrsequenz des Antigens entsprechen,
werden konformationelle Epitope von Aminosaduren gebildet, die erst durch Faltung der
Proteinkette in rdumliche Ndhe geraten. Ein Beispiel hierfiir ist das Epitop des anti-
EGFR-Antikorpers. Konformationelle Epitope erschweren die Datenbankanalyse und
erfordern eine Anpassung des zugrundeliegenden Algorithmus bei dem beispielsweise

die Zuganglichkeit einzelner Aminosdauren mit einbezogen werden sollte.

Um zu verifizieren, dass die beobachtete spezifische Bindung tatsachlich durch das
exprimierte Peptid auf der Oberfliche des M13-Bakteriophagen und nicht durch andere
Eigenschaften des Phagens vermittelt ist, wurden die Peptide rekombinant sowie

synthetisch in einem anderen (Protein)-Kontext produziert.

Die Peptidsequenzen wurden N-terminal mit dem Maltose-bindenden Protein (MBP)
fusioniert. Diese Fusion mit MBP bringt einige Vorteile gegeniiber den nicht-fusionierten
Peptidsequenzen mit sich. Durch die unmittelbare Nachbarschaft der ribosomalen
Bindungsstelle im 5°-Bereich der MBP-kodierenden Sequenz wird eine effiziente
Initiierung der Translation erreicht, wodurch eine hohe Expressionsrate des MBP-
Fusionsproteins im Zytoplasma von E. coli erreicht wird und somit zu einer hohen
Ausbeute des Zielproteins fiihrt. Ein weiterer Vorteil der MBP-Fusion ist die Loslichkeit-
vermittelnde Eigenschaft (Kapust & Waugh, 1999). In der Regel zeigten die
untersuchten Peptide eine gute Loslichkeit in Wasser. Lediglich die durch 1g024-hulgG1
identifizierte Bindungs-Sequenz YLPWW besitzt einen isoelektrischen Punkt von pH 5,9
und zeigt eine geringe Loslichkeit in Wasser. In diesem Fall konnte die Loslichkeit durch
die Fusion mit dem MBP gewahrleistet werden. Bei Abspaltung von MBP konnte das
freie Peptid durch eine Anpassung des Losungsmittels in Form einer pH- bzw.
Temperatur-Anderung oder durch die Zugabe eines organischen Ldsungsmittels wie
DMSO (Dimethylsulfoxid) in Losung gebracht werden. Weitere Vorteile in der Fusion
der Mimotope mit MBP lagen in einer méglichen Detektion mittels eines spezifischen
anti-MBP-Antikorpers sowie einer Erhohung des Molekulargewichtes was eine SDS-

PAGE-Analyse der Fusionsproteine ermdglichte.
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Um die Zuganglichkeit der Peptidsequenz fiir die Interaktion zu gewahrleisten erfolgte
eine Insertion eines Serin-Glycin-Linkers. Die Klonierung der Mimotop-Sequenzen
wurde mittels Sequenzierung verifiziert. Anschliefdend erfolgte die Expression im
prokaryotischen System sowie die Reinigung der MBP-Fusionsproteine unter nativen,
nicht-denaturierenden Bedingungen. Die Expression und Reinigung der MBP-
Fusionsproteine ergab in sehr hoher Konzentration vorliegende 16sliche Proteine. Durch
eine SDS-PAGE-Analyse und nachfolgendem Immunoblot konnte abschliefdend
erfolgreich die Interaktion der Lymphom-Antikérper mit den ermittelten
Peptidsequenzen bestiatigt werden. Somit standen diese Liganden fiir weitere
Untersuchungen wie beispielsweise SPR-Messungen zur Verfligung, um die

zugrundeliegenden Interaktionen weiter zu analysieren.

Um substantielle Mengen der Peptide zu erhalten erfolgte eine chemische
Festphasensynthese der Peptide. Hierbei wurden die Peptidsequenzen in zwei
Varianten dargestellt: der biotinylierten und unbiotinylierten Form. Die Biotinylierung
sollte eine gezielte Immobiliserung des Peptides iiber die hochaffine Bindung an
Streptavidin ermoglichen. Das reine Peptid hingegen eignet sich fiir eine Anwendung in
strukturellen Analysen wie STD-NMR-Analysen oder kristallographischen Analysen.
Durch aufeinanderfolgende HPLC-Reinigungen des Peptid-Rohproduktes iiber eine
reversed phase C1g-Sdule  konnten  Verunreinigungen in den Proben wie
Abbruchfragmente erfolgreich entfernt werden. Hierbei erfolgte bei jeder HPLC-
Reinigung eine Anpassung des Gradienten, welcher fiir jedes Peptid individuell ermittelt
werden musste. Mithilfe der Maldi-TOF-MS-Analyse wurde der Erfolg der HPLC-
Reinigung tiberpriift. Abschlief3end wurde die Reaktivitat der synthetisierten Peptide
mittels einer ELISA-Analyse gezeigt. Durch die chemische Festphasensynthese konnten
mehrere Milligramm des Peptides hohen Reinheitsgrades dargestellt werden. Allerdings
ist der Aufwand der chemischen Festphasensynthese insbesondere aufgrund der
zahlreichen notwendigen HPLC-Reinigungsschritte als ungleich hoher im Vergleich zur

prokaryotischen Expression zu bewerten.
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5.2.2 SPR-spektroskopische Messungen

Eine der entscheidenden Grofden in der Funktion von Immunoglobulinen ist sicherlich
ihre Affinitat zu den jeweiligen Zeilstrukturen. Die Affinitit der vorliegenden Antikdérper
fir ihre Liganden wurde hier mittels SPR-Verfahren bestimmt. Dabei diente die Analyse
der Interaktion zwischen dem Antigen sEGFR und dem Antikérper anti-EGFR-hulgG1
(Matuzumab) der Evaluation der SPR-Messbedingungen, da die Bindungskonstante fiir
die Wechselwirkung dieser Interaktionspartner bekannt ist (Schmiedel, Blaukat, Li,
Knochel, & Ferguson, 2008). Hierbei wurden verschiedene Reagenzien zur effektiven
Aufhebung der Rezeptor-Ligand-Interaktion untersucht (Daten nicht gezeigt). Weit
verbreitet ist die Auflosung dieser Interaktion durch eine kurzfristige Anderung des pH-
Wertes. Allerdings fiihrt ein derartiger pH-Shift haufig zum Verlust der Epitop- bzw.
Paratop-Funktionalitat aufgrund einer Zerstorung der natiirlichen Konformation des
Proteins, was in einer drastischen Abnahme der Reaktivitit der Bindungspartner
resultiert und somit die Messergebnisse verfidlscht. Aus diesem Grund wurden
alternative Puffer zur Regenerierung freier Interaktionsmolekiile tiberpriift. Eine
Méglichkeit zur Aufhebung der Wechselwirkungen ist die Anderung der Ionenstirke in
Kombination mit chaotropen Effekten. Als chaotrop werden chemische Substanzen
bezeichnet, die geordnete Wasserstoffbriickenbindungen auflésen. Dadurch vermindern
sie hydrophobe Effekte und wirken denaturierend auf Proteine. Als chaotropes Reagenz
wurde Magnesiumchlorid gewahlt. Es wurden Magnesiumchlorid-Lésungen in einem
Bereich von 1 M bis 4,5 M zur Aufhebung der sEGFR/anti-EGFR-hulgG1-Interaktion
getestet. Es konnte allerdings keine vollstindige Regeneration des Antikorpers mithilfe
dieser Substanzlésungen erzielt werden, was vermutlich in der hohen Affinitat
begriindet liegt. Darauthin wurde basierend auf der Publikation von Andersson et al.
eine Reihe verschiedener Elutionspuffer auf ihre Effekte hin untersucht. Am
zielfiihrendsten stellte sich dabei ein Puffer aus drei Anteilen heraus, der AIW-Puffer,
der sich aus einem Teil acidischen Puffer, einem Teil ionischen Puffer und einem Teil
Wasser zusammen setzte (Andersson, Areskoug, & Hardenborg, 1999). Dieser Puffer
gewahrleistete eine Aufhebung der Interaktion von Rezeptor und Ligand unter milden
Bedingungen und bei vollstiandigem Funktionserhalt von Epitop und Paratop. Daher

wurde der AIW-Puffer fiir alle weiteren hier durchgefiihrten Messungen eingesetzt.
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Die SPR-Messung des anti-EGFR-hulgG1s gegen sEGFR ergab eine Bindungskonstante
von 37 nM. Dieser Wert stimmt mit der Bindungskonstante von 43 nM der
Arbeitsgruppe von Schmiedel et al. sehr gut liberein. Bei dem anti-EGFR-Antikérper
handelt es sich um einen humanisierten therapeutischen Antikorper, d.h. lediglich die
Antigen-Bindungsstellen sind murinen Ursprungs. Der urspriingliche Antikérper hat in
der immunisierten Maus eine Affinititsreifung erfahren. Dabei steigt die Affinitdt der
murinen Antikorper mit zunehmender Immunreaktion aufgrund der somatischen
Mutationen in den Antikoérper-Molekiilen und der folgenden Selektion der hoher affinen

Antikorper.

Bei der Bindung des Antikorpers an das MBP-Mimotop wurde eine geringere
Bindungskonstante von 900 nM bestimmt. Diese niedrigere Bindungsaffinitit des
Antikorpers zu der Mimotop-Sequenz ist gegbenenfalls darin begriindet, dass eine der
vier Antikorper-Antigen-Schliisselinteraktionen nicht ausgebildet werden kann. Im
Unterschied zur EGFR-Epitop-Sequenz ist in der Mimotop-Sequenz N-terminal keine
positiv geladene Aminosaure zu finden (SEGFR-Sequenz: WKKLFGTSGQKT; Mimotop-
Sequenz: WLDYSTSPRINR). Daher wirden sich weitere Bindungsstudien mit
modifizierten Mimotop-Sequenzen anbieten, in denen die vier Schliisselaminosduren
gezielt verdndert wurden. Durch einen kompetitiven ELISA-Assay konnte zudem gezeigt
werden, dass die Liganden sEGFR sowie die Mimotop-Sequenz von derselben Paratop-
Region des Antikorpers gebunden werden. Diese Daten bestdtigen klar die Hypothese

eines Bindungsmodus, der fiir sEGFR und das Mimotop vergleichbar ist.

Die hochsten Affinititen wurden fiir den Ca46-hulgG1 gegen das Mimotop ermittelt mit
einer Bindungskonstante von 1,5 nM sowie fiir den [g024-hulgG1l gegen das Mimotop
mit einer Bindungskonstante von 6,6 nM. Diese hohen Bindungskonstanten im
nanomolaren Bereich deuten auf eine ausgesprochen hohe Spezifitit der Rezeptor-
Ligand-Interaktion hin. Diese Erkenntnis ist fiir den Erhalt der entscheidenden
Interaktionsstrukturen von Bedeutung, die sich in der Konservierung spezifischer
Aminosduren innerhalb der erhaltenen Peptidsequenzen und den daraus abgeleiteten
Konsensussequenzen widerspiegeln. Sie unterstiitzt damit die Selektion von Peptid-
Liganden als zielfiihrenden Ansatz zur Identifizierung von antigenen Strukturen.
Weiterhin waren die erhaltenen hohen SPR-Affinitdten zu erwarten, da die Peptide
unter stringenten Bedingungen selektiert worden waren und somit nur die

Bindungssequenzen mit starken Wechselwirkungen isoliert und fiir weitere
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Selektionsrunden amplifiziert wurden. Es konnte nun ermittelt werden inwiefern sich
diese Affinitdten durch die Selektion alternativer Bibliotheken mdéglicherweise steigern
lassen. Die Paratop-Region jedes Antikorpers ist Klon-spezifisch sowie hochst
individuell und konnte Peptiden verschiedener Linge und bestimmter Konformation
unterschiedlich gut zuganglich sein. So konnte beispielsweise fiir das Epitop des in
dieser Arbeit untersuchten Phl p 5-spezifischen Antikorpers gezeigt werden, dass es sich
bei der Erkennungsregion des Antikérpers um ein konformationelles Epitop handelt.
Wird diese Konformation zerstort, findet keine Bindung des Antikorpers statt. Weiterhin
haben Banken langerer Peptide theoretisch den grundsatzlichen Vorteil, dass sie hohere
Bindungsaffinititen ermdoglichen sollten. Allerdings geht bei Verldngerung der
prasentierten Peptidsequenz die Diversitdt der Bibliotheken zuriick und die einzelnen
Aminosaurepositionen werden nur noch unzureichend randomisiert, da die maximale

Phagenklonzahl einer Bibliothek etwa 10° betragt.

Eine Steigerung der Affinitat der CLL-Antikorper fiir spezifische Peptide ware insofern
interessant, da durch die Fusion mit Toxinen die entarteten Lymphom-Zellen gezielt

eliminiert werden konnten.

Der Ig014-hulgG1 zeigte fiir die Bindung an das MBP-Mimotop eine geringere Affinitat
mit einer Bindungskonstante von 75 nM und fiir MBP-Vimentin 280 nM. Diese geringere
Affinitdt konnte zum einen darin begriindet liegen, dass wie bereits erldutert eine
andere Phagen-Bibliothek fiir die Selektion mit diesem Antikdrper geeigneter gewesen
widre. Zum anderen konnte es an der Fusion des Peptides an das MBP-Protein liegen.
Dieser Tag konnte die Zugdnglichkeit zu der kurzen Peptidsequenz limitieren und sich
dadurch nachteilig auf die Interaktion zum Antikérper auswirken. Vimentin wurde von
Binder et al. mittels 2D-Gelelektrophorese von Proteinextrakten als Interaktionspartner
des Ig014-hulgG1l identifiziert. Die geringe Affinitdit zu diesem Zytoskelett-Protein
konnte daraus resultieren, dass der Ig014-Antikorper keine Affinitatsreifung zu seinem
Antigen erfahren hat. Die unmutierten CLL-Antikorper zeigen hdufig ein polyreaktives
Erkennungsmuster, wobei den einzelnen Subgruppen spezifische Reaktivitdtsprofile
zugeordnet werden konnten (Agathangelidis, Ntoufa, & Stamatopoulos, 2013). Eine
weitere Ursache fiir die niedrige Bindungskonstante des Ig014-hulgGl zu MBP-
Vimentin konnte sein, dass Vimentin in seinem natiirlichen zelluliren Milieu
posttranslationale Modifikationen erfahrt. Typisch ist die Phosphorylierung sowie

Citrullinierung von Vimentin. Bei der Citrullinierung von Proteinen wird die Aminosdure
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Arginin in die atypische Aminosdure Citrullin umgewandelt. Derartig modifizierte
Proteine werden haufig vom Immunsystem als koérperfremd erkannt und ldsen
Autoimmunreaktionen aus. So ist die Citrullinierung des Vimentins wesentlich an der
Entwicklung der Rheumatoiden Arthritis beteiligt. Bei der Betrachtung der I1g014-
Mimotop-Sequenz fallt der hohe Anteil der Aminosaure Arginin auf. Um das Epitop des
[g014-hulgG1 naher zu definieren, bietet sich eine Citrullinierung der Mimotop- sowie
Vimentin-Sequenz an. Weiterhin sollten Bindungsstudien mit T-Zell-Rezeptor-

Fragmenten erfolgen, um eine Reaktivitidt mit diesem Antigen zu untersuchen.

5.2.3 DLS-Messungen und Kristallisation der Antikorperkonstrukte

Um Daten zum Vorliegen von sich selbst ausbildenden Struktur der Antikérper im
wasserigen Milieu unter nicht-denaturierenden Bedingungen zu erhalten, wurden DLS-
Analysen der Lymphom-Antikoérper durchgefiihrt. Fiir den Ig014-hulgG1l sowie den
therapeutischen Antikoérper Xolair® konnte die Monodispersitat der Antikdrper-
Molekiile klar gezeigt werden. Der 1g024-hulgG1 zeigte bei dieser Analyse abweichende
hydrodynamische Radien. Interessanterweise deuten diese Daten klar auf eine
Oligomerisierung des 1g024-hulgG1l hin. Vergleichend wurden fiir das rekombinant
dargestellte Ig014-Fab-Fragment DLS-Messung durchgefiihrt, um Kriterien fiir die
Kristallisierbarkeit des Proteins zu bestimmen. Auch hierbei konnte die Monodispersitat
des Ig014-hulgG1-Fabs nachgewiesen werden, was zum einen ein Kriterium fiir eine
Kristallisierbarkeit des Proteins ist und zum anderen bestatigt, dass das Format des
Antikorpers nicht von Bedeutung fiir eine Aggregation ist. Damit unterstiitzen die Daten
die Auflergewohnlichkeit des Verhalten des [g024-hulgGls. Die Darstellung von
Proteinkristallen der Fab-Fragmente fiir die finale Rontgenstrukturanalyse wird derzeit
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Andersen der Universitat Aarhus durchgefiihrt
und erste Kristallstrukturen der Zielproteine deuten auf die Kristallisierbarkeit der

Proteine hin (S. 112).
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5.3 Epitop-Charakterisierungen

5.3.1 Epitop-Analyse des [g024-Lymphom-Antikorpers

Die Daten der SDS-PAGE-Analyse sowie der DLS-Messung belegen klar, dass der 1g024-
hulgG1 eine abweichendes Verhalten gegeniiber den anderen Antikdrpern zeigt, und
lassen eine Ausbildung oligomerer Strukturen vermuten. Im Einklang mit dieser
Beobachtung publizierten Dithren von Minden et al. die Selbsterkennung eines CLL-
BZRs durch Bindung der CDR3-Region an die Aminosduresequenz VRQ in der FR2-
Region der Vy-Domane (Diihren-von Minden et al., 2012). Durch eine Mutagenese dieser
spezifischen Vy-Sequenz wurde die Liganden-unabhdngige Aktivierung verhindert und
somit das Epitop verifiziert. Dazu erfolgten Ca?*-Messungen, die indirekt auf eine
Aktivierung der Rezeptor-tragenden Zelle schlief3en liefden. Ein Vergleich der
Sequenzinformationen des in der Veroffentlichung von Diithren von Minden et al.
untersuchten CLL-BZRs zu dem in dieser Dissertation untersuchten Lymphom-
Antikorper 1g024-hulgGl zeigte interessanterweise eine vollkommene Identitdat der
bindungs-determinierenden Vy-CDR3-Region. Aus diesem Grund erfolgte eine genauere
Analyse der VRQ-Sequenz, um beurteilen zu konnen inwiefern diese Sequenz
moglicherweise ebenfalls entscheidend fiir eine Interaktion mit dem Ig024-Paratop ist.
Ein Vergleich der Sequenz zu den Daten der IMGT-Datenbank (immunogenetics, IMGT)
zeigte die hohe Konservierung der VRQ-Sequenz in der humanen Vy-Domane: 70 % (V);
93 % (R); 96 % (Q). Der Ig024-hulgG weist diese VRQ-Sequenz ebenfalls in seiner Vy-
Domane auf (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1: Epitop-Aminosiduresequenz VRQ in der Raumstruktur des Ig024-hulgG1.
A: Die Raumstruktur des humanen 1g024-Vollantikorpers ist gezeigt. Die schwere Immunglobulin-Kette
ist grau, die leichte Immunglobulin-Kette tiirkis dargestellt. Die VRQ-Sequenz innerhalb der Vy-Domaéne
ist rot markiert. Die Darstellung erfolgte mithilfe von SWISS-MODEL und UCSF Chimera.
B: Vergrofierung der Paratop-Region des Antikdrpers. Die VRQ-Sequenz ist rot markiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit selektierte Mimotop-Sequenz des 1g024-hulgG1l lautet
YLPWW. Ein Vergleich dieser Sequenz zur Antikérper-Sequenz zeigte eine hohe
Sequenziibereinstimmung zu einer YLAWY-Sequenz in der FR2 der Vi-Doméne. Diese
Aminosaurereste sind nach der IMGT-Datenbank ebenfalls stark in der humanen
Antikorper-Sequenz konserviert: 67 % (Y); 96 % (L); 46 % (A); 100 % (W); 87 % (Y).
Eine Betrachtung beider Sequenzen, der VRQ- sowie YLAWY-Sequenz, im
dreidimensionalen Strukturmodell des 1g024-hulgG1l zeigte den engen Kontakt dieser

Regionen, sodass eine gemeinsame Bildung eines Epitops denkbar ist (Abb. 5.2).
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YLAWY

Abb. 5.2: Epitop-Aminosiduresequenzen VRQ und YLAWY in der Raumstruktur des Ig024-hulgG1.
A: Die Raumstruktur des humanen 1g024-Vollantikorpers ist gezeigt. Die schwere Immunglobulin-Kette
ist grau, die leichte Immunglobulin-Kette tiirkis dargestellt. Die VRQ-Sequenz innerhalb der Vy-Domaéne
ist rot markiert. Die Darstellung erfolgte mithilfe von SWISS-MODEL und UCSF Chimera.

B: Vergrofierung der Paratop-Region des Antikdrpers. Die VRQ-Sequenz ist rot markiert.

Um die Hypothese dieses Epitops zu verifizieren, sollte eine gezielte Mutagenese der
einzelnen Aminosduren in 1g024-hulgG1-Sequenz durchgefiihrt werden. Dafiir bietet
sich eine serielle Substitution der geladenen und hydrophoben Aminosduren der VRQ-
bzw. YLAWY-Sequenz in eine unpolare Aminosaure wie Alanin an. Dieser Alanin-Scan
sollte weiteren Aufschluss iiber die Bedeutung der einzelnen Aminosduren fiir die

Rezeptor-Interaktion liefern.

Anschliefdend bleibt zudem zu klaren, in welcher Weise die Ig024-BZR bei einer
Selbsterkennung miteinander interagieren. So ware sowohl eine inter- als auch

intramolekulare Interaktion der BZR denkbar.

Das Laufverhalten des Ig024-Antikorpers bei der SDS-PAGE-Analyse, die Daten der DLS-
und SPR-Messung sowie die Tatsache, dass mit dem CLL-Antikérper eine Peptid-
Selektion durchgefiihrt werden konnte, dokumentierten intermolekulare Interaktionen
und lassen daher eine priméar intramolekulare Wechselwirkung als unwahrscheinlich
erscheinen. Bei einer intramolekularen Interaktion der BZR sind die Rezeptor-
Bindungsstellen besetzt und fiir weitere Interaktionen mit Peptiden bzw. Rezeptoren
nicht zuganglich. In diesem Fall ware die Detektion oligomerer Strukturen, die

Bestimmung von Affinitdten und Selektion von Peptiden nicht méglich gewesen.
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Eine Betrachtung der dreidimensionalen Struktur humaner Antikdrper zeigt, dass die
Zuganglichkeit der VRQ- und YLAWY-Motive eingeschrankt ist. Allerdings basieren die
analysierten Strukturmodelle auf Daten humaner Antikorper und der Kontext zu B-Zell-
Rezeptor-gesteuerten lymphatischen Erkrankungen fehlt. Die tatsachliche Struktur von
CLL-BZR ist bislang unbekannt. Die Sequenzanalyse der CDR3-Region der schweren
Immunglobulin-Kette zeigt, dass diese Region bei CLL-Patienten mit 19,6 +3
Aminosdauren deutlich langer als beim Durchschnitt nicht entarteten B-Zellen ist
(14,6 £ 4,3 Aminosduren; Agathangelidis, Ntoufa, & Stamatopoulos, 2013). Die CDR3-
Region des 1g024-hulgGl umfasst sogar 23 Aminosauren. Die CDR3-Regionen sind
haufig sehr hydrophobe Sequenzen und beeinflussen die Struktur der variablen
Antikorper-Regionen mafdgeblich. Hydrophobe Sequenzen haben generell die Tendenz
sich mit hydrophoben Sequenzen zusammenzulagern. Hiermit {ibereinstimmend besitzt
die selektierte Ig024-Bindungssequenz mit einem Leucin-, einem Prolin- und zwei
Tryptophan-Resten stark hydrophoben Charakter (YLPWW). Um weitere Erkenntnisse
zur Pathogenese der CLL zu erhalten, ist daher die Ermittlung der Struktur des 1g024-
Antikorpers von hoher Relevanz. Mithilfe strukturgebender Techniken wie einer NMR-
oder Rontgenstrukturanalyse von Proteinkristallen konnte die Frage der inter- oder
intramolekularen Wechselwirkung klar beantwortet werden. Dariiber hinaus kénnten
aus den Strukturdaten des Ig024-Antikdrpers Erkenntnisse hinsichtlich der generellen

Aktivierung von B-Zell-Rezeptoren gewonnen werden.

5.3.2 Epitop-Analyse des Phl p 5-spezifischen Antikorpers

Die Quervernetzung von rezeptorgebundenen IgE-Antikérpern durch Allergene ist das
Schliisselereignis der Typ-I-Allergie. Die Charakterisierung von B-Zell-Epitopen ist
daher sowohl fiir die Diagnostik als auch die kurative und praventive spezifische
Immuntherapie allergischer Erkrankungen von aufderordentlichem Interesse. Zur
Analyse IgE-reaktiver Strukturen stand in der vorliegenden Arbeit ein Phlp 5-
spezifisches humanes Antikérperkonstrukt zur Verfiigung. Phl p 5 ist ein Majorallergen

des Wiesenlieschgrases und kommt in den Isoformen Phl p 5a und Phl p 5b vor.

Zur Charakterisierung des Epitops wurde zunachst die Mutante Phl p 5a-F1, die der N-

terminalen Domane von Phl p 5a entspricht, exprimiert und auf eine Reaktivitiat mit dem
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monoklonalen Antikérperkonstrukt gepriift. Mit Hilfe des IMPACT™-Systems wurde
Phl p 5a-F1 als CBD-Intein-Fusionskonstrukt dargestellt und rekombinant in E. coli
ER2655-Zellen exprimiert. Dieses System erlaubt die Thiol-induzierte Abspaltung des
CBD-Intein-Tags und macht so eine einfache Isolation des reinen Proteins ohne
Affinitats-Tags moglich. Einschrankungen ergeben sich allerdings beim
Molekulargewicht eines Proteins bzw. Peptids, das ausreichend grof3 sein sollte, um es
nachfolgend mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung oder einer dhnlichen Methode
nachweisen zu koénnen. Nach Reinigung von Phlp 5a-F1 erfolgte die Analyse der
Antikorper-Reaktivitit mittels Immunoblot. Es konnte eine Bindung des
allergenspezifischen Antikorperkonstruktes an Phl p 5a-F1 nachgewiesen und somit die

Epitop-Struktur auf die N-terminale Domane von Phl p 5a eingegrenzt werden.

Anschliefiend erfolgte zur weiteren Eingrenzung der Erkennungsregion des
allergenspezifischen humanen Antikérperkonstruktes die Konstruktion dreier Phl p 5a-
Deletionsmutanten. Phl p 5b weist im Vergleich zu Phl p 5a N-terminal eine Deletion von
14 Aminosauren auf. Diese bildet bei Phl p 5a eine Loop-Struktur zwischen der zweiten
und dritten a-Helix der N-terminalen Domane und ware fiir eine Antikdrperbindung gut
zuganglich. Um die Relevanz dieser Struktur fiir die Erkennung des rekombinanten
humanen Antikérpers zu iberpriifen, enthielten die generierten Mutanten diesen
Bereich als zentrales Element. Dabei wurden weitestgehend die umgebenden -
helikalen Sequenzen erhalten, um die natiirliche Konformation des Loops zu
gewahrleisten. Die Klonierung und Expression der Deletionsmutanten erfolgte analog zu
Phl p 5a-F1 als CBD-Intein-Fusionsprotein in E. coli ER2655-Zellen. Mittels Immunoblot
wurden Zelllysate nicht-induzierter und induzierter Zellen der drei Deletionsmutanten
auf eine Reaktivitit mit dem allergenspezifischen humanen Antikoérperkonstrukt
geprift. Es konnte die Bindung des rekombinanten humanen Antikérpers an CBD-
Intein-Phl p 5a-F2 und CBD-Intein-Phl p 5a-F3 detektiert werden; CBD-Intein-Phl p 5a-
F4 zeigte hingegen keine Reaktivitat. Die Expression von CBD-Intein-Phl p 5a-F4 konnte
jedoch mit Hilfe des polyklonalen rabbit anti-CBD-IgG nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse waren insofern bemerkenswert, weil die Mutante Phl p 5a-F4 exakt den
liberlappenden Sequenzbereich der Mutanten Phlp5a-F2 und Phlp5a-F3
reprasentierte. Eine mogliche Erklarung war, dass die umgebenden o-helikalen

Sequenzabschnitte nicht ausreichten, um die Loop-Konformation zu erhalten.
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Aus diesem Grunde wurde nachfolgend ein Peptid aus 29 Aminosduren {iber
flankierende Cystein-Reste zyklisiert und als plll-Fusionsprotein auf der Oberflache des
M13-Bakteriophagen prasentiert. Auf diese Weise konnte die natiirliche Konformation
des Loops auch nach einer Deletion der umgebenden stabilisierenden o-Helices erhalten
werden. Durch die gezielte Prasentation auf der Oberfliche des Phagen wurde zudem
die Zugdnglichkeit des Peptids ermdglicht. Zur Herstellung dieser Phagen wurde die
Loop-kodierende Sequenz in den Vektor pHEN2 kloniert. Nach der Darstellung und
Isolierung der Loop-prasentierenden Phagen wurde die Reaktivitit des
allergenspezifischen humanen Antikérperkonstruktes mittels einer ELISA-Analyse
Uberpriift. Es konnte eine signifikante Bindung des rekombinanten humanen
Antikorpers an die Loop-prasentierenden Phagen nachgewiesen werden. Um die
Relevanz der Loop-Region fiir die Antikopererkennung zu untermauern, bietet sich nun
eine  ldsliche  Expression des  zyklischen Loops und  anschliefiende
Kompetitionsexperimente mit Phl p 5a-F1 an. Des Weiteren kdnnte eine systematische
Mutationsanalyse Aufschluss tiiber die Bedeutung einzelner Aminosduren fiir die
Antigen-Antikorper-Interaktion liefern. Charakteristisch fiir B-Zell-Epitope sind
geladene und hydrophobe Aminosduren (Mine und Wei Zhang, 2002). Bufe et al. (2006)
publizierten weiterfiihrend, dass insbesondere Lysinresten eine Bedeutung in der
Allergen-Antikorper-Interaktion zukommen konnte. Durch die gezielte Mutagenese
einzelner Lysinreste in der C-terminalen Domédne von Phl p 5b konnten Bufe et al. die
Allergenitiat des Proteins wesentlich verringern. In der Sequenz des Peptids, das in
dieser Arbeit auf der Oberflache des Phagen prasentiert wurde, sind drei Lysin-Reste zu
finden. Diese konnten in Volllingen-Mutanten substituiert und anschlief3end die
Reaktivitit der Mutanten mit dem Phl p 5a-spezifischen Antikérperkonstrukt tiberpriift
werden. Nach dieser Eingrenzung des Epitops sollte eine Beurteilung der klinischen

Relevanz folgen.

Insgesamt konnten somit Schliisselansitze zur Identifizierung von authentischen IgE-
Epitopen erfolgreich angewandt werden. Die Identifizierung derartiger IgE-Epitope
ermoglicht die Generierung von hypoallergenen Derivaten, die sich bei weitgehendem
Erhalt der T-Zell-Reaktivitat durch ein reduziertes IgE-Bindungsvermdégen auszeichnen.

Sie sind daher insbesondere fiir die spezifische Immuntherapie geeignet.
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6 Zusammenfassung

Ein Meilenstein in der Erforschung der chronischen lymphatischen Leukdmie (CLL) war
die Entdeckung, dass etwa ein Drittel aller CLL-Falle quasi-identische, stereotype B-Zell-
Rezeptoren exprimiert. Die Rezeptoren weisen hohe Ubereinstimmungen in der CDR3-
Region der schweren Immunglobulin-Kette auf. Diese Homologien immungenetischer
Parameter fiihren zu der Annahme, dass es bestimmte Gruppen von Antigenen gibt, die
durch die B-Zell-Rezeptoren der Lymphom-Zellen erkannt werden und so zu deren

Uberleben und Proliferation entscheidend beitragen.

Diese Hypothese sollte in der vorliegenden Dissertation fiir Rezeptoren bestimmter
Lymphom-Patienten {iiberpriift, bislang unbekannte Epitope identifiziert und
Bindungsmuster definiert werden. Dazu wurden basierend auf den Rezeptor-
Sequenzdaten monoklonale Antikorper generiert. Mit Hilfe dieser Rezeptormolekiile
wurden Phagen-Peptid-Bibliotheken selektiert, um Mimotope zu identifizieren. Dabei
handelt es sich um synthetische Peptide, welche die Konformation des Epitops imitieren.
Die Sequenz- und Datenbank-Analyse mit den Mimotopen fiihrte zur Identifikation
essentieller Interaktionsstrukturen sowie potenzieller natiirlicher Antigene, die durch
die Lymphomzellen gebunden werden. Es wurden autoantigene Strukturen in Form der
3-Kette des T-Zell-Rezeptors sowie ein Sequenzmotiv in der FR2 der Vi-Doméane der
Immunglobulin-Kette als Bindungsstrukturen ermittelt, wobei die letztere

Bindungsreaktion in einer Selbsterkennung des Rezeptors resultierte.

Weiterhin dokumentierten Interaktionsanalysen mit SPR-basierten Verfahren erstmalig
die hohe Affinitit der B-Zell-Rezeptoren zu ihren Liganden. Ein Befund, der eine
vergleichsweise hohe Rezeptor-Spezifitit nahelegt. Diese Erkenntnis ist fiir den Erhalt
der entscheidenden Interaktionsmolekiile zwischen Rezeptor und Ligand von
Bedeutung. Sie unterstiitzt die erfolgreiche Selektion synthetischer Peptid-Liganden und

damit eine Methode mit der antigene Strukturen ermittelt werden kénnen.

Eine aufierordentliche Rezeptor-Spezifitiat sowie -Affinitat ist ein verbindendes Element
beider Erkrankungen, welche sich auch im Kontext der Typ-I-Allergie zeigt: hier ist die
Quervernetzung von rezeptorgebundenen IgE-Antikérpern durch Allergene das

Schliisselereignis der allergischen Reaktion.
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Um ein IgE-Epitop zu definieren, wurde ein humaner Antikérper genutzt, der eine
Spezifitit zu dem Graserpollen-Majorallergen Phlp 5 aufwies. Eine rekombinante
Konstruktion verschiedener Allergen-Varianten ermoglichte, dass essenzielle
Strukturen der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung bestimmt werden konnten. So wurde

erstmalig ein originares Phl p 5-IgE-Epitop bestimmt.

Abschliefdend sollte durch die Anwendung strukturgebender Techniken eine
Feindefinition der ermittelten Epitope erfolgen. Dazu wurde die Darstellung von Fab-
Fragmenten mittels proteolytischer Spaltung intakter Immunglobuline sowie
prokaryotischer und eukaryotischer Expression etabliert und evaluiert. Weiterhin
wurden zur spezifischen Reinigung der Zielmolekiile Affinititsmatrices generiert und

Peptidliganden synthetisiert

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse von Rezeptor-Epitopen und -Interaktionen
tragt in erheblichem Mafde zum Verstidndnis der Erkrankungen bei. Dariiber hinaus
bieten die im Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse grofdes Potenzial
fir neue und hochspezifische Therapien. So stellen die in dieser Arbeit untersuchten B-
Zell-Rezeptoren entarteter Lymphomzellen aufgrund ihrer hohen Liganden-Affinitat
und -Spezifitdt optimale therapeutische Zielstrukturen fiir toxische Peptide dar. Bei
Allergien ermdoglicht die Identifizierung von IgE-Epitopen des Weiteren die Herstellung
von Allergen-Varianten fiir eine sicherere und effektivere spezifische Immuntherapie,

als dies bisher moglich war.
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7 Abstract

A milestone in the research on chronic lymphocytic leukemia (CLL) was the discovery
that about a third of all cases of CLL express practically identical, stereotype B-cell
receptors. These receptors show high similarities in the CDR3 region of the heavy chain
domain in immunoglobulins. These homologies in immunogenetic parameters lead to
the assumption that certain groups of antigens are recognized by the B-cell receptors of

lymphoma cells, thereby contributing decisively to their survival and proliferation.

In this dissertation, this hypothesis was examined to test for receptors in selected
lymphoma patients, identify previously unknown epitopes, and define patterns of
binding. For this purpose, monoclonal antibodies were generated based on receptor
sequence data. These receptor molecules were used to select phage display peptide
libraries in order to identify mimotopes. These are synthetic peptides that mimic the
conformation of the epitope. The sequence and database analysis with mimotopes led to
the identification of essential interaction structures and potential natural antigens that
are bound by lymphoma cells. Autoantigen binders were found in the form of the beta
chain of T-cell receptors, and in a sequence pattern in the FR2 of the VL domain of the
immunoglobulin chain, whereby the latter binding reaction resulted in self-recognition

of the receptor.

Interaction analyses using SPR-based methods also documented for the first time the
high affinity of B-cell receptors to their ligands. This finding suggests that there is
comparatively high receptor specificity. This insight is important for preserving the
crucial interaction molecules between receptors and ligands. It supports the successful
selection of synthetic peptide ligands and thereby a method for determining antigenic

structures.

An extraordinary receptor specificity and affinity is a unifying element for both diseases,
also seen in the context of Type I allergies. Here the cross-linking of receptor-bound IgE

antibodies by allergens is the key event in allergic reactions.

To identify an IgE epitope, a human antibody was used that has specificity to the major

allergen from grass pollen, Phl p 5. A recombinant construction of different allergen
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variants made it possible to determine essential structures of receptor-ligand

interaction. In this way, an original Phl p 5 IgE epitope was identified for the first time.

Finally, structure-lending techniques were applied to attain a fine definition of the
epitope. For this purpose, the generation/production of Fab fragments by means of
proteolytic cleavage of intact immunoglobulins as well as prokaryotic and eukaryotic
expression was established and evaluated. Furthermore, affinity matrices were
generated for the specific purification of target molecules, and peptide ligands were

synthesized.

The analysis of receptor epitopes and receptor interactions carried out during the work
on this dissertation contributes significantly to wunderstanding the diseases.
Furthermore, the insights gained offer great potential for new and highly specific
medical treatment. Due to their high ligand affinity and specificity, the B-cell receptors
of the abnormal lymphoma cells that were studied are optimal therapeutic target
structures for toxic peptides. Regarding allergies, the identification of IgE epitopes
makes it possible to design allergen variants for safer and more effective

immunotherapy than was previously possible.
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9 Anhang

9.1 Sequenzdaten
Innerhalb der Sequenzdaten sind die CDR-Regionen der Vy-Domine gelb, die der Vi-

Domane tiirkis unterlegt sowie Serin-Glycin-Linker grau dargestellt.

Ig014
Vu-Sequenz

caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctggggcecctcagtgaaggtce
Q v . ¢ L. v 9 S G A E V K K P G A S V K V

tcctgcaaggcttctggatacaccttcaccggctactatatgcactgggtgcgacaggcec
s ¢ K A S G Y T F T G Y Y M H W V R Q A

cctggacaagggcttgagtggatgggacggatcaaccctaacagtggtggcacaaactat
P 6 0 G L £ w ™M G R I N P N S G G T N Y
gcacagaagtttcagggcagggtcaccatgaccagggacacgtccatcagcacagcctac
A Q K F 0O G R VT M T R D T S I S T A Y

atggagctgagcaggctgagatctgacgacacggccgtgtattactgtgcgagagatcag
M EE L $ R L R s D D T A V Y Y C A R D Q

tggctgacactagggaactactttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcg
w L. T L 6 N Y F D Y W G Q G T L Vv T V S

agc

S
ViL-Sequenz

gaaattgtgttgacgcagtctccaggcaccctgtctttgtctccaggggaaagagccacc
FE I v L T o s p G T L S L S P G E R A T
ctctcctgcagggccagtcagagtgttagcagcagctacttagectggtaccagcagaaa
L S ¢ R A S O S V S S S Y L A W Y Q O K
cctggccaggctcccaggcectcectcatctatggtgcatccagcagggeccactggecatccca
P G Q AP R L.L.I ¥ 6 A S S R A T G I P
gacaggttcagtggcagtgggtctgggacagacttcactctcaccatcagcagactggag
b R F §$ G S G S G T D F T L T I S R L E
cctgaagattttgcagtgtattactgtcagcagtatggtagctcacccgggttcacttte
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P E D F oA v Y Y C DEECESNSESNCNEN -

ggccctgggaccaaagtggatatcaaacgaactgtg
G P G T K Vv D I K R T V

Ig024
Vu-Sequenz

gaagtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggteccctgagactce
E VvV o L VvV E s 6 G 6 L VvV Q P G R S L R L
tcctgtgcagectcectggattcacctttgatgattatgeccatgcactgggtccggcaaget
s ¢ A A S G F T F D D Y A M H W V R O A
ccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattagttggaatagtggtagcataggctat
P 6 K 6 L £EW V S G I S W N S G S I G Y
gcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactceccctgtat
A D S VvV K G R F T I 8 R D N A K N S L Y
ctgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttgtattactgtgcaaaaggaggg
L o M N S L R A E D T A L Y Y C A K G G
gcgcggtggatacagctgaccgtccggtcatactactactactacggtatggacgtctgg
A R W I ¢ L T V R S Y Y Y Y Y G M D V W
ggccaagggaccacggtcaccgtc

G o 6 T T Vv T V

Vi-Sequenz

gaaattgtgttgacgcagtctccaggcaccctgtctttgtctccaggggaaagagccacc
E I v . T ¢ s P G T L S L S P G E R A T
ctctcctgcagggccagtcagagtgttagcagcagctacttagecctggtaccagcagaaa

L s ¢ REANSIONSIVISISsIyEms w v o 0 K

cctggccaggctcccaggctcecctcatctatggtgcatccagcagggccactggecatcecceccea
P G Q A P R L L I v GANSHSIRIANE G 1 P
gacaggttcagtggcagtgggtctgggacagacttcactctcaccatcagcagactggag
b R F §$ G S G S G T D FF T L T I S R L E
cctgaagattttgcagtgtattactgtcagcagtatggtaggacgttcggccaagggacc
P E D F A V Y Y c QUONENENRNE F G Q G T
aaagtggatatcaaacgaactgtg

K v D I K R T V
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Ca2eé
Vu-Sequenz

gaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctectgaagatce
E V. @ L.v o9 S G A E V K K P G E S L K I
tcctgtaagggttctggatacagcectttaccagectactggatcggectgggtgecgeccagatg
s ¢ K 6 s 6 Y S F T S Y W I G W V R QO M
cccgggaaaggcctggagtggatggggatcatctatcctggtgactctgataccagatac
P 6 K 6 L £EwW M G I I Y P G D S D T R Y
agcccgtceccttceccaaggccaggtcaccatctcageccgacaagtccatcagcaccgectac
s p S F O G O v T I S A D K S I S T A Y
ctgcagtggagcagcctgaaggcctcggacaccgccatgtattactgtgcgagatttaat
L o w s s L K A S D T A M Y Y C A R F N
aggggcggtgactactggggccagggaaccctggtcaccgtce

R 6 G DY W G Q G T L VvV T V

Vi-Sequenz

gatattgtgatgactcagtctccactctccecctgeccgtcaccecctggagagccggectec
p 1 vm™vM T o S P L s L P V T P G E P A S
atctcctgcaggtctagtcagagcctcecctgcatagtaatggatacaactatttggattgg

L5 ¢ RS S OQSLLEHESNGYNYILOD W

tacctgcagaagccagggcagtctccacagctcctgatctatttgggttctaatcecgggec
Y L Q K P G Q s P O L L I Y EDNEGENSINIRIA
tccggggtccecctgacaggttcagtggcagtggatcaggcacagattttacactgaaaatce
I G v p DR F S G S G S G T D F T L K I
agcagagtggaggctgaggatgttggggttcattactgcatgcaagctctacaaactcct
S R V E A E D V G V H Y ¢ MEOUANDNONTP
cacacttttggccaagggaccaaagtggatatcaaacgaactgtg

B r 6 0 G T K V D I K R T V

anti-EGFR-scFv

gaagtgcaactgcagcagtctggggctgaactggtgaagcctggggcttcagtgaagttg
EV 0 L. 0 Q S 66 A E L V K P G A S V K L
tcctgcaaggcttceccggctacaccttcaccagceccactggatgcactgggtgaagcagagg
s ¢ K A S G Y T F T S H WM H W V K Q R
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gctggacaaggccttgagtggatcggagagtttaatcccagcaacggcecgtactaactac
A G 0 G L £EwW I G E F N P S N G R T N Y
aatgagaaattcaagagcaaggccacactgactgtagacaaatcctccagcacagcecctat
N E K F K S K A T L T VvV D K S S S T A Y
atgcaactcagtagcctgacatctgaggactctgcggtctattactgtgccagtecgggac
M o L § s L T S E D S A V Y Y C A S R D

tatgattacgacggacggtactttgactactggggccaagggaccacggtcaccgtctcec
y b ¥y D G R Y F D Y W G Q@ G T T Vv T V S

tcaggtggcggtggctcgggcggtggtgggtcgggtggecggecggatctgacatcgagcetce
s G G 6 G S G GG G GG S G G G G s D I E L
acccagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggagaaggtcactatgacctgcagt
T ¢ s p A I M S A S P G E K V T M T C S
gccagctcaagtgtaacttacatgtattggtaccagcagaagccaggatcctccecccaga
A S S S VvV T Yy M ¥ W Y Q 0 K P G S S P R

ctcctgatttatgacacatccaacctggecttctggagtcecctgttecgtttcagtggecagt
r .. T v b T s N L A S G V P V R F S G S
gggtctgggacctcttactctctcacaatcagccgaatggaggctgaagatgctgccact
G s 6 T s vy s L. T I S R M E A E D A A T

tattactgccagcagtggagtagtcacatattcacgttcggctcggggacagaactcgaa
Yy vy ¢ @ ¢ W S S H I F T F G S G T E L E
atcaaa

I K

anti-Phl p 5a-scFv

gaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagecctggggggtcecctgagacte

E V QO L VvV E s 6 G G L VvV QQ P G G S L R
tcctgtgcagcecctctggattcacctttagcagectatgaaatatactgggtccgeccaggcet

s ¢ A A S G F T F S S Y E I Y W V R QO A
ccaggcaaggggtgggtggcaatgatatcaattgatgaaaccaataaacattacgcagac
P 6 K 6 W V A M I s I D E T N K H Y A D
tccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaattccaagaacacgctgtatcectgeaa
s v K 6 R F T I S R D N S K N T L Y L Q
atgaacagcctgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaagatggaacaactgg
M N S L R A E D T A V Y Y C A R W N N W
aaccaccgggggatggtttttgecttttgatctctggggccaaggtaccctggtcaccgtce
N H R G M V F A F D L W G Q G T L VvV T V
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tcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcacttgagectcacc
s s G 6 G G S GGG GGG S GG G SsS A L E L T

cagtctccatcttccgtgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgccgggeg
Q s p S S VvV s A s VvV G D R V T I T C R A
agtcagggtattagcagttggttagcctggtatcagcagaaaccagggaaagcccctaaa
s ¢ 6 I S S W L A W Y QO QO K P G K A P K

ctcctgatctattctgcatccagtttgcaaagtggggtccecgtcaaggttcagecggecagt
L .. Ty S A S S L Q@ S G VvV P S R F S G S
ggatctgggacagatttcagtctcaccatcagcagcctgcaacctgaagattttgcaact
G s 6T b F s L. T I s S L @ P E D F A T

tactattgtcaacaggctaacagtttccecgtacacttttggccaggggaccaaggtggaa
Yy vy ¢ @ ¢ A N S F P Y T F G Q G T K V E
atcaaa

I K

Sequenzen schwerer konstanter Immunglobulin-Doméanen

IgG1Cx1-3
gcctccaccaagggcccatcggtcttecccececctggcaccctcectccaagagcacctetggg
A s T K G P S VF P L AP S S K S T S G
ggcacagcggccctgggctgcecctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgteg
G T A A L G C L VvV K DY ¥ P E P V T V S
tggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttceccecggcectgtectacagtectea
w N S G A L T S GV H T F P A V L Q S S
ggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgceccctceccagcagecttgggcacccagace

G L. vy s L. s s v v T v p S S5 S L G T o T

tacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcecc

y T ¢ N V N H K P S N T K V D K K V E P
aaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactecctgggggga
Kk s ¢ b K T H T Cc Pp P C P A P E L L G G
ccgtcagtcttcecctcecttecceccecccaaaacccaaggacaccctcatgatectececggaccect
rp s v ¥ L. ¥ P P K P K D T L M I S R T P
gaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactgg
E Vv T ¢ vv v DV S H E D P E V K F N W
tacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaac
y v D 6 v E v H N A K T K P R E E QO Y N
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agcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaag
s T Yy R V v 5 v L. T v L. H ¢ D W L N G K
gagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcecccccatcgagaaaaccatcectec
FE ¥y K ¢ K v S N K A L P A P I E K T I S
aaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatcecccgggatgag
K A K 6 P R E P Q0 V Y T L P P S R D E
ctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatecccagecgacatce
L T K N @ VS L T CcC L VvV K G F Y P S D I
gccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgecteeecgtg
AV E W E S N G QQ P E N N Y K T T P P V
ctggactccgacggctcecttcettectctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtgg
r. b s b 6 S ¥ F L ¥ S K L T V D K S R W
cagcaggggaacgtcttctcatgctceccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacg
¢ G N V F § C S V M H E A L H N H Y T
cagaagagcctctccctgtctceccgggtaaatga

Q K s L s L s P G K -

IgMCh1-4
tcctcgagcgggagtgcatceccgecccaacccecttttececectegtetectgtgagaattece
s s s 6 S A S A P T L F P L V S C E N S
ccgtcggatacgagcagcgtggeccgttggctgectcgcacaggactteccttcecccgactcee
p s b T S s VvV AV G C L A Q D F L P D S
atcactttctcctggaaatacaagaacaactctgacatcagcagcacccggggcttccca
r T r S W K ¥ K N N s D I S S T R G F P
tcagtcctgagagggggcaagtacgcagccacctcacaggtgctgectgecttccaaggac
s v L R G G K vy A A T S @ V L. L P S K D
gtcatgcagggcacagacgaacacgtggtgtgcaaagtccagcaccccaacggcaacaaa
v M ¢ 6 T D E H VvV VvV C K V Q H P N G N K
gaaaagaacgtgcctcttccagtgattgccgagctgcecctcccaaagtgagegtecttegtce
FE K NV P L P V I A E L P P K V S V F V
ccaccccgcgacggcettcecttcggcaacccecceccgcaagtccaagectcatctgceccaggecacyg
P p R D G F F G N P R K S K L I C @ A T
ggtttcagtccccggcagattcaggtgtcctggctgecgcgaggggaagcaggtggggtcet
G ¥ S P R 0 I 0 VvV S W L R E G K QQ V G S
ggcgtcaccacggaccaggtgcaggctgaggccaaagagtctgggcccacgacctacaag
G v T T bD @ VvV Q A E A K E S G P T T Y K
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gtgaccagcacactgaccatcaaagagagcgactggctcagccagagcatgttcacctgce
v T s T L T I K E S D W L s © s M F T C
cgcgtggatcacaggggcctgaccttccagcagaatgecgtectceccatgtgtgtececcececgat
R v Db H R G L T F Q Q N A S S M C V P D
caagacacagccatccgggtcttcgccatccceccecccatectttgeccagecatcttcectcecacce
@ b T A I R V F A I P P S F A S I F¥F L T
aagtccaccaagttgacctgcctggtcacagacctgaccacctatgacagcgtgaccatce
Kk s T K L. T ¢ L v T D L T T Y D s VvV T I
tcctggacccgccagaatggcgaagctgtgaaaacccacaccaacatctceccgagagecac
s wW T R @ N G E A V K T H T N I S E S H
cccaatgccactttcagcgccgtgggtgaggccagcatctgcgaggatgactggaattcce
P N A T F S AV G E A s I C E D D W N S
ggggagaggttcacgtgcaccgtgacccacacagacctgccctcgccactgaagcagacc
G & R P T C T V T H T D L P S P L K Q T
atctcccggcecccaagggggtggeccctgcacaggecccgatgtctacttgetgceccaccagece
I S R P K G V A L H R P DV Y L L P P A
cgggagcagctgaacctgcgggagtcggccaccatcacgtgecctggtgacgggettcectet
R E 9 L. N LR E s A T 1 T C L Vv T G F S
cccgcggacgtcecttcecgtgcagtggatgcagagggggcageccttgtecececcggagaagtat
P A DV F V. 0 W M Q R G 0 P L S P E K Y
gtgaccagcgccccaatgcctgagccccaggecccaggecggtacttecgeccacageate
v T s A P M P E P Q A P G R Y F A H S I
ctgaccgtgtccgaagaggaatggaacacgggggagacctacacctgcgtggtggcecccat
r T v S E E E W N T G E T Y T C V V A H
gagggcctgcccaacagggtcaccgagaggaccgtggacaagtccaccgagggggaggtyg
FE G L P N R YV T E R TV D K S T E G E V
agcgccgacgaggagggctttgagaacctgtgggccaccgcecctccaccttcatecgtectce
s A D E E G F E N L W A T A S T F I V L
ttcctcecctgagectcecttctacagtaccaccgtcaccttgttcaaggtgaaatga
F L LS L ¥ Yy S T T VvV T L F K V K -
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Sequenzen leichter konstanter Immunglobulin-Doménen

K-CL
cgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaatcect
R T V A A P S V F I F P P S D E Q L K S
ggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacag
G T A S VvV v C L L N N F Y P R E A K V 0Q
tggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggac
w K v Db N A L Q S G N S Q E S VvV T E Q D
agcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgag
s kK b s T Yy s L s s T L T L S K A D Y E
aaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcecccgtcacaaag
K H K vy A C¢C E VvV T H 0 G L s S P V T K
agcttcaacaggggagagtgt
S F N R G E C

Sequenzen der Mimotope

Mimotop Konsensussequenz
Ig014 DGRSRVDRDRQH
1g024 YLPWW
Ca46 AKYNSPWLTPLL
anti-EGFR WLDYSTSPRINR

Sequenzen der Liganden und Ligandenfragmente

Vimentin
atgagcacccgcagcgtgagcagcagcagctatcgecgecatgtttggecggeccgggecacce
M s T R S Vv s s S S ¥ R R M F G G P G T
gcgagccgcccgagcagcagccgcagctatgtgaccaccagcacccgcacctatagectg
A S R P S S S R S ¥y Vv T T s T R T Y S L
ggcagcgcgctgcgcccgagcaccagceccgcagectgtatgcgagcagecccgggecggegtyg
G S AL R P s T S R S L ¥ A S S P G G V
tatgcgacccgcagcagcgcggtgecgectgecgcagcagegtgeccgggegtgegectgetg
y A T R S S A V R L R S s VvV P G V R L L
caggatagcgtggattttagcctggcggatgcgattaacaccgaatttaaaaacacccge
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@ b s v b F S L A D A I N T E F K N T R
accaacgaaaaagtggaactgcaggaactgaacgatcgctttgcgaactatattgataaa
T N E K v E L ¢ E L N D R F A N Y I D K
gtgcgctttctggaacagcagaacaaaattctgctggcggaactggaacagctgaaaggce
v R F L E Q9 0 N K I L L. A E L E QO L K G
cagggcaaaagccgcctgggcgatctgtatgaagaagaaatgcgcgaactgcgceccgcecag
Q 6 K S R L 6 DL ¥ E E E MU R E L R R Q
gtggatcagctgaccaacgataaagcgcgcgtggaagtggaacgcgataacctggcggaa
v D ¢ L T N D K A R V E V E R D N L A E
gatattatgcgcctgcgcgaaaaactgcaggaagaaatgctgcagcgcgaagaagcggaa
b T M R L R E K L Q9 E E M L Q0 R E E A E
aacaccctgcagagctttcgccaggatgtggataacgcgagcctggcgegectggatcectyg
N T L © S F R Q0 D V D N A S L A R L D L
gaacgcaaagtggaaagcctgcaggaagaaattgcgtttctgaaaaaactgcatgaagaa
E R K VvV E S L ¢ E E I A F L K K L H E E
gaaattcaggaactgcaggcgcagattcaggaacagcatgtgcagattgatgtggatgtyg
E I 9 E L 0 A ¢ I 9 E ¢ H VvV @ I D VvV D V
agcaaaccggatctgaccgcggcgctgcecgcgatgtgecgccagcagtatgaaagecgtggeg
s K p D L T A A L R DV R Q Q0 Y E S V A
gcgaaaaacctgcaggaagcggaagaatggtataaaagcaaatttgcggatctgagcgaa
A K N L QO E A E E W Y K S K F A D L S E
gcggcgaaccgcaacaacgatgcgctgcgccaggcgaaacaggaaagcaccgaatatcge
A A N R NN D AL R Q A K Q E S T E Y R
cgccaggtgcagagcctgacctgcgaagtggatgcgctgaaaggcaccaacgaaagcecctg
R 0 vy s L.TCE V DA L K GG T N E S L
gaacgccagatgcgcgaaatggaagaaaactttgcggtggaagcggcgaactatcaggat
FE R Q M R EM E E N F A V E A A N Y Q D
accattggccgcctgcaggatgaaattcagaacatgaaagaagaaatggcgcgcececatctg
T I 6 R L. 0 D E I 9 N M K E E M A R H L
cgcgaatatcaggatctgctgaacgtgaaaatggcgctggatattgaaattgcgacctat
R E ¥y ¢ b L L NV K M A L D I E I A T Y
cgcaaactgctggaaggcgaagaaagccgcattagecctgceccgectgceccgaactttagecagce
R XK L L. £ G E E s R I 5 L P L P N F S S
ctgaacctgcgcgaaaccaacctggatagecctgceccgectggtggatacccatagcaaacgc
L N L, R E TN L D S L P L V D T H S K R

accctgctgattaaaaccgtggaaacccgcgatggccaggtgattaacgaaaccagceccag
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T L L I K T v E T R D G @ v I N E T S Q
catcatgatgatctggaa
H H D D L E

SEGFR

atgcgcccgagcggcaccgcgggcgcggcegetgetggegetgectggecggegetgtgeccg
M R P S G T A G A A L L AL L A A L Cc P
gcgagccgcgcgctggaagaaaaaaaagtgtgccagggcaccagcaacaaactgacccag
A S R A L EBE E K K V C @ G T S N K L T 9
ctgggcacctttgaagatcattttctgagcctgcagcgcatgtttaacaactgcgaagtyg
L 6 T ¥ E D H F L.$S L. Q R M F N N C E V
gtgctgggcaacctggaaattacctatgtgcagcgcaactatgatctgagctttctgaaa
v L. 6 N L E I T Y V Q@ R N Y D L S F L K
accattcaggaagtggcgggctatgtgctgattgcgctgaacaccgtggaacgcattccg
T I @ E VvV A G Y V L I A L N T V E R I P
ctggaaaacctgcagattattcgcggcaacatgtattatgaaaacagctatgcgectggeg
L E N L © I T R G N M Y Y E N S Y A L A
gtgctgagcaactatgatgcgaacaaaaccggcctgaaagaactgccgatgcgcaacctyg
v L. s N Y D A N K T G L K E L P M R N L
caggaaattctgcatggcgcggtgcgctttagcaacaacccggcgctgtgcaacgtggaa
Q £ I L H G A V R F S N N P A L C N V E
agcattcagtggcgcgatattgtgagcagcgattttctgagcaacatgagcatggatttt
s I ¢ W R D I V S s D F LLh. S N M S M D F
cagaaccatctgggcagctgccagaaatgcgatccgagctgcecccgaacggcagectgetgg
Q N H L 6 s ¢C @ K ¢ D P S C P N G S C W
ggcgcgggcgaagaaaactgccagaaactgaccaaaattatttgcgcgcagcagtgcagce
G A G E E N C Q K L T K I I C A Q Q C s
ggccgctgccgcggcaaaagcccgagcgattgetgeccataaccagtgcgecggecgggctgce
G R ¢C R G K s P s D CCHN Q C A A G C
accggcccgcgcgaaagcgattgectggtgtgecgcaaatttcgcgatgaagcgacctgce
T G P R E s D C L VvV C R K F R D E A T C
aaagatacctgcccgceccgctgatgctgtataacccgaccacctatcagatggatgtgaac
Kk b T ¢ P P L M L Y N P T T Y Q M D V N
ccggaaggcaaatatagctttggcgcgacctgcgtgaaaaaatgcccgcgcaactatgtyg
P E G K ¥y S F G A T C V K K C P R N Y V
gtgaccgatcatggcagctgcgtgcgcgecgtgcggecgcggatagectatgaaatggaagaa
v T b H G S ¢C VvV R A C G A D S Y E M E E
gatggcgtgcgcaaatgcaaaaaatgcgaaggcccgtgccgcaaagtgtgcaacggcecatt
b 6 v R K ¢C K K ¢C E G P C R K V C N G I
ggcattggcgaatttaaagatagcctgagcattaacgcgaccaacattaaacattttaaa
G I 6 E ¥ K D s L s I N A T N I K H F K
aactgcaccagcattagcggcgatctgcatattctgeccggtggecgtttcgecggecgatagce
N ¢ 7 s I S GG D L H I L P V A F R G D S
tttacccataccccgceccgectggatccgcaggaactggatattctgaaaaccgtgaaagaa
F T H T P P L D P Q E L D I L K T V K E
attaccggctttctgctgattcaggcgtggccggaaaaccgcaccgatctgcatgegttt
r T 6 F L L T Q A W P E N R T D L H A F
gaaaacctggaaattattcgcggccgcaccaaacagcatggccagtttagectggecggtyg
E N L. E T I R G R T K Q H G @ F S L A V
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gtgagcctgaacattaccagcctgggcctgcgcagecctgaaagaaattagcgatggcgat
v s L N~ I T S L GG L R S L K B I S D G D
gtgattattagcggcaacaaaaacctgtgctatgcgaacaccattaactggaaaaaactyg
v I I S G N K N L C Y A N T I N W K K L
tttggcaccagcggccagaaaaccaaaattattagcaaccgcggcgaaaacagctgcaaa
F G T S G @ K T K I I S N R G E N S C K

gcgaccggccaggtgtgccatgcgctgtgcagcccggaaggctgectggggecccggaaccyg
AT G Q vV ¢C H A L C S P E G C W G P E P
cgcgattgcgtgagctgccgcaacgtgagccgcggcecgcgaatgecgtggataaatgcaac
R D C v s C R NV S R G R E C V D K C N
ctgctggaaggcgaaccgcgcgaatttgtggaaaacagcgaatgcattcagtgccatccg
L L. E G E P R E F V E N S E C I @ C H P
gaatgcctgccgcaggcgatgaacattacctgcaccggeccgecggcecccggataactgecatt
E C L. P Q A M N I T C T G R G P D N C I
cagtgcgcgcattatattgatggcccgcattgcgtgaaaacctgcecccggecgggegtgatyg
Q ¢ A H Y I D G P H C V K T C P A G V M
ggcgaaaacaacaccctggtgtggaaatatgcggatgcgggccatgtgtgccatctgtgce
G E N N T L V W K Y A D A G H V C H L C
catccgaactgcacctatggcccgggcaacgaaagcctgaaagcgatgectgttttgectyg
H p N C T Y G P G N E S L K A M L F C L
tttaaactgagcagctgcaaccagagcaacgatggcagcgtgagccatcagagcggcagce
F K L. s s ¢ N Q S N D G S V S H O S G S
ccggcggcgcaggaaagctgcecctgggctggattccgagectgectgeccgagcgaatttcag
P A A Q E S C L G W I P S L L P S E F Q0Q
ctgggctggggcggctgcagccatctgcatgcgtggccgagecgcgagecgtgattattacce
L G w 6 G ¢ s H L. H A W P S A S V I I T
gcgagcagctgccat
A S S C H

Phl p 5a

gccgatctaggctacggcccggccaccccagectgeccccggecgecggectacacccccgcec
A D L G Y G P A T P A A P A A G Y T P A
Gccccggccggagcggagccagcaggtaaggcgacgaccgaggagcagaagcectgatecgag
AP A G A E P A G K A T T E E Q K L I E
aagatcaacgccggcttcaaggcggccttggeccgectgeccgecggecgtecccgeccagecggac
K I N A G F K A A L A A A A G V P P A D
aagtacaggacgttcgtcgcaaccttcggcgcggcectccaacaaggeccttcgeggagggce
K vy R T F V A T F G A A S N K A F A E G
ctctcgggcgagcccaagggcgcecgcecgaatccagectccaaggccgcecgcectecaccteccaag
L s 6 & P K G A A E S S S K A A L T S K
ctcgacgccgcctacaagctcgcectacaagacagceccgagggcgcgacgectgaggeccaag
L Db A A Y K L AY K T AE G A T P E A K
tacgacgcctacgtcgccaccctaagcgaggcgctceccgecatcatcgeccggecaccctegag

Yy b A Y V A T L S E A L R I I A GT L E
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gtccacgccgtcaagcccgcggccgaggaggtcaaggttatcecctgecggecgagetgecag
v H A vV K P A A E E V K V I P A G E L Q

gtcatcgagaaggtcgacgccgccttcaaggtcgctgccaccgeccgccaacgccgcgecce
v I £E K v bD A A F K V A A T A A N A A P

gccaacgacaagttcaccgtcttcgaggccgecttcaacaacgccatcaaggcgagcacg
AN D K F T V F E A A F N N A I K A S T

ggcggcgcctacgagagctacaagttcatcceccgecctggaggeccgeccgtcaagcaggcece
G G A Y E S Y K » I P A L E A A V K Q A

tacgccgccaccgtcgceccaccgcgccggaggtcaagtacacecgtectttgagaccgegetg
y A A T V A T A P E V K Y T V F E T A L

aaaaaggccatcaccgccatgtccgaggcccagaaggctgccaagcecccgcectgecgetgece
K K A I T A M S E A Q K A A K P A A A A

accgccaccgcaacctccgcecgttggecgecggceccaccggcgcecgceccaccgecgctactggt
T A T A T S A V G A A T G A A T A A T G

ggctacaaagtc

G Y K V

Phl p 5a-F1

gcaggtaaggcgacgaccgaggagcagaagctgatcgagaagatcaacgccggcttcaag
A G K A T T E E 9 K L I E K I N A G F K

gcggccttggccgectgccgecggcgtcecccgeccagcggacaagtacaggacgttegtegea
A A L A A A A G V P P A D K Y R T F V A

accttcggcgcggcectccaacaaggecttcgecggagggectectecgggecgagecccaagggce
T ¥ G A A S N K A F A E G L S G E P K G

gccgccgaatccagctccaaggceccgegctcacctccaagectcgacgecgcectacaagete
A A E S S S K A A L T S K L D A A Y K L

gcctacaagacagccgagggcgcgacgcctgaggccaagtacgacgecctacgtcegecacce
A Y K T A E G A T P E A K Y D A Y V A T

ctaagcgaggcgctccgcatcatcgceccggce

L S E A L R I I A G



172

Phl p 5a-F2

aagtacaggacgttcgtcgcaaccttcggcgcggcctccaacaaggcecttecgecggagggce

K vy R T F V A T F G A A S N K A F A E G
ctctcgggcgagcccaagggcgccgecgaatccagetccaaggecgegetcacctcecaag
L s 6 & P K G A A E S S S K A A L T S K
ctcgacgccgcctacaagctcgcectacaagacagceccgagggcgcgacgecctgaggeccaag
L Db A A Y K L AY K T A E G A T P E A K
tacgacgcctacgtcgccaccctaagcgaggecgcteccgcatcatcgecgge

Yy b A Y V A T L S E A L R I I A G

Phl p 5a-F3

gcaggtaaggcgacgaccgaggagcagaagctgatcgagaagatcaacgccggcttcaag
A G K A T T E E Q0 K L I E K I N A G F K
gcggccttggccgectgceccgecggecgtcecccgeccagcggacaagtacaggacgttegtegea
A A L A A A A G V P P A D K Y R T F V A
accttcggcgcggcectccaacaaggecttcgecggagggectectecgggecgagecccaagggce
T ¥ G A A S N K A F A E G L S G E P K G
gccgccgaatccagctccaaggccgecgctcacctceccaagectcgacgecgectacaag

A A E S S S K A A L T S K L D A A Y K

Phl p 5a-F4

aagtacaggacgttcgtcgcaaccttcggcgcggcctccaacaaggcecttecgecggagggce

K vy R T F V A T F G A A S N K A F A E G
ctctcgggcgagcccaagggcgccgecgaatccagetccaaggecgegetcacctcecaag
L s 6 & P K G A A E S S S K A A L T S K
ctcgacgccgcctacaag

L D A A Y K

Phl p 5a-Loop

tgttccaacaaggccttcgcggagggcctctcgggcgagecccaagggcgeccgecgaatec
c s N K A F A E G L S G E P K G A A E S
agctccaaggccgcgctcacctectgt

s S K A A L T S C
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Phl p 5b
gccgatgccggctacgccccggccaccccggectgecggeccggagecggaggcagggaaggcyg
A D A G Y A P A T P A A A G A E A G K A
acgaccgaggagcagaagctgatcgaggacatcaacgtcggcttcaaggcggccgtggcec
T T £ E ¢ K L I E D I N V G F K A A V A
gccgccgccagcecgtceccecctgcggcagacaagttcaagaccttcgaggecgecttcaccteg
A A A SV P A A DK F K T F E A A F T S
tcatccaaggccgctaccgccaaggcgceccecggectegttecccaagectcgacgecgectac
s S K A A T A K A P G L V P K L D A A Y
agcgtcgcecctacaaggccgeccgtcggcgccacccecccgaggccaagttecgactecttegte
s vV A Y K A AV G A T P E A K F D S F V
gcctccecctcaccgaggcecgcecteccgegtcatcgecggegeccttgaggtccacgecgtcaag
A S L T E A L R V I A G A L E V H A V K
cccgtcaccgaggagcccggcatggccaagatccececgecggcgagctgcagatcatecgac
rp VT E E P G M A K I P A G E L ¢ I I D
aagatcgatgccgccttcaaggtcgccgccaccgccgecggccaccgeccccagccgacgac
Kk T b A A F K V A A T A A A T A P A D D
aagttcaccgtcttcgaggccgceccttcaacaaggccatcaaggagagcaccggcggcgcee
K T V F E A A F N K A I K E S T G G A
tacgacacctacaagtgcatcccatccctcgaggeccgecgtcaagcaggcecctacgecgcec
y b T vy K ¢ I P s L E A A V K Q A Y A A
accgtcgcggccgcecgccgcaggtcaaatacgecgtcectttgaggccgecgetgaccaaggcece
T v A A A P Q V K Y A V F E A A L T K A
atcaccgccatgtccgaggtacagaaggtcagccagecccgceccaccggtgectgcaacecgte
r T A M S E V. Q K v s ¢ P A T G A A T V
gccgccggtgctgcaaccaccgccactggtgetgectecggegetgeccaccgtegetgece
A A G A A T T A T G A A S G A A T V A A
ggtggctataaagtc
G G Y K V
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9.2 Vektorkarten
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Abb. 9.1: Die verwendeten Vektoren sind dargestellit.

Obere Reihe: Die StarGate-Fusionsklonierungsvektoren pENTRY-; pCFUSE-, pNFUSE- und der
Expressionsvektor pASG-IBA fiir die prokaryotische Expression in E. coli sind dargestellt.

Mittlere Reihe: Die Vektoren pTXB1 und pMAL-c2X wurden zur prokaryotischen Expression in E. coli
genutzt, pHEN2 zu Prasentation des Peptides auf der Oberflache des M13-Bakterionphagen.

Untere Reihe: Die Vektoren pBUDCE4.1 und pFastBac™Dual wurden zur eukaryotischen Expression in
HEK293- und Sf9-Zellen verwendet.
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9.3 Gefahrstoffe und Sicherheitsdaten gemafd GHS

Gefahrensymbole,

Gefahrenhinweise

(H-Satze, Hazard

Statements)  und

Sicherheitsratschlage (P-Satze, Precautionary Statements) verwendeter Substanzen nach

dem GHS-System.

Verbindung Gefahrensymbol H-Satze P-Sitze
ABTS GHSO07 315/319/335 261/305+351+338
. 350/340/361/301/372 201/280/301/310/
Acrylamid GHS06/08 332/312/319/317 305+351+338/308+313
. 272/302/315/319/335/  280/305+351+338/302+
Ammoniumpersulfat GHS02/07/08 334/317 352/304+341/342+311
Ampicillin GHS07/08 315/317/319/334/335 ~ 201/280/305+351+338/
342+311
EDTA GHSO07 319 305/351/338
Eisessi GHS02/05 226-314 280-
g 301+330+331/307/310
Ethanol GHS02 225 210
281/302/352/
Ethidiumbromid GHS06/08 341/330/302 305+351+338/304+340
309/310
. 280/301+331/
Imidazol GHS05/07/08 302/314/361d 305+351+338/309/310
. 281/201/305+351+338
Kanamycinsulfat GHS08 360d 308+313
Methanol GHS02/06/08 225/331/311/301/370 210/233/280/302+352
301+330+331/310
Natronlauge GHSO05 314 305+351+338
201/280/273/308+313
. 350i/341/360d/372/ 342+311/302+352
Nickelsulfat GHS08/07/09 332/302/315/334/317  301+330+331/309/310
305+351+338
2-Propanol GHS02/07 225/319/336 210/233/305+351+338
260/301+330+331
Salzsdure GHS05/07 314/335 361+353/305+351+338
405/501
210/280/304+340/
SDS GHS06/02 228/331/302/335/315 319 305+351+338/309+310
210/233/280
TEMED GHS02/05/07 225/332/302/314 301+330+331
305+351+338/309+310
Tris GHSO07 315/319/335 216/305+351+338
. 220/261/280
Wasserstoffperoxid GHS03/05/07 271/332/302/314 305+351+338/310
Zitronensiure GHSO05 318 305+351+338
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9.4 Entsorgung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden den jeweiligen H- und P- Satzen
entsprechend gehandhabt und gemaf$ Gefahrstoffverordnung (GefStoffV) entsorgt.
Ethidiumbromid-haltige Abfélle wurden in gesonderten Behdltern gesammelt und der
Entsorgung zugefiihrt.

Der Umgang mit humanen Zellen wurde ausschliefdlich auf Laboratorien der
Sicherheitsstufe S1 nach §7 GenTG beschrankt. In S1-Laboratorien angefallene Abfalle
insbesondere durch gentechnisch verdnderte Organismen kontaminierte Abfille
wurden vor der Entsorgung vorzugsweise in einem Autoklaven durch Einleiten

gespannten Wasserdampfes sterilisiert (120 °C, 5 bar, 20 min).
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