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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsch

Die Untersuchung der Antigen-Prozessierung und -Prasentation von Viren in ihren
Wirtszellen ist von erheblichem Interesse. Der finale Schritt stellt die Prasentation
eines viralen Peptides im Kontext eines MHC Klasse-I Komplex auf der Oberflache
der Zelle dar. Zur systematischen Untersuchung sind Reagenzien erforderlich, die
spezifisch ein Peptid detektieren, das von einem MHC-Komplex prasentiert wird.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, aus einer gro3en, humanen Fab-Fragment
Phagenbank Antikdrper zu selektionieren und zu charakterisieren, welche spezifisch
MHC-Peptid-Komplexe bestehend aus einem HLA-A*0201-Molekll, sowie dem
Peptid 495-503 des Tegumentphoshoprotein pp65 von CMV zu binden vermégen.
Zahlreiche Antikdrper wurden selektioniert und einer umfangreichen Analyse ihrer
Bindungseigenschaften unterzogen. Der Fab-Antikorper H11 interagiert mit dem
MHC-Peptid Komplex nicht nur in seiner rekombinanten, l6slichen Form, sondern
auch mit der nativen Variante wie sie auf der Oberflache HLA-A*0201-exprimierender
Zellen prasentiert wird. Die Ergebnisse belegen eine Peptid- und HLA-Allel-
spezifische Interaktion mit dem MHC-Komplex.

Zusammengefasst stellt der in dieser Arbeit generierte und charakterisierte
Antikorper ein Reagenz mit exklusiver Spezifitat eines T-Zell Rezeptors dar, mit dem
immunologische Fragestellungen zukinftig bearbeitet werden koénnen. Seine

Relevanz wird durch einen potentiellen therapeutischen Einsatz weiter gesteigert.
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1.2 Englisch

Studies of antigen processing and presentation of viruses in host cells are of
substantial interest. The final step of this process is the presentation of a virus-
derived peptide in the context of MHC class-I complex on the surface of cell. For
further research reagents are required which react specifically with the peptide when
displayed by the MHC complex like naturally T-cell receptors do.

The intention of our work was to select and characterize Fab-antibodies by phage-
display technology which specifically bind MHC-peptide-complexes consisting of an
HLA-A*0121-molecule and the peptide 495-503 of the tegument phosphoprotein
pp65 of CMV.

Numerous antibodies were selected out of a large naive human Fab fragment phage
library and tested in a comprehensive analysis for their binding properties. The Fab-
antibody H11 not only recognize the cognate MHC-peptide complex in a recombinant
soluble form but also the native complex as displayed on the surface of HLA-A*0201-
expressing cells indicating the peptide- and HLA-allele-specific interaction with the
MHC complex.

In summary, our work generated and characterized a Fab-antibody with exclusive T-
cell receptor-like specificity for further immunological research. Its relevance is further

emphasized by its potential therapeutic use.
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2 Einleitung
2.1 Einfuhrung

Die Immunitdt des Menschen ist zu einem Teil antigen-unspezifisch (angeborene
Immunitat) und andernteils antigen-spezifisch (adaptive Immunitéat). Tréager der
unspezifischen Abwehr sind humorale Faktoren, das Komplementsystem sowie auf
Zellebene  Granulozyten und phagozytierende  Makrophagen. Adaptierte
Immunreaktionen werden hauptsachlich von B- bzw. T-Zellen vermittelt. Die
Antigenrezeptoren von B-Lymphocyten stellen Immunglobulinmolekile dar. Sie
binden Uberwiegend unprozessierte Proteine oder Glykoproteine und sezernieren
nach ihrer Aktivierung Immunglobuline als l6sliche Antikdrper. Im Gegensatz hierzu
ist der Rezeptor von T-Zellen der T-Zell-Rezeptor (TZR), welcher proteolytische
Peptid-Fragmente prozessierter Proteine erkennt, die im Kontext eines Major
Histokompabilitatskomplexes (MHC) prasentiert werden. T-Zellen differenzieren zu
zytotoxischen T-Zellen, die pathogene Zellen abtéten kbnnen, oder zu T-Helferzellen,
die bei der Differenzierung von B-Zellen zu antikdrperbindenden Plasmazellen
beteiligt sind. Bei den Interaktionen der verschiedenen Abwehrzellen spielen somit

zwei Oberflachenrezeptoren eine wesentliche Rolle [Klinke R & Silbernagl S, 2003]:

= T-Zell-Rezeptoren (TZR)

= HLA-I und HLA-II-Molekile

T-Zell-Rezeptoren sind Heterodimere (a3 oder yo) auf der Oberflache von T-Zellen.
Wird auf der T-Zelle zusatzlich ein CD8-Korezeptor exprimiert, entwickelt sich die T-
Zelle zur zytotoxischen T-Zelle. Im Falle eines CD4-Korezeptors mindet die
Entwicklung in eine T-Helferzelle. Zytotoxische T-Zellen erkennen mit ihnrem TZR ein
antigenes Peptid im Kontext des MHC-Komplexes auf der Oberflache einer Zelle und
lysieren diese T-Helferzellen und regulieren das Wechselwirken der verschiedenen
Immunzellen. T-Zell-Rezeptoren weisen in der Grundstruktur eine Ahnlichkeit zu den
membranstandigen Immunglobulinen der B-Zellen auf. Sie erkennen aber nicht, im
Gegensatz zu den Antikérpern, isoliertes Antigen, sondern binden an
Antigenfragmente, die in sogenannten MHC-Molekilen eingebettet sind. MHC-

Molekule sind membrangebundene Glykoproteine, die von einer Gruppe von Genen
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mit der Bezeichnung Majorhistokompabilitditskomplex (major histocompability
comblex, MHC) kodiert werden. Diese Molekille werden auf der Zelloberflache von
antigenprasentierenden Zellen oder B-Zellen prasentiert. Sie sind mafgeblich fur
Immunerkennung, Gewebevertraglichkeit bei  Transplantationen und die
immunologische Individualitat verantwortlich. So konnen intrazellulare Infektionen
durch die Prasentation von zytoplasmatischen Antigenen auf der Zelloberflache im
Komplex MHC-Molekil/Antigenpeptid von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden

und eliminiert werden [Townsend et al., 1986].

2.2 Prozessierung und Prasentation von Antigenen durch MHC-I-Molekiile

Das wichtigste Merkmal der Antigenerkennung durch T-Zellen ist die Form des
Liganden, der vom TZR erkannt wird. Dieser besteht aus einem Peptid, das aus
einem fremden Antigen stammt, und in der peptidbindenden Furche eines MHC-
Molekils gebunden ist. Das MHC-Molekul bindet dabei das Peptid intrazellular und
befordert es an die Zelloberflache. Es existieren dabei zwei verschiedene Klassen
von MHC-Molekilen, MHC-I und MHC-II-Molekile, welche Peptide von Proteinen
binden, die an unterschiedlichen Stellen innerhalb der Zellen prozessiert wurden.

Im Folgenden soll der Weg der Prozessierung und Prasentation von Antigenen
durch MHC-I-Molekiilen beschrieben werden.

MHC-I-Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Die hdchste
Expression findet man jedoch in ha&matopoetischen Zellen. Die Molekile dieser
Klasse bestehen aus zwei Polypepetidketten: eine groéf3ere, im MHC-Genlocus
codierte, o-Kette sowie das kleinere, nicht im MHC-Genlocus codierte, p2-
Mikroglobulin [White et al., 1999]. Das B2-Mikroglobulin wird dabei nichtkovalent der
a-Kette, welche die Zellemembran durchspannt, angelagert. Das vollstdandige MHC-
Molekul besitzt schlie3lich vier Doméanen, wobei drei davon von der a-Kette und eine
vom B2-Mikroglobulin gebildet werden. Dabei haben die a3-Doméane sowie die des
B2-Mikroglobulin einen den Immunglobulinen sehr ahnliche Struktur. Die Doméanen
a2 und a3 bilden die Wéande eines Spaltes auf der Molekiloberflache [Catipovic et
al., 1994; Fremont et al., 1992]. Dieser Spalt stellt letztlich die peptidbindenen Stelle
des MHC-Moleklls dar, dort befinden sich die fur die Antigenvariablititat
verantwortlichen Polymorphismen [Johansen et al., 1997].
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Liganden fir MHC-I-Moleklle konnen verschiedenen Quellen entstammen,
beispielsweise zytosolische Proteine endogener oder viraler Herkunft, defekte
Proteine aus der Translation (DriPs, defective ribosomal products) oder auch durch
Endozytose ins Zytosol transportierte Proteine. Unabhangig von ihrer Herkunft
gelangen im Zytosol befindliche Proteine, welche fiur die MHC-I-Prasentation
vorgesehen sind, nach Ubiquitinierung ins Proteasom. Dieses stellt einen grof3en
multikatalytischen Proteasenkomplex aus vier Ringen zu je ungefadhr sieben
Untereinheiten mit einem réhrenférmigen Zentrum dar, welches von den
proteolytischen Untereinheiten ausgekleidet wird. Dort werden die jeweiligen
Proteine in einzelne 10-20 Aminosauren lange Peptide gespalten, im Zytosol
anschlieBend durch dortige Proteasen am N-terminalen Ende nachbearbeitet und
schliel3lich in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert
[Niedermann et al., 1999; York et al., 1999]. Dieser Transport kann ATP-abhangig
oder —unabhangig geschehen. Der ATP-abhéngige Weg erfolgt Uberwiegend mittels
zweier Transportproteine, welche als TAP-1 und TAP-2 (transporters associated with
antigen processing) bezeichnet werden. Dieser Transportmechanismus weist eine
gewisse Spezifitdt gegenuber Peptiden mit einer Lange von acht oder mehr
Aminosauren mit hydrophoben oder basischen Aminosauren am Carboxylende auf.
Im ER schliel3lich erfolgt eine letzte Bearbeitung der Peptide, bevor diese dann an
sich dort befindlichen neu synthetisierten MHC-I-Molekulen binden. Dazu muss sich
zuerst das P2-Mikroglobulin an die MHC-l-a-Kette anlagern, erst dann kann das
Peptid gebunden werden. Der nun vollstindige MHC-Peptid-Komplex kann
schlie3lich das ER verlassen und wird Gber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache
transportiert.

Hierbei kdnnen nur solche MHC-I-Molekiile an die Zelloberflache gelangen, welche
ein Peptid gebunden haben. Dies kann mit Hilfe TAP-defekter Zellen gezeigt werden,
welche trotz korrekter Synthese der MHC-Molekile nur sehr wenig MHC-I-Peptid-
Komplexe auf ihrer Zelloberflache besitzen [Yewdell et al., 1997]. Beim Menschen
lagern sich neu synthetisierte a-Ketten im ER mit einem Chaperon-Protein namens
Calnexin zusammen. Nach Assoziation mit dem b2-Mikroglobulin dissoziiert das
Heterodimer von Calnexin und lagert sich an einem Protein-Komplex aus

Calreticulin, dem TAP-assoziierten Protein Tapasin sowie Erp57 an und I6st sich von
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diesem erst wieder nach erfolgter Bindung eines Peptids [Li et al., 2000; Pamer &
Gresswell, 1998; Stern & Wiley, 1994].

2.3 Aufbau von Antikdrpern

Antikdrper sind Glykoproteine aus der Gruppe der Immunoglobuline (lg). Sie werden
nach Antigenkontakt aus vorprogrammierten B-Zellen, die sich selektiv vermehren
und differenzieren, freigesetzt. Die Immunglobuline lassen sich in funf Klassen (lgG,
IgM, IgA, IgD, IgE) untergliedern. IgG stellt im Organismus den weitaus grof3ten
Anteil.

Der Aufbau von IgG-Antikérpern gliedert sich in zwei baugleiche Leichtketten und
zwei baugleiche Schwerketten, die Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
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Abbildung 1. Aufbau eines Antikdérpers und antigenbindende
Antikdrperfragmente Fab, scFv und dsFv [Roth, 2001]

Beide Ketten bestehen aus variablen und konstanten Bereichen. Die variablen
Bereiche V_ und Vy bestimmen die Spezifitdt der Antigenerkennung. Die Variabilitat
der V-Regionen ist strukturiert in nahezu konstante Regionen (Framework regions:
FWR1 — FWR4) und hypervariablen Regionen (complementarity determining regions:
CDR1 - CDR3). Die GroRRe der variablen Doméanen (V. und Vy) sowie der
konstanten Doméanen (Cni — Chs) umfasst jeweils ca. 25 kDa.

Die beiden variablen Domanen V_ und Vy, verbunden mit einem Peptidlinker, werden

als single chain Fragment variable (scFv) bezeichnet. Ein scFv zuziglich den
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konstanten Doméanen Cy; und C_ wird als Fab (fragment antigen binding) benannt.
Sowohl scFv als auch Fab tragen die komplette Antigen-Spezifitat wie der
vollstandige Antikorper.

Die CDRs der V-Region lagern sich in Peptidschleifen zusammen und bilden so die
Paratope, die mit den Antigen-Epitopen die malRgebliche Wechselwirkung bestimmit.
Das Zusammenspiel mehrerer intramolekularer Krafte wie Coulombkrafte, Lifshitz-
van der Waals-Krafte, Wasserstoffbrickenbindungen sowie hydrophobe
Wechselwirkungen bestimmt die Bindungsaffinitat und -selektivitat eines Antikdrpers

bzw. seiner Fragmente.

2.4 Zielantigen: Peptidsequenz NLVPMVATV

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist ein speziesspezifisches DNA-Virus,
welches zur Familie der Herpesviren gehort. Eine Erstinfektion bei
Immunkompetenten verlauft in der Regel asymptotisch und mehr als die Halfte der
Bevolkerung in den industrialisierten Landern ist infiziert. Das Virus persistiert
lebenslanglich. HCMV-spezifische CD8-Zellen verhindern einen HCMV-
Krankheitsbefall und verantworten auch die Aufrechterhaltung der HCMV-Latenz
[Wills MR et al., 1996]. Eine lange wahrende HCMV-Infektion fuhrt zu einem
bedeutsamen Wandel in der Zusammensetzung des CD8-T-Zell-Repertoires
[Almanzar G et al., 2005].

Das immundominante Eptitop fir das HLA-A*0201 restringierte T-Zell Repertoire ist
das Peptid NLVPMVATYV, ein Teil des HCMV-Tegumentproteins pp65 (pp65495-503).
Im Verbund mit dem Komplex HLA-A*0201 stellt es das Untersuchungsepitop in der
vorliegenden Arbeit dar. Der Komplex HLA-A*0201 wurde gewahlt, weil er den mit
28% am meisten exprimierten Phanotyp der kaukasischen Population darstellt [Mori
M, 1997].

2.5 Herstellung von MHC-Peptid-spezifischen Antikbrpern und deren Fragmenten

Die Herstellung und Charakterisierung peptid-spezifischer Antikdrper gegen HLA-
Molekile ist fur die Forschung, Diagnostik und Therapie von grol3er Bedeutung.
Dank ihrer I6slichen Natur, hohen Affinitat und Stabilitéat konnten sie in verschiedenen
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biochemischen Verfahren wie der Immunprézipitation oder der Immunhistochemie
eingesetzt werden, um T-Zell-Epitope auf Antigen-prasentierenden Zellen zu
detektieren und zu charakterisieren. Dies wirde die Madglichkeit eroffnen, die
Grundlagen der Wechselwirkung zwischen T- und HLA-prasentierenden Zellen ohne
Einsatz relativ schwierig rekombinant herzustellenden und niedrig-affinen T-Zell-
Rezeptoren qualitativ und quantitativ zu erkunden [Rudolph et al, 2006]. In der
Therapie konnte mit Hilfe derartiger Antikérper die unerwinschte T-Zell-
Immunantwort, die bei Autoimmunitat auftritt, blockiert werden. AufRerdem konnten
solche Antikorper Toxine zum Zielort transportieren und dadurch die Vernichtung von
z. B. Tumorzellen hervorrufen [Aharoni et al., 1991].

Mit Hilfe der Produktion von Myelomhybriden konnte eine ganze Reihe von
monoklonalen Antikérpern hergestellt werden, deren Spezifitat gegen MHC-Klasse-I-
Antigene gerichtet ist. Es ist jedoch nur in einigen wenigen Fallen gelungen,
Reagenzien herzustellen, die mit einem bestimmten MHC-Molekul auf peptid-
spezifische Weise, d.h. wie T-Zell-Rezeptoren, reagieren [Aharoni et al., 1991]. Die
Schwierigkeiten sind u.a. darauf zurtickzufhren, dass die Erkennungsbereiche von
Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren eine unterschiedliche Topologie aufweisen.
Immunglobuline erkennen in der Regel nach auf3en gewoélbte Molekiloberflachen
[McCallum et al., 1996]. Da die Peptide tief in der Spalte eines HLA-Proteins liegen,
tragen sie wenig zur Antigenitat des gesamten MHC-Peptid-Komplexes bei. Deshalb
erkennen Antikorper in erster Linie den HLA-Anteil eines HLA-Peptid-Komplexes. T-
Zell-Rezeptoren werden jedoch im Thymus so selektioniert, dass sie in der Lage
sind, sowohl das HLA-Molekll als auch das gebundene Peptid zu erkennen [von
Boehmer H, 1994]. Es ist auch zweckmafiig, dass B-Zellen bzw. Antikorper nicht
darauf ausgerichtet sind, HLA-Peptid-Komplexe zu erkennen, um T-Zell-Epitope
nicht zu blockieren.

Die Einfihrung der Hybridoma-Technologie ermoglichte es, monoklonale Antikorper
herzustellen, welche dank ihrer einzigartigen Spezifitit und Affinitat als
immunodiagnostische und ansatzweise auch als therapeutische Reagenzien eine
breite Verwendung gefunden haben. Die Anwendung monoklonaler Antikorper
tierischen Ursprungs (meistens von Nagern) in der Humantherapie ist jedoch
problematisch, weil sie beim Menschen eine Immunantwort provoziert. Die
Herstellung so genannter chimarer Immunglobuline, die sich aus variablen murinen

und konstanten humanen Regionen zusammensetzen, verringerte die
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Immunogenitat derartiger Antikorper stark, eliminierte sie jedoch nicht vollstandig
[Bruggemann et al.,, 1989]. Die Herstellung von menschlichen, monoklonalen
Antikdrpern mittels Hybridoma-Technologie ist mit verschiedenen technischen
Problemen verbunden. Es gibt sehr wenige geeignete Fusionspartner fur eine
humane B-Zelle, um eine stabile Myelomzelle zu bilden. Aul3erdem weist ein
Maus/Mensch-Myelomhybrid  typischerweise eine niedrige oder instabile
Antikdrperproduktion auf. Hinzu kommt noch das ungeloste ethische Problem der
Immunisierung eines Menschen mit bestimmten Antigenen. Darlber hinaus schlief3t
der Toleranzmechanismus die Ausbildung monoklonaler Antikdrper gegen
korpereigene Proteine aus. Mit der Verwendung von Phagenbibliotheken sollte es
prinzipiell gelingen, diese Nachteile zu umgehen und menschliche Antikérper bzw.

antikorperahnliche Proteine in vitro herzustellen [Winter & Milstein, 1991].

2.6 Aufbauprinzipien und Verwendung einer Phagenbibliothek

Das Prinzip einer Phagenbibliothek beruht auf der Nachahmung des in-vivo-
Selektionsprozesses im Immunsystem. Ein Repertoire von Antikdrper-Fragmenten
(scFv oder Fab) wird auf der Oberflache filamentdser Phagen exprimiert, wobei jeder
Phagenpartikel nur ein Antikorperfragment einer distinkten Spezifitat tragt. Die
Bibliothek wird durch die Bindung der Phagenpartikel an ein Antigen selektioniert. Mit
den auf diese Weise angereicherten Phagen werden anschlieRend Bakterien infiziert,
um anschlieRend wieder amplifiziert zu werden [Ubersicht in Winter et al., 1994]. Die
Affinitatsreifung der gewonnenen Fragmente, die bei Immunglobulinen durch
somatische Mutationen verursacht wird, kann durch Punktmutationen oder den
Austausch der Ketten erhéht werden. Bei der Herstellung und Verwendung von
Phagenbibliotheken werden zwei technologische Errungenschaften genutzt: die
Amplifizierung eines Repertoires von VH- und VL-Genen aus Antikorper-
produzierenden Zellen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und die Méglichkeit,
kurze Peptide auf der Oberflache eines filamentdsen Phagen zu exprimieren [Smith,
1997].

Die filamentdsen Bakteriophagen M13, fd und fl gehdren zu einer Gruppe
engverwandter Viren, die gram-negative Bakterien infizieren, ohne sie zu lysieren.

Das Genom eines filamentésen Phagen besteht aus etwa 6400 Nukleotiden und
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kodiert fir zehn Proteine. Die Phagenhille wird aus dem Produkt des Gens VIl
(pVIII), das in etwa 3000 Kopien vertreten ist, und aus den Produkten der Gene lli
(plll), VI, VII und IX, die jeweils etwa in Form von funf Proteinen vertreten sind,
zusammengesetzt. Das Hauptprotein pVIl ist fir die Umhillung der einzelstrangigen
DNA verantwortlich. Das Protein plll wird auf der Spitze des Phagenpartikels
exprimiert und ist fur die Infektion von Bakterien verantwortlich. Es koppelt an den F-
Pilus der Bakterienmembran. Ein Protein kann an das N-terminale Ende von plll
fusioniert werden, ohne die Morphogenese und die Infektionsfahigkeit des Phagen zu
beeintrachtigen. Auf der Phagenoberflache koénnen jegliche Art Plasmid-kodierte
Peptide oder Proteine exprimiert werden. In der Antikdrpertechnologie sind dies
Uberwiegend scFv- und Fab-Fragmente [Hoogenboom et al., 1991].

Fur die Expression auf Phagen werden die flr Antikérperfragmente kodierenden
Gene und das Genlll (glll) in ein chimérisiertes Plasmid, genannt Phagemid, kloniert.
Dieses Plasmid enthalt sowohl einen Replikationsursprung fir Plasmide als auch den
Phagen-Replikationsursprung [Hoogenboom et al., 1991]. Phagemide vermehren
sich in einer Wirtszelle wie doppelstrangige Plasmidmolekile. Werden die Zellen
jedoch gleichzeitig mit einem Helferphagen infiziert, so vermehren sich die
Phagemide wie ein Einzelstrang-DNA-Bakteriophage. Die DNA eines Helferphagen
enthalt die genetische Information fir alle Phagenproteine, die fur die Verpackung
und Sekretion von Phagenpartikeln nétig sind, hat jedoch einen defekten
Replikationsursprung, wodurch sie mit einer niedrigeren Effektivitdt als das fur das
scFv/plll-Fusionsprotein kodierende Phagemid repliziert wird. Am Ende entsteht ein
infektioser Phagenpartikel, der sowohl plll als auch das fusionierte Protein scFv/pllii

prasentiert und das fur das Fusionsprotein kodierende Phagemid tragt.

Vg V, plI
pVIII |

I I p]I[
™ 5@(—-:-:3 _= _scFy

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines scFv-exprimierenden

Phagenpartikels

10



Einleitung

Manche Phagemide haben ein Amber-Stopcodon zwischen den Antikbperketten und
dem plll-Gen [Hoogenboom et al., 2000]. Dies erlaubt eine Umschaltung von der
Expression des Fusionproteins zur Produktion eines loslichen Antikdrperfragments in
einem nicht-suppressiven Stamm. Ein Repertoire der VH- und VL-Gene kann aus der
Population peripherer B-Zellen (PBL) isoliert und zur Konstruktion einkettiger
variabler Doménen (z. B. Fab-Fragmenten) verwendet werden. Eine zufallige
Kombination der schweren und leichten Ketten fuhrt dabei zur Entstehung einer
Bibliothek von Antikoérper-Fragmenten verschiedener Spezifitat [Huse et al., 1989].
Die Expression einer Bibliothek mit sehr grof3er Diversitat auf der Oberflache von
Phagen bietet die MdAglichkeit, mit Selektionstechniken Reagenzien zu erzeugen, die

prinzipiell jedes beliebige Antigen erkennen kdnnen sollten.
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2.7 Ziel der Arbeit

Grundlage immuntherapeutischer Ansatze ist die Prasentation von Antigenen auf
Zelloberflachen und die Erkennung der Prasentation durch das Immunsystem.
Effektiv.  kann eine zytotoxische Immunantwort nur sein, wenn die
antigenprasentierenden Zellen die Antigene im Kontext mit Major-Histokompabilitats-
Komplexen prasentieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Antikdrperkonstrukte entwickelt werden, die es
erlauben, eine MHC-Prasentation der Peptidsequenz 495-503 des Tegument-
proteins pp65 vom Cytomegalievirus nachzuweisen. Die Madoglichkeit, die
Prasentation dieses Peptids oder sein Fehlen, zu detektieren, stellt ein
Instrumentarium in der Untersuchung der Antigen-Prozessierung und -Prasentation
dar.

Phagenbibliotheken menschlicher Fab-Fragmente ermdglichen es, spezifische
Antikdrperfragmente géanzlich in vitro zu gewinnen und auf das aufwandige Verfahren
der Hybridoma-Technologie zu verzichten.

Vorliegende Arbeit behandelt folgende Aufgabenstellung:

Selektion, Generierung und Charakterisierung von MHC-peptid-spezifischen
Antikérpern, die das Epitop 495-503 von Tegumentprotein pp65 des

Cytomegalievirus im Kontakt von HLA-A"0201 erkennen

Dazu sollen fir genanntes Epitop spezifische Fab-Antikbrper aus einer
Phagemidbank [deHaard et al., 1999] mittels Phagen-Display selektioniert werden.
Im weiteren Verlauf der Arbeit sollen die isolierten Fab-Fragmente durch
Sequenzierung und Bindungstests naher charakterisiert werden.

Das beschriebene Epitop entspricht der Aminosauresequenz NLVPMVATYV und wird
auf HLA-A'0201 prasentiert.

12
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3 Material

3.1 Geréate

Tabelle 1: Gerate
Gerat Firma

Agarose-Gelelektrophorese BioRad, Munchen

PCR-Termocycler MJ Research Peltier Thermal Cycler-200, USA

Inkubatoren Heraeus, Hanau

FACS Becton Dickinson, Heidelberg

Zentrifugen Eppendorf, Hamburg

Photometer GeneQuant pro, Amersham Biosciences,
Freiburg

ELISA-Reader Wallac PerkinElmer, Finnland

3.2 Bakteriophage

Als Bakteriophagen oder einfach Phagen (von griechisch phagein: fressen)
bezeichnet man eine Gruppe von Viren, die auf Bakterien als Wirtszellen
spezialisiert sind.

In dieser Arbeit wurde der E.coli-Bakteriophage M13 verwandt. Der Phage
umschlief3t ein einzelstrangiges ringférmiges Genom von ca. 6700 bp bei 7 nm
im Durchmesser und 2 ym in der Lange. Er gehort zur Gruppe der Ff-Phagen. F
steht fur die Interaktion des Phagen mit dem F-Pilus des E.coli und f fir den
filmentdsen Aufbau des Phagen.

Nach Infektion des Bakteriums mit dem F-Pilus wird die Phagen-DNA (11 Gene
auf Genom) in das Bakteriengenom integriert, darunter auch das
Phagenhullprotein plll als potentieller Fusionspartner fur u. a. Antikdrper-
fragmente zur Prasentation an der Oberflache der Phagen. Zehn Minuten nach
Infektion der Bakterien werden 1000fach in erster Generation Phagenpartikel
ausgeschleust [Modell & Russel, 1988].
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Material

3.3 Analysesoftware

Die Daten der Messungen mit dem FACS-Durchflul3zytometer wurden mit der

Software des Herstellers (Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert.

3.4 Zellen, Bakterien

Tabelle 2: Zelllinien und Bakterien

Zellen

T2-Zellen (HLA-A0201-positive TAP- DSMZ-Nummer: ACC 598

defiziente humane Lymphoblastenlinie)

HEK-Zellen human embryonic kidney 293 Zellen
stabil transfizierte HEK-Zellen freundlicherweise von Fr. Prof.

Martina Sester zur Verfiigung gestellt

LCL-Zellen EBV-immortalisierte B-Zellen
Bakterien
Eschirichia coli TG 1

3.5 MHC-Peptid-Komplex mit pp65495.503. von CMV

MHC-Peptid-Komplexe stellen die Antigene dar, gegen welche Antikdrper
selektioniert werden. Die Komplexe werden als biotinylierte Monomere
verwendet (Cvuc-ag = 1.1 mg/ml) und wurden von Immanuel Luescher, Ludwig

Institute for Cancer Research, Lausanne (Schweiz), zur Verfligung gestellt.
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Das in dieser Arbeit verwendete Peptid sowie benutzte Kontrollpeptide:

- Peptidfolge NLVPMVATYV (495-503) des Tegumentproteins pp65 des
humanen Cytomegalievirus

- Kontrollpeptid Ta 155, zur Verfiigung gestellt von Prof. Andreas
Ziegler, Berlin

- Kontrollpeptid W6/32, anti-human HLA-ABC Klasse | Schwerkette/2m-
Antikoérper, Dako Cytomotation

- Kontrollpeptid BB7.2, zur Verfligung gestellt aus onkologischem Labor,
Uniklinik Homburg

- Flu (mit HLA-A*0301 Schwerkette gefaltet)

Der in dieser Arbeit benutzte Haupthistokompatibilitatskomplex:
- HLA-A*0201

3.6 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Kits

Die verwendeten Chemikalien, Fertiglosungen und Verbrauchsmaterialien
genugten den geforderten Reinheitsstufen und wurden von folgenden Firmen
bezogen: August Hedinger (Stuttgart), Biolab (Munchen), Biomol (Hamburg),
Delta Select (Pfullingen), DIFCO (Detroit, USA), Fluka (Neu-Ulm), GibcoBRL
(Eggenstein), Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas (Vilnius), Merck
(Darmstadt), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Sartorius (Géttingen), Serva
(Heidelberg) und Sigma (St. Louis, USA).
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Tabelle 3: Ausgewahlte Materialien, jenseits des Standardlaborinstrumentariums

GibcoBRL (Eggenstein)
Zur Verfagung gestellt von
Andreas Ziegler, Institut fur

Immungenetik, Charité-

Universitatsmedizin Berlin, Freie

Universitat Berlin [Hutter et al,
1996]

Amersham Pharmacia,
Little Chalfont; UK

Clontech, Palo Alto, USA

Dako Cytomotation, Glostrup,

Danemark

Fa. Jackson ImmunoResearch,
USA

GE Healthcare

Onkologisches Labor,
Homburg/Saar

Pharmacia Biotech

Streptavidin-PE (1:200)
TU155

Helferphage M13KO07
Anti-M 13

TALON™ Resin

W6/32, Anti-Human HLA-ABC Klasse
| Schwerkette/B2m-Antikorper
Anti-Mouse IgG HRP
R-Phycoerythrin-conjugated
Streptavidin, Biotin-SP-conjugated
AffiniPure Goat Anti-Human IgG,
F(ab"), Fragment Specific
R-Phycoerythrin-conjugated
AffiniPure F(ab"), Fragment Goat
Anti-Human 1gG, F(ab’),
Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat
Anti-Mouse IgG

Dynabeads M280 Streptavidin

9E10 anti-c-myc

BB7.2 (als Hybridomuberstand)

Fab Antikérper b-3M4E5 (Held EJI
2004)

Helferphage (M13K07)
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Tabelle 4: Kulturmedien, Puffer und Lésungen

Losung

2XTY-Medium

2XTY AG

2XTY-AK

2XTY Ampicillin-Glucose-Agar

Blaumarker und Ladepuffer fur

Agarosegele

Ansatz

16 g Trypton
10 g Yeast
5 g NaCl

in 1000 ml H>Og4est autoklavieren

16 g Trypton

10 g Yeast

5 g NaCl

in 1000 ml H,Ogest autoklavieren,
nach dem Abkuhlen 2% Glucose und

Ampicillin 200 pg/ml dazugeben

16 g Trypton

10 g Yeast, 5 g NaCl

in 1000 ml H,Ogest autoklavieren, nach
dem Abkuhlen Ampicillin 200 pg/ml

und Kanamycin 25 pg/ml dazugeben

16 g Trypton

10 g Yeast, 5 g NaCl

15 g Agar

in 1000 ml H,Ogest autoklavieren,
auf etwa 55°C abkiihlen lassen,
2% Glucose und Ampicillin 100 pg/mli
dazugeben, in Petrischalen giel3en
0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylenxyanol FF

0,25 % Orange G

1 mMEDTA

40 % Sucrose
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Coomassie Farbel6sung

Coomassie Entfarbelésung

Ethidiumbromid

PBS

100 mM Imidazol
PEG/NacCl

SDS 2x Proteinprobepuffer

TAE 50x Stammldsung

0,04% Brilliantblue R (Coomassie)
40% (v/v) Methanol

10% Essigsaure

mit Wasser auf 500 ml auffullen

30 min bis 4 h ruhren; filtrieren

40% Methanol
10% Essigsaure

mit Wasser auf 500 ml auffillen

Lésung fur die Zugabe zu Agarosegelen
1:1000 Verdinnung der Stammlésung
(20 mg/ml)

8,75 g NaCl (= 750 mmol)

1,42 g Na;HPO,4 (= 40 mmol)

0,22 g KH2PO4 (= 7,8 mmol)

in 1000 ml H,Ogest autoklavieren, ph-
Wert zwischen 7,4-7,6 titrieren

340 mg Imidazol pro 100 ml PBS
20% Polyetyhlenglycol 6000 (PEG)
2,5 M NaCl

In 1000 ml HOg4est autoklavieren

0,6 ml Tris pH 6,0 1M

2,5 ml Glycerol 100 %

2,0 ml SDS 10 %

0,5 ml Bromphenolblau 2 %

3,9 ml HyOgest

242 g TrisBase

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

in 1000 ml H2Ogest autoklavieren
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Kits fir DNA- und ELISA-Techniken:

= Plasmidisolierungskits (Mini, Midi, Maxi) Qiagen (Hilden)
= TMB-Peroxidase Kits (ELISA-Farbreaktion)  Kirkegaard&PerryLab

19



Methoden

4 Methoden

4.1 Zellkultivierung und Zellpréparierung

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C und einem Kohlendioxidanteil von
5 % kultiviert. Den T2-Zellen wurden ins RPMI-1640-Kulturmedium 10 % fetales
Kalberserum (FCS) und 1 % L-Glutamin (2mM) zugesetzt. Von einer Beifiigung
von Penicilin und Streptomycin wurde zwecks besserer Kontrolle der
Nichtkontamination bei den T2-Zellen abgesehen.

Als weiteres zellulares Testsystem wurde die menschliche, embryonale
Nierenzelllinie 293 (human embryonic kidney; HEK 293-Zellen) verwendet. Der
HEK-Zelllinie, mit Peptid pp65 stabil transfiziert, wurde zur Vermeidung einer
Kontamination noch Hygromycin (2,8 ml auf 500 ml DMEM) beigemischt sowie
ebenfalls 10 % fetales Kalberserum (FCS) und 1 % L-Glutamin. Bei den
unbeladenen HEK-Zellen konnte diese Antibiotikazugabe unterbleiben.

Die lymphoblastoiden LCL-Zellen, jeweils HLA-A2-positiv sowie -negativ,
wurden ebenfalls in RPMI-1640-Kulturmedium mit 10 % FCS und 1% L-
Glutamin (2mM) kultiviert.

Die T2-Zellen als auch die LCL-Zellen wurden exogen mit dem
Untersuchungspeptid bzw. den Kontrollpeptiden gepulst. Die Peptide lagern
sich entweder in die leeren Bindungsgruben der MHC-Komplexe oder

verdrangen kompetitiv die darin sich befindenden Peptide.

4.2 Phagemidbank und MHC-Peptid-Komplexe

Dieser Arbeit lag eine Phagemidbank zugrunde, die ein sehr grol3es naives
Fab-Repertoire mit einer Diversitat von 4,2x10° verschiedenen Fab-Antikorpern
exprimiert. Die groRe Diversitat erlaubt die Selektion von Antikérpern mit
Spezifitat fur praktisch jedes Antigen [de Haard et al., 1999]. Die Phagemidbank
wurde von DYAX sa, Liege (Belgien) zur Verfigung gestellt. Aliquots gel6ster,
infektioser Phagen, die das komplette Phagenrepertoire enthielten, wurden von
Prof. Dr. Gerhard Held produziert.
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MHC-Peptid-Komplexe stellen die Antigene dar, gegen welche Antikorper
selektioniert werden. Die Komplexe werden als biotinylierte Monomere
verwendet (Cwvnc-ag = 1.1 mg/ml) und wurden von Immanuel Luescher, Ludwig

Institute for Cancer Research, Lausanne (Schweiz), zur Verfligung gestellt.

Das in dieser Arbeit verwendete Peptid sowie benutzte Kontrollpeptide:

- Peptidfolge NLVPMVATYV (495-503) des Tegumentproteins pp65 des
humanen Cytomegalievirus

- Kontrollpeptid Ta 155, zur Verfiigung gestellt von Prof. Andreas
Ziegler, Berlin

- Kontrollpeptid W6/32, anti-human HLA-ABC Klasse | Schwerkette/2m-
Antikdrper, Dako Cytomotation

- Kontrollpeptid BB7.2, zur Verfligung gestellt aus onkologischem Labor,
Uniklinik Homburg

display

nuouo.-ouunonono.. human scFv
’ phage library

S O —

region

constant
region

immunoglobulin single-chain Fv (scFv)

Abbildung 3: Bauschema eines scFv-Antikdrperfragments auf
einem Phagen mit entsprechendem scFv-Genloci im Phagemid
[Sugimura et al., 2001]

4.3 Agarosegelelektrophorese zur DNA-Trennung

Ein elektrisches Feld lasst bei der Agarosegelelektrophorese negativ geladene
DNA-Fragmente je nach Grof3e unterschiedlich weit im Gel wandern. Durch die
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Verwendung von Ethidiumbromid (EtBr), eine sequenzunspezifisch an
Nukleinséduren interkalierende Substanz, die bei Bestrahlung mit UV-Licht
(A=300 nm) Licht der Wellenlange 590 nm emittiert, kdbnnen die Nukleinsduren
sichtbar gemacht und bezuglich Reinheit, Grol3e und Konzentration beurteilt
werden.

Fur DNA-Gele wurde 130 ml TAE-Puffer mit 4 g Agarose aufgekocht, nach
Abkihlung auf etwa 60°C mit 65 pl Ethidiumbromid versetzt und in einen
vorbereiteten Geltrager gegossen. Als Elektrophoresepuffer diente 1XTAE-
Puffer.

Zur Auftrennung wurden die Gele mit DNA-Proben beladen und die

Nukleinséauren bei 40-100 V in der Elektrophoresekammer laufen gelassen.

4.4 Phagendisplay

4.4.1 Prinzip des Phagendisplay

[Fischer P, 1996], [Smith GP, 1997]

Bei der phage-display Technologie werden Bakteriophagen an ihren
Oberflachenproteinen hinsichtlich der Prasentation von antigenbindenden
Strukturen verandert. Dazu wird das Gen, welches fur die Oberflachenproteine
kodiert, entsprechend modifiziert. In der vorliegenden Arbeit sind die
antigenbindenden Strukturen Fab-Antikdrperfragmente. Die zugrunde liegenden
Inserts werden bei der Translation gleichsam abgelesen und der Fab wird
derart in die Oberflache des Phagen integriert, dass er auf der
Phagenoberflache in den Raum weist.

Eine Phagenbibliothek beinhaltet Phagen, die mdglichst jeweils einen anderen
Fab auf ihrer Oberflache tragen. Die hier benutzte M13-Phagenbibliothek
enthielt Fab-Antikdrper mit einer Lange von ca. 50 kDa.

Basis des Displays von Antikorperfragmenten auf der Oberflache von
Bakteriophagen ist die Klonierung der Gensequenzen der Fab-Fragmente und
einem Hiullprotein der Bakteriophagen. Pro Selektionsrunde, in der Fab-Phagen

mit MHC-Peptid-Komplexen binden, resultiert eine Anreicherung von spezifisch
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interagierenden Fab-Phagen. Nach Infektion dieser antigenbindenden Klone in
E.coli, Titration und Amplifikation sowie Koinfektion mit Helferphagen M13K07
kommt es zu einer erneuten Produktion des Oberflachen-Fusionsproteins,
bestehend aus dem Fab und dem Hullprotein glll des Bakteriophagen M13.
Dieses Fusionsprotein wird in die infektiose Hulle verpackt. Die spezifisch
bindenden Phagen kodnnen in der Folge in weiteren Selektionsrunden

angereichert werden.

4.4.2 Bakterienanzucht zur Phagenamplifikation und -titration

Der E.coli-Stamm TG1 wird bei -70°C in Glycerinmedium gelagert. Bestimmte
E.coli exprimieren unter bestimmten Bedingungen F-Pili; so auch der E.coli-
Stamm TG1. Nach Anlagerung der Phagenhillproteine plll an die F-Pili der
Bakterien gelangt der Phagemid des Bakteriophagen in die E.coli-Bakterien.
Uber die internalisierte DNA wird den Bakterien weiterhin eine
Antibiotikaresistenz vermittelt.

Fur die Vermehrung selektionierter Phagen sowie fur die Titration zur
Bestimmung der Effizienz der Selektionen mussten die Bakterien jeweils

vorbereitet werden:

e Animpfung von 25 ml 2TY mit E.coli TG1 Kultur

e 12 h, 30°C, 270 U/min schutteln

e 500 pl Bakterienmediun in 50 ml 2TY in einem 250ml-Kolben (1:100)
e bei 37°C mit 270 U/min bis Absorption ODggo nm = 0,5

4.4.2.1 Phagen-Titration

Um den Erfolg der Selektionen und der Praparationen (,Rescue“) durch
Helferphagen nachweisen zu konnen, mussten vor und nach dem

Phagendisplay der Phagentiter bestimmt werden:

e 1. Runde: 1 pl Phagen aus Bibliothek (Input) sowie 1 pl

Phagenuberstand aus selektionierter Losung (Output) auf 1 pl verdiinnte
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Bakteriensuspension (in log-Phase des Wachstums (ab ODgoo nm = 0,5))
geben

e 2. Runde und folgende: 1 ul Phagen nach ,Rescue® (Input) sowie 1 pl

Phagenuberstand aus selektionierter Losung (Output) auf 1 pl verdinnte
Bakteriensuspension (in log-Phase des Wachstums (ab ODgoo nm = 0,5))
geben

e 30 min bei 37°C im Wasserbad

e 100 pl der Suspension auf einer 2xTY-AG-Agarplatte ausgestrichen

e o0/n, 30°C

Nur die Bakterien, die neben dem Fab-Gen auch die Ampicillinresistenz in sich
tragen, konnen auf der Platte wachsen. Die wachsenden Kulturen werden als

‘colony forming units’ (cfu) ausgezahilt.

Berechnunag:
Phagentiter [Anzahl an Phagen/ml] =

(Anzahl an Kolonien) x (1/Verdiunnung) x (1/ausplattierte Menge) x 2

4.4.2.2 Phagen-Amplifikation

5 ml E.coli-Bakterien in der log-Wachstumsphase wurden mit 1 ml der
selektionierten Phagenlésung und mit 4 ml 2xTY-Medium versetzt. Dieser 10 ml
Ansatz inkubierte 30 min bei 37°C im Wasserbad.

Mittels Zentrifugieren (4000g, 10 min) und Resuspension in 500 pl 2xTY-AG-
Medium wurde die Losung konzentriert. Nach jeder Selektionsrunde wurde die
so gewonnene Zellsuspension auf zwei (1. Runde) bzw. eine (folgende
Runden) 16 cm? groRe 2xTY-AG-Agarplatte/n ausgestrichen. Die Platten
wurden uber Nacht bei 37°C im Brutschrank bebriitet und der Bakterienrasen
am néchsten Tag mit 5 ml 2xTY-AG-Medium mithilfe eines sterilen Schabers
abgel6st. Durch Zentrifugieren (4000g, 10 min) und Resuspension in 500 pl
2xXTY-AG-Medium wurde die Losung konzentriert. Das Konzentrat wurde in

einen Nunc®-Cryotube tberfihrt und mit sterilem Glycerin bis zu einer 15%-igen
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Glycerinkonzentration verdinnt. Dieser Bakterienstock wurde bei -70°C
gelagert. Nachfolgende Selektionsrunden kénnen direkt aus der amplifizierten
Phagenpopulation oder spater aus dem eingefrorenen Stock durchgefihrt

werden.

4.4.3 Praparation (,Rescue®) der Phagen

In diesem Schritt vollzieht sich durch Koinfektion mit den Helferphagen die
Produktion des Fusionsgens Fab/glll-Hullprotein und deren Expression auf der

Phagenoberflache.

o Koinfektion von 5 ml der resultierenden Zellsuspension aus 4.4.2.2 mit
1,5 pl Helferphagen M13K07

e 30 min bei 37°C im Wasserbad

e 10 min zentrifugieren mit 4000 g

o Bakterienpellet in 25 ml 2TY-AK resuspendieren

e 0/n bei 270 U/min bei 30°C schiitteln

e 20 min zentrifugieren mit 4000 g

o Uberstand mit PEG/NaCl-Losung (5:1) 1h auf Eis

e 15 min, 4000 g

e Pellet mit 1 ml PBS in 1,5-m| Eppendorf-Gefal}

e Reinigung von Bakterientrimmern: 2 min, 14000 g

e Pellet mit 200 ul PBS in 1,5-ml Eppendorf-Gefal3

e 15 min auf Eis

e 5 min, 14000 g

Die Phagen im Pellet kénnen nach Resuspension in 500 pl PBS zum Panning

benutzt werden oder mit Glycerol (Endkonzentration 15%) bei -70°C gelagert

werden.
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4.4.4 Selektion zur Anreicherung antigenspezifischer Phagen

Um die Ausschopfung der Diversitat der Phagenbank zu gewéhrleisten, wurden
die Mengen aus der Phagenbibliothek in 10-100fachem Uberschuss eingesetzt.
Aus der Phagemidbank wurden 500 ul zur Selektion abpipettiert, wobei 10 pl
zur Analyse des Inputtiters gemall 4.4.2.1 entnommen wurden. Mit dem
verbliebenen Volumen aus der Phagenbibliothek wurde wie folgt vorgegangen:

490 ul aus Phagenbibliothek
+ Zugabe von 500 pl 4%-Milchpulver/PBS(MPBS), 60 min auf Laborrad
+ Zugabe von 13,7/4.66/1.83 ul des biotinylierten Antigens

+ 60 min auf Laufrad inkubieren

Wahrend dieser Zeit wurden 600/300/100 ul (1./2./3. Runde) Streptavidin-
Dynabeads vorbereitet:

O mit 1 ml 2%-Milchpulver/PBS(MPBS), 2 h auf Laborrad

0 Magnetstander von Dynal zieht Streptavidin-Dynabeads an Gefal3rand

o Uberstand abpipettieren

Abweichend von der ersten Runde wurde, um Streptavidin-Binder aus dem
Phagen-Repertoire zu entfernen, ab der zweiten Runde die Phagen-Losung 30
min mit 100ul Streptavidin-Dynabeads prainkubiert, welche anschliel3end in
einem magnetischen Feld (Magnetrack von Dynal) entfernt wurde. Der
verbleibende Uberstand wurde weiter verwendet. Die randstandigen
Dynabeads wurden mit dem Mix aus Phagen/biotinylietem Antigen

resuspendiert und damit wie folgt weiter verfahren:

@ 15 min auf Laufrad inkubieren (der Phagen-Antigen-Komplex bindet an
das freie Streptavidin der Dynabeads)

@ Dynabeats mit dem Magnetrack an Gefal3rand ziehen

@ Uberstand vorsichtig abpipettieren
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@ mit 2% MPBS/0,1% Tween20 waschen (diesen und die 2 Schritte zuvor

6 mal wiederholen)

@® Phagen-Antigen-Dynabeads-Komplexe in neues Eppendorf-

Reaktionsgefald
@ obigen Waschvorgang 2 mal mit reinem PBS

@® Phagen-Antigen-Dynabeads-Komplexe durch pH-Shift 1ml Triethylamin
(100mM) pH 12 eluieren

@ 10 min suspendieren
@ Streptavidin-Dynabeads mittels Magnetrack entfernen

@® Phagen in Losung mit 500ul 1M Tris-HCL (pH=7,4) neutralisieren

Dieser Losung wurden 10 pl entnommen, um den in 4.4.2.1 beschriebenen
Outputtiter (Einheit: cfu) zu bestimmen. Ebenso konnten mit diesen Phagen
nach Phagenamplifikation (siehe 4.4.2.2) in der jeweils néachsten
Selektionsrunde die E.coli-Bakterien in der log-Wachstumsphase angeimpft
werden.

Der Erfolg der Selektionen konnte am Phagentiter und der pro Runde erhdhten
Anzahl der spezifischen Binder durch PCR der gepickten Kolonien und

anschlieBendem Fingerprinting nach BstN-1-Verdau nachvollzogen werden.

4.4.5 Produktion von einzelnen Phagen-Klonen

Die Phagenproduktion verlauft nahezu analog dem unter 4.4.3 beschriebenen
,Phagen-Rescue”. Wurde dort ein Repertoire von Phagen generiert, so ist hier
die quantitative Produktion von einzelnen Klonen das Ziel.

Nach Abschluss sowohl der 3. als auch der 4. Selektionsrunde und nach
Phagentitration wurden jeweils 89 bzw. 90 Kolonien von den Outputtiter-
Agarplatten gepickt und auf einer ELISA-Platte (96-Lochplatte) in jeweils 100ul
2XTY-AG-Medium inokuliert und wie folgt weiter verfahren:

= 0/n, 30°C, 270 U/min in Schitteltruhe
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= Zugabe von Glycerin zu einer Konzentration von 15%

= als Masterplatte bei -70°C einfrieren

Von der Masterplatte wurden jeweils 2pl mit einer Eppendorf®-Mehrkanalpipette
in eine 96-Loch-Rundbodenplatte-Platte (Costar®) in 120pl 2xTY-AG-Medium

pro Loch an-geimpft. Hierzu die weiteren Schritte:

37°C, 270 U/min in Schutteltruhe bis ODgggnm = 0,5

Zugabe pro Loch von 40ul 2xTY-AG-Medium, welches ca. 2x10°
Phagen/ml Helferphage M13K07 enthalt

30 min, 30°C, 270 U/min in Schiitteltruhe
Platte 10 min bei 1700 U/min zentrifugieren

Uberstand moglichst komplett verwerfen, um vorhandenen, den LacZ

Promotor supprimierende Glukose zu entfernen
Pellets mit 120pl 2xTY-AK resuspendieren
14-18 h, 30°C, 270 U/min in Schutteltruhe

10 min, 1700 U/min zentrifugieren

Die Phagen mit den Antikoérper-Fragmenten (Fabs) auf ihrer Oberflache

befanden sich nun im Uberstand und konnten fur die Bindungsanalysen auf das
pp65-CMV-Antigen mittels ELISA und FACS eingesetzt werden.
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45 ELISA der selektionierten Phagen und produzierten Fab

[Engvall et al., 1971]

Im ELISA konnten die Fab-tragenden Phagen bzw. die l6éslichen Fab-
Antikdrperfragmente auf ihre Spezifitat hin Gberpruft werden. Dazu wurden
Nunc®-Maxisorb-Platten mit dem Antigen (Peptidfolge NLVPMVATV (495-503)
des Tegumentproteins pp65 des humanen Cytomegalievirus im MHC-Komplex)

beschichtet (alle Angaben pro Loch):

= 100 pl biotinyliertes BSA (Verdinnung 1:1000 in PBS)

= 1h,37°C

= 100 pl Streptavidin (Verdinnung 1:100 in PBS)

= 1 h, Raumtemperatur

»= 1 pg/ml biotinylierte MHC-Peptid-Komplexe (geldst in 100 ul PBS)
= o/n,4°C

Zwischen jedem Beladungsschritt wurde zweimal mit PBS/Tween20 0,05% und
einmal mit PBS gewaschen.

Das Aufbringen des biotinylierten BSA-Streptavidin-Spacers bewirkte, dass die
MHC-Peptid-Komplexe ihre korrekte Faltung behalten. Bindet man die MHC-
Peptid-Komplexe direkt an die Oberflache der 96-Loch-Platte, kommt es zum
Verlust der regelrechten biologisch wirksamen Konformation der MHC-

Komplexe. Am folgenden Tag:

= 3 xwaschen mit PBS

= mit 120 pl 2% MPBS die unspezifischen Bindungsstellen blocken

= 30 min, Raumtemperatur

= 2 x waschen mit PBS/Tween20 0,1% und 2 x mit PBS

» je 40 pl 4% MPBS und 40 pl des Uberstandes antigen-
bindungskompetente Fab-Phagen aus Kapitel 4.4.5 (alternativ l6sliche
40 pg/ml Fabs aus Kapitel 4.7.2)

» 1 h, Raumtemperatur

= 5 xwaschen mit PBS/Tween20 0,1% und 1 x mit PBS
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= Positivkontrolle des Hybridom-Uberstand Tu 155 und W6/32 auf je ein
Loch

= fiur Phagen: 100 pl Anti-M 13 (1:3000fach verdinnt in 2% MPBS)

= fir Fab: 100 pl Antikdrper 9E10 (1:500fach verdiinnt in 2% MPBS)

= 1 h, Raumtemperatur

= 5 xwaschen mit PBS/Tween20 0,1% und 1 x mit PBS

= 100 pl HRP-Anti-Mouse-Antikorper (1:3000fach verdinnt in 2% MPBS)

= 1 h, Raumtemperatur

= 5 xwaschen mit PBS/Tween20 0,1% und 1 x mit PBS

Mittels standardisierter Nutzung eines TMB-Peroxidase-Kits konnte im Falle von
bindenden Fab-Phagen bzw. léslichen Fabs eine Farbreaktion ins Gelbe
hervorgerufen werden. Die Quantifizierung der Gelbfarbung, die mit der
Bindungsaffinitat der gebundenen Fab-Phagen bzw. Fabs korreliert, konnte mit
einem ELISA-Reader der Firma Wallac (Victor2, Multilabel Counter) bei 450 nm

ausgemessen werden.
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4.6 DNA Techniken

46.1 PCR
[Mullis et al., 1986]

Mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) werden die selektionierten Klone in
vitro exponentiell amplifiziert, um anschliel3end in einem DNA-Fingerprinting auf
ihre Diversitat hin Uberpruft werden zu konnen. Die PCR wurde in einem
Eppendorf Mastercycler Gradient unter Verwendung von Tag-Polymerase
durchgefuhrt.

Die Reaktionsansatze wurden, wie in Tabelle 5 gelistet, pipettiert. Die Ansatze

wurden mit sterilem HzOpigest. auf 20 pl Endvolumen aufgefillt.

Tabelle 5: PCR-Ansétze
PCR-Komponenten Eingesetzte Volumina Konzentration der

Ausgangslésungen

Primer pUC Reverse 1l 10 uM
Primer fd-tet-seq24 1l 10 uM
dNTP-Mix 1 pl 5 mM/dNTP
Tag-10 x PCR-Puffer 2 ul 10 x
Tag-Polymerase 0,4 ul 5 U/l
DNA-Template 0,7-1ul 0,2-2 pg/ul

31



Methoden

Tabelle 6: PCR-Amplifikationsbedingungen

10 min 94°C Denaturierung

45 s 94°C Denaturierung 30 mal
45 s 50°C Annealing 30 mal
1,5 min 68°C Elongation

10 min 68°C Elongation

Zur Analyse der PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese wurde ein Gel
mit 1,5%-Agaroseanteil verwendet.

4.6.2 DNA-Fingerprinting

Mit dem Restriktionsenzym BstN-1 wurden die Produkte der PCR verdaut. Die
einzelnen DNA-Fragmente ergeben durch Auftrennung in einem 3%-igen
Agarosegel mittels Elektrophorese ein spezifisches Bandenmuster, den so
genannten DNA-Fingerprint. Diese Methode wurde von Hoogenboom zur
Validierung der aus dem Phagendisplay hervorgegangenen bindenden
Antikorperfragmente entwickelt [Hoogenboom, Griffiths et al., 1991]. Die

amplifizierte DNA wurde 2 h bei 60°C in folgendem Reaktionsgemisch verdaut:

NEB2-Puffer (10x konz.) 3,6 ul
Wasser 14,1 pl
BstN-1 0,3 pl.

Die durch das Restriktionsenzym zerschnittenen DNA-Fragmente wurden auf
einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel aufgetrennt. Unterschiedliche

Bandenmuster im Gel beweisen die Diversitat der selektionierten Klone.
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4.6.3 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen wurden ausnahmslos in Auftrag gegeben. Auftragnehmer
war das Institut fir Immunologie und Genetik, Dr. Bernhard Thiele, in
Kaiserslautern. Alle untersuchten DNA- und Proteinsequenzen wurden mit Hillfe

der Internetanwendungen Chromas Lite (http://www.technelysium.com.au/

chromas_lite.html) und BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefihrt.

4.7 Produktion von l6slichen Fab-Antikdrpern

4.7.1 Expression der |6slichen Fab-Antikorper aus dem Periplasma

Mit Hilfe dieser Methode wurden Fab-Antikérper produziert, die bei weiteren
Versuchen wie z.B. ELISA, Western Blot, FACS usw. eingesetzt werden
konnen. Die Fab-Antikorper wurden hierfir aus dem Periplasma herausgelost.
Der Vorteil der Gewinnung aus dem Periplasma liegt darin, dass dort eine
geringe Protease-Aktivitat herrscht, weniger stérende Proteine als im
Zytoplasma oder im Uberstand vorkommen und der zu gewinnende Antikorper
in einer héheren Konzentration existiert.

Bakterienkulturen, die Antikérper-kodierenden Plasmide eingeschlossen,
kultiviert in 2xTY-AG-Medium mit wenig Glucose und mit Isopropylthio-3-
galactosid (IPTG), produzierten losliche Fab-Antikorper und transportieren
diese ins Periplasma. Dort wurden sie Uber vier Stunden hinweg
aufkonzentriert. Im Periplasma wurde dabei die Signalsequenz, welche den
Transport der Proteine veranlasst hat, abgetrennt und der Fab-Antikérper wurde
durch korrekte Faltung und das Ausbilden von Disulfidbriicken voll
funktionsfahig.

Zur Gewinnung der Fab-Antikorper wurden TG1-Zellen, welche das Antikorper-
kodierende Plasmid enthalten, zuerst in 50 ml 2xTY-AG-Medium inokuliert.

Anschlie3end wurde folgendermal3en mit der LOsung verfahren:

= 0/n, 30°C, 255 U/min
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= Entnahme von 8 ml und Zugabe von 800 ml 2xTY-A(0,1%) Glucose-
Medium

* Anzucht bis ODggo von 0,6-0,8

» Hinzugabe von 800 pl 1mM IPTG-L6sung

* 4 h, 255 U/min, 30°C

* 15 min, 4000 U/min, 4°C in 500 ml Abdrehgefal3en

= 12 h, -20°C um die Bakterienwand zu permeabilisieren.

» Resuspension des Pellets in 10ml eiskaltem PBS(pH=8)/EDTA-free
Proteinaseinhibitor und Auswaschen der Gefal3e mit weiteren 10 ml

= Uberfiihrung der 20 ml Bakterien-/Peptidlésung in ein 50 ml Falcon®

= 0/n, 4°C auf ein Rollbrett zum Herauslésen der Fab-Antikorper

= 20 min, 8000 U/min, 4°C

Die Peptide befanden sich danach im Uberstand und konnten nun uber einen

weiteren Schritt aufgereinigt werden.

4.7.2 Reinigung der Ioslichen Fab-Antikorper

Im Plasmid befindet sich am 5 Ende der den Fab-Antikérper kodierenden
Gensequenz eine 6x Histidin-Folge (his-tag) kodierende Sequenz. Dieses his-
tag dient bei der Reinigung der Fab-Peptide als Bindungsanker fiir Talon®-
Resins. Die Talon®-Resins enthalten Co?* - lonen, an die die freien N-Atome
des Histidin binden [Chaga GS et al., 1999; BD Biosciences Produktkatalog].

Fur die Reinigung benétigt man pro 800 ml-Bakterienkultur 1 ml homogene
Talon®-Lésung. Die Talon®-Resins werden in einem Falcon mit 50 ml
PBS(pH=8) einmal gewaschen. Zum Sammeln dreht man sie dann bei 1200
U/min fir drei Minuten ab. Auf dieses Talon®Pellet gibt man den in Kapitel
4.7.1 gewonnen Uberstand und lasst dies nun fir eine Stunde bei 4°C auf dem
Rollbrett inkubieren. Nun kommt es zur Bindung des Proteins Uber das Histidin-
Tags an die Talon®Resins. Nach der Inkubation dreht man die Protein-
gekoppelten Talon®-Resins fiir drei Minuten bei 1200 U/min ab. Der Uberstand

wird nun vorsichtig, ohne die Talon®-Resins aufzuwirbeln, abpipettiert und
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verworfen. Es folgt ein Waschschritt, bei dem die Talon®-Resins mit 50ml
PBS(pH=8)/Tween20 0,1% fuar 10 Minuten bei 4°C auf dem Rollbrett
gewaschen wird. Nach einem dreimindtigen Abdrehen bei 1200 U/min werden
die Talon®-Resins in eine verschlossene Biorad-Schwerkraftséule tberfiihrt. Die
Saule wird mit PBS(pH=8)/Tween20 0,1% aufgeflllt und man wartet nun bis
sich die Talon®-Resins auf dem Sieb gesammelt haben. Danach 6ffnet man die
Verschlusskappe der Saule und lasst die Waschlésung langsam an den Resins
vorbeilaufen. Diesen Waschvorgang wiederholt man insgesamt dreimal. Um die
gebundenen Proteine zu eluieren gibt man pro 1ml Talon®-Resins 1,5 ml
100mM-Imidazol-Lésung auf die Saulen. Das Imidazol verdrangt dabei das
Histidin aus der Bindung zum Co®" aufgrund der hoheren Affinitat. Dies kann
man auch anhand eines Farbwechsels der Talon®-Resins erkennen, welche
ihre Farbe von einem eher farblosen zarten Hellrot zu intensiv Violett andern.
Die so eluierte Fraktion wurde dann Gber Nacht bei 4°C in 5 | PBS dialysiert, um
das enthaltene Imidazol auszuwaschen.

Um die Reinheit der Peptide zu kontrollieren, wurden diese mittels SDS-PAGE

(10%) getrennt und anschlieRend einer Coomassie-Féarbung unterzogen.

4.7.3 Auftrennung in der SDS-PAGE

Tabelle 7: Zusammensetzung der SDS-Gele

Gelkomponenten Trenngel (12%) Sammelgel (5%)
H.O 1,7 ml 1,4 ml
Acrylamidmix (29,2 % 2 mi 0,33 ml

Acrylamid und 0,8 % N,N’-
Methylen-bis-Acrylamid)

1,5M Tris (pH=8,8) 1,3 mi /

1,0M Tris (pH=6,8) / 0,25 ml
SDS (10%) 0,05 ml 0,02 ml
APS (10%) 0,05 ml 0,02 ml
TEMED 0,002 ml 0,002 mi
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SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen im elektrischen
Feld [Laemmli, 1970]. Voraussetzung sind dabei Bedingungen unter denen die
Dissoziation der Proteine in die einzelnen Polypeptide und Linearisierung
gewabhrleistet ist. Nach Hitzedenaturierung und Verwendung reduzierender
Agenzien binden die denaturierten Polypeptide das stark anionische Detergenz
SDS und werden so negativ geladen. Weil die Menge des gebundenen SDS
proportional zum Molekulargewicht des entsprechenden Polypeptids ist
[Shapiro et al., 1967], wandern die SDS-Polypeptid-Komplexe bei der
Elektrophorese nun in Abhangigkeit von der GroRe des Polypeptids
unterschiedlich weit im Polyacrylamidgel, so dass eine Auftrennung der
unterschiedlichen Polypeptide méglich ist. Die Verwendung von Zwei-Phasen-
Gelen, mit Konzentrierung und Ausrichtung aller SDS-Polypeptidkomplexe in
einem moglichst kleinen Volumen in einem oberen Gelabschnitt (,stacking gel”)
und Auftrennung dann im unteren Gelabschnitt, erhéht dabei die Auflosung der
Gele [King et Laemmli, 1971].

Zur Durchfihrung werden nach Standardprotokollen SDS-Polyacrylamidgele
gegossen, mit gleichen Mengen der denaturierten Proteine (3 min/100°C)
geladen und die Elektrophorese unter Verwendung eines Tris-Laufpuffers
(Laemmli-Puffer) praktiziert.

4.7.4 Coomassie-Farbung

Die Proteine konnen in den SDS-PAGE-Gelen durch Anfarben mit Coomassie
sichtbar gemacht werden. Dazu werden die Gele 30 min lang in
Coomassiefarbeldsung geschwenkt. Dabei wurden die aufgetrennten Proteine
gleichzeitig mit Methanol und Essigsaure fixiert und mit dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue angefarbt. Zum Entfarben wurden die Gele mehrfach
in Wasser gewaschen, tUber Nacht in Entfarbeldsung auf einem Kipptisch
geschwenkt und wiederum mehrfach mit Wasser gewaschen, bis die

Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.
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4.8 Oberflachenfédrbung von Zellen und Durchflusscytometrie (FACS)

4.8.1 Oberflachenfarbung von Zellen

T2-Zellen fehlen die Gene fur den TAP1 und TAP2-Transporter. Wegen dieser
TAP-Transporter-Defizienz kénnen Uber den intrazellularen Beladungsweg
keine MHC-I-Komplexe mit Peptid beladen werden. Da die Zellen jedoch
unbeladene MHC-I-HLA2-Komplexe auf der Oberflache exprimieren, kann mit
exogenem Peptid ein stabiler Komplex realisiert werden.

Fur die Farbung peptidgepulster T2-Zellen wurden 5 x 10° Zellen in 1ml FCS-
freiem RPMI-Medium aufgenommen und einmal gewaschen. Danach wurden
sie in jeweils 1 ml FCS-freiem RPMI-Medium, in welchem zuvor die
entsprechenden Beladungspeptide mit einer Endkonzentration von 20 pg/mi
gelést worden waren, aufgenommen, in 1,5 ml Eppendorfgefal3e tberfuhrt und
dann far 2 Stunden in einen Inkubator (37°C und 5%igen-CO,-Atmosphére)
gestellt. Die zu beladenden Peptide lagen gelést in DMSO vor. Um moglichst
wenig DMSO zu ubertragen, erfolgte die Peptidzugabe in die Zellsuspension
Uber einen Vortexer.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen bei 1800 U/min fir 4 Minuten
abzentrifugiert. Nach einmaligem Waschen der Zellen, mit 1 ml PBS/2%FCS
und Zentrifugieren bei 1600 U/min fir 5 min wurden die Zellen im nachsten
Schritt in 100 ul PBS/2%FCS, in dem der primare Fab-Antikérper geldst war,
resuspendiert und fur 30 min auf Eis inkubiert.

Nach der Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgten wiederum ein Wasch-
und ein Zentrifugationsschritt, um eventuell ungebundene Antikorper
abzuwaschen. AnschlieBend wurde der erste Sekundarantikdrper
hinzugegeben. Handelt es sich bei dem Primarantikérper um einen infektiésen
Phagen, der Fab-Anitkdrper prasentiert, wurde als sekundéres Reagens Maus-
anti-M13-Antikorper in der Konzentration 1:100 verwandt. Im Falle eines
l6slichen Fab-Antikorpers, wurde als sekundares Reagens Maus-anti-c-myc
9E10 (1:100) verwendet. Entwickelt wurde Uber anti-Maus-Biotin (1:200) und
Streptavidin-PE (1:200). Hierbei wird ebenfalls bei jedem Schritt mit 1 ml
PBS/2%FCS gewaschen.
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Die Farbung der Kontrollen W6/32 und anti-HLA-A2-Antikorper BB7.2 [Parham
& Brodsky, 1981] erfolgt analog den beiden oben genannten Methoden. Der
sekundare Antikorper ist in diesem Fall ebenfalls anti-Maus-Biotin in der
Konzentration 1:200.

Nach dem abschlieRenden Waschschritt wurden die Zellen zur durchfluss-
zytometrischen Analyse in reinem PBS aufgenommen. Die FACS-Analysen
erfolgten in einem Becton Dickinson™ FACScan® nach den Vorgaben des
Herstellers [Radbruch A, 1989]. Die Datenerfassung erfolgte mit Hilfe der
Cellquest Software (Becton Dickinson). Es wurden jeweils 20.000 Zellen erfal3t,
wobei Forward Scatter linear und Side-Scatter sowie Fluoreszenzdaten
logarithmisch registriert wurden. Die Daten wurden mit WinMDI 2.8 und

bearbeitet.

4.8.2 Durchflusscytometrie (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen physikalische und biochemische
Eigenschaften von Zellen auf der Grundlage von Emission und Lichtbrechung
untersucht werden.

Hierfir wird eine Zellsuspension in die partikelfreie schnellflieRende
Tragerflissigkeit eines Durchflusszytometers gebracht. Hydrodynamisch
fokussiert, flieRen die Zellen einzeln durch einen scharf geblndelten
Laserstrahl. Jede Zelle erzeugt Signale, indem sie Licht streut und Fluoreszenz
emittiert. Die Strahlung wird Gber Linsen, Spiegel und Filter auf Photodetektoren
geleitet und verstarkt. Der forward scatter (FSC) erfasst Licht, das im 180 °C
Winkel durchgelassen wird und misst damit die GroRe der Partikel. Durch
Detektion der seitlichen Streuung im side scatter (SSC) wird die Granularitat
bestimmt. Sind die Zellen mit Fluoreszenzmolekulen verbunden, werden diese
durch den Laserstrahl (Argonlaser, A=488 nm) angeregt und geben die
absorbierte Energie in Form von Licht hdherer Wellenlange wieder ab.
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) haben ein &hnliches
Absorptionsspektrum, kénnen aber durch die unterschiedlichen Maxima ihrer
Emissionswellenlangen [Emmax (FITC)=520 nm, Emmax (PE)=575 nm]
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separat erfasst werden. Dies ermdglicht die Messung von zwei weiteren
Parametern, der Grin- und Rotfluoreszenz. In der vorliegenden Arbeit wird die
Durchflusszytometrie haufig als FACS abgekurzt. FACS steht fir ,fluorescence-

associated cell sorting"“.
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5 Ergebnisse

5.1 Selektion rekombinanter Fab-Antikdrper gegen den Komplex HLA-
A2/CMV-pp65495-503

Es wurden 4 Selektionsrunden aus der mit Fab-Antikbrpern besetzten M13-
Phagenbibliothek gegen den pp6549s503/HLA-A*0201-Komplex als Antigen
durchgefuhrt. Die Konzentration des Antigens wurde zu Gunsten der Selektion
von Bindern mit hoherer Affinitdt bei ansteigender Rundenzahl wie folgt
reduziert: 300 nM / 100 nM / 20 nM / 20 nM.

Der Erfolg der Selektionen kann in Tabelle 8 an der Titer-Entwicklung und der

Anreicherung abgelesen werden.

Tabelle 8: Anreicherung der pp65495.503/HLA-A*0201-spezifischen Phagen
Eingangstiter Ausgangstiter Verhaltnis Anreicherung
(cfu) (cfu) Ausgangstiter
/

Eingangstiter

1.

run 4.1 104 6 10° 1.46 10
unae

2' 11 6 -05

~un 2.4 10 5.4 10 2.310 15,75
unae

3. 13 8 -05

~un 1.2 10 510 4.110 28,08
unae

4. 12 9 -04

mun 6.6 10 1.110 1.6 10 109,59
unae

Nach jeder Selektionsrunde wurden gemald Methodenbeschreibung (siehe
4.4.2.1 und 4.4.2.2) die Phagen mittels 3-Osen-Ausstreichung titriert und

amplifiziert.
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5.2 ELISA mit Fab-Phagen zur Spezifizitatstestung

Panspezifitdt im Bindungsverhalten bedeutet, dass der Fab-Phage zwar am
MHC-Komplex bindet, jedoch nicht in der in wunserer Untersuchung

beabsichtigten Peptid-spezifischen Interaktion.

Tabelle 9: Bindungsquoten (spezifisch, un-/panspezifisch, nichtbindend) nach

den einzelnen Selektionsrunden

MHC-Peptid- - _ ;
» panspezifische ,Nicht- Negativ-
spezifische _
. MHC-Binder Binder” kontrolle
Binder
1. Runde 1
2. Runde 2/32 5/32 25/32 0
3. Runde 3/57 457 50/57 0
4. Runde 34 /90 47190 9/90 32

Aus dem Repertoire der 2., 3. und 4. Runde wurden zuféllige Kolonien gepickt
und in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte angeimpft. Tabelle 9 zeigt die Zahlen der
angeimpften Kolonien. Von der 2. Runde wurden 32 Lécher einer 96-Loch-
Microtiterplatte und von der 3. Runde 57 Locher angeimpft. Aus den Bakterien
wurden Fab-Phagen gemal 4.4.5 produziert und mit diesen insgesamt 89 Fab-
Phagen ein ELISA durchgefuhrt, dessen Ergebnis ebenfalls in Tabelle 9
ersichtlich ist. Lediglich 5 spezifische (Fab-Phagen erkennen ausschliefilich
PP65495-503/HLA-A*0201-Komplex) und 9 unspezifische Binder (Fab-Phagen
erkennen auch HLA-NY-ESO-1-Kontrollkomplex) zeigten Bindungsverhalten auf
die angebotenen MHC-Peptid-Komplexe. 75 Fab-Phagen erwiesen sich als
,Nicht-Binder*.

Nach drei Selektionsrunden band die Mehrheit der untersuchten Klone (50/57)
nicht das verwendete Antigen. Deshalb flhrten wir eine 4. Selektionsrunde
durch, um die Phagen mit Affintiat zum Antigen anzureichern. Nach Beendigung

der 4. Runde konnten 34 spezifische Binder gezahlt werden.
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Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse des ELISA nach der 4. Selektionsrunde. Neben
diesen 34 MHC-Peptid-spezifischen Bindern an das CMV-Peptidfragment
wurden zur weiteren Analyse (PCR-Fingerprinting, FACS) auch die 3 starksten
pan-MHC-spezifischen Binder (Al, A3 und C4) mitgefuhrt. Die Effizienz der 4.
Runde spiegelt sich auch in dem hohen Verhaltnis von Bindern zu ,Nicht-
Bindern® wider. In Tabelle 10 sind die MHC-Peptid-spezifischen Binder grin, die
pan-MHC-spezifischen Binder braun und die ,Nicht-Binder“ gelb hinterlegt. Die
Unterscheidung, ob MHC-Peptid-spezifisch bzw. pan-MHC-spezifisch bindend
oder nicht bindend, wurde davon abhangig gemacht, ob das jeweilige ELISA-
Signal Uber dem dreifachen Hintergrund von 0,243 (Mittel aus den Felder A7,
F12, G12 und H12 der beiden Platten) lag. D12 und E12 stellen jeweils die

Positivkontrollen dar.
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Tabelle 10: ELISA mit Fab-Phagen nach der 4. Selektionsrunde (grin: spezifisch
bindend an MHC-CMV/pp65,95.503-Komplex; braun: an Kontrollpeptid im MHC-Komplex
bindend; gelb: nicht bindend). D12: Positivkontrolle Ti 155. E12: Positivkontrolle W6/32.
A7, F12, G12 und H12: Negativkontrollen.

I G mm OO W >»

I & m m O O W >»

2 3 4

10

11 12

0,160
0,049

96-Lochplatte, Antigen: pp65495-503/HLA-A*0201-Komplex

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,229_0,051 0,182
0,449 0,254 0,224 0,204 0,211
0,281 0,16 0,066 0,067 0,178 0,203
0,313 0,179
0,191 0,168 0,098
0,075

0,255 0,175 0,179 0,145 0,131 0,188 0,155 0,114 0,060 0,068

96-Lochplatte, Antigen: NY-ESO-1;57.165/ HLA-A*0201-Komplex
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53 PCR und DNA-Fingerprint der 37 Fab-Phagen

Um die Verschiedenheit der 37 gefundenen Klone zu testen, wurden alle Klone
mittels PCR amplifiziert, mittels Enzymverdau gestickelt und auf einem
Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Nach mehreren Durchgangen konnte
die Anordnung auf dem Gel so gewahlt werden, dass Bandenmuster gleicher
Struktur nebeneinander platziert waren (Abbildung 4). Solch gleiche Muster
zeugen davon, dass die Klone identisch sind, d.h. den identischen Fab-
Antikdrper kodieren. Aus den Gleichen wurde je ein oder zwei Vertreter fur die

nachfolgenden weiteren Testungen ausgewabhilt.

M Al A3 E9 F9 H3 H4 H5 H6 H7 H10 H11 B5 B8 C1 C5 D6 D7 C4

Abbildung 4: DNA-Fingerprinting der Fab-Phagen (aus den

gleichfarbigen Klonen wurde jeweils ein oder zwei Vertreter weiter

untersucht)
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Im Einzelnen wurden folgende 14 Klone weiterfihrend untersucht:

A9 F6

c2 F10

c4 C5 (fir C1)

c7 C9 (fiir E5)

D2 H4 (fur A1, A3, E9, F9, H3)

D6 Ho (fiir A8, B4, B6, B7, C8, D5, E6, H1)
D7 H11 (fur B5 u. BS)

5.4 Testung auf Monoklonalitat

Da die Klone von einer Agarplatte gepickt worden sind, die von einem
polyklonalem Repertoire bewachsen war, bestand theoretisch die Mdglichkeit,
dass die Kultur mit anderen Klonen kontaminiert war. Um die sichere Gewahr
einer monoklonalen Kultur zu haben, wurden die Klone dreifach wiederholt
mittels 3-Osen-Ausstrich auf Agarplatten angeziichtet. Aus jeder Anzucht wurde
eine eindeutig isoliert wachsende Kolonie gepickt und als Triplett auf dem
Agarosegel nebeneinander aufgetragen und verglichen. Alle Klone erwiesen
sich als monoklonal. Abbildung 5 zeigt beispielhaft (von links oben nach rechts
unten) fir die Klone A9, C2, C4, C5, C7, D7, F6 und H11 die jeweiligen

Tripletts, die die Monoklonalitéat belegen.
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Abbildung 5: Testung auf Monoklonalitat

5.5 ELISA mit Fab-Phagen zur erweiterten Spezifititstestung

Die 14 diversen Klone wurden einer weiteren ELISA-Analyse gegen das
Kontrollpeptid SSX-241-49 im HLA-A*0201-Komplex unterzogen.

Folgende Zuordnungen zu den verwendeten MHC-Peptidkomplexen gelten:
1. Messwert pp65395-403/HLA-A*0201-Komplex (blau)
2. Messwert pp65395-403/HLA-A*0201-Komplex (lila)

1. Messwert SSX-241-49/HLA-A*0201-Komplex (gelb)
2. Messwert SSX-241-49/HLA-A*0201-Komplex (grun)
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1.8

16

14

1,21

0.8 1

Absorption bel 450 nm

0.6 1
0.4 1
0.2 1

Fab-Phagen und Kontrollen

Abbildung 6: ELISA mit Fab-Phagen gegen den MHC-pp6549s5.503/HLA-A*0201-Komplex
und das Kontrollpeptid MHC-SSX-241-49/HLA-A*0201-Komplex

Abbildung 6 zeigt, dass die Klone A9 (kreuzreaktiv auf SSX-24;.49/HLA-A*0201-
Komplex) und D7 (keine Bindungsaffinitat) aus der weiteren Betrachtung
herausfallen. Abbildung 7 verdeutlicht optisch die Ergebnisse der getesteten
Klone sowie die verwendeten Positivkontrollen (Tu155, W6/32 und F2-Phage)
und Negativkontrollen & (F12 und G12).
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Abbildung 7: ELISA mit Fab-Phagen (Orginalversuchsplatten zu
Versuchsanordnung geman Abbildung 6)
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5.6 Produktion von Fab-Antikdrpern

Nach den Phagen-ELISA verblieben 12 Klone, die keine Kreuzreaktivitaten
gegen die verwendeten Kontrollpeptide aufwiesen. Im nachsten Schritt wurden
nun gemal Kapitel 4.7 rekombinante, l6sliche Fab-Antikorper produziert. Daftr
wurden die 6 Klone mit der starksten Signalintensitat aus den Phagen-ELISA
ausgewahlt: C2, C4, C5, C7, F6 und H11.

Abbildung 8 zeigt beispielhaft an Klon H11 die Fab-Antikoérper auf einem SDS-
Gel jeweils mit einem nicht-reduzierenden und einem reduzierenden
Ladepuffer. Die 50 kDa-Bande in der nicht-reduzierten Form reprasentiert den
Fab und die beiden 20- bzw. 30 kDa-Banden stehen fir die leichte und schwere
Kette nach Spaltung der Disulfidbriicken in reduzierendem Ladepuffer. Die

Auftragung auf ein SDS-Gel dient der Reinheitskontrolle der Fab-Antikérper.

20 u. 30 kDa Marker 50 kDa
:
P -
——
—_—
—
——
—
— e
— -
| — —
|~ m—

Abbildung 8: Auftragung des Fab H11 auf ein SDS-Gel (links: der Fab
unter reduzierenden Bedingungen in schwere und leichte Kette
gespalten); PageRuIerT'VI Unstained Protein Ladder: 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 85, 100, 120, 150, 200 kDa (von unten nach oben)

5.7 Fab-ELISA

Die ELISA-Ergebnisse der 6 produzierten loslichen Fab-Antikérper sind in

Abbildung 9 ersichtlich. Als Antigen wurde ein erweitertes Panel an
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rekombinanten MHC-Peptid Komplexen verwendet, welche folgende Peptide
prasentieren: getestet gegen die Kontrollpeptide IMPsg g5, HLS254-262, GLL421-429,

LLS26.35, GLAL71-279, SSX-241.49, SSX-2103-111- (mlt der HLA-A*0201 Schwerkette
gefaltet) und Flu (mit HLA-A*0301 Schwerkette gefaltet).

Lediglich die Klone F6 und H11l weisen ein spezifisches Bindungsverhalten
gegen den pp65495.503/HLA-A*0201-Komplex auf. Die anderen Klone reagieren
teils mit den verwendeten Kontrollpeptiden, v.a. mit GLA. Die Signalstarken von

F6 und H1 liegen ca. zwolffach Gber dem dreifachen Hintergrundsignal.

1.8
1,6
1.4
1,2 I

0.8 {
0.6
0.4

0.2
0 __.dt Bomm =-- Wi an - W - =]

1 sl N ) S ka] " )
& ch v < ¢ R W e &

Absorption bei 450 nm
1

Fab-Antikérper und Kontrollen

Abbildung 9: ELISA mit Idslichen Fab-Antikdrpern. Als Antigen wurden die
Kontrollpeptide bIMP, HLS, GLL, LLS, GLA, SSX-241-49, SSX-2103-111- und Flu
verwendet. Die Farbzuordnungen in Abbildung 9 sind folgendermalen: CMV-pp65
(hellblau), bIMP58-66 (lila), HLS254-262 (gelb), GLL421-429 (hellgrin), LLS26-35
(dunkellila), GLA271-279 (rosa), SSX-241-49 (blaugrun), SSX-2103-111- (grau) und Flu
(blau).
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5.8 FACS-Analysen mit peptidgepulsten Zellen

Waren in den ELISA-Untersuchungen die Peptid-prasentierenden MHC-
Komplexe auf Nunc®-Maxisorb-Platten beschichtet, so galt es in den FACS-
Untersuchungen zu zeigen, dass die Fab-Antikdrper mit den antigenbehafteten
MHC-Peptid-Komplexen auch in ihrer nativen, auf der Oberflache von Zellen
prasentierten, Form interagieren. Hierzu wurden Zellsysteme verwendet, bei
denen das Peptid von extern beladen wurde. Dabei wurden die Zellen mit dem
l6slichen Peptid inkubiert, welches dann in die Bindungsgrube eines HLA-
A*0201 Komplexes bindet. Dies geschieht durch Verdrangung eines bereits
gebundenen Peptides oder durch Bindung in eine leere Bindungsgrube. FACS-

Experimente wurden an folgenden Zelltypen durchgefuhrt:

1. peptidgepulste T2-Zellen (HLA-A*0201")
2. peptidgepulste EBV-immortalisierte B-Lymphoblasten (HLA-A*0201" und
HLA-A*0201)

3. stabil transfizierte HEK-Zellen (CMV-pp65495-503)
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Fluoreszenz - Intensitat

51‘2

H11

BB7.2

H11

K R
Empty

Relative Zeiizahi

Abbildung 10: Fab-Antikérper H11 auf pp65ags.503/HLA-A*0201-beladenen T2-
Zellen sowie weiteren T2-Zellen, beladen mit diversen Kontrollpeptiden.
Unbeladene T2-Zellen (rote flachig ausgefillte Kurve, ,leere Zellen®); H11l-Fab-
Antikorper (griin); sekundare Antikdrperreaktion mit T2-Zellen, gefarbt mit anti-c-myc
Antikorper (schwarz, ,sek. AK’); ungepulste T2-Zellen nach Inkubation mit PBS ohne
Peptidbeladung (blau, ,ungepulst); T2-Zellen, beladen mit Peptid Melan-A26-35
(lila); T2-Zellen, beladen mit Peptid G250254-262 (rot); T2-Zellen, beladen mit Peptid
Tert540-548 (braun); T2-Zellen, beladen mit Positivkontrollpeptid BB7.2 (blau).
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leere Zellen
ungepulst Fé6

Fluoreszenz - Intensitat

Relative Zellzahl

Abbildung 11: Fab-Antikérper F6 auf pp65as9s.50s/HLA-A*0201-beladenen T2-Zellen
sowie weiteren T2-Zellen mit diversen Kontrollpeptiden. Unbeladene T2-Zellen (rote
flachig ausgefillte Kurve, ,leere Zellen®); F6-Fab-Antikdrper (lila); sekundére
Antikorperreaktion mit T2-Zellen, gefarbt mit anti-c-myc Antikérper (schwarz, ,sek. AK®);
ungepulste T2-Zellen nach Inkubation mit PBS ohne Peptidbeladung (blau, ,ungepulst®); T2-
Zellen, beladen mit Peptid Melan-A26-35 (griin); T2-Zellen, beladen mit Peptid G250254-
262 (rot); T2-Zellen, beladen mit Positivkontrollpeptid BB7.2 (blau).

Wahrend der Klon H11 (Abbildung 10) ausschliel3lich das Untersuchungspeptid
CMV-pp65495.503 und nicht die Kontrollpeptide Melan A, G250, Tert bindet,
reagiert der Klon F6 (Abbildung 11) sowohl mit Melan A als auch mit G250
kreuzreaktiv. Von einer weiteren Berlcksichtigung des Klon F6 wurde fortan
abgesehen.

Als nachster Untersuchungsschritt wurde das Bindungsverhalten des
verbliebenen Fab-Antikorpers H11l mit HLA-A2-positiven sowie HLA-A2-
negativen LCL-Zellen gepriift.
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Fluoreszenz - Intensitat
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Abbildung 12: Fab-Antikérper H11 auf pp65as9s.503/HLA-A*0201-
beladenen positiven LCL-Zellen sowie weiteren pos. LCL-Zellen,

beladen mit diversen Kontrollpeptiden. Unbeladene pos. LCL-Zellen (rote
flachig ausgefillte Kurve); H11 - Fab-Antikorper (blau, ,H11%); sekundare
Antikdrperreaktion mit pos. LCL-Zellen, gefarbt mit anti-c-myc Antikdrper
(schwarz, ,sek. AK"); ungepulste pos. LCL-Zellen nach Inkubation mit PBS
ohne Peptidbeladung (griin, ,ungepulste Zellen®); Pos. LCL-Zellen, beladen
mit Peptid Melan-A26-35 (rot); Pos. LCL-Zellen, beladen mit Peptid Tert540-
548 (braun); Pos. LCL-Zellen, beladen mit Peptid NY-Eso0l157-165 (blau);
Pos. LCL-Zellen, beladen mit Peptid G250254-262 (lila); Pos. LCL-Zellen,
beladen mit Positivkontrollpeptid BB7.2 (grin).
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Fluoreszenz - Intensitat
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Abbildung 13: Fab-Antikérper H11 und F6 auf pp6549s.503/HLA-
A*0201-beladenen und unbeladenen negativen LCL-Zellen.
Unbeladene neg. LCL-Zellen (rote flachig ausgefillte Kurve, ,leere
Zellen®); H11 - Fab-Antikorper (rot, ,H11%); F6 - Fab-Antikorper (lila,
,F6“); sekundére Antikorperreaktion mit neg. LCL-Zellen, gefarbt mit
anti-c-myc Antikorper (schwarz, ,sek. AK*); ungepulste neg. LCL-Zellen
nach Inkubation mit PBS ohne Peptidbeladung und Zugabe von Klon
F6 (grin, ,ungep. F6“); ungepulste neg. LCL-Zellen nach Inkubation mit
PBS ohne Peptidbeladung und Zugabe von Klon H11 (blau, ,ungep.
H11%); Neg. LCL-Zellen, beladen mit Negativkontrollpeptid BB7.2
(helllila); Neg. LCL-Zellen, beladen mit Positivkontrollpeptid W6.32

(braun).

55



Ergebnisse

In diesen Untersuchungen zeigt Klon H11 (Abbildung 12 und 13) auf HLA-A2-
positiven LCL-Zellen ein hochspezifisches Bindungsverhalten gegentber dem
Untersuchungspeptid und ein nichtbindendes Verhalten auf HLA-A2-negativen
LCL-Zellen.

Den Testungen an peptidgepulsten T2- und LCL-Zellen folgten FACS-
Messungen an CMV-pp6549s5.503-Stabil-transfizierten HEK-Zellen sowie als
Referenz mit nicht transfizierten HEK-Zellen, um zu demonstrieren, dass der
Fab-Phage H11l den MHC-Peptid-Komplex erkennt wie er nach endogener

Prozessierung prasentiert wird.
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Fluoreszenz - Intensitat

Fluoreszenz - Intensitat
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Abbildung 14: Fab-Phage H11 auf stabil transfizierten HEK293-Zellen (HLA-A2").
Unbeladene stabil bzw. nicht stabil transfizierten HEK293-Zellen (HLA-A2+, rote flachig
ausgefilite Kurve, ,eere Zellen“); H1l - Fab-Phage (blau, ,H11%); sekundére
Antikdrperreaktion mit den HEK293-Zellen, geféarbt mit alpha-M-13 Antikdrper (schwarz,

,Sek. AK*); HEK293-Zellen, beladen mit Negativkontrollpeptid BB7.2 (grun).

GMean's
leere Zellen
sak, AK leere Zellen | 2,64
H11
sek. AK 3,95
Hi1 347
BB7.2 15,67

o

102 107 10¢
Relative Zellzahl

Abbildung 15: Fab-Phage H11 auf nicht stabil transfizierten HEK293-Zellen (HLA-
A2%). Farbzuordnungen analog zu Abbildung 14.
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transfizierten Zellen (Abbildung 15) mit signifikantem Unterschied erkennen.

Zwar war der Unterschied der Signalstarken nicht sehr ausgepragt, in der

Zuletzt wurde die Spezifitat des Fab H11 in einer FACS-Analyse analysiert, die
gleichsam den etablierten spezifischen Antikdrper b-3M4E5 und den Fab H11

Der Fab-Phage H11 konnte den pp6549s5.503/HLA-A*0201 Komplex auf den stabil
mit pp65 transfizierten Zellen (Abbildung 14) im Vergleich zu den nicht

Berechnung des geometrischen Mittels GMean wird jedoch ein deutlicher
Unterschied in der Signalintensitat erkennbar.

(jeweils auf peptidgepulsten und ungepulsten T2-Zellen) umfasste.

Fluoreszenz - Intensitat

In Abbildung 16 zeigt der Fab-Antikdrper H11 mit ahnlicher Signalstérke wie der
etablierte, biotinylierte 3M4E5 (bzgl.

512
|

leere Zellen

ungepulst b-3M4E5

Relative Zellzahl

Abbildung 16: Fab-Antikérper H11 und Antikérper b-3M4E5 auf
peptidbeladenen T2-Zellen. Unbeladene T2-Zellen (rote flachig ausgefullte
Kurve, ,leere Zellen®); H11-Fab-Antikorper (rot); sekundére Antikdrperreaktion mit
T2-Zellen, gefarbt mit anti-c-myc Antikérper (schwarz, ,sek. AK*); Antikérper b-
3M4ES5 (lila); T2-Zellen, beladen mit Positivkontrollpeptid BB7.2 (grin); Die
Ubrigen nicht kommentierten Kurven in der Abbildung sollen Kkeine

Berilicksichtigung erfahren.
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Bindungsverhalten gegentber dem Untersuchungspeptid pp65495.503 im HLA-
A*0201 Komplex [Held et al., 2004].

5.9 DNA-Sequenzierung

Die den Fab-Antikorper kodierende Sequenz befindet sich im Plasmid pCES 3’
des lacZ-Promotors und 5 der die konstanten Schwerkettenregion CH1 mit

dem His-tag und dem glll-Hullprotein kodierenden Fusionsgen.

ApalLl Xhol Ascl Sfil BstEll Notl EcoRl

= @H v | c l@d w [cH [ —|fGenn——

pLacZ rbs rbs

Abbildung 17: Schematischer Aufbau des Plasmid pCES1 mit Gensequenzen

eines Fabs als Insert

Das den Fab H11l kodierende Plasmid wurde sequenziert. Im Fall der
Sequenzierung des Klon H11 diente pUC-Reverse (5 — AGC GGA TAA CAA
TTT CAC ACA GG — 3’) und CH1 (5 — TGG ACG CCG CTG GTC AGG - 3))
als Primer. pUC-Reverse bindet im Plasmid pCES unmittelbar 5° vor der
Signalsequenz der leichten Kette und der Primer CH1 in der CH1 Region der
schweren Kette. Folgend ist die Fab-Gensequenz, gelesen ab CH1 als

Basentriplett- und Aminosaurenfolge, gelistet:
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und

des Fab H11l als Basentriplett-

Variable Schwerkette Vg

Tabelle 11:

hypervariablen CDR-Bereiche und der

Einteilung der

Aminosaurenfolge mit

hypovariablen Frameworks FWR
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und

Basentriplett-

Fab H11 als
hypervariablen CDR-Bereiche und der

des

Variable Leichtkette V.

Tabelle 12:

Einteilung der

Aminosaurenfolge mit

hypovariablen Frameworks FWR
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6 Diskussion

Selektion des Fab-Antikorpers

In der vorliegenden Arbeit wurden aus einer Phagemidbank Fab-Antikorper
selektioniert und anschlielend charakterisiert, welche spezifisch MHC-Peptid-
Komplexe bestehend aus einem HLA-A*0201-Molekil sowie dem Peptid 495-
503 des Tegumentphoshoprotein pp65 von CMV zu binden vermdgen. Diese
Bindung geschieht in einer dem T-Zell-Rezeptor analogen Art und Weise.
ELISA-Analysen zeigten, dass der Fab-Antikdrper H11 nach Expression auf der
Oberflache eines Phagen nur auf solchen ldslichen, rekombinanten MHC-
Peptid-Komplexen eine Reaktion zeigte, wenn das Epitop von pp65 prasentiert
wurde. Im Falle eines Epitops, im Kontext eines HLA-A*0201-Molekuls
prasentiert, konnte keine Reaktivitdt des Fab-Antikorper H11 nachgewiesen
werden. Andere im Rahmen dieser Selektion identifizierte Klone reagierten mit
einer signifikanten Kreuzreaktion, erwiesen sich somit als nicht MHC-Peptid-
spezifisch. Nach externer Beladung HLA-A*0201-positiver T2-Zellen mit einem
Panel an HLA-A*0201-restringierter Epitope zeigte der Fab-Antikérper H11
lediglich eine Reaktivitat gegen das Epitop aus pp65. Analog aufgebaute
Analysen wurden mit HLA-A*0201-positiven EBV-immortalisierten B-Zellen
durchgefuhrt, welche den T2-Zellen analoge Ergebnisse ergaben. Es kann
somit davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem Fab-Antikérpern H11
um eine im Rahmen der getesteten Kontroll-Epitope spezifische Bindung
handelt. Des Weiteren konnte mittels durchflusszytometrischer Analysen auf
HLA-A*0201-negativen EBV-immortalisierten B-Zellen gezeigt werden, dass die
Peptid-spezifische Bindung der Fab-Antikdrper Allel-spezifisch ist, d.h. sie
interagieren nur, wenn das Peptid im Kontext eines HLA-A*0201 Komplex
prasentiert wird.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen wurden sehr umfangreich
gestaltet, um Aussagen zur Spezifitat mit gré3tmoglicher Validitat machen zu
kénnen. Vergangene Studien Uber Antikérper, die zunadchst als spezifisch fur
ein bestimmtes Antigen galten, um erst spater als kreuzreagierend entlarvt zu

werden, zeigten die Notwendigkeit der intensiven Vorabprifung der Spezifitat.
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Beispielhaft sei ein bereits kommerziell vertriebener Antikérper (Klon 01085,
Roche) mit angeblicher Spezifitat fur foxP3 genannt. Seine fehlende Spezifitat
stellte sich erst heraus, als verschiedene Labore nicht interpretierbare
Ergebnisse produzierten. Mittlerweile ist der Antikdrper vom Markt genommen
worden.

Die Phage-Display-Technologie zur Generierung solch spezifischer Antikdrper
stellt in diesem Zusammenhang eine hervorragende Methode zur
Spezifitatsprifung dar. Die Methode des Phagendisplay ermdéglicht es, aus
einer sehr grolBen Bibliothek verschiedener Proteine diejenigen zu
selektionieren, die an ein bestimmtes Zielmolekul binden. Dafir werden die
Proteine auf Bakteriophagen prasentiert. Die Préasentation von Proteinen auf
Phagen (Phagendisplay) wird erméglicht, indem das Peptid bzw. dessen DNA
mit einem Phagenhdllprotein bzw. der dafir kodierenden DNA verknUpft wird.
Somit entsteht eine physikalische Verbindung zwischen dem présentierten
Protein (Phanotyp) und der dafir codierenden DNA (Genotyp). Durch die
kombinatorische Mutagenese des Fusionsgens kann eine grof3e Diversitat (oft
mehr als eine Milliarde verschiedene Varianten) in das zu prasentierende

Peptid eingebracht werden.

Spezifitat des Fab-Antikdrpers

Die Detektion des pp65a4gs.503/HLA-A*0201-Komplexes auf stabil mit pp65
transfizierten, HLA-A*0201-exprimierenden HEK293 Zellen entspricht mehr der
Situation, wie sie sich bei mit CMV-infizierten Zellen vorfindet. Das Peptid
gelangt im Kontext des MHC-Komplexes erst an die Oberflache der Zelle nach
komplexer, endogener Prozessierung des pp65 Proteins. Das in der Durchfluss-
Zytometrie mit dem Fab H11 gemessene Signal ist sehr niedrig, in seiner
Quantitat am unteren Ende der methodischen Nachweisgrenze. Somit ist die
absolute Zahl von pp6549s.503/HLA-A*0201-Komplexe auf den HEK293 Zellen
sehr gering. Dabei handelt es sich um ein bekanntes Phanomen. Bislang
erschienen einige Publikationen, die sich mit der Quantifizierung der
Antigenprasentation auf MHC-I-Molekilen beschaftigten. Die endogene

Prozessierung eines intrazellularen Antigens und die anschlielRende
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Prasentation im Verbund mit dem HLA-A*0201 Komplex stellt einen
ineffizienten Mechanismus dar. Ein einzelnes Peptid wird lediglich in einer
geringen Zahl von Kopien auf der Oberflache von antigenprasentierenden
Zellen dargeboten [Engelhard et al., 2002]. Mehrere Griunde werden daflr
verantwortlich gemacht. Wahrend der endogenen Prozessierung im Proteasom
verarbeitete Peptide werden nach Lange ausgesondert, zu lange und zu kurze
Sequenzen erhalten keinen Zugang zum ER [Cascio et al., 2001]. Des Weiteren
entfernen Aminopeptidasen im Cytosol fortwéhrend Aminosaurereste von den
Antigenpeptiden, so dass fur die Weiterverarbeitung mittels TAP-Transport ins
ER nur wenige Sekunden verbleiben [Serwold et al. 2002]. Hinsichtlich der
Erkennung antigener Peptide in Komplexen HLA-A*0201 durch spezifische
Fab-Antikorper ist die intrazellulare Peptid-Prozessierung der limitierende
Faktor fur die Prasentation auf der Oberflache. Dies zeigten Studien, in denen
die endogene Prozessierung von GFP-markierten Volllangenproteinen
hinsichtlich ihrer Effizienz der Antigen-Oberflachenpréasentation untersucht
wurden [Held et al.,, 2007]. 16.000 bis 52.000 Proteine des Melanom-
spezifischen Proteins Melan-A wurden intrazellular synthetisiert um einen MHC-
Komplex mit einem Melan-A entstammenden Peptid auf der Oberflache zu
prasentieren.

Die direkte Detektion oder Visualisierung der Endstrecke der Antigen-
Prozessierung in Form eines distinkten MHC-Peptid Komplexes in
unmanipulierten Zellsystemen stellt sich somit trotz des Werkzeuges eines
spezifischen Antikorpers als methodisch anspruchsvoll dar. Mit der Durchfluss-
Zytometrie arbeitete man in dieser Arbeit an der unteren Nachweisgrenze.
Manche MHC-préasentierte Epitope lassen sich jedoch aufgrund ihrer niedrigen
Anzahl nicht mit der letzt-genannten Methodik detektieren. Dies war bei einem
HLA-A*0201-restringierten Peptides SSX2103-111 aus dem cancer-testis Antigen
SSX2 der Fall. Mittels der sensitiveren Fluoreszenz-Mirkoskopie gelang jedoch
die direkte Visualisierung der MHC-Peptid-Komplexe auf unmanipulierte
Melanomzellen [Held et al., 2009]. Der direkte Nachweis eines MHC-Peptid-
Komplexes ist aber in vielen Anwendungen der zurzeit gebrduchlicheren

Methodik der Messung der Reaktivitat spezifischer T Zell Linien oder Klone
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vorzuziehen. Diese funktionellen Assays stellen erheblich artifiziell veranderte
Testsysteme dar, die von vielen bekannten aber auch unbekannten Variablen
beeinflusst werden.

Die Untersuchung der Antigen-Prozessierung und -Présentation von Viren,
insbesondere CMV in ihren Wirtszellen ist von erheblichem Interesse um ihre
Latenz im Organismus erklaren zu kdnnen. Zahlreiche Theorien einer geringen
Oberflachenprasentation der Antigen-MHC-I-Komplexe werden diskutiert. In
vitro blockieren verschiedene Glykoproteine, z.B. US6, den TAP-vermittelten
Peptidtransport ins Endoplasmatische Retikulum und reduzieren so die
Prasentation von MHC-I-Molekilen. Da in vivo in immungesunden Organismen
solche Evasionsmechanismen alleine eine eliminierende Immunantwort
verhindern wirden, stehen dieser Evasion Mechanismen gegentber, wie die
Freisetzung von Interferon-y und Zytokinen. Die Mediatoren sorgen dafir, dass
die Blockierung des MHC-I-Prozessierungsweges zumindest teilweise
Uberwunden wird. Andererseits inhibiert bei einer CMV-Infektion die
Anwesenheit des CMV-Proteins pp65 die Produktion von antiviralen Genen,
z.B. INF-B. Dies flihrt in der Folge zu einer Reduktion der MHC-I-Antigen-
Prasentation. Ein Gleichgewicht zwischen Immunevasionsstrategien einerseits
und generellen potentiellen CMV-Infektiositat wird fir die Tatsache der
lebenslangen Latenz des CMV verantwortlich gemacht. Die Reaktivierungen
nach Immunsuppression lassen sich mit diesem Modell ebenfalls gut erklaren
[Hengel H et al., 1997, 1998].

Virale Pathogene haben diverse Evasionsstrategien, die ein Entkommen vor
der Zerstérung durch das Immunsystem und eine teilweise lebenslange Latenz
im Korper des Wirtes ermoglichen. Dazu werden escape-Mechanismen (Virus
tauscht Nichtinfektion vor), resistance-Mechanismen (Hemmung intrazellularer
Signalwege) und counterattack-Mechanismen  (AulRerkraftsetzen  von
Immunteilsystemen) gezahlt. Der Bereich der escape-Beeinflussung der
Immunantwort umfasst bei der HCMV-Infektion u.a. die Downregulation von
Oberflachen-MHC-I-Molekilen und die Reduktion des so genannten cross-
priming, wobei Antigene durch bisher unbekannte Mechanismen vom Endosom

ins Cytosol prozessiert und anschlielend auf klassischem Wege im MHC-I-
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Komplex prasentiert werden. Weiterhin bewirkt die Anwesenheit des CMV-
Tegumentproteins pp65 mit seiner Kinaseaktivitat eine Phosphorylierung des
72-kDa-IE-Proteins, so dass dieses Antigen IE des CMV nicht mehr als Peptid
an ein MHC-I-Molekll gebunden werden kann. In der Folge davon reduziert
sich die cytotoxische T-Zell-Antwort des Immunsystems. Ein exprimiertes
Protein US3 hélt die MHC-I-Molekule im ER zurtick und die Proteine US2 sowie
US11 fordern den Abbau von MHC-I-Molekilen durch Proteasomen [Tortorello
et al., 2000]. Einige Viren, darunter auch das CMV, haben im Laufe der
Evolution unter dem Druck des adaptiven Immunsystems weitere Mechanismen
entwickelt. Yewdell beschreibt mehrere VIPRs (viral proteins interfering with
antigen presentation), die nach Sekretion durch die Antigen-prasentierenden
Zellen zu einer Reduktion der cytotoxischen T-Zell-Antwort fihren. Die oben
genannten Genprodukte US2, US3, US6 und US11 zahlen zu diesen VIPRs
[Yewdell et al., 2002]. Im Falle der Antigen-Prozessierung und -Prasentation
von pp65 im Kontext von HLA-A*0201 stellte eine andere Arbeitsgruppe den
Weg des pp654gss03/HLA-A*0201 Komplexes durch die zellularen
Kompartimente dar. Sie generierten einen wie in unserer Arbeit dargestellten
MHC-Peptid-spezifischen Antikérper und visualisierten mittels Fluoreszenz-
mikroskopie, dass eine grof3e Anzahl von pp6549s.503/HLA-A*0201 Komplexen
im Golgi Kompartiment akkumulierte. Dieser Pool entspricht nahezu allen HLA-
A*0201 Molekllen der infizierten humanen Fibroblasten. Lediglich ca. 100
PP65495-503/HLA-A*0201 Komplexe verlassen das Golgi Kompartiment und
werden auf der Zelloberflache prasentiert. Dieses Phanomen ist unabhéngig
von den eine Immunevasion instrumentalisierenden, viral-kodierten Proteinen
der US2-11 Region, da es auch nach Infektion mit der Verlustmutante HV798
beobachtet worden war [Makler et al., 2010].

Die Theorien zur Immunevasion wurden durch Untersuchungen an Mausen von
Munks et al. relativiert, indem dort nachgewiesen werden konnte, dass die Ab-
oder Anwesenheit von Immunevasinen in vivo keinen wesentlichen Beitrag zur
cytotoxischen T-Zell-Antwort hat [Munks et al., 2007]. Diese Ergebnisse
belegen die Annahme, dass die Erklarungsanséatze zur Immunevasion, die

durch in vitro-Experimente gestitzt sind, durch weiterfihrende Untersuchungen
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in vivo angepasst werden sollten. Es muss auch konstatiert werden, dass uber
die Wirksamkeit der MHC-Klasse-I-Downregulation in vivo bisher wenig bekannt

ist.

Perspektiven

Neben den eher grundlagenwissenschaftlichen Anwendungen konnten MHC-
Peptid-spezifische Antikoérper therapeutisch zur Anwendung kommen. Die
Antikdrper detektieren ein zugangliches, sich auf der Zelloberflache
befindendes Antigen. Als Fusionsprotein konnen MHC-Peptid-spezifische Fab-
Antikorper beispielsweise gekoppelt mit einem Exotoxin aus Pseudomonas
aeruginosa bereits erfolgreich in einem Mausmodell eingesetzt werden.
Klechevsky et. al. [Klechevsky et al., 2008] generierten auf der Basis MHC-
Peptid-spezifischer Fab-Antikoérper eine ,neue“ Antikdrperklasse, sogenannte
Immunotoxine, welche sowohl in vitro als auch in vivo im Mausmodell zur
Tumorregression fuhrten. Dazu generierten sie aus MART-126-37-spezifischen
Fab-Antikérpern ein Fusionsprodukt mit dem verklrzten Exotoxin aus
Pseudomonas aeruginosa. Das Fusionsprodukt, ein sogenanntes Immunotoxin,
hatte somit die Bindungseigenschaften des Fab-Antikdrpers sowie die
Toxineigenschaften des Exotoxins und konnte daher nach spezifischer Bindung
an Melanomzellen internalisiert werden und schlie3lich zum Zelltod fiihren. Dies
zeigten Klechevsky et. al. in_vitro mittels Fluoreszenzmikroskopie und der
Nachweis der Hemmung der Proteinsynthese. In vivo konnte die Wirksamkeit
des Immunotoxins mittels Mausmodell an bestrahlten NOD-SCID [(2m-
defizienten Mausen gezeigt werden. Es kam zu einer dosisabhéngigen
Abnahme des Tumorvolumens um bis zu 75% des Ausgangsvolumens.

Ein weiterer potentieller Einsatz von MHC-Peptid-spezifischen Antikorper liegt
in der Inhibition der T-Zell-Reaktivitat, insbesondere bei autoimmun-
entztindlichen Erkrankungen. Ein Vorteil dieses noch hypothetischen und
experimentellen therapeutischen Ansatzes ware eine sehr spezifische Inhibition
entzindlicher Prozesse ohne Gefahr der Infektanfélligkeit wie beim Einsatz
herkdmmlicher Immunsuppressiva. Tatsachlich konnte am Modell des Typ-ll

Diabetes eine Inhibition von HLA-DRA4-restringierten T-Zellen in der Maus
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demonstriert werden, die reaktiv gegen eine Epitop des Inselzell-Antigen
Glutamat Decarboxylase 65 (GADG65) sind [Dahan et al., 2013]. Einschrankend
muss jedoch konstatiert werden, dass bei vielen autoimmunentziindlichen
Erkrankungen eine Plethora von T-Zell-Epitopen zu erwarten ist, die die
Diversitat des HLA-Systems sehr individualisieren und damit aufwendig sowie
potentiell teure Therapiestrategien erforderlich machen wirden.

Zusammengefasst stellen die von uns generierten und charakterisierten
Antikorper Reagenzien mit exklusiver Spezifitat dar, mit denen drangende
immunologische Fragestellungen zukinftig bearbeitet werden koénnen. lhre
Relevanz wird durch einen potentiellen therapeutischen Einsatz weiter

gesteigert.
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8 Abkurzungsverzeichnis

TZR
MHC
HLA
CD
APC
Da
b2m
ER
FWR
CDR
scFv
HCMV
Fab
PBS
Tris
ELISA
HRP
SDS-PAGE
TAP
PE
GMean

T-Zell-Rezeptor
Haupthistokompabilitatskomplex
Humane Leukozyten Antigene

cluster of differentiation

antigen presenting cell

Dalton

b2-Mikroglobulin

Endoplasmatischen Retikulum
framework region

complementarity determing region
single chain Fragment variable
humane Cytomegalievirus

Fragment antigen binding

phosphate buffered saline
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Horseradish peroxidase HRP

sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
transformation associated protein
phycoerythrin

Geometric mean
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