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Alzheimer disease (AD) now affects more than 30 million people worldwide and is therefore one
of the most dreaded consequences of aging. During the course of the disease, drastic neuron
degeneration takes place, resulting in the typical dementia symptoms of decrease of reactivity
and compliance, memory loss and finally loss of self-determination and death. AD is characterized
histopathologically by extracellular deposition of the amyloid beta (AB) peptide and the
intracellular aggregation of the tau protein in the brain. At present, there is no cure for AD, and
the number of patients is increasing every year. Passive immunization with AB specific antibodies
has resulted in initial successes in the treatment of patients with mild AD and is thus an attractive

area for the development of novel therapeutics.

The search for a specific antibody target therefore represents a major focus in research. Although
it is unclear what features of Ap (monomers, oligomers, fibrils, plaque and/or modifications) result
in toxicity and initiate aggregation of the tau protein, a wide variety of different AB variants have
been identified in brains of AD patients that could be potential triggers for the development of AD.
One of these is the pyroglutamate-3-Af peptide (ABpe3) which has been shown to be more toxic
than unmodified AB. As AByes has only been detected in parenchymal brain tissue, development
of AByes-specific antibodies represents a promising approach for developing AD immunotherapy

with reduced adverse effects.

The murine ABpes-specific antibodies (c#6, c#17 and c#24) characterized in this work provide a
starting point for the generation of such therapeutic antibodies. The antibodies were produced
from hybridoma cell lines and subsequently purified from the cell culture supernatant. Antibody
genotyping revealed different amino acid sequences for all three candidates in the variable
domain. All three antibodies show high affinity (Ko values between 2 and 6 nM) towards the AByes3

peptide and inhibit fibrillation of the AByes peptide under in vitro conditions.

Structural characterization of the Fau/AfBpes complexes using X-ray crystallography revealed new
binding modes compared to A specific antibody structures described in the literature. Two of the
three murine antibodies (c#6 and c#24) form a V-formed binding pocket (ABpes-binding modus [)
where the ABpes peptide is buried deep in the interface between the light and heavy chains,
promoting high selectivity for the ABpes peptide. The remaining antibody (c#17) binds the peptide
in @ more conventional surface exposed extended conformation (ABpes-binding modi Il). The
binding pocket of c#6 (AByes-binding modus 1) in the absence of ligand is more flexible than that
of c#17 (ABpes-binding modus Il). These structural data for ABpes specific antibodies are a

prerequisite for the future generation of humanized therapeutic antibodies.
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In addition, a novel structural feature of the ABpes N-terminus was observed independent of
binding modus. A parallel orientation of the pyroglutamate pE3 and the F4 sidechain confers a
pronounced bulky hydrophobic nature to the N-terminal region of the AByes peptide. This unusual
structural feature of AByes might explain its enhanced aggregation properties and its resistance to
proteolytic degradation in comparison to the unmodified AB peptide. The deep burial of this
hydrophobic N-terminus in antibodies c#6 and c#24 (Appees-binding modus 1) suggest that these

might represent favored scaffolds for immunotherapeutics.
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Die Alzheimer Erkrankung (alzheimer disease, AD) beeintrachtigt mittlerweile mehr als
30 Millionen Menschen weltweit und gehért daher zu einer der gefiirchtetsten Konsequenzen des
Alters. Im Zuge dieser Erkrankung kommt es zu einer drastischem Neuronendegeneration,
welche zu typischen Demenzerscheinungen, wie verringerte Reaktions- und Lernfahigkeit,
Gedachtnisverlust bis hin zu Verlust der Selbstbestimmung und Tod fuhrt. Histopathologisch ist
sie charakterisiert durch die extrazelluldre Ablagerung des Amyloid-beta Peptids (AB) und die
intrazellulare Aggregation des Tau-Proteins im Gehirn. Momentan gibt es keine Heilung fir dies
Erkrankung und die Anzahl der Patienten nimmt jedes Jahr weiter zu, sodass die Entwicklung
von Therapeutika von grof3er Wichtigkeit ist. Passive Immunisierung mit der Verwendung von
Antikérpern gegen das ApB-Peptid flhrte jedoch zu ersten Behandlungserfolgen, sodass diese

Vorgehensweise als vielversprechende Entwicklung von neuen Therapeutika angesehen wird.

Die Auffindung eines spezifischen Antikdrper-targets stellt daher einen bedeutenden
Forschungsschwerpunkt dar. Obwohl es noch ungeklart ist, welche Eigenschaften von Ap
(Monomere, Oligomere, Fibrillen, plaques oder modifizierte AB-Varianten) eine Toxizitat
hervorruft und die Aggregation des Tau-Proteins initiiert, wurde eine Vielzahl von verschiedenen
AB-Varianten in Gehirnen von AD-Patienten identifiziert, die potentielle Ausléser fir die
Entstehung von AD darstellen. Zu einer der modifizierten AB-Varianten gehért das Pyroglutamat-
3-AB Peptid (ABye3), welches toxischere Eigenschaften im Vergleich zum nicht-modifiziertem AB-
Peptid besitzt. Es konnte bisher nur in parenchymalem Gewebe des Hirns detektiert werden, was
eine Immuntherapie ohne Nebenwirkungen beglnstigt. Somit ist die Entwicklung von
therapeutischen ABges-spezifischen Antikdrpern ein neuer Ansatz zur Behandlung der Alzheimer

Erkrankung.

Die in dieser Arbeit charakterisierten murinen ABpes-spezifischen Antikdrper (c#6, c#17 and c#24)
stellen einen vielversprechenden Ausgangspunkt fir die Generierung von therapeutischen
Antikérpern dar. Sie wurden Uber die Kultivierung von Hybridomazellen und anschliel’ender
Reinigung aus dem Zellkulturtiberstand gewonnen. Mittels Genotypisierungs-Experimente wurde
festgestellt, dass alle drei Antikérper unterschiedliche Aminosauresequenzen der variablen
Domanen aufweisen. Zudem zeigen sie eine hohe Affinitat gegeniber dem AByes-Peptid (Kpo-Wert

von etwa 2 - 6 nM) und inhibieren die Aggregation der ABye3-Peptide unter in-vitro-Bedingungen.

Anhand der strukturellen Charakterisierung der Fao/ABpes-Komplexe mittels

Roéntgenkristallographie konnte gezeigt werden, dass diese ABqes-spezifischen AK andere

Bindungsmodi aufweisen als die bisher verdéffentlichten Antikérper, die gegen das nicht-

modifizierte Ap Peptid gerichtet sind. Dabei wurde bei zwei von drei Antikérpern (c#6 und c#24)

eine V-férmigen Bindetasche (APpes-Bindungsmodus 1), die den N-Terminus des AByes-Peptids
VI
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im interface der leichten und schweren Kette einhlillt, nachgewiesen und dadurch eine erhéhte
Spezifitat gegeniuber dem AByes-Peptid beglinstigt. Der verbleibende Antikdrper (c#17) bindet das
Peptid hingegen in einer mehr oberflachenexponierteren, ausgedehnten Konformation. Es konnte
gezeigt werden, dass die Bindetasche von c#6 (ABpes-Bindungsmodus I) in ungebundener Form
flexibler ist als die Bindetasche des Antikdrpers c#17 (ABpes-Bindungsmodus Il). Dartber hinaus
eignen sich die strukturellen Daten der ABpes-spezifischen AK als Vorstufe fiir die zukinftigen

Generierung von humanisierten therapeutischen AK.

Als ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit konnte zudem eine strukturelle Besonderheit des ABpes-
N-Terminus unabhangig vom Bindungsmodus beobachtet werden. Durch die parallele
Orientierung des Pyroglutamats zur Seitenkette des folgenden Phenylalanins wird ein
auliergewohnliches sperriges hydrophobes Strukturelement ausgebildet. Diese strukturelle
Eigenart des ABpe3-Peptids kdnnte der Grund fur die schnellere Aggregation bzw. die gesteigerte
Resistenz gegeniber proteolytischem Abbau im Vergleich zum nichtmodifizierten Ap-Peptid sein.
Die tiefe Einbuchtng des Antikdrper c#6 und c#24 (ABees-Bindungsmodus 1) fiir die Bindung
dieses hydrophoben ABes-N-terminus kdnnte ein bevorzugtes Gerlst fur die Entwicklung von

Immuntherapeutika rapresentieren.

Vi
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Einleitung

1 Einleitung

1.0 Alzheimer Erkrankung

Die Alzheimer Erkrankung (alzheimer disease, AD) ist eine progressive neurodegenerative
Funktionsstorung, die das Leben von mehr als 30 Millionen Menschen weltweit beeintrachtigt.
Statistisch gehdren 60 % - 80 % aller Demenzerkrankungen der Alzheimerschen Erkrankung an
(Alzheimer's Association, 2014). Das haufigste Initialsymptom dieser Erkrankung ist der
schrittweise Fahigkeitsverlust, sich an kirzlich erlangte Informationen wieder zu erinnern. Die
primare Ursache liegt in dem allmahlichen Abbau und der Dysfunktion von Neuronen in den
Gehirnregionen, welche fir die Ausbildung des Gedachtnisses, wie das limbische System,
verantwortlich sind. Aufgrund der Tatsache, dass diverse Biomarker der AD noch vor Ausbruch
der ersten Symptome nachweisbar sind, wurden die Kriterien der AD-Diagnose 2011 neu verfasst
(Albert et al., 2011; Jack et al., 2011; McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011). Nach diesen
Kriterien wurden drei verschiedene Stadien dieser Krankheit definiert, die praklinische AD, die
milde kognitive Beeintrachtigung (mild cognitive impairement, MCI) und die Alzheimerschen
Demenz. Statistisch erkrankt 1/10 der Bevdlkerung ab einem Alter von 65 (Sperling et al., 2011)
und jeder Dritte ab einem Alter von 85 Jahren (Hebert et al., 2013), so dass diese Erkrankung
eine der gefirchtetsten Konsequenzen des Alterns bleibt. Desweiteren wird das
Durchschnittsalter der Bevdlkerung aufgrund medizinischer Technologie und verbesserter
Lebensbedingungen in den nachsten Jahrzehnten weiter ansteigen, sodass die Anzahl von AD-
Patienten ebenfalls zunehmen wird. Aus diesem Grund ist sowohl die mechanistische Aufklarung

der AD-Entstehung als auch die Entwicklung von Therapeutika von enormer Bedeutung.
1.1 Potentielle Rolle des Amyloid-beta (AB)-Peptids in AD

Die AD ist histopathologisch charakterisiert durch extrazellulare amyloide Ablagerungen, die als
sogenannte senile plaques beschrieben sind und aus einem Kern von Amyloid-beta (AB)-
Peptiden bestehen, umgeben von degenerierten Neuriten, reaktiven Astrozyten und
Mikrogliazellen (Terry & Katzman, 1983; Glenner & Wong, 1984a; Itagaki et al., 1989; Funato et
al., 1998) . Daruber hinaus wurden intrazellulare neurofibrillare Bindel als pathologische
Begleiter in den Gehirnen von Alzheimererkrankten gefunden (Braak & Braak, 1991), die aus
hyperphosphoryliertem Tau-Protein gebildet werden (Grundke-Igbal et al., 1986; Goedert et al.,
1988; Kosik et al., 1988; Wischik et al., 1988). Bis heute ist nicht bekannt, wie genau diese

postmortalen histopathologischen Marker Einfluss auf die Entwicklung der AD nehmen.
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Nach Identifizierung des AB-precursor-Proteins APP (Kang et al., 1987; Weidemann et al., 1989)
war man in der Lage, die Generierung des AB-Peptids im Organismus nachzuvollziehen. APP ist
ein single-pass Typ 1 Transmembranglykoprotein mit einer kleinen zytosolischen C-terminalen
Domane und einem groRen luminalen N-Terminus (Abb. 1.1). Die Funktion des APP ist
weitestgehend unbekannt, allerdings wird vermutet, dass es eine Rolle bei der Regulation des
Neuronenwachstums, bei der Zelladhasion und bei der Migration von neu differenzierten
Neuronen im Cortex spielt (Turner et al., 2003). APP kann auf unterschiedliche Weise
proteolytisch gespalten werden (Abb. 1.1). Der nicht-amyloidogene Weg, welcher in den meisten
Zelltypen den dominanten APP-Prozessierungsweg darstellt und die Bildung des AB-Peptids
verhindert, wird durch die nacheinander folgende proteolytische Spaltung durch a- und y-
Sekretase gewahrleistet (Esch et al., 1990). Der alternative amyloidogener Prozessierungsweg
wird vor allem in Neuronen bevorzugt und hat die Bildung des AB-Peptids zur Folge (Golde et al.,
1992). Dieser wird durch die proteolytische Aktivitat der 3-Sekretase BACE 1 an der N-terminalen
Position 1 der AB-Sequenz eingeleitet (Vassar et al., 1999) und durch die fortfihrende
Prozessierung durch die y-Sekretase vollendet. Die y-Sekretase kann dabei den
membrangebundenen C-terminalen Teil des Ap-Peptids an verschiedenen Stellen spalten,
sodass ein heterogener Mix an produziertem AB-Peptid entsteht (De Strooper et al., 1999; Wolfe
et al., 1999), wobei das AB1.40und das AB1.42-Peptid als die dominanten AB-Spezies beschrieben
sind (Haass & Selkoe, 1993; Scheuner et al., 1996).

nicht-amyloidogener Weg alternativer amyloidogener Weg

Zytoplasma

} \ Extrazelluldrer
Raum

B-Sekretase / Ap

" u Y

B-APP

\) a-APP APP

Zellmembran \ a-Sekretase

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Prozessierung des AB-precursor-Proteins (APP). Das APP
Transmembranglykoprotein wird mittels zwei verschiedener Wege sequenziell gespalten: Der nicht-amyloidogene Weg
(links) und der alternative amyloide Weg (rechts). Die Initialspaltung des APP durch die a-Sekretase findet in der
Proteinregion statt, welches die Bildung des AB-Peptids verhindert und stattdessen nach y-Sekretasespaltung das
sogenannte p3-Protein generiert. Im Gegenteil dazu bewirkt die Spaltung der B-Sekretase im alternativen
amyloidogenen Weg die Bildung des AB-Peptids nach erfolgter y-Sekretasespaltung. (Die GréRRe der Elemente
zueinander ist nicht maRstabsgetreu dargestellt). Abbildung gedndert nach (Cummings, 2004)
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Allerdings stellt die AB-Produktion auch in gesunden Menschen einen gewdhnlichen
physiologischen Prozess dar (Haass et al., 1992) und besitzt in geringen Konzentrationen eine
neuroprotektive Funktion (Puzzo et al., 2008). Demnach kann die Existenz des AB-Proteins allein
nicht fir die Entstehung von AD verantwortlich sein. Mit der Untersuchung von
Familienmitgliedern, unter deren Vorfahren haufiger AD-Erkrankte auftraten, erkannte man, dass
Mutationen in Genen, die fir die Generierung des AB-Peptids verantwortlich sind, die Entstehung
dieser autosomal dominant vererbbaren familiaren AD (EAD) hervorrufen. Zum Beispiel war der
AB142-Gehalt im Gehirn aufgrund von erhdhter AB-Generierung durch Mutationen im APP-Gen
bzw. in einem der beiden Presenilin-Gene (beide Gene kodieren Komponenten des y-Sekretase-
Komplexes) enorm gesteigert (Suzuki et al., 1994; Haass et al., 1995; Duff et al., 1996; Scheuner
et al., 1996). Deshalb wurde zunachst angenommen, dass AB1.42 wohl der wichtigste Faktor in
der Pathogenese von AD darstellt (Iwatsubo et al., 1994; Findeis, 2007). Da jedoch neben dem
AB142 auch das AB1.0 als eine Haupt-AB-Spezies im Serum und in der zerebrospinalen Flussigkeit
von gesunden Versuchspersonen beschrieben ist (Haass & Selkoe, 1993; Scheuner et al., 1996),
fragte man nach dem Zusammenhang dieser beiden AB-Formen. Es konnte gezeigt werden, dass
das AB142schneller aggregiert als das AB1-40 (Jarrett et al., 1993). Zudem wurde beobachtet, dass
weniger die Quantitat des AB1.42 in der Entstehung von AD ein Rolle spielt, sondern vielmehr das
Verhaltnis von AB+42 zu AB140 Auswirkungen auf die Entstehung und das Fortschreiten der AD
besitzt (Kuperstein et al., 2010).

Neben der monomeren Form des AB-Peptids wurde mehrfach beobachtet, dass dieses Peptid
auch zu Dimeren, Oligomeren und Protofibrillen aggregieren und letztendlich die typischen
histopathologischen Marker, die sogenannten plaques, in Gehirnen ausbilden kann ( Walsh et al.,
1997; Harper et al., 2003; Lesné et al., 2006; Shankar et al., 2008; Rijal Upadhaya et al., 2012).
Die Annahme, dass die gesteigerte AB-Aggregatablagerungen im Gehirn die Ursache fur die AD-
Pathologie darstellen und nachfolgend die Entstehung von neurofibrillaren Bindeln,
Neuronendefizite, GefalRbeschadigungen und Demenz hervorrufen, wurde 1992 als die
sogenannte Amyloid-Kaskade-Hypothese verfasst (Hardy & Higgins, 1992) (Abb. 1.2). Jedoch
war die Charakterisierung dieser plaques limitiert. Zudem konnte bisher nur eine schwache
Korrelation zwischen dem Schweregrad der Demenz und der Dichte bzw. Lokalisation der
plaques in Gehirnen von AD-Patienten erkannt werden (Nagy et al., 1995; Mackenzie et al., 1996;
Price & Morris, 1999; Knopman et al., 2003; Aizenstein et al., 2008; Savva et al., 2009), sodass
diese Hypothese im Wandel ist und man annimmt, dass zusatzliche Faktoren einen Rolle spielen
(Selkoe, 2011). Juingere Veroéffentlichungen zeigen, dass ebenso oligomere I6sliche AB-Formen
an der Entstehung von AD beteiligt sind (Lambert et al., 1998; Walsh & Selkoe, 2007; Shankar et
al., 2008; Gandy et al., 2011). Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass synaptische Dysfunktion
(Lue et al., 1999), neurofibrillare Blindel (McLean et al., 1999) und ein klinischer AD-Phanotyp
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(Tabaton et al., 1994; Kuo et al., 1996) mit der Prasenz von AB-Oligomeren einhergehen. Zudem
wurde verdffentlicht, dass die Konzentration von AB-Oligomeren héher in den Gehirnen von AD-
Patienten vorliegt, als in Gehirnen von gesunden Versuchspersonen im gleichem Alter (Shankar
et al., 2008; Bao et al., 2012; Savage et al., 2014). Allerdings schliel3t der Nachweis dieser AB-
Oligomere in AD-Gehirnen die Involvierung der AB-plaques in der progressiven Degeneration von
Neuronen nicht aus. Es gibt Indikationen, dass diffuse, oligomere Zusammenlagerungen sich in
umliegender Nachbarschaft von diesen plaques befinden (Knowles et al., 1999; Koffie et al.,
2009), sodass man annehmen kann, dass extrazellulare AB-plaques als lokales Reservoir fir die

dynamische Assoziation und Dissoziation von Oligomeren dienen.

Alois Alzheimer 1901 FAD: Mutationen im APP
APP-Gen oder in den Gesteigerte Bildung oder
Extrazellulare Plaques PSEN-Genen (PSEN1 — | < verringerter Abbau des
aus aggregiertem AB-Peptid und/oder PSEN2) AB-Peptids

4 DB

5
- 2 a ' / ‘ AB-Anreicherung
N s Losliche AB-Formen Abgelagerte

ek 2.B. AB-Oligomere ? , AB-Peptide
v =t 5.
. :.rl - ‘-,'l

!

[Intrazellulére neurofibrillére] Bildung von helikalen Filamenten

Biindel aus hyper- aus Tau-Aggregaten
phosphoriliertem Tau

g . e’ Neuronale Dysfunktion und
| “ PO RN\ Absterben

Demenz

Abb. 1.2: Schema der Hypothese der amyloiden Kaskade.

Links (ibernommen aus Cummings, 2004): Grundlegend fir die Hypothese der amyloiden Kaskade war die
Entdeckung der zwei histopathologischen Merkmale, extrazelluldre plaques und intrazellulare neurofibrillare Biindel in
Gehirnen von AD-Erkrankten durch Alois Alzheimer 1901. Rechts: Die Amyloid-Kaskade-Hypothese postuliert, dass
die gesteigerte Generierung und damit verbundene Ablagerung des AB-Peptids im Gehirn ausschlaggebend fiir die
Entstehung von AD ist. Ursache fiir diese Annahme war die Entdeckung, dass autosomal dominante Mutationen im
APP-Gen oder in den PSEN-Genen den Ausbruch einer friihen FAD-Erkrankung (familidare Alzheimer Erkrankung; <
65 Jahre) bewirken. Die Hypothese wurde Uber die Jahre modifiziert, da keine lineare Korrelation zwischen den
amyloiden Ablagerungen und der Starke der Auspragung von Demenz gezeigt werden konnte, sodass man vermutet,
dass andere Formen des AB-Peptids, wie I6sliche Oligomere, die neurotoxische Form darstellen. Desweiteren kann
auch das Zusammenwirken von verschiedenen AB-Formen in unterschiedlichen molekularen Kompositionen die
Pathologie von AD beeinflussen. Da die Art der toxischen AB-Spezies und der genaue Mechanismus noch
weitestgehend ungeklart sind, bleibt dieser Teil der Hypothese weiterhin ein stark diskutiertes Feld. Desweiteren gilt
es auch die nachfolgende Initiation, die =zur Bildung von gepaarten helikalen Filamenten (PHF) aus
hyperphosphorylierten Tau-Aggregaten fiihrt, zu untersuchen. Diese Tau-Aggregate gelten als die Verursacher der
anschlielenden neuronalen Dysfunktion und des Absterbens von Nervenzellen in limbischen Gehirnarealen von AD-
Patienten, welches als Konsequenz Demenz zur Folge hat. Abbildung geandert nach (Karran, Mercken, & De Strooper,
2011).
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Die Prasenz dieser AB-Oligomere vor der eigentlichen Bildung der AB-plaques legt allerdings
auch nahe, dass diese oligomeren Formen schon zu einem frihen Zeitpunkt (lange bevor die
ersten Krankheitssymptome auftreten) zur Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitat fihren,
sodass die plaque-Entstehung nur eine Folge der AB-Oligomeren-Anreicherung im Gehirn
darstellen kénnte (Gao et al., 2010). Man nimmt an, dass die oligomere Toxizitdt durch die
Veranderung von Rezeptor-vermittelten synaptischen Kaskaden, wie z.B. dem NMDA-Rezeptor-
abhangigen Mechanismus (De Felice et al., 2007; Ittner et al., 2010) hervorgerufen wird, welcher
in verschiedene neurologischen Prozessen, wie Lernen, Gedachtnis und Neurodegeneration,
involviert ist. Desweiteren gibt es Studien, dass die AB-Oligomere durch die Bindung an
intrazellulare Proteine, wie mitochondriale oder ER-Proteine, zytotoxisch wirken (Deshpande et
al., 2006; Manczak et al., 2011), da beobachtet werden konnte, dass diese Wechselwirkungen in
vielen Fallen zur Zellschadigung durch Calciumdisregulation und oxidativen Stress flhren und

dies letztendlich Apoptose der Nervenzellen bewirkt.

Ebenfalls noch ungeklart ist das Zusammenwirken des AB-Peptids mit dem zeitlich spaterem
Auftreten des Tau-Proteins in Form von intrazelluldren neurofibrilldaren Bundeln in der AD-
Pathologie. Es wird angenommen, dass die AB-Ablagerung die Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins initiiert und dies die Bildung von gepaarten helikalen Tau-Filamenten (PHF) auslost. Es
konnte gezeigt werden, dass die Tau-Hyperphosphorylierung direkt mit Neuronendegeneration
verknUpft ist (Kenneth et al., 2005; Noble et al., 2013). Da jedoch bisher keine Korrelation
zwischen der amyloiden plaque-Ablagerungen und der Dichte der neurofibrillaren Blindel gezeigt
werden konnte (Price et al., 2009) und Mutationen im Tau-Protein auch ohne die Detektion von
AB-plaques zu Neuronenrickgang flhren koénnen (Hutton et al., 1998), bleibt das
Zusammenwirken dieser beiden Faktoren weiterhin zu erforschen. Neuere Studien zeigen
zudem, dass die Involvierung des Tau-Proteins nicht unbedingt nur eine Folge einer AB-
Anreicherug darstellen kénnte, sondern die AB-Toxizitat durch die Anreicherung des Tau-Proteins
in Dendriten unterstitzt wird. So konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des NMDA-
Rezeptors durch die mit Tau-assozierte Tyrosinproteinkinase FYN die AB-Toxizitat beglnstigt
(Ittner et al., 2010; Ittner & Goétz, 2011). Ebenso konnte auch eine Abhangigkeit der Tau-
Hyperphosphorylierung von der Prasenz von AB-Oligomeren in AD-Gehirnen beobachtet werden
(De Felice et al., 2008), sodass AB-Oligomere in vieler Hinsicht als Initiator der AD-Pathologie in

Frage kommen (Benilova et al., 2012).
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1.2 Das Pyroglutamat-3-Ap Peptid (ABpE3)
1.2.1 Prasenz und Toxizitat des ABpe3

Neben der Varianz der C-terminalen Lange des AB-Peptids sind auch N-terminal verkirzte AB-
Formen in Gehirnen von AD-Patienten beschrieben und reprasentieren mehr als 60% von allen
AB-Spezies in den AB-plaques (Miller et al., 1993; Sergeant et al., 2003). Neben dem
Volllangenpeptid AB142 existieren auch N-terminal verklrzte Peptide, wie das AB..42 (Bibl et al.,
2012), ABs.42 (Glntert et al., 2006), ABs42 (Masters et al., 1985) ABs.a2, ABs-42, ABg-a2 und AB11-42
(Naslund et al., 1994; Sergeant et al., 2003). 1986 wurde zum ersten Mal ein Peptid - isoliert aus
dem zerebralen Kortex von AD-Patienten - beschrieben, dessen N-Terminus fir den Edman-
Abbau (Edman & Begg, 1967) blockiert war und so dessen N-terminale Sequenz nicht bestimmt
werden konnte (Selkoe et al., 1986; Gorevic et al., 1986). Erst durch Mori und Kollegen war es
1992 mittels Massenspektrometrie moglich nachzuvollziehen, dass es sich um eine N-terminal
modifizierte Form des ABs42 handeln musste. Mittels der Anwendung einer
Pyroglutamylpeptidase konnte nachgewiesen werden, dass am N-Terminus des Peptids ein
Pyroglutamat lokalisiert ist. Saido et al., 1995 konnten durch detaillierte Analyse die differenzielle
Verteilung von AR+« bzw. ABsx in verschiedenen Gehirnarealen, als auch in den plaques selbst
zeigen und schlossen somit auf eine friihere Prasenz des ABpes-Peptids vor der beginnenden AB-
Ablagerung. Der gemessene prozentuale Gehalt des AByesx-Peptids zum Gesamt-AB in Gehirnen
von AD-Patienten variiert in verschiedenen Veréffentlichungen in Abhangigkeit der verwendeten
Methode (siehe Tab. 1.1). Mori et al., 1992 konnten dabei zum ersten mal 15-20 % des ABye3 des
Gesamt-AB in Gehirnen von AD-Patienten nachweisen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
ABpesx sowohl in 16slichen Fraktionen als auch in den plaques in Gehirnen von AD-Patienten zu
einer der dominierenden AB-Varianten neben ABi.4042 und Pyroglutamat-modifiziertem AB11-42
(ABpe11-42) gehort (Piccini et al., 2005; Liu et al., 2006; Sullivan et al., 2011) (Abb. 1.3).

In der I6slichen Fraktion des zerebralen Kortex von gesunden Versuchspersonen ist hingegen
das AB142-Peptid mit dominierender Prasenz gegenuber ABpes42 und ABpe1142 beschrieben
(Piccini et al., 2005), sodass allein die Menge an AByes42 in AD-Gehirnen einen Hinweis auf

dessen Relevanz in der Pathologie von AD liefert.
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Tab. 1.1: Prozentualer Anteil des ABpesx-Peptids zum Gesamt-AB in Gehirnen von AD-
Patienten in Abhangigkeit der verwendeten Methode
Fraktion Methode (kurz) ABpe3-Gehalt zum  Referenz
Gesamt-AB in %

Homogenat aus unléslicher 10 % SDS-Lsg., entstandenes 15-20 Mori et al., 1992
Fraktion des zerebralen Pellet in 100% Ameisensaure

Cortex

Neuritische plaques isoliert 5% SDS, 80% Ameisensaure 51 Kuo et al.,1997

aus dem unldslichen
Homogenat des zerebralen

Cortex

Homogenat aus zerebralem  direkt in 70 % Ameisenséure 25

Cortex (bezogen auf ABa42) Harigaya et al., 2000
|6sliche Fraktion des 0,2 % DEA 37 Wu et al., 2013
zerebralen Cortex

unldsliche Fraktion des entstandenes Pellet nach DEA- 45 Wu et al., 2013
zerebralen Cortex Behandlung anschlieRend mit

6M GuHCI gelost

Russo et al. 2002 konnten zeigen, dass APpes4042-Peptid signifikant Neuronen und
Astrozytenzellen in lhrer Vitalitat beeinflusst und im Vergleich zum AB1.4042 €ine hdhere Toxizitat
im Zellkultursystem aufweist (Russo et al., 2002; Piccini et al., 2005). Ebenfalls konnte mit Hilfe
einer neuen transgenen Mauslinie (TBA2) mit gezielter neuronaler Uberexpression des zunachst
unmodifizierten ABas.42, demonstriert werden, dass anschlieliend aufgrund einer spontanen bzw.
durch die Glutaminylzyklase katalytische Zyklisierung des N-terminalen Glutamins zu
Pyroglutamat konvertiertes intrazellulares APpes42 zu Neurodegeneration und neurologischen
Defiziten fihrt (Wirths et al., 2009). Bereits etablierte AD-Mausmodelllinien, wie die
konventionelle AD-Mauslinie 5XFAD, die aufgrund von Mutationen in APP- und Presenilin 1-Gen
eine erhdhte Expression des AB1.42 aufweist, zeigten bereits eine typische AD-Pathologie in Form
von altersabhangigen Verhaltensdefiziten, Axonopathy, Neurodegeneration und plaque-
Ablagerung in Mausen (Oakley et al., 2006 Jawhar et al., 2012). Allerdings wurde bei dieser
Mauslinie auch eine Bildung von verkurzten AB-Formen- wie ABs.a2, ABs.42, AB342 und ABpes42,
AB140und ABpes40 nachgewiesen (Wittham et al., 2012). Durch die Kreuzung dieser bereits schon
etablierten Mauslinie mit der ABpes42-Uberexpressionslinie TBA2 konnte gezeigt werden, dass die
zusatzliche ABpes42-Expression zu einer verstarkten plaque-Bildung und einem gesteigerten
I6slichen extrazellularen ABpes42-Gehalt flhrte, welches die motorischen Fahigkeiten und das
Verhalten in dieser neu gekreuzten transgenen Mauslinie (FAD42) negativ beeinflusste (Wittham
et al., 2012). Anhand dieser Ergebnisse konnte eine Korrelation zwischen der Menge an
gebildetem ABpes-42 und dem Ausmald der AD-Pathologie gezeigt werden. Die Beobachtung, dass
signifikant héhere Konzentrationen von AByes42 in Gehirnen von AD-Patienten im Vergleich zu

nichtdementen Versuchspersonen detektiert wurden (Piccini et al., 2005; Schilling et al., 2008),
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unterstitzt diese Ergebnisse und verstarkt die pathophysiologische Relevanz des ABpes-s2 in der
AD-Pathologie.

1 3 11 42
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AB1 -40

ABys
ABpes.a2
ABpE1142

Abb. 1.3: Schematischer Vergleich von pE-AB mit den Volllangen-AB-Peptiden

Dargestellt ist die Aminosduresequenz des Volllangenpeptids AB1-42. Die C-terminale Verkirzung von zwei
Aminosauren flhrt zum AB1-40 (blauer Balken). N-terminale Verkirzungen sind zudem vor Aminosgure 3 und 11
gezeigt. Die daraus resultierenden Pyroglutamat-modifizierten AB-Peptide reprasentieren gemeinsam mit dem AB1-
40/42 die dominanten léslichen AB-Spezies in AD-Gehirnen (orangene Balken) (Piccini et al., 2005). P1, P2 und P3
symbolisieren die Spaltstellen der Metalloprotease Meprin 8 (Bien et al., 2012).

1.2.2 Generierung und Eigenschaften des Appes

Der genaue Mechanismus der N-terminalen Verkilirzung des ApB-Peptids ist bisher noch
weitestgehend ungeklart.1995 wurde bereits postuliert, dass die Entfernung der N-terminalen
Aminosauren 1 und 2 durch eine Amino- oder Dipeptidylpeptidase katalysiert werden kénnte und
anschlieRend eine Modifizierung des Glutamyl-Restes an 3. Position erfolgt (Saido et al., 1995).
Zu den bisher publizierten Peptidasekandidaten gehort unter anderem die Aminopeptidase A, die
in noch ungeklarter Weise an der Verklrzung des AB-N-Terminus beteiligt sein kénnte (Sevalle
et al, 2009). Zudem konnte mittels MALDI-TOF-Analysen gezeigt werden, dass die
Metalloprotease Meprin-f in vitro in der Lage ist, das in der Membran lokalisierte APP an Position
1, 2 und 3 zu spalten (Bien et al. 2012), sodass ebenfalls das Glutamat 3 am N-Terminus des AB-
Peptids generiert werden kdnnte (Abb. 1.3). Desweiteren wurde verdéffentlicht, dass durch knock
out der B-Sekretase Cathepsin B die Produktion an ABpes42 in transgenen Mausen reduziert
wurde, sodass diese Protease auch als potentieller Kandidat fir die N-terminale Verkirzung des
AB-Peptids in Frage kommt (Hook et al., 2014).

Schilling et al. konnten 2004 zum ersten Mal zeigen, dass die Glutaminylzyklase (QC) in der Lage
ist, N-terminale Glutamyl-Reste zu Pyroglutamat in vitro zu konvertieren (Schilling et al., 2004),
sodass angenommen wurde, dass dieses Enzym auch in vivo an der pE-AB-Bildung beteiligt sein
konnte. QC gehdrt zu den Metall-abhangigen Acyltransferasen und katalysiert die N-terminale

Zyklisierung von Glutamin (oder Glutamat) unter Freigabe von Ammoniak (bzw. Wasser), sodass
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der charakteristische Lactamring des Pyroglutamats gebildet wird (Abb. 1.4) (Schilling et al.,
2003). Ebenfalls ist die Spontanbildung des N-terminalen Pyroglutamats aus Glutamin bzw.
Glutamat moglich, wobei gezeigt werden konnte, dass die Geschwindigkeitskonstante der
Zyklisierung von Glutamin unter physiologischen pH-Bedingungen 1-2x102 fach gréRer ist als die
von Glutamat (Seifert et al. 2009). Die Halbwertszeit von L-Glutaminylpeptiden liegt demzufolge
bei einigen Tagen, wahrenddessen L-Glutamylpeptide eine Halbwertszeit von mehreren Jahren
besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass die humane QC unter in vitro-Bedingungen die
Geschwindigkeitskonstante der Glutamatzyklisierung um das 2,2 x 10°-fache beschleunigt,
sodass die Halbwertszeit von N-terminalen L-Glutamyl-Resten auf Stunden bis zu Minuten

herabgesetzt werden kann (Seifert et al. 2009).

D A CEVCE VR VWH

Amino - oder
AB3E-4O/42 AB3pe)-a0/22 l > Dipeptidylpeptidasen
/ E F » R H
-H20 f( l QcC
Peptld Peptld
proteolytische Resistenz verstarkte schnellere Aggregationskeim- Initiator eines erhohte Toxizitat
gegeniiber dem Abbau Hydrophobizitdt = Aggregation  bildende Prionen-dhnlichen
durch Aminopeptidasen Eigenschaften Mechanismus

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Generierung von ABpes.x und dessen Eigenschaften

Die ersten beiden Aminosauren - Aspartat und Alanin - des AB-Peptids werden durch einen noch unbekannten
Mechanismus (potentielle Mdglichkeiten sind z.B. die Involvierung von Amino-, bzw. Dipeptidylpeptidasen oder Meprin
B) vom N-Terminus des Volllangen -AB-Peptids entfernt, sodass das N-terminale Glutamat vorliegt. Dieses wird durch
den nukleophilen Angriff der Aminogruppe am Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe unter Abspaltung von H20 durch
die Glutaminylzyklase (QC) zu Pyroglutamat zyklisiert. Das entstandene pE-AB-Peptid besitzt veranderte biochemische
Eigenschaften, welches letztendlich zu einer gesteigerten Toxizitat verglichen mit dem Volllangen-Ap-Peptid fihrt.
Abbildung geandert nach (Jawhar et al., 2011)

Die QC-Expression in der Hirnrinde von AD-Patienten ist hochreguliert und korreliert mit der
Prasenz von Pyroglutamat-modifiziertem AR (Schilling et al., 2008). Darlber hinaus war es
mdglich, diese pE-AB-Produktion in vivo und in vitro durch QC-Inhibitoren zu blockieren (Cynis et
al., 2006; Schilling et al., 2008). Diese Blockierung der QC als auch genetischer QC knock out
fuhrte sowohl zu einer Reduktion des APpes-, als auch des ABaou2-Gehalts und zu einer

Verminderung der plaque-Ablagerung, verbunden mit der Verbesserung von Verhaltensdefiziten
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in verschiedenen AD-Mausmodellen (Schilling et al., 2008; Jawhar et al., 2011). Eine Kreuzung
der oben bereits erwahnten konventionellen AD-Mauslinie (5XFAD) mit einer transgenen
Mauslinie, welche humane QC (hQC) exprimierte, fihrte zu einer signifikanten Erhdéhung des
I6slichen ABges-42-Gehalts in Verbindung mit vermehrter plaque-Ablagerung und intensiverer
Beeinflussung des motorischen- und Arbeitsgedachtnisses (Jawhar et al., 2011). Darlber hinaus
konnte gezeigt werden, dass ein knock out (KO) der endogenen murinen QC in einer 5XFAD/QC-
KO-Kreuzung zu einer Verringerung des Gesamt-A, einschlielich dem pE3-Af fihrt und
dadurch Verhaltensdefizite der 5XFAD-Mause aufgehoben werden konnten. Die Korrelation
zwischen dem Pyroglutamat-modifiziertem AB und QC-Aktivitat liefert demzufolge starke Beweise
fur die tatsachliche Beteiligung der QC an der ABye3-42-Bildung verbunden mit AD.

Es ist bekannt, dass die Abspaltung der ersten beiden N-terminalen Aminosauren des AB-Peptids
und die Bildung des Lactamringes, einhergehend mit dem Verlust von zwei negativen und einer
positiven Ladung, zur gesteigerten Hydrophobizitdt des AB-Peptids fihrt (Saido et al., 1996;
Schlenzig et al., 2012). Der hydrophobe N-Terminus bedingt, dass Pyroglutamat-modifizierte AB-
Peptide gegentiber dem Abbau durch Aminopeptidasen proteolytisch resistent sind (Kuo et al.
1998; Saido 1998) und dass die Aggregationsgeschwindigkeit verglichen zur unmodifizierten AB-
Variante unabhangig vom C-Terminus um das 250-fache gesteigert wird (Schilling et al., 2006;
Schlenzig et al., 2009). Zudem ist dieses pE-AB-Peptid ebenfalls in der Lage, die Aggregation
des AB-Volllangenpeptids zu initiieren. So stellen pE-AB-Formen potentielle Aggregationskeim-
bildende Spezies dar (Tekirian et al. 1999; Geddes et al. 1999).

In einer anderen Studie mit Down Syndrom Patienten, die frihzeitig alzheimerahnlichen
Symptome zeigen, wurde mit zunehmenden Alter nachgewiesen, dass die Menge an I8slichem
ABpes-42 im Gehirn steigt, lange bevor die Bildung von amyloiden plaques detektiert wird (Russo
et al., 1997). Da das Ap-Vorlauferprotein APP auf dem Chromosom 21 codiert ist, wird es somit
bei Patienten mit Trisomie 21 vermehrt gebildet. Aufgrund dieser Studien, vermutet man, dass
die Erscheinung von I8slichem AByes-42 einen der ersten Marker in der Pathologie von AD darstellt
und aufgrund seiner aggregationsférdernden Eigenschaft womdglich als Initiator der AD-
Erkrankung fungieren kénnte (Schilling et al., 2008; Jawhar et al., 2011).

He & Barrow berichteten 1999, dass neben dem gesteigerten Aggregationsverhalten pE-ApB-
Peptide einen erhdhten Anteil an B-Faltblattern im wassrigen und hydrophoben Medium im
Vergleich zum Volllangen-AB aufwiesen. Sie vermuteten, dass durch den Verlust der N-
terminalen-Ladung die B-Faltblattbildung aufgrund der Reduzierung moglicher unerwiinschter
Ladungsriickstol3krafte zwischen den benachbarten Strangen vereinfacht und stabilisiert wird (He
& Barrow, 1999). Desweiteren genligen geringe Mengen an ABpes-42, um einen Prionen-ahnlichen
Mechanismus zu starten (Nussbaum et al., 2013; Matos et al., 2014). Dabei wurde von Matos et

al. gezeigt, dass im Gegensatz zu den von He & Barrow 1999 veréffentlichten Daten pE-AB mehr
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aus a-helikalen Elementen und weniger aus B-Faltblattstrukturen im Vergleich zum Volllangen-
AR aufgebaut ist (Matos et al., 2014). Es wurde dokumentiert, dass ABpes-42 die B-Faltblattbildung
des Volllangen-AB durch direkten Kontakt zu helikalen-Strukturen revertiert und so bewirkt, dass
die Bildung von Ap-Fibrillen reduziert und die Bildung von préfibrillaren Aggregaten, wie
Oligomeren, beglnstigt wird. Dies zeigt, dass das APye42-Peptid neben seiner eigenen
gesteigerten Toxizitat auch Eigenschaften besitzt, die Toxizitat anderer Peptide zu beeinflussen

(Abb. 1.4), sodass man das Peptid auch als hypertoxisch bezeichnet.

1.2.3 ABpe3- Vorkommen

pE3-AB erscheint zu einem sehr frihen Stadium der AD-Erkrankung in Form von peri-
synaptischen Aggregaten (Mandler et al., 2012) und reichert sich nachtraglich in diffusen und
kernférmigen plaques in sporadischer AD und familidarer AD (Saido et al., 1995; Miravalle et al.,
2005) an. Gehirne von Alzheimererkrankten bestehen zu 90 % aus kernférmigen plaques, die zu
ca 25 % (siehe Tab. 1.1) aus ABye3s-x bestehen ( Harigaya et al., 2000; Guntert et al., 2006). Die
AD-Erkrankung wurde bisher in drei biochemische Stadien unterteilt, wobei Stadium 1 nur das
Vorkommen von ABi4ouz-Plaques reprasentiert, wahrenddessen ABpes im Stadium 2 (im
praklinischen AD-Stadium) und in Stadium 3 gemeinsam mit dem phosphorylierten AR (im
symptomatischen AD-Stadium) hinzukommt (Upadhaya et al., 2014).

Der mogliche Einfluss von oligomeren AB-Formen in der Pathologie von AD wurde bereits in 1.1
beschrieben. Allerdings ist die Komposition dieser Oligomere als auch die Beteiligung des ABpes
noch weitestgehend ungeklart. Wirths et al. konnten zum ersten Mal die Prasenz von ABges-
Oligomeren in postmortem Gehirnschnitten von AD-Patienten mit Hilfe eines
oligomerspezifischen ABpes-Antikdrpers (9D5) nachweisen, wahrenddessen keine Reaktivitat in
gesunden Menschen detektiert wurde (Wirths et al., 2010). Schlenzig et al. verdffentlichten 2012,
dass Pyroglutamat-modifizierte AB-Peptide im Vergleich zum AP+« wesentlich schneller
Aggregate, darunter auch Oligomere, bilden und diese aufgrund des modifzierten N-Terminus
hydrophobe Oberflachen ausbilden (Schlenzig et al., 2012). Zudem konnte demonstriert werden,
dass die synaptische Informationsweitergabe in Gehirnschnitten von Mausen durch die Zugabe
niedriger Konzentrationen an ABpes42 gehemmt wird und dies in Abhangigkeit von AB-
Oligomerprasenz stattfindet. Von Nussbaum et al., konnte gezeigt werden, dass nur 5 % ABpez-42
genugen, gemischt mit 95 % AB+.42, um zytotoxische low n-Oligomere (LNOS) zu bilden. Diese
Mischung bewirkt nur dann eine toxische Wirkung auf Neuronenzellen, wenn sie zuvor fir 24 h
gemeinsam inkubiert wurden, und somit Hybridoligomere entstehen konnten (Nussbaum et al.,
2012). Desweiteren waren diese Hybridoligomere bei Behandlung von tau-knockout Neuronen
nicht zytotoxisch, sodass man vermuten kann, dass nur in Verbindung der beiden Komponenten,
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den Hybridoligomeren und dem Tau-Protein, eine Toxizitat hervorgerufen wird. Dies kdnnte die
Prasenz beider histopathologischer Marker in AD (siehe Abschnitt 1.1), bestehend aus AB und
Tau erklaren, wobei zudem eine Korrelation zwischen ABges und hyperphosphoryliertem
Mikrotubuli-assoziertem Tau-Protein in post-mortem Gehirnen von AD-Patienten demonstriert
werden konnte (Mandler et al., 2014). Es wurde ebenfalls beschrieben, dass die Struktur der
oben beschriebenen LNOS sich eindeutig von Oligomeren, die nur aus AB142 gebildet wurden,
unterscheidet, nachgewiesen durch einen konformationssensitiven Anti-AB-Antikdrper
(Nussbaum et al., 2012). Piccini et al. zeigten zudem, dass ein I6slicher AB-Mix, wie er auch in
AD-Patienten vorkommt (AB1-42 36 %; ABpe3-42 48 %; ABpe11-42, 16 %), die Membranpermeabilitat
von Neuroblastomazellen erhéht und so zu einem verminderten Zelltiberleben flhrt (Piccini et al.,
2005). Da bekannt ist, dass AB-Oligomere im Allgemeinen aufgrund ihrer hydrophoben
Oberflache Phospholipidmembranen schadigen bzw. Membranen penetrieren kénnen (Lashuel
et al., 2002; Lau et al., 2006), kdnnte man annehmen, dass dieser I8sliche AB-Mix in Form von
Hybridoligomeren Membranporen bildet und somit toxisch auf die Zelle wirkt. Die in diesen
Hybridoligomeren vorhandenen AByes-Peptide kdnnten aufgrund ihres hydrophoben N-Terminus

den hydrophoben Charakter der AR-Oligomere noch verstarken.

1.3 Passive Immuntherapie in AD

Im Moment wird die AD-Erkrankung nur durch symptomatische Medikation behandelt, um die in
AD-Erkrankung auftretende  Stérung der  Neurotransmitterbalance  auszugleichen.
Behandlungsmethoden, die zu einem effektivem Aufhalten bzw. einer Verlangsamung des
Fortschritts der AD-Erkrankung beitragen koénnten, werden bereits intensiv untersucht
(Yiannopoulou & Papageorgiou, 2013). Es wurden bisher mehrere Medikamente getestet, um die
Bildung als auch die Ablagerung des AB-Peptids zu regulieren. Neben der Inhibierung der - und
y-Sekretase durch zielgerichtete Inhibitoren werden auch Antikérper gegen das Af entwickelt.
Nach mehr als einem Jahrzehnt Forschungsarbeit ist die anti-AB-Immunotherapie zu einer der
erfolgversprechendsten Immuntherapien fiir die Behandlung von AD geworden (Lannfelt et al.,
2014). Eine Anzahl von Arzneimittelkandidaten, welche die Bildung von APB-Aggregaten
inhibieren, wurde in klinischen Phasen getestet. Allerdings mussten einige Studien aufgrund von
Nebenwirkungen oder wegen ungenlgender signifikanter Verbesserung der kognitiven

Fahigkeiten der AD-Patienten abgebrochen werden (Mangialasche et al., 2010).

Neben der aktiven Immunisierung, die durch die Administration des ApR-Peptids oder Fragmenten
davon zur Generierung von polyklonalen spezifischen Antikérpern (AK) im menschlichen
Organismus fuhrt, wurde die passive Immunisierung als die sicherere Methode mit weniger

Nebenwirkungen erkannt (Lemere & Masliah, 2010). Zur Vorbereitung einer passiven
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Immunisierung werden AB-spezifische AK zunachst in einem Donororganismus (z.B. Maus)
generiert (Parental-AK) und nachtraglich humanisiert, sodass man monoklonale humanisierte AK
erhalt. Die Humanisierung ist notwendig, um ein Molekil mit minimaler Immunogenitat zu
produzieren, ohne dass die Spezifitdt und Affinitdt des parentalen nicht-humanisierten AK
verloren geht (Riechmann et al., 1988). Dazu Ubertragt man die Antigenerkennungssequenzen -
die sogenannten Komplemtaritats-bestimmenden Regionen (complementary determining
regions, CDRs, siehe Abschnitt 1.4) - des parentalen AK in einen humanen Gerustantikorper.
Daruber hinaus wurden ,vollstandig® humane AK durch die Verwendung von rekombinanten
humanen Antikorperbibliotheken (Griffiths et al., 1994; Knappik et al., 2000) als auch mit Hilfe von
transgenen Mausen, welche humane Immunglobuline exprimierten (Green et al., 1994; Lonberg
et al., 1994; Lonberg, 2005), generiert. Die Verwendung von humanen AK ermdglicht den

vollstandigen Ausschluss von immunogenen murinen CDR-Epitopen (Bernett et al., 2010).

Es werden zwei Behandlungsmadglichkeiten unterschieden. Bei der therapeutischen Methode (1)
werden die AK einem Patienten zugeflhrt, welcher bereits erste Symptome einer AD-Erkrankung
aufweist. Inwieweit die peripher verabreichten AK das im Gehirn angereicherte AB-Peptid
erreichen, wird vielseitig diskutiert, allerdings werden zwei Hypothesen préaferiert (Abb. 1.5, A und
B). Zum einen postuliert die periphere sink-Hypothese, dass der AK das im Blut zirkulierende AB-
Peptid bindet und somit den Wiedereintritt des AB-Peptids von der Peripherie in das Gehirn
verhindert. Folglich wird das Gleichgewicht des AB-Peptids verschoben, wodurch die Auflésung
der abgelagerten AB-Peptide im Gehirn induziert wird (DeMattos et al., 2001; DeMattos et al.,
2002). Zum anderen wird davon ausgegangen, dass 0,1 % der administrierten AK die
Bluthirnschranke Uberwinden kénnen und so ihren Zielort erreichen (Lannfelt et al., 2014). Dort
angelangt, binden sie an abgelagerte AB-plaques und aktivieren Uber ihren Fc-Teil
Mikrogliazellen, welche diese phagozytieren (Schenk et al. 1999; Bard et al. 2000; Wilcock et al.
2004). Da jedoch bisher die Toxizitat der AB-plaques umstritten ist und immer mehr Studien
darauf hindeuten, dass friihe 16sliche Formen die eigentlichen Verursacher der AD-Erkrankung
darstellen, werden praventive Behandlungsmethoden (2) entwickelt. Bei dieser Methode werden
beispielsweise AK verwendet, die 16sliche AB-Formen binden und zu einem friheren Zeitpunkt
Personen mit praklinischer AD injiziert werden, um so eine AB-Ablagerung zu verhindern (Abb.
1.5 C).
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A Periphere sink-Hypothese B Mikrogliazellen-vermittelte C Entfernung von léslichem A
AB-plaque-Entfernung als Pravention
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Abb. 1.5: Darstellung moéglicher Strategien zur Behandlung von AD durch Entfernung der AB-Ablagerungen
bzw. der I6slichen AB-Formen im Gehirn durch passive Inmunisierung

A) Die periphere sink-Hypothese geht davon aus, dass die injizierten Antikérper die Bluthirnschranke nicht Gberwinden
kénnen, stattdessen aber AB-Peptide im Plasma binden und so aufgrund der Veréanderung des AB-Gradienten einen
Efflux der AB-Peptide aus den AB-plaques im Gehirn ins Blut initiieren. B) Mit der Annahme, dass 0,1 % der injizierten
AK die Bluthirnschranke Uberwinden, konnen diese an abgelagerte AB-Peptide binden und Uber ihren Fc-Teil die
Phagozytose Uber Mikrogliazellen vermitteln. C) Mittels der préventiven Entfernung léslicher AB-Formen kdnnte die
Bildung von AB-plaques verhindert werden. Abbildung gedndert nach (Weiner & Frenkel, 2006)

Alle anti-AB AK, welche sich aktuell in passiven immunotherapeutischen Studien am AD-
Patienten befinden, sind humane bzw. humanisierte AK (Tab.1.2). Die AB-Epitope, die als target
in der passiven Immunotherapie adressiert werden, variieren zwischen dem N-Terminus des
Volllangen-AB-Peptids (z.B. Bapineuzumab) tber die mittlere Region (z.B. Solanezumab) bis hin
zum C-Terminus (z.B. Ponezumab) oder auch Kombinationen daraus (z.B. Gantenerumab).
Andere AK sind spezifisch gegen konformationelle Epitope gerichtet (z.B. Gammagard) und
erkennen somit nur aggregierte Formen des AB-Peptids oder AB-Protofibrillen (z.B. BAN2401
und Aducanumab). Behandlung von AD-Patienten (in einem Stadium von milder zu moderater
Demenz) mit dem humanisierten AB-spezifischen AK Bapineuzumab (siehe Tab. 1.2) flihrten zu
einer Reduktion der fibrillaren ApR-Ablagerungen in verschiedenen Gehirnarealen (Rinne et al.,
2010). Allerdings verbesserte diese Reduktion nicht die kognitiven Leistungen der Patienten,
sodass die Weiterentwicklung dieses AK in Hinblick auf dessen Effizienz notwendig ist. Jedoch
wurden bei behandelten Patienten Amyloid-bezogene bildgebende Abnormalitaten (amyloid-
related imaging abnormalities, ARIA) gefunden, welche flr intrazerebrale Blutungen und
vasogene Odeme sprechen (Sperling et al., 2012), sodass die Weiterfihrung dieses AKs
komplett eingestellt wurde. Ebenfalls sind die Studien anderer bisher getesteter therapeutischer

AB-spezifischen AK (Tab. 1.2) aufgrund ungentigender Wirksamkeit weitestgehend beendet,
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sodass die Frage offen bleibt, inwieweit die bisher gewahlten ARB-Epitope bzw. AB-
Fibrillierungsstadien (Monomere, Oligomere Protofibrillen oder plaques) die geeigneten targets
fur eine AB-Immunotherapie darstellen. Die Erkennung eines modifizierten AB-Peptids, wie dem
ABpes-Peptid, welches aufgrund seiner aggregationsférdernden und keimbildenden
Eigenschaften méglicherweise an der Initiation der AB-Aggregation beteiligt ist und ebenfalls in

toxischen Oligomeren vorkommt, kénnte daher eine erfolgsversprechende Alternative darstellen.

Tab. 1.2: Passive immunotherapeutische Studien am AD-Patienten
(Moreth et al., 2013; Lannfelt et al., 2014; Scheltens et al., 2016; Cynis et al., 2016)

Firma AK AB Epitop Klinisches Kommentar
Stadium

Elan/Wyeth/ Bapineuzumab N-Terminus (AA 1-5)  zwei Phase Il beendet, zeigte keine

Pfizer (humanisierter 3D6, Studien ausreichende Wirkung
monoklonal)

Eli Lilly Solanezumab Mittlere Region (AA Zwei Phase lll  beendet, allerdings
(humanisiert, monoklonal)  16-26), bindet nur Studien positiver Effekt in milder

Monomere AD. Neue Phase Il

Studie ebenfalls keine
ausreichende Wirkung

ADCS/ Gammagard IVIG konformationelle Phase IlI beendet. Verbesserter
Baxter (human, polyklonal) Epitope (vor allem zerebraler Glukose-
Dimere) Metabolismus und

kognitive Stabilisierung in
einer kleinen klinischen

Studie
Roche/ Gantenerumab N-Terminus (AA 3- Phase IlI beendet. Reduktion von
Morphosys  (human, monoklonal) 12) mittlere Region amyloiden Ablagerungen;
(AA 18-27) allerdings wurden ARIAs
in Phase | beobachtet
Pfizer Ponezumab C-Terminus des Phase Il beendet, zeigte keine
(humanisiert, monoklonal) AB40-Peptids ausreichende Wirkung
(Monomere,

Oligomere, Fibrillen)

Genentech/ Crenezumab Monomere, Phase Il beendet. praventive
Roche (humanisiert, monoklonal) Oligomere und Studie geplant flr
protofibrillare Formen friihzeitig erkrankte AD-
(AA 13-14 scheinen Patienten (PSEN1-
relevant zu sein) Mutationstrager)
Eisai/BioAr BAN2401 AB-Protofibrillen Phase IIb beendet.Phase Il Studie
ctic (humanisert, monoclonal) (> 100 kDa) geplant in Patienten mit

MCI und praklinischer AD

Biogen Aducanumab Oligomere und Phase Ib Dosisabhangige
(human, monoklonal) Fibrillen Verringerung des
kognitiven

Fahigkeitsverlustes an
Patienten mit MCI und

milder AD
Eli Lilly LY3002813 N-Terminus des Phase | Verringerung der
(human, monoklonal) APpEs, amyloiden Ablagerungen
plaque-spezifisch verbunden mit einem
postivien Florbetapir—
PET-Scan

AA: Aminosaure; ADCS: AD kooperative Studie ; IVIG: intravenéses Immunglobulin
MCI: mild cognitive impairement; ARIA = amyloid-related imaging abnormalities
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1.4 Allgemeiner Antikorperaufbau und Generierung eines Fap-Fragments

IgG-Antikdrper sind Tetramere von ~ 150 kDa, bestehend aus einem Paar von zwei identischen
leichten Ketten (LC) und zwei identischen schweren Ketten (HC), die Uber Disulfidbricken
miteinander verknlpft sind (Edelman et al., 1969). Desweiteren starken nichtkovalente
Bindungen die Interaktion zwischen leichter und schwerer Kette, wobei auch Glykosilierung der
beiden schweren Ketten die Proteinstruktur zwischen den identischen HC-Ketten stabilisieren
(Kolenko et al., 2009). Die schwere Kette besitzt eine variable Domane (V) und drei konstante
Domanen (Cu1, Cx2, Cu3) (Abb.1.6A) (Davies et al., 1975). Im Gegensatz dazu besteht die leichte
Kette zwar auch aus einer variablen Domane (V) allerdings nur aus einer konstanten Doméane
(CvL). Die variablen Domanen der leichten und schweren Kette bilden gemeinsam die Antigen-
Bindetasche, wobei die hochselektive Bindung Gber die CDRs vermittelt wird (Kabat & Wu, 1971)

(Abb.1.6B) welche von konservierten Regionen umgeben sind (Wu et al., 1975).

A IgG1
Favy (=110 kDa) (=150 kDa) SChW_ere Kette (HC) F4 Fragment (~25 kDa)
| Leichte Kette (LC) LC (~25 kDa)
Vi
V, V,
\ L " \ 74

&5 / S, &% & “Sss. -

oo Papain G Papain — >0 kDa)

-5-8-

- _ 5
+ Cystein
Cy2 Cy2
F.(~ 50 kDa)
Cy3 Cy3

Abb. 1.6: Schema der IgG1-Antikorperspaltung und Generierung eines
Fab-Fragments durch Zugabe der Cysteinprotease Papain

A) Ein IgG-Antikorper besteht aus zwei identischen leichten Ketten (gelb) und zwei
identischen schweren Ketten (blau) die (ber Disulfidbriicken (orange) zu einem
Tetramer verknupft sind. Wird ein IgG1-Antikdrper mittels Papain unter Zugabe von
freiem Cystein gespalten, so erhalt man zwei Fap-Fragmente und ein Fc-Fragment
(verandert nach (Liddell & Cryer 1991). Ohne die Zugabe von freiem Cystein ist die
Spaltstelle in der Gelenkregion fur das Papain nicht zugéanglich, sodass die Spaltung
weiter C-terminal erfolgt und ein Fb2-Produkt generiert wird. Die noch verleibende
Anzahl von intermolekularen Disulfidbriicken nach Papainbehandlung zwischen den
beiden schweren Ketten ist unbekannt. Deshalb wurde die Gelenkregion nach
Antikorperspaltung hier lediglich nur noch mit einer Disulfidbriicke dargestellt. B)
Darstellung der Sekundarstrukturelemente des Fab-Fragments. Das Fab-Fragment
besteht aus der leichten Kette (gelb) und dem Fd-Fragment (blau). In den variablen
Regionen beider Ketten (VL und V) befinden sich jeweils 3 CDRs (rot).
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Diese CDRs bilden strukturelle Schleifen aus (Poljak et al., 1973), die auch als Bindungsloops
bezeichnet werden. So besitzt jede Bindetasche sechs dieser hypervariablen loops, drei der HC
und drei der leichten Kette, welche die Antikérperspezifitat und Affinitdt zum Antigen bestimmen.
Die Gelenkregion des Antikérpers befindet sich in der Kontaktflache zwischen den beiden
schweren Ketten. Diese kann Mithilfe von Papain, einer Cysteinprotease, gespalten werden
(Porter, 1959) (Abb. 1.6A). Abhangig von der Prasenz von Reduktionsmitteln wie freiem Cystein
ist es mdglich, mittels Papain entweder zwei Fa,-Fragmente (fragment antigen binding) oder ein
F@bye-Fragment zu generieren (Parham et al., 1982; Brown et al., 1987). Ohne die Zugabe von
freiem Cystein ist die Gelenkregion aufgrund der oxidierten Antikdrper-Cysteine in Form von
Disulfidbriicken blockiert, sodass die Spaltung C-terminal der Disulfidbriicken mit der
Generierung eines Fay)2-Fragments erfolgt (Parham et al., 1982). Der Fc-Teil des Antikdrpers

wird somit in Abhangigkeit der Spaltstelle mit unterschiedlicher N-terminaler Lange produziert.

Das Fa-Fragment wird gebildet, indem zunachst die Disulfidbriicke(n) in der Gelenkregion durch
einen Thiol-Disulfidaustausch (durch Zugabe von freiem Cystein) geldst und so die Zielspaltstelle
des Antikorpers fur das Papain zuganglich gemacht wird (Adamczyk et al., 2000). In den meisten
Fallen wird das Cystein in niedriger Konzentration dazu gegeben (1-10 mM), da man eine weitere
Reduktion der Disulfidbriicken zwischen leichter Kette und schwerer Kette verhindern will
(Adamczyk et al., 2000). Das Fa-Fragment besitzt eine Antigenbindetasche und besteht aus der

leichten Kette und einem Teil der schweren Kette - dem Fq4-Fragment (Abb. 1.6 A rechts, B).

Zudem entsteht nach Papainbehandlung ein Fc-Fragment (fragment crystallizable), welches
durch eine oder mehrere Disulfidbriicke(n) mit dem identischen Nachbar-F.-Fragment zu einem
2xFc-Fragment verbrickt sein kann (Marler et al., 1964; Adamczyk et al., 2000). Der F.-Teil ist
verantwortlich fir die Effektorfunktion des AK, welches die Initiation von Phagocytose Uber
Mikrogliazellen als auch die Auspragung von ADCC (Antikdrper-abhangige Zell-vermittelte
Zytotoxizitat) und CDC (Komplement-abhangige Zytotoxizitat) im Koérper beinhaltet. Fur die
Strukturlésung der Antigenbindungsstelle spielt dieser Teil des AK jedoch keine Rolle und soll

somit nicht weiter erlautert werden.

Durch die Generierung des Fap-Fragments erhalt man einen verkleinerten Bereich des
Antikérpers, der fir eine Rontgenstrukturanalyse geeignet ist und die nétige strukturelle
Information Uber die Antigenbindung liefert. Aus diesem Grund wird diese Methode vorzugsweise
verwendet, um Strukturen von Liganden, gebunden in diesen Antikdrperbindetaschen,

aufzuklaren.
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1.5 Publizierte Fab/AB-Strukturen

Gardberg et al. publizierten zum ersten Mal die Struktur zweier muriner Fa-Fragmente (PFA1
und PFA2), die jeweils im Komplex mit einer kurzen Variante des ApB-Peptids (AB1-8,
DAEFRHDS) vorlagen (Gardberg et al., 2007; Ap-Bindungsmodus 1 siehe Abb. 1.7). Die Reste
des AB-Peptids, die an der Bindung beteiligt waren, entsprechen den Aminosauren AR (3-7),
sodass die beiden N-terminalen Aminosauren des AB-Peptids - Aspartat und Alanin - aus der
Bindetasche des Fa,-Fragmentes herausragten. Die Affinitaten lagen bei 60 nM (PFA1) und 280
nM (PFA2). Betrachtet man die Gesamtstruktur dieses AB1.s-Peptids in der Bindetasche, so zeigt
sich, dass es hauptsachlich oberflachenexponiert vorliegt, wobei Phenylalanin und Histidin die
beiden einzigen Reste darstellen, die in einer Senke der Bindetasche festgehalten werden. Das
hat zur Folge, dass die beiden AK PFA1 und PFA2 auch Kreuzreaktivitaten mit anderen human
Proteinen wie z.B. GRIP1 (glutamate receptor interacting protein) und ROR2 (tyrosin protein
kinase transmembran receptor) zeigten, da diese ahnliche Aminosauresequenzen besitzen.
Daruber hinaus wurde publiziert, dass diese beiden AK auch AB,es.s mit einer um die 50-fach
schwacheren Bindung (Kp = 3-12 uM) erkennen. Mit der Auflésung der Struktur des Fao/ABpe3-s-
Komplexes konnte gezeigt werden, dass das N-terminale Pyroglutamat des APByes-s-Peptids

Uberhangt und weniger an der Bindung beteiligt ist (Gardberg et al., 2009).

Ein weiterer AB-AK, dessen Struktur geldst und publiziert wurde, war der WO2-Antikérper (Miles
et al., 2008), welcher bereits zuvor in einigen Studien zur Detektion des A 1-40/42 Verwendung
fand (Ida et al., 1996). Dieser murine Antikérper, im Komplex mit entweder AB1-16 oder AB31-28
zeigte in seiner Struktur keine deutlichen Konformationsunterschiede in der AB-Bindungsregion
im Vergleich zum bereits beschrieben PFA1- und PFA2-Antikérper (Gardberg et al., 2007) (Abb.
1.7A). Lediglich in CDRS3 der schweren Kette konnte eine unterschiedliche Orientierung des loops
detektiert werden. Die Ausrichtung der AB-Seitenketten war allerdings fast identisch, sodass man
sagen kann, dass Phe4-His6 des AB-Peptids die notwendigen Aminosaureseitenketten fir die N-
terminale AB-Erkennung sind und somit das Kernepitop darstellten. Von Basi et al. wurden drei
weitere AK publiziert, deren Fap-Strukturen im Komplex mit AB1-7 alle dhnlich waren. Ebenso
zeigten sie die gleiche Bindungsart, wie sie zuvor auch von Gardberg und Miles demonstriert
wurden, sodass man zunachst annahm, dass das AB-Peptid N-terminal nur eine Konformation
besitzt und sich diese deshalb in allen bisher publizierten Fa,-Komplexen wiederspiegelt (Basi et
al., 2010). Diese These wurde dadurch verstarkt, dass die N-terminale Konformation des AB1-7
mit der bereits ebenfalls geldsten Struktur des ABP1-40 in der Bindetasche desselben AK
Ubereinstimmte. Allerdings besalRen diese drei AK trotz des gleichen AB-Bindungsmodus (BM)
verschiedene Fahigkeiten kontextabhangige Angstdefizite (contextual fear deficits) in AD-
transgenen Mausen zu revertieren. Man vermutete, dass diese Differenzen durch eine
unterschiedliche Bindung an AB-Monomere, Dimere, Oligomere bzw. AB-Aggregate,
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hervorgerufen werden kénnten (Bard et al., 2003; Basi et al., 2010). Die einzigen strukturellen
Unterschiede, die wiederum hauptsachlich in der Konformation des CDR3-/oops der schweren
Kette aller drei Antikdrper detektiert wurden, koénnten der Grund fir die unterschiedliche
Therapieeffizienz in Mausen sein. So wurde geschlussfolgert, dass die offene Konformation des
HC-CDR3-/oops im AK12A11 die Bindung von AB-Dimeren bzw. Multimeren zulasst und so nach

Administration in transgenen Mausen die Verbesserung der kognitiven Eigenschaften bewirkt.

Die Fap-Struktur des Ap-spezifischen AK Gantenerumab (ein AK welcher bereits in der klinischen
Phase Il getestet wurde, siehe Tab. 1.2), welcher sowohl den N-Terminus als auch die mittlere
Region des AB-Peptids erkennt, stellt einen zweiten Bindungsmodus dar (Ap-Bindungsmodus 2;
Abb. 1.7B) (Bohrmann et al., 2012). Das AB1.11-Peptid zeigt dabei ebenfalls eine ausgedehnte
Struktur entlang der Antigenbindungsregion des Antikorpers, allerdings befindet sich das Aspartat
1 des AB-Peptids an dem CDR3-loop der schweren Kette (H3), wahrenddessen im
Bindungsmodus 1 dort der C-Terminus des AB-Peptids lokalisiert ist. Das heif3t, dass im Vergleich
zu den bisher publizierten anderen Strukturen das AB-Peptid um 180° gedreht in der Bindetasche
vorliegt. Da jedoch die Koordinaten in der PDB nicht zugénglich sind, konnte das genaue Epitop

nicht weiter analysiert werden.

Abb. 1.7: Darstellung der N-terminalen AB-Bindung in der Antigenbindetasche verschiedener Fap-Strukturen
A) Exemplarisch fiir alle bis 2010 publizierten Fapb-AB-Strukturen ist hier die Struktur des AB+-7-Peptids (gelb) in der
Bindetasche des AK12A11 (PDB:3IFL) gezeigt (Basi et al., 2010). Aspartat 1 (D1) und Alanin 2 (A2) ragen aus der
Bindetasche heraus, wahrenddessen Phenylalanin 4 (F4), Arginin 5 (R5) und Histidin 6 (H6) das Kernepitop fir die
Bindung darstellen. Der CDR3-/oop der schweren Kette (H3) ist dunkelcyan eingefarbt und befindet sich am C-
Terminus des AB1-7-Peptids (AB -BM 1). B) Struktur von Gantenerumab (Koordinaten sind nicht verfugbar in der PDB)
reprasentiert den AB-BM 2. Ubernommen aus (Bohrmann et al., 2012). Aspartat 1 (D1) befindet sich in der Néhe des
CDR3-loop (H3). Das AB-Peptidi-11 liegt oberflachenexponiert vor. C) Struktur von Bapineuzumab (PDB: 4HIX): N-
Terminus des AB1.6-Peptids liegt zwischen der Kontaktflache von schwerer und leichter Kette. Histidin 6 (H6) stellt den
C-Terminus des kurzen Peptids dar und ragt aus der Bindetasche heraus. Die Struktur von Bapineuzumab
reprasentiert den AR-BM 4.
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Tab. 1.3: Bisher veroffentlichte F.,/AB-Strukturen

Antikorper AB- Fab/AB KoinnM BM Kernepitop Referenz
Antigen PDB code (Mo-
nomer)
PFA1 1-8 2IPU 60-120 1 4FRHe Gardberg et al. 2007
pE3-8 3EYS 3000
PFA2 1-8 2ROW 160-280 1 4FRHe Gardberg et al. 2007
pE3-8 12200
w02 1-16, 1-28  3BKJ, 3BAE 1 4FRHe Miles et al. 2008
12A11 1-7 3IFL 8,4 1 4FRHe Basi et al. 2010
1-40 3IFN
12B4 1-7 3IFO 54,5 1 4FRHe Basi et al. 2010
10D5 1-7 3IFP 24,5 1 4FRHe Basi et al. 2010
Gantenerumab 1-11 - 0,6-17 2 Dy 4FRHs Y10 Bohrmann 2012
Aducanumab 1-11 - - 3 3EFRHe Bussiere et al., 2014
WO0O/2014/089500
Bapineuzumab 1-28 4HIX 4 1DAEFRs Miles et al. 2013
1-10 2,1 Feinberg et al. 2014
3D6 1-7 40NF 4 1DAEFRs Feinberg et al. 2014
1-5 3-5 DeMattos et al. 2012
1-40 40NG Feinberg et al. 2014
Ponezumab 17-40 3U0T 0.3 * 30AlIGLMVG La Porte et al. 2012
GVVao
Solanezumab 12-28 4XXD 0,004 * KisF19F20D23  Crespi et al., 2015

BM = Bindungsmodus, kursiv markiertes Epitop: aufgrund von fehlenden Koordinaten nur vermutet.
* Solanezumab/Ponezumab bindet in der mittleren bzw. C-terminalen Region des AB-Peptids und kann daher nicht
den vier N-terminalen AB-Bindungsmodi zugeordnet werden, da es einen unabhangigen BM darstellt.

Ebenfalls ist die Struktur des mit dem WO/2014/089500-Patent (Bussiere et. al., 2014)
veroffentlichten AB-spezifischen Antikérpers Aducanumab nicht erreichbar. Allerdings wird
beschrieben, dass das AB-Peptid in der Bindetasche eine ausgedehnte Struktur einnimmt,
ahnlich des oben gezeigten Bindungsmodus 1 des 12A11-Antikérpers. Jedoch variiert das
gebundene AB-Kernepitop leicht, da neben den Aminosauren F4-H6 zusatzlich das Glutamat 3
des AB-Peptids in eine Einbuchtung zwischen LC und HC integriert, sodass man diese Bindung

als Ap-Bindungsmodus 3 deklarieren kann (Tab. 1.2).

Eine andere Struktur eines AB-spezifischen Fa- Fragments wurde von Miles et al. 2013
veroffentlicht (Miles et al., 2013). Diese Struktur des in der klinischen Phase bereits getesteten
humanisierten AK Bapineuzumab (Tab.1.1) zeigt, dass der N-Terminus des AB —Peptids in der
internen Kontaktflache zwischen leichter und schwerer Kette eingeschlossen wird, sodass die
Aminosaurenseitenketten 1{DAEFRs das Epitop darstellen (AB-Bindungsmodus 4; Abb. 1.7C). Das
nachfolgende Histidin 6 des AB-Peptids ragt aus der Bindetasche heraus und spielt eine
geringere Rolle als in der Erkennung des AB-Peptids durch die Antikérper PFA1/PFA2, WO2,
12A11, Gantenerumab oder Aducanumab. Der N-Terminus des AB-Peptids selbst zeigt dartber

hinaus eine helikale Struktur, beginnend mit dem Aspartat 1. Der murine Parentalantikérper (3D6)
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des humanisierten AK Bapineuzumab, dessen Fao/AB-Struktur erst nachtraglich 2014
veroffentlicht wurde, zeigt in seiner AB-Bindungsregion die gleiche Ausrichtung der CDRs als
auch des gebundenen kurzen AB-Peptids (Feinberg et al., 2014). So ist anzunehmen, dass die
wichtigen Bindungsdeterminanten bereits schon in der Struktur des murinen Parentalantikérpers
enthalten sind, die anschlieend in den humanisierten AK Ubernommen werden. Die
Strukturaufklarung der murinen Antikorper ist daher von grofer Bedeutung und spielt eine
zentrale Rolle in der Entwicklung von therapeutischen Antikdrpern. Zusammenfassend wurden

fur die N-terminale Bindung bisher 4 verschiedene AB-Bindungsmodi beschrieben.
1.6 ABpes-spezifische Antikorper

Innerhalb der letzten 5 Jahre wurden verschiedene Antikdrper gegen das AByes-Peptid entwickelt
und in diversen Studien getestet. Zum Beispiel zeigte der AK 9D5 (siehe auch Abschnitt 1.2.3) in
einer passiven Immunisierungsstudie gegen niedrig molekulare ABpes- Oligomere in 5XFAD-
Mausen eine Verringerung der generellen plaque-Ablagerung und eine Abnahme des ABpes-

Gehalts sowie eine therapeutische Verbesserung der kognitiven Leistungen (Wirths et al., 2010).

Einem AB.es-spezifischen AK, welcher nur plaque-gebundenes ABpes42 erkennt, stellt der mE8-
AK dar. Dieser zeigte nach Behandlung von transgenen PDAPP-Mausen eine Verringerung der
AB-plaques ohne Nebenwirkungen (DeMattos et al. 2012), allerdings nur in einer therapeutischen
Anwendung und nicht in einer vorbeugenden Studie. Im Mai 2013 startete Eli Lilly eine Phase-1-
Studie mit 100 Patienten, welche milde kognitive Beeintrachtigungen als auch Alzheimer
Erkrankung aufwiesen. Die Teilnehmer zeigten nach mE8-Behandlung einen positiven amyloiden
Florbetapir—PET-Scan, welcher mit der Abnahme von amyloiden Ablagerungen einhergeht
(Tab.1.2). Die Studie ist allerdings bis heute noch nicht beendet (https://clinicaltrials.gov).
Ebenfalls wurde bei der Alzheimer’s Association International Conference in Kopenhagen 2014
von Eli Lilly bekannt gegeben, dass eine gleichzeitige Behandlung von Mausen mit dem Afpes-
spezifischen AK me8 und einem B-Sekretase-BACE 1-Inhibitor zur Reduktion von kompakten und
diffusen Plaques flihrt, wobei angenommen wird, dass ein synergistischer Effekt durch die

Verwendung solch einer kombinatorischen Therapie auftritt (www.alzforum.org).

Ein weiterer ABpes-spezifischer AK (mAb07/1), welcher in vitro sowohl monomeres, oligomeres
und fibrillares ABpes erkennt, wurde bereits in einer Pilotstudie in einer AD-transgenen Mauslinie
(APPswe/PS1AE9) praventiv und therapeutisch getestet (Frost et al., 2012). In dieser Studie
wurden die Mause in einem Alter von 5,8 - 13,8 Monaten, in der die AB-Ablagerung erst beginnt,
zunachst praventiv wochentlich mit dem AK immunisiert. Nach dieser praventiven Behandlung
war der ABpes- als auch der generelle AB-Gehalt und die fibrillaren amyloiden Ablagerungen im
Cortex, Hippocampus und Cerebrellum reduziert, was dafir spricht, dass das AByes-Peptid an der

Aggregation und/oder der Ablagerung von multiplen AB-Spezies beteiligt sein kénnte. Gleiche
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Ergebnisse wurden auch in einer therapeutischen Anwendung erzielt. Man kann daher
annehmen, dass der AK sein target bereits vor der AB-Ablagerung im Gehirn als auch mit
fortschreitendem Krankheitsbild detektiert. Er muss also in der Lage sein, sowohl |8sliches als

auch abgelagertes AByes-Peptid zu binden.

1.7 Zielstellung der Arbeit

Die bisher dargelegten Ergebnissen aus in vitro und in vivo Studien zeigen, dass ABpe3 eine
ausschlaggebende Rolle in der Entstehung von AD haben muss, sodass dieses modifizierte AB-
Peptid als vielversprechendes therapeutisches tfarget genutzt werden konnte. Die bisher
durchgeflihrten immunotherapeutischen Studien gegen dieses target beschranken sich bisher
auf Arbeiten mit transgenen AD-Mausen als auch einer beginnenden Phase 1 Studie an 100
Patienten in Behandlung mit dem humainiserten Appes-Antikorpers LY3002813 von Eli Lilly.
Allerdings konnten erste Erfolge des ABpes-spezifischen AK ohne das Auftreten von
Nebenwirkungen dort bereits demonstriert werden (siehe Abschnitt 1.6). Strukturelle
Eigenschaften dieser Art der spezifischen N-terminalen AB-Bindung sind bisher noch vdllig
ungeklart, lediglich die N-terminale Bindung des AB1x konnte in vier verschiedenen Bindungsmodi
gezeigt werden (siehe Abschnitt 1.5). Da die AB-Immunotherapie im Moment noch eine der
vielversprechendsten Methoden fir die Behandlung der Alzheimer Erkrankung darstellt, ist die
Erforschung der AK/AB-Bindungen ein wichtiger Punkt fir die Entwicklung von therapeutischen

Antikorpern geworden.

Im Vorfeld der Arbeiten wurden von der Probiodrug AG drei verschiedene Hybridomaklone
selektiert, die murine ABpes-spezifischen AK sekretieren. Bei einem dieser AK handelt es sich
dabei um den bereits von Frost et al. 2012 getesteten mAbQ7/1, der in der folgenden Arbeit als
Antikoérper c#6 bezeichnet wird. Dieser AK lag fir die experimentellen Analysen bereits in
gereinigter Form vor, wahrenddessen die Genotypisierung und Expression der AK-Gene von AK
c#24 und c#17 als auch deren Proteinreinigung eine beginnende Aufgabe dieser Arbeit darstellt.
Mittels Oberflachenplasmonresonanz sollen zunachst die Affinitadten der drei AK bestimmt und
untereinander verglichen werden, wobei das Assoziations- und Dissoziationsverhalten des ABpes-
Peptids untersucht werden soll. Zur Aufklarung des Bindungmodus sollen mittels
Rontgenkristallografie die Strukturen der Fa-Fragmente im Komplex mit ihren ABpes-
Bindungspartnern analysiert werden. Darlber hinaus stellt ein weiteres Ziel dieser Arbeit die
funktionelle Analyse der AK dar. Dazu soll in einem konzentrationsabhangigen Thioflavin T-
Fluoreszenz-Assay der Einfluss der AK auf die AB-Fibrillenbildung getestet und mittels
Transmissions-Elektronenmikroskopie die Morphologie der Fibrillen mit Zugabe der AK
untersucht werden.
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Mit Hilfe der Analyse der thermodynamischen Bindungseigenschaften und der Aufklarung der
strukturellen Merkmale drei verschiedener ABqes-spezifischen AK im Komplex mit ihrem Liganden
ist es moglich, die molekularen Besonderheiten verschiedener Bindungsmodi zu betrachten.
Ebenfalls kénnten die strukturellen Daten genutzt werden, um den Mechanismus der APpes-
Bindung zu verstehen und dartber hinaus Bindungsdeterminanten zu identifizieren, die fir das
Struktur-basierte Design eines therapeutischen humanisierten Antikorpers in der AB-

Immuntherapie von Bedeutung ist.
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2 Material und Methoden

Material und Methoden

2.1 Chemikalien- und Materialverzeichnis

2.1.1 Chemikalien

Tab. 2.1: Chemikalien

chemische Substanz

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid; Rotiphorese 30
Agar-Agar

Agarose

APS

Bromphenolblau

Coomassie Brillant Blau G 250
Dithiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Essigsaure

Ethanol >99,9%
Ethidiumbromid-Losung 1 %
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
L-Glutamin

Glycerol

Glycin

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kaliumsulfat

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Methanol

s-Mercaptoethanol 98 %
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

PEQIlab (Erlangen)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Schnelldorf)
Sigma-Aldrich (Schnelldorf)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

ICN (Aurora, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Schnelldorf)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

~ e~~~ o~ o~

Natriumhydroxid Roth (Karlsruhe)

TEMED Roth (Karlsruhe)

Pepton Duchefa (Haarlem, Niederlande)
Phosphorsaure Sigma-Aldrich (Schnelldorf)
Ponceau-S Merck, Darmstadt

Salzsaure 37 % Roth (Karlsruhe)

Tris Roth (Karlsruhe)

Tween 20 Roth (Karlsruhe)

2.1.2 Kits

ClonedJet™ PCR Cloning Kit
GeneJET™ Plasmid Mini Prep Kit

Fermentas (St. Leon-Roth)
Fermentas (St. Leon-Roth)

JETQUICK PCR Product Purification Spin Kit 50 Genomed (Lohne)

NucleoSpin® RNA Il Purification Kit

Macherey Nagel (Duren)
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Amine Coupling Kit GE Healthcare (Minchen)
IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit Roche

Kristallisations-screening-Kits

fur das initiale screening:
Hampton Research
Molecular Dimension Morpheus™
Sigma Crystallization Basic Kit
Sigma Crystallization Extension Kit
Sigma Crystallization Low lonic Strength Kit
Sigma Crystallization Cryo Kit
Jena Bioscience JBScreen classic
Jena Bioscience JBScreen JCSG ++

Kristallisations-Additiv-Screening- Hampton Research

Kit

2.1.3 Standards
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Roth)
PEQIab DNA-Ladder Plus (100 bp) PEQIab (Erlangen)

2.1.4 Peptide

Alle in den Bindungsstudien verwendeten C-terminal verkiirzten humanen AB-Peptide (AB1-1s,
AB2-18, ABs3-18, ABpe3-18, AP4-18, ABpe3-18D7A) als auch das murine AB-Peptid (mABpes-1s) und das im
dot blot verwendeten volllangen AR-Peptide ABpes40 wurden von der Firma Probiodrug
synthetisiert. Die Synthese der Peptide wurde durch das standartisierte Verfahren, der
sogenannten fmoc solid phase peptide synthesis-Methode, hergestellt (Chan & White , 2000).
Dazu wurden die Peptide in einem 60 pmol-Ansatz an Biotin-PEG-Novatag™ oder Rink-Amid-
Harz (Merck Millipore) synthetisiert. Die Synthese wurde an einem vollautomatischen Symphony
Synthesizer (Rainin) durchgeflihrt. Fmoc-Aminosauren wurden durch Zugabe einer aquimolaren
Menge von TBTU/NMM in DMF aktiviert. Die Fmoc-Entschitzung wurde mit 20 % Piperidin in
DMF vorgenommen. Abspaltung des Harzes und Entfernung aller Seitenkettenschutzgruppen
wurde durch die Inkubation mit einem Mix aus TFA/EDT/TIS/dH.0O (94:2.5:2.5:1) flr 4 h erreicht.
Die Peptide wurden durch die Zugabe von kaltem Diethylether gefallt. Die Rohpeptide wurden

durch Filtration, Ldsen in Acetonitril/Wasser und anschlieRende Reinigung durch praparative
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HPLC (Acetonitril/dH.O-Gradient; Phenomenex Luna C(18) Saule) gereinigt. Die Reinheit und
Indentitat der Peptide wurde durch analytische HPLC und MALDI-MS Gberprift.

Die volllangen AB-Peptide AB142 und ABpes-42, welche in den Fibrillierungsstudien im ThT-Assay

verwendet wurden, wurden bei der Firma Bachem bestellt.

2.1.5 Enzyme und dafiir benétigte Losungen

dNTP-Mix Promega

DTT (0,1 M)

First strand buffer (5 x) Invitrogen
Ligationspuffer Fermentas

Phusion DNA-Polymerase (2 U/pl)
Phusion HF-Puffer (5 x)
Reaktionspuffer fur Ligation (2 x)
SuperScipt™ Il Reverse Transkriptase
T4 DNA-Ligase (3 U/pul)

2.1.6 E. coli-Stamme und Zellen
E. coli (DH5q)

Hybridomazellen

2.1.7 Plasmide
pJET1.2/blunt Cloning Vector

2.1.8 Oligonukleotide

(Mannheim)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)
(Groningen, Niederlande)

(ST. Leon-Roth)

New England Biolabs (Schwalbach)
New England Biolabs (Schwalbach)
Fermentas (St. Leon-Roth)
Invitrogen (Karlsruhe)

Fermentas (St. Leon-Roth)

Invitrogen (Karlsruhe)
Probiodrug AG (Halle, Saale) in Kooperation
mit BioGENES GmbH (Berlin)

Fermentas

2.1.8.1 Oligo (dT)-Primer fiir die cDNA-Synthese

Der fur die cDNA-Synthese verwendete Oligo (dT)-Primer stammte von der Firma Invitrogen

(Karlsruhe). Oligo (dT)-Primer: 5°-TTTTTTTTTTTTTTT-3

2.1.8.2. Primer fiir die Amplifikation der Antikorperketten-DNA-Sequenz

Die Primer fur die Amplifikation der DNA-Sequenz der leichten und schweren Antikdrperkette

(Tab. 2.2) stammen von der Firma Metabion (Martinsried)
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Tab. 2.2: Primerbibliothek zur Amplifikation der Antikorperketten-DNA-Sequenz

Antikorperkette  Primername Sequenz

forward-Primer MKV1 ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTG

Lv 5°¢ MKV2 ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGTG
MKV3 ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG
MKV4 ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG
MKV5 ATGGATTTWCAGGTGCAGATTWTCAGCTTC
MKV6 ATGAGGTKCYYTGYTSAGYTYCTGRGG
MKV7 ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG
MKV8 ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG
MKV9 ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG
MKV10 ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT
MKV11 ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC

reverse-Primer
Lc 3¢ MKC ACTGGATGGTGGGAAGATGG

forward-Primer

Hv 5¢ MHV1 ATGAAATGCAGCTGGGGCATSTTCTTC
MHV2 ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT
MHV3 ATGAAGWTGTGGTTAAACTGGGTTTTT
MHV4 ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRTTT
MHV5 ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTT
MHV6 ATGGCTTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTGC
MHV7 ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT
MHV8 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG
MHV9 ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATTCCTG
MHV10 ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG
MHV11 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG
MHV12 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTG

reverse-Primer

Hc 3¢ MHCG1 CAGTGGATAGACAGATGGGGG
MHCG2a CAGTGGATAGACCGATGGGGC
MHCG2b CAGTGGATAGACTGATGGGGG
MHCG3 CAAGGGATAGACAGATGGGGC

Modifizierte Basenpaarung: R=A oder G; Y=Coder T; S=Coder T;W=Aoder T; K=G oder T; M = A oder C

2.1.8.3. pJet1.2-Sequenzierungsprimer
Die zur Sequenzierung des Inserts in pJet1.2 verwendeten Primer stammten von GATC
(KoIn). pJet 5'seq: 5-ACTGCTTTAACACTTGTGCCTGAACAC-3"

pJet 3'seq: 5-ACGGTTCCTGATGAGGTGGTTAGC-3"

2.1.9 Medien und Zusatze fur die Zellkultur
DMEM*-Medium: DMEM/F-12
+ 15 % (v/v) FBS Ultra-Low IgG
+ 0,06 mg/ml Gentamycin
+1 % MEM-NEAA

DMEM/F-12 Invitrogen (Karlsruhe)
besteht unter anderem aus 0.5 mM NaHCO3; 2,5 mM L-Glutamin; 17,5 mM D-Glukose,
Vitaminen und Aminosauren. Die genaue Zusammensetzung ist auch unter
http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/technical-resources/media-

formulation.55.html nachzulesen.
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FBS Ultra-Low IgG (Invitrogen (Karlsruhe):
Zusammensetzung nicht bekannt, besitzt allerdings eine Reihe an wichtige

Wachstumsfaktoren. Der IgG-Gehalt ist < 0,1ug/ml

Gentamycin Invitrogen (Karlsruhe)

H -SFM* H-SFM
+ 0,06 mg/ml Gentamycin

H-SFM Invitrogen (Karlsruhe)
Besteht aus < 25 pg/ml Gesamtprotein und enthalt bereits 4 mM L-Glutamin. Zugabe

von FBS ist nicht notwendig.

LB-Medium: 1%  (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NacCl

LB-Agar-Amp-Platten: LB-Medium
+ 1% (w/v) Agar
+ 100 pg/ml - Ampicillin

L-Glutamin Invitrogen (Karlsruhe)
MEM-NEAA Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.10 Kommerziell-erhiltliche Puffer
Casy®-Ton Scharfe System (Reutlingen)
HBS-EP (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NacCl,
3 mM EDTA, 0,005% v/v Surfactant P20)

Biacore (Freiburg)

2.1.11 Lésungen und Puffer

2.1.11.1 dot blot
Blockierungslésung: 5% Milchpulver in TBST
Ponceau-S-Lésung: 48 mM Tris-Base 0,5% (w/v) Ponceau-S
39 mM Glycin 1% (v/v) Essigsaure
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TBST: 150 mM NaCl
20 mM Tris (pH 7,8)
6,7 uM KCI
0,05 % Tween 20
goat-anti-mouse-IgG-HRP (sc-2005) Santa Cruz
Super Signal West Pico Chemiluminescent Thermo Scientific

Substrate (ECL1 & 2)

2.1.11.2 modifizierte Puffer bei der Oberflichenplasmonresonanz-Methode
HBS-EP+T20: 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,05% v/v Tween20
HBS-EP+NaCl: 10 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% v/v Tween20

2.1.11.3 ThT-Fluoreszenz-Assay

Phosphatpuffer: 50 mM NazHPO,, 150 mM NaCl, pH8
80 uM Thioflavin T- (ThT) Stammlésung : Sigma-Aldrich , gelést in Phosphatpuffer
100 % 1,1,3,3,3-hexafluoro-2-isopropanol (HFIP): Sigma-Aldrich

geschwarzte 96-well Assay Mikroplatten mit Costa®, Nr. 3631

durchsichtigem Boden
2.1.11.4 Transmissions-Elektronenmikroskopie

Uranylacetat 1 % (w/v)

Formvar-bedeckte Kupfer-grids Plano GmbH (Wetzlar)
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2.1.12 Geriate und Zubehor

Tab. 2.3: Gerédte und Zubehor

Gerat Typ und Hersteller
AKTA™purifier GE Healthcare (Miinchen)
Biacore 3000 Biacore (Freiburg)
Biacore Zubehor CM5-Sensorchop (GE Healthcare , Miinchen)
Casy® Zellzahler Scharfe System (Reutlingen)
Chromatographiesaulen Superdex75, Amersham Biosciences (Freiburg)

Protein G-Saule 5 ml, GE Healthcare (Miinchen)
Protein G-Saule 1 ml, GE Healthcare (Minchen)

CO2-Inkubator IR Sensor MCO 18 AIC Sanyo (Bad Nenndorf)
mit Orbital Shaker

Dialysemembran Sectra/Por MWCO 6-8000 Da Spectrumlabs (Breda,
Niederlande)
Dialyseschlauche Visking Cellulose MWCO 14 kDa, Roth

(Karlsruhe)
Elektronenmikroskopie Zeiss LIBRA 120, Carl Zeiss Microscopy GmbH
Elektrophoreseapperaturen Agarose-Elektrophoresekammer, OWL Separation Systems

(Rochester, USA)

Elektrophoresenetzgerat PowerPac Basic Bio-Rad (Minchen)
SDS-Elektrophoresekammer Bio-Rad (Miinchen)
Elektrophoresenetzgerat EPS 301 Amersham Pharmacia
Biotech (NUmbrecht)

Flourometer NOVOstar Microplate Reader, BMG labtech
Fusion Fx7 PeqLab Biotechnologie GmbH
Mini-Inkubator GFL
pH-Meter inoLab pH 720, WTW (Weilheim)
Pipettierrobotor Mycrosys SQ, Cartesian

Zinsser-Analytik, Frankfurt/M
Réntgenanlage MicroMax 007 Generator, Rigaku

Osmic Spiegeloptik, Rigaku
Saturn 944 CCD Detektor, Rigaku

Schittelkolben 125 ml Corning Incorporated (Corning, USA)
Spektralphotometer NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific (Rockford, USA)

Spektralphotometer Specord S600, Analytic Jena

VP-ITC MicroCalorimeter MicroCal (Northampton, USA)

Zellkulturflaschen T-Flaschen 25, 75, 175 und TPP (Trasadingen, Schweiz)
Zentrifugalkonzentratoren Vivaspin 500 (MWCO 5.000 PES), Sartorius

U-Tube™ Concentrator , Calbiochem 6-10, 10 kDa cut off

Zentrifugen Kahlzentrifuge Allegra™ X-22R, Zentrifugenrotor SX 4250,
Beckman Coulter (Krefeld)
Kihlzentrifugen Avanti™ J-20 und J-301 , Zentrifugenrotor JLA
16.250, Beckman (Mlnchen)
Zentrifuge Allegra™ 21, Zentrifugenrotor S 4180, Beckman
Coulter (Krefeld)
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2.1.13 Software
BlAevaluation

CCP4 Program Suite 6.4.0
ExPASy

Microcal

Origin 7.0

PyMOL

WinCOOT Version 0.7

Material und Methoden

Biacore (Freiburg)

Swiss Institute of Bioinformatics (Lausanne,
Schweiz)

Microcal LLC (USA)

OriginLab (Northampton, USA)

Schrédinger (Mannheim)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Ermittlung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mithilfe des Casy® Zellzahler unter Verwendung des Casy®-Ton Puffers
durchgeflhrt. Dazu wurden die Zellen mit einer Dichte von ~ 2 - 3x108 Zellen/ml zunachst bei 300
x g fir 5 Minuten (Zentrifuge Allegra™ 21) herunter zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Die Zellen wurden in 10 ml vorgewarmtes Medium (37°C) aufgenommen und 100 ul davon fiir
die Zellzahlbestimmung entnommen. Diese wurden 1:10 mit Medium verdiinnt und 100pl dieser
Verdinnung anschlie®end mit 9900 ul Casy®-Ton Puffers versetzt. Die Ermittlung der Zellzahl
mittels Casy® Zellzahler erfolgt Uber die zu vorige Bestimmung der Zellgréfe von 6 - 9,5 ym.
Dabei wurde die Gesamtzellzahl, als auch tote und lebendige Zellen unterscheiden. Zum

erneuten Einsaen der Hybridomazellen wurden nur die lebenden Zellen berucksichtigt.

2.2.1.2 Kultivierung von Hybridomazellen
Niedermolekulare Peptide sind oftmals nur wenig immunogen, sodass die Kopplung eines
Tragerproteins am C-Terminus Uber ein angefligtes Cystein notwendig ist. Aus diesem Grund
wurde an das Antigen mit zuséatzlichem C-terminalen Cystein (pEFRHDS-C) Uber dessen freie
SH-Gruppe das immunogene Tragerprotein keyhole limpet hemocyanin (KLH) gekoppelt. pE-AB-
spezifische Antikérper wurden durch die Immunisierung weiblicher BALB/c-Mause mit einem
Hexapeptid pEFRHDS, konjugiert mit KLH, gewonnen (BioGenes GmbH). Die Generierung der
Antikérper-produzierenden Hybridoma-Klone wurde durch die Fusion von Milzzellen der
immunisierten Maus mit der Myelomzelllinie SP2/0 erreicht. Die Uberstéande der Hybridoma-
Primarkulturen wurden anschlielend bezlglich ihrer Fahigkeit zur Bindung an das ABpes-40 mittels
Oberflachenplasmonresonanz (siehe 2.2.4.1) getestet.
Hybridomazellen wurden aller 3 bis 4 Tage umgesetzt, wobei sie eine Zelldichte von 2 x 106— 3
x108 Zellen/ml besafen. Dazu wurden die nur locker sitzenden Zellen vom Boden abgeklopft und
in ein 50 ml Falcon Uberflhrt , in denen sie dann anschliel®end per Zentrifugation fir 300 g und 5
Minuten (Zentrifuge Allegra™ 21) vom Uberstand getrennt wurden. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Zellen in 10 ml vorgewarmtes DMEM*-Medium aufgenommem und die
Zellzahl ermittelt (siehe 2.2.1.1). AnschlieBend wurden sie zu einer Konzentration von 0.5 x10°
Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 20 ml DMEM*-Medium in 75 cm?, 40 ml DMEM*-Medium
in 175 cm? oder 80 ml DMEM*-Medium in 300 cm? Supensionsflaschen eingesat. Zusatzlich
wurde den nichtadaptierten Zellen frisch aufgetautes L-Glutamin mit der Endkonzentration von 4
mM zugesetzt. Die Zellen wurden im Anschluss bei 37 °C und 5 % CO-Sattigung im CO,-
Inkubator gehalten.
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2.2.1.3 Expression von ABpes-spezifischen Antikérpergenen

Die Expression erfolgte Uber die Kultivierung der Hybridomazellen in Schittelkolben. Dazu
wurden die Zellen zu 0.5 x10° Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 150 ml Medium in 500 ml-
Schuttelkolben oder 300 ml Medium in 1000 ml-Schittelkolben eingesat und fir 6 Tage bei 37 °C
und 5 % CO»-Sattigung im CO2-Inkubator bei 80 rpm geschuttelt. Den nichtadaptierten Zellen
wurde dabei frisch aufgetautes L-Glutamin mit einer Endkonzentration von 4 mM zu Beginn der
Expression zugesetzt. Durch Zentrifugation bei 300 x g fir 5 Minuten (Zentrifuge Allegra™ 21)
wurde der Uberstand geerntet. Die Kultivierung der Zellen wurde solange weitergefiihrt bis ein
Volumen von 1-2 L Zellkulturiberstand erreicht wurde. AnschlieRend wurde mit der Reinigung

der AByes-spezifischen Antikdrper aus dem Zellkulturiiberstand begonnen.

2.2.1.4 Adaption von AK-produzierenden Hybridomazellen an serumfreies Medium

Die AK-produzierenden Hybridomazellen wurden zunachst in DMEM mit fétalem Kalberserum
(FBS low IgG) Kkultiviert. Der FBS-Zusatz ist fir das Wachstum von nicht-adaptierten
Hybridomazellen notwendig, da sich in ihm eine Anzahl von Wachstumsfaktoren befindet. Die
Prasenz von FBS-haltigen Proteinen wie BSA storte die Reinigung der produzierten AK nicht
(siehe Anhang, Abb. 6.1A), allerdings ist es mdglich, dass ein geringer Anteil an bovinen I1gG-
Molekulen im verwendeten FBS die Produktion an AByes-spezifischen AK kontaminiert. Deshalb
sollten die AK-produzierenden Hybridomazellen zunachst an serumfreies Medium adaptiert
werden. Die Adaption der Hybridomazellen fand tber eine schrittweise Gewdhnung der Zellen an
serumfreies Hybridomamedium (H-SFM) statt. Zunachst wurden die Zellen mit 25 % H-SFM und
75 % DMEM" kultiviert und anschlieRend der H-SFM-Gehalt auf 50 %, 75 % und schlussendlich
auf 100 % SFM erhéht. Dabei wurden die Zellen mit jeder Mediumsveranderung mindestens zwei
Passagen mit einer Dichte von 0.5 x10°¢ Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 20 ml in 75 cm?
Suspensionsflaschen kultiviert, um sich an die neuen Gegebenheiten anzupassen. Die Menge
an zugefuhrtem L-Glutamin nahm mit Zunahme des H-SFM ab (3 mM in 25% H-SFM, 2 mM in
50 % H-SFM, 1 mM in 75 % H-SFM), da sich im HSFM bereits 4 mM L-Glutamin befindet.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese der murinen Antikorper

Von jeder Hybridomazelllinie wurden 5x10° Zellen bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden in 350 ul RA1 Puffer des Nucleo Spin ® RNA Il Kit (Macherey-
Nagel) aufgenommen und die RNA nach Herstellerangaben isoliert. Nach DNAse1 Behandlung
wurde die RNA von der Saule eluiert durch zweimaliges Waschen mit 40 yl RNase freiem ddH-0.
1 ul RNA (~700 ng/pl) wurden zunachst mit 1 pl oligo dT-Primer (10 uM) and 1 yl dNTPs (10 mM)
bei 65°C fur 5 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurden 4 pl 5x first strand buffer (Invitrogen), 2 pl
100 mM DTT (Invitrogen), 0,5 ul SuperScriptlll Reverse Transkriptase (Invitrogen) und 1,5 pl
ddH>0 zugefiigt und die cDNA durch die Inkubation von 5 min bei 25 °C, 50 min bei 50 °C und

15 min bei 70 °C gewonnen.

2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation der Nukleotidsequenz der murinen
leichten und schweren Antikérperkette von c#17 und c#24

1 ul cDNA wurde als template mit 5 yl 10x Pfu-Polymerase Puffer (Promega), 1 pl dNTPs

(10 mM), 1,5 pl  forward-Primer (10 uM), 1,5 pl reverse-Primer (10 yM) und 0,5 ul PFU-

Polymerase (2-3 U/ul, Promega) in einem Gesamtvolumen von 50 ul ddH,O verwendet. Die 5°

variablen forward-Primer flr die Amplifikation der Sequenz fiir die leichte Kette und die schwere

Kette, sowie die reverse-Primer sind in Tabelle 2.1 (2.1.10.2) aufgelistet.

Die DNA-Amplifikation wurde durch die Verwendung eines PCR-cyclers (Eppendorf) mit

folgendem Programm (siehe Tab. 2.4) gewonnen.

Tab. 2.4: PCR-Programm zur DNA Amplifikation

Anzahl der Zyklen Reaktionsschritt Dauer Temperatur
1 Denaturierung 2 min 95 °C
Denaturierung 1 min 95 °C
30 Primer-Anlagerung 30s 50 °C
Replikation 2 min 72°C
1 finale Verldngerung 5 min 72°C

Die Lange der amplifizierten DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprift. Ein
Produkt in Verwendung der cDNA des Hybridomaklons 24 entstand mit der Kombination der
Primer-Paare MKV1/MKC, welche an die Sequenzen der LC binden und MHV7/MHCGH1, die fir
die Amplifikation der Sequenz der HC notwendig sind. Ein Produkt in Verwendung der cDNA des

Hybridomaklons 17 entstand ebenfalls mit der Kombination der Primer-Paare MKV 1/MKC fiir die
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Amplifikation der LC-Nukleotidsequenz und MHV4/MHCG2b fir die Amplifikation der HC-
Nukleotidsequenz. Die DNA-Sequenzen sind im Anhang (siehe Anhang, Abschnitt 6.2) hinterlegt.
Um die PCR-Fragmente von der template-cDNA zu separieren, wurden die beiden Ansatze

separat auf ein 1% Agarosegel geladen und aus dem Gel eluiert.

2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von  Desoxyribonukleinsduren nach ihrer GréBe wurde die
Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Zur Herstellung der Agarosegele (0,8 -1 %) wurde die
entsprechende Menge in 70 ml 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/HCI pH 8,0; 61,2 mM Essigsaure;
1 mM EDTA) durch Aufkochen geldst. Zur Detektion der DNA-Banden wurden anschlief3end
Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von 0,6 pg/ul zugegeben. Die Proben wurden in 1x
Agarose-Ladepuffer (Loading Dye von Fermentas) aufgenommen und anschlieRend mittels
Elektrophorese bei 120 V fur 30 min in 1x TAE-Puffer aufgetrennt. Die Detektion der Banden
erfolgte unter UV-Strahlung. Die Banden mit einer ungefahren Gré3e von 450 bp wurden aus

dem Gel ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel mittels Gelelution gewonnen.

2.2.2.4 Gelelution
Die Gelelution wurden nach Herstellerangaben mittels des Gelelutions-Kits (JETQUICK PCR
Product Purification Spin Kit 50 von Genomed) durchgefihrt und die gebundene DNA in einem

Volumen von 50 pl ddH20 eluiert.

2.2.2.5 Ligation der amplifizierten DNA-Fragmente in den pJET1.2-Vektor

Die aus der PCR-amplifizierte und anschlieend aufgereinigte DNA wurde unter Verwendung des
ClonedJet™ PCR Cloning Kit blunt-end in den pJET1.2-Vektor ligiert. Dazu wurden zu 3 pl
gereinigter DNA, 10 pl 2x Reaktionspuffer, 5 pl Nuklease-freies Wasser, 1 pl pJET1.2 Vektor (50
ng/ul) und 1 ul T4 DNA-Ligase gegeben und fur 10 min bei RT inkubiert.

2.2.2.6 Chemotransformation

50 pl chemokompetente DH5a-Zellen wurden mit 100 ng Plasmid versetzt. Die Probe wurde fir
30 min auf Eis, anschlieRend flr 45 s bei 42 °C und abermals fur 2 min auf Eis inkubiert. In Folge
wurden 400 yl LB-Medium dazu gegeben und je 50 ul auf LB-Agar-Platten mit 100 pg/pl
Ampicillin ausplattiert. Nach 16 h Inkubation bei 37 °C wurden einzelne Kolonien gepickt und zum
Animpfen von 3 ml LB-Medium mit 100 ug/ul Ampicillin verwendet. Im Anschluss wurden die
Kulturen erneut fur 16 h bei 37 °C inkubiert.
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2.2.2.7 Kolonie-PCR

5 ul 5x Go Taq Puffer wurden mit 1 ul dNTPs (10 mM), 1l forward-Primer (10 uM), 1 pl reverse-
Primer (10 yM) und 0,25 pl Go Taqg DNA-Polymerase (5 U/ul) in einem Gesamtvolumen von 25
Ml pipettiert. AnschlieRend wurden einzelne Kolonien gepickt und dem vorgelegten PCR-Mix
zugefihrt. Mittels eines PCR Programms von 1 Zyklus Denaturierung bei 95 °C flir 2 min, 30
Zyklen Denaturierung bei 95 °C flr 30 s, Primer-Anlagerung bei 59 °C flr 30 s, Replikation bei
72°C far 1,5 min - und 1 Zyklus finale Verlangerung bei 72 °C fur 5 min wurden die PCR-
Fragmente generiert und anschlieBend mit Hilfe einer 1 % Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt.

2.2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA und DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Praparation von Plasmiden erfolgte nach Herstellerangaben des GeneJET™ Plasmid Mini
Prep Kits (Fermentas) und die gereinigten Plasmide wurde in 50 yl ddH>O aufgenommen.

Die DNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm (Spektralphotometer NanoDrop™ 2000,
Thermo Scientific) gemessen und die DNA-Konzentration mittels folgender Gleichung berechnet:
cona = E260 - A -VF. A entspricht dabei der Absorptionseinheit von 50 ug/ml flir doppelstrangige

DNA (bei einer Schichtdicke der Klvette von 1 cm) und VF dem Verdinnungsfaktor.

2.2.2.9 DNA-Sequenzierung

Um das Insert der Plasmide zu sequenzieren, wurden 30 pl Plasmidldsung mit einer
Konzentration von 50 ng/uyl an die Firma GATC (Koln) gesendet. Mithilfe der
Kettenabbruchmethode nach SANGER (Sanger et al., 1977) konnte die DNA-Sequenz der
variablen Region der schweren und leichten Kette der AByes-spezifischen AK mit der Verwendung

des pJet 5'seq — pJet 3 seq-Primer ermittelt werden.

2.2.2.10 Analyse der IgG-Unterklasse und der Genfamilie

Die konstanten Bereiche der schweren Ketten wurden anhand des /soStrip Mouse Monoclonal
Antibody Isotyping Kit durch die Firma BioGenes GmbH (Berlin) einer Unterklasse der IgG-
Antikorper zugeordnet. Um die Genfamilie der murinen Antikérper zu spezifizieren, wurden die
einzelnen Aminosauresequenzen mittels der Immunogenetics Bibliothek

(http://www.imgt.org/blast/ ) untersucht.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.31 Reinigung der monoklonalen Antikorper aus Uberstinden von

Hybridomazellkulturen

Etwa 2 L Zellkulturiiberstand wurde zunachst flir 30 min bei 16000 rpm und 4 °C mittels der
Kuhlzentrifugen Avanti™ J-20 und J-30I zentrifugiert und der Uberstand in einem Verhaltnis von
1:1 mit Equilibrierungspuffer (40 mM Natriumphosphat, pH 7,0) versetzt. Zur Reinigung der
monoklonalen Antikérper wurde das Akta Purifier System und eine 5 ml Protein-G-S&ule
verwendet. Die Saule wurde zuerst mit 5 Saulenvolumen (SV) ddH20 gesplult und anschlie3end
mit 5 SV Bindungspuffer (20 mM Natriumphosphat, pH 7,0) &aquilibriert.  Mit einer
Flussgeschwindigkeit von 2 bis 4 ml/min wurde die Probe Uber eine Probenauftragspumpe auf
die Saule geladen. Nach Beendigung des Probenauftrags erfolgte eine kurze weiterfiihrende
Behandlung mit Bindungspuffer, an die sich eine Waschphase (2M NaCl, 40 mM
Natrumphosphat, pH 7,0) mittels eines kontinuierlichen Gradienten bis zu 50 % des Puffers Uber
5 SV bei einem Fluss von 2,5 ml/min anschloss. Die anschlieRende Elution wurde mit
Elutionpuffer (2 M KSCN, 40 mM Natriumphosphat, pH 7,0) Uber einen kontinuierlichen
Gradienten bis zu 100 % des Puffers Uber 5 SV bei gleichbleibender Flussgeschwindigkeit
durchgeflihrt. Die peak-Fraktionen wurden mittels SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese
analysiert, die AK-enthaltenen Fraktionen vereinigt und die daraus resultierenden 20 bis 25 ml
zweimal gegen 2 L PBS (138 mM NaCl, 8 mM Natriumphosphat, 1,5 mM Kaliumphosphat, 3 mM
KCI, 2 mM EDTA, pH 7,13) mit Hilfe eines Dialyseschlauchs von der Firma Roth (MWCO 14 kDa)

dialysiert. Abweichungen vom Protokoll sind im Ergebnisteil und Anhang speziell beschrieben.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV/VIS-Spektroskopie
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte bei einer Absorption von 280 nm
spektroskopisch. Mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes kann aus der Absorption und dem

Extinktionskoeffizienten die Konzentration berechnet werden.

E= ¢€-c-d

E Absorption bei 280 nm

3 Extinktionskoeffizient bei 280 nm (M -cm™)
c Proteinkonzentration (M)

d Schichtdicke der Probe (cm)

Fur die Berechnung des Extinktionskoeffizienten wurde die Anzahl der aromatischen

Aminosauren des Proteins einbezogen (Pace et al., 1995). Der mittels Expasy—Software
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(http://web.expasy.org/protparam/)  berechneten Extinktionskoeffizienten der einzelnen
Antikérper und Fap-Fragmente sowie deren separaten AK-Ketten sind in Tab. 2.5 gelistet. Ebenso
wurden die Extinktionskoeffizienten der C-terminal verkirzten AB-Peptidvarianten, welche von

der Firma Probiodrug synthetisiert wurden, mit dieser Methode berechnet und sind aufgelistet.

Tab. 2.5: Molekulargewicht und Extinktionskoeffizienten der verwendeten
Proteine/Peptide

Mw MW LC in Mw HC. € der ¢ der € des
. Gesamt- bzw. Fq4 in LC . Gesamt-
Proteinname . g/mol s HC/Fq4 in o
protein in g/mol inM 1 .1 | proteins in
1 M ‘cm 1 1
g/mol ‘cm M7 -cm
c#6 146401,2 24146,0 49054,6 30160 83600 227520
Fab c#6 48160,1 24146,0 240141 30160 49640 79800
c#24 144899,0 24109,9 48339,6 30160 83600 227520
Fab c#24 474091 24109,9 23299,2 30160 49640 79800
cH#17 148406,6 24054,7 50148,6 28670 81540 220420
Fab c#17 48584,1 24054,7 24529,4 28670 48610 77280
Mw TFA
inclusive Mw 114,02
TFA g/mol
AB1-18Pbio 3279,06 2594,94 x6 1490
AB2-18pbio 3163,98 2479,86 X6 1490
AB3-18 2664,3 1980,18 X6 1490
ABpE3-12Pbio 1875,85 1647,81 X2 1490
ABpe3-18 2532,18 1962,08 x5 1490
AB4-18pbio 2963,72 2279,6 X6 1490
MAPBpE3-18Pbio 2750,1 22946 x4 -
ABpE3-18D7A 2490,1 1920 x5 1490
ABpEe3-40* 4695,7 4125,6 x5 1490

m=murin
* Sequenz von ABpes-4o0: pPEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-OH

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde nach LAEMMLI
(Laemmli, 1970) durchgefihrt. Zu analysierende Proben unter reduzierenden Bedingungen
wurden mit 4-fach SDS-Probenpuffer (225 mM Tris/HCI pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 50 % (v/v)
Glycerin; 0,5 % (w/v) Bromphenolblau; 1% (v/v) B-Mercaptoethanol) versetzt und fir 5 Minuten
bei 95 °C aufgekocht. Zu analysierende Proben unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden
mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt (225 mM Tris/HCI pH 6,8; 5 % (w/v) SDS; 50 % (v/v) Glycerin;

0,5 % (w/v) Bromphenolblau) ohne anschlieRendes Aufkochen.
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Puffer fur die SDS-PAGE:

Sammelgelpuffer: 1 M Tris/HCI pH 6,8

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI pH 8,8

SDS-PAGE-Laufpuffer : 25 mM Tris/HCI pH 8,3; 0,1 % (w/v) SDS; 187 mM Glycin

Fir die Auftrennung der Proteinproben wurden 12 % ige Polyacrylamidgele verwendet, die nach

folgendem Schema (Tab. 2.6) pipettiert wurden.

Tab. 2.6: Zusammensetzung der 12% Polyacrylamidgele

Bestandteil 12 % Trenngel 5 %ige Sammelgel
ddH20 3,3ml 2,1 mi
Trenngelpuffer 2,5ml

Sammelgelpuffer - 0,38 ml

30 % Acrylamid 4 0,5

10% (w/v) SDS 100 pl 30 i
10%(w/v) APS 100 pl 30 i
TEMED 10 pl 5l

Die Gele wurden bei einer Stromstarke von 28 mA (120 V) pro Gel fur 1 Stunde laufen gelassen.
Im Anschluss erfolgte eine Farbung mit Coomassie-Farbstoff unter Inkubation des Gels mit SDS-
PAGE -Farbelésung (45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,25 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blau G 250) fir 1h. Die Entfarbung wurde mit Entfarberlésung (45 % (v/v) Methanol, 10
% (v/v) Essigsaure) durchgefiihrt.

2.2.3.4 dot blot

Das lyophilisierten Peptid ABpes4o (synthetisiert von Probiodrug AG) wurden wie in 2.2.6.1
beschrieben zunachst in HFIP gel6st, aliquotiert, eingefroren und kurz vor der Verwendung erneut
in 0.1 M NaOH geldst und in Phosphatpuffer (50 mM Natriumphosphat, 150 mM NacCl, pH 8,0)
aufgenommen. 1 pl Peptidkonzentrationen von 20 ng/ul wurden auf eine Nitrozellulose Membran
(Whatman) gespottet (entspricht 4,85 uM). Nach Trocknung wurde die Membran mit Ponceau S-
Lésung angefarbt und nach Entfarbung mit bidestlliertem Wasser (ddH.O) diese mit 5%
Milchpulver in TBST-Puffer fir 30 Minuten inkubiert. Nach kurzem Waschen mit TBST-Puffer
wurde die Membran mit 1.5 pyg/ml primarem Antikorper (c#6, c#24, c#17 und MCP1) in 5 %
Milchpulver-TBST-Puffer fir eine Stunde behandelt. AnschlieRend wurde die Membran 3 x 5
Minuten mit TBST-Puffer gewaschen und mit dem in TBST 1:1000 verdinntem sekundaren
Antikorper (goat-anti-mouse-lgG-HRP, siehe Material) fur 1 Stunde behandelt. Nach Zugabe
eines ECL1/2-Mixes in einem Verhaltnis von 1:1 zu der Membran wurde diese fir 5 min inkubiert

und die Signale unter Ausschluss von Licht mit Hilfe des Fusion Fx7 detektiert. Nach 1 min
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Belichtungszeit wurde die Aufnahme gestoppt. Die Signale der Membran, die mit dem

Kontrollantikdrper behandelt wurde, wurde fir 10 Minuten aufgenommen.

2.2.3.5 Verdau des murinen Antikorpers zum F,-Fragment

Die Antikoérper wurden mit der Cysteinprotease Papain oberhalb seiner Gelenkregion gespalten.
Diese Protease erkennt spezifisch diese Region, wobei deren Effektivitat unter Zugabe von
Cystein gesteigert wird. Cystein liegt bei einem pH-Wert von 7 als Thiolat vor und kann die
Disulfidbriicke in der Gelenkregion fir das Enzym Papain besser zuganglich machen. Dies
geschieht, indem diese Disulfidbriicke durch einen Thiol-Disulfidaustausch mittels Zugabe von
Cystein gespalten wird (Adamczyk et al. 2000). Nach Zugabe von aktiviertem Papain zum
Antikorper wurde der Ansatz 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

500 ul einer 6 mg/ml-Antikérperldésung (c#6 und c#17) wurden durch die Zugabe von 250 ul
Papain (7BAEE) des Pierce® Fab Preparation Kit (44985) verdaut. (Die Unitdefinition beschreibt
dabei, dass ein Unit 1 ymol BAEE pro Minute bei 25 °C in einem pH-Wert von 6,2 hydrolysiert.)
Nach 24 Stunden wurde die vollstandige Spaltung des Antikdrpers mittels SDS-PAGE Uberpriift.
Da es nicht mdglich war, den Antikdrper c#24 unter gleichen Bedingungen vollstandig zu spalten,
wurde 300 pl Enzym Papain mit gesteigerter proteolytischer Aktivitat (16-40 BAEE) fir den

Verdau von 500 ul einer 3 mg/ml-Antikérperlésung verwendet.

2.2.3.6 Reinigung des F.,-Fragmentes mittels Affinitatschromatographie an Protein G

Vor der Reinigung wurde der gespaltene Antikérper zunachst Gber Nacht in einen Bindungspuffer
(20 mM Natriumphosphat, pH 7,0) dialysiert. Alle weiteren Puffer, die fir die Reinigung des Fap-
Fragments verwendet wurden, wurden entgast und bei 4 °C gelagert. Fir die Reinigung wurde
das Akta Purifier System verwendet. Die Reinigungsprozedur beginnt mit der Equilibrierung der
Protein-G-Saule mit 5 SV Bindungspuffer. Mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min wurden
ca. 10 mg gespaltener AK mit einer Konzentration von etwa 2,5 mg/ml auf eine 1 ml Protein-G
Chromatographiesaule geladen. Nach Auftrag wurde die beladene Saule mit 10-20 SV
Bindungspuffer gewaschen, um Verunreinigungen und ungebundenes Material zu entfernen, bis
die Absorption bei 280 nm die Basislinie wieder erreicht hatte. Nachfolgend wurde das gebundene
Fab-Fragment (c#6 und c#24) mit Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCI, pH 2,7) eluiert und sofort durch
die Zugabe von 1 M Tris-HCI pH 9,0 tropfenwiese neutralisiert, bis der pH-Wert jeder eluierten
Fraktion wieder neutral war (pH 7,0-7,5). Das Fa.-Fragment des AK c#17 wurde nicht Uber die
Protein-G Saule gebunden und befand sich in den Durchflussfraktionen, sodass eine
Neutralisierung des Fa-Fragments in diesem Falle nicht notig war. Eine Abtrennung des Fab-
Fragments des AK c#17 zum Fc-Fragment war jedoch trotzdem Uber diese Methode maéglich, da

im Gegensatz zum AK c#6 und AK c#24 das Fc-Fragment an die Protein-G Saule gebunden hat.
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Anschliellend wurden die Fraktionen mittels 12 % SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen, welche

das Fap-Fragment enthielten, wurden vereinigt und weiter Uber Gelffiltration gereinigt.

2.2.3.7 Reinigung des F.,-Fragments durch Gelfiltration

2 ml einer ~ 2,5 mg konzentrierten Proteinldsung des Fa,-Fragments wurden auf 500 yl mittels
Vivaspin 500 Zentrifugalkonzentratoren (MWCO 5.000 PES) der Firma Sartorius aufkonzentriert.
Fur die Gelfiltration wurde eine Superdex-75 Saule verwendet und zunachst zweimal mit 2 SV
entgastem ddH>O gewaschen. Anschlieend wurde die Saule mit 2 SV Austauschpuffer (20 mM
Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,0) equilibriert. 250 ul der aufkonzentrierten Proteinlésung
wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min geladen. Nach 12 min wurde der Protein-
peak fraktioniert und so von Verunreinigungen aus den umgebenen Fraktionen getrennt. Die
restlichen 250 pl wurden in gleicher Weise gereinigt und die Protein-peaks aus beiden Laufen

vereinigt. Die Vorbereitung der Proteinproben fur die Kristallisation ist in 2.2.5 beschrieben.

2.2.3.8 AK-Deglykosylierungsversuche mit PNGase F
Fur die Deglykosylierung des AK c#17 wurde PNGase F (NEB) verwendet. Dazu wurden 10 ug
des AK mit 2 yl PNGase F (500.000 U/ml) versetzt und nach Herstellerangaben denaturierend in

einem Reaktionsvolumen von 20 pl flir 24 h bei 37°C behandelt.

2.2.4. Interaktionsstudien

2.2.4.1 Aktivitatsnachweis der AK-enthaltenen Fraktionen nach Protein-G-
Affinitaitschromatographie (2.2.3.1) mittels Oberflachenplasmonresonanz (OPR)
durch Verwendung eines ABpes.40 gekoppelten OPR-Chip
Zunachst wurde ABpes-40-Peptide (synthetisiert durch S. Manhart, Probiodrug AG) an einen CM5-
Sensorchip gekoppelt. Das synthetisierte Peptid wurde zuvor in HFIP bei -80 °C gelagert und auf
Raumtemperatur aufgetaut. Das HFIP ist durch Offnen des tubes unter dem Abzug Uber Nacht
verdampft. Mit der Zugabe von 10 mM Natriumacetat, pH 5,0 wurde das Peptid auf eine
Konzentration von 1 mg/ml verdinnt.
Der verwendete CM5-Sensorchip besitzt eine carboxylierte Dextranmatrix. Fir die Kopplung des
ABpes-40-Peptide wurde die Aminkopplungsmethode benutzt. Dafir wurden 0.4 M 1-Ethyl-3(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC) und 0.1 M N-Hydroxysuccinimide (NHS) des Amine
Coupling Kit in einem Verhaltnis von 1:1 gemixt und durch die Injektion mit einer
Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min fir 8 min die CMS5-Sensorchipoberflache aktiviert.
Anschlielend erfolgte durch die Zugabe von 50 pg/ml des geldsten ABges4o-Peptids mit einer
Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min flr 5 min die Kopplung des Peptids an den Chip. Fir die
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Kopplung wurde ein milder saurer pH-Wert verwendet (10 mM Natriumacetat, pH 5,0) um eine
zunachst nichtkovalente Bindung des Peptids (positive Nettoladung) an die Sensoroberflache
durch elektrostatische Anziehung zu erzielen. Durch die Reaktion der zwei AB-Lysine (Position
16 und 28) mit den aktivierten Carboxylgruppen auf der Oberflache wurde das ABpes-40-Peptid
kovalent an den Chip gebunden.

Die freien Estergruppen wurden durch Zugabe von 100 ul 1M Ethanolamin (pH 8,5) mit einer
Flussrate von 10 pl/min deaktiviert. Nicht-immobilisierte Peptide wurden durch die Injektion von
30 pl 0,1 M Glycin pH 1,7 mit einem Fluss von 30 pl/min dazugegeben und anschlieRend der
Chip mit HBS-EP Puffer Uber Nacht gesplilt. Ein Bindungssignal von 1000 RU wurde nach dieser
Methode erreicht und beschreibt den ABye3-40-gekoppelten Sensorchip als gesattigt. Dieser Chip
wurde fur den Nachweis von APpes-spezifischen Antikérpern in den Reinigungsfraktionen
verwendet. Dazu wurden 5 pl Fraktion in 495 yl HBSEP verdiinnt und anschlieRend analysiert.
Die Proteinkonzentration in der Elutionsfraktion wurde spektroskopisch bestimmt und

anschlieend eine 2 pg/ml-Proteinldsung fur die OPR- Messung injiziert.

2.2.4.2 Ermittlung der Antikorperaffinitit zu verschiedenen AB-Peptidvarianten mittels
OPR

Die Affinitat von murinen Antikérpern zum ARpes-Peptid wurde durch kinetischer Analysen mittels
dem BIlAcore 3000 durchgefiihrt. Ein CM5-Sensorchip wurde dazu mit einem a-Mausantikérper
(PA1 28555; Thermo Scientific) gekoppelt, um anschlieRend den ABqes-spezifischen Antikérper
zu binden. Dieser sollte als target fur den zugegeben Liganden (z.B. das ABpes-18-Peptid) dienen.
Fur die Kopplung der Sensoroberflache des CM5-Chip mit der primaren Aminogruppe des ao-
Mausantikérpers wurden zunachst wie oben beschrieben (2.2.4.1) NHS und EDC gemischt. Mit
einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min wurde die Flusszelle mit 100 pyl des NHS/EDC-
Gemisches flir 7 min behandelt. Der ao-Mausantikérper wurde auf 42,4 upg/ml in
Immobilisierungspuffer (10 mM Natriumacetat pH 5,0) verdiinnt und davon 450 pl fiir 45 min nach
Herstellerangaben injiziert. Die freien Estergruppen wurden durch dreimalige Zugabe von 70 pl 1
M Ethanolamin (pH 8,5) mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min deaktiviert. Um die
unspezifisch gebundenen a -Mausantikérper vom SPR-Chip zu entfernen, wurden zunachst 30
gl 0,1 M Glycin pH 1,7 mit einem Fluss von 30 pl/min dazugegeben und anschlieRend der Chip
mit HBS-EP-Puffer fir 1 h gespult. 16300 response units (RU) des a—Mausantikérper wurden so
auf dem SPR-Chip immobilisiert.

Der murine AByes-spezifischen Antikdrper wurden auf 25 ug/ml in HBS-EP-Puffer verdinnt und
70 ul Probe mit einer Flussgeschindigkeit von 10 pl/min injiziert, sodass ein RU-Signal von 1500
gebundenem murinen Antikdrper erreicht wurde. AnschlieRend wurde der Chip mit einem Fluss
von 100 ul/min solange mit HBS-EP-Puffer gewaschen, bis das RU-Signal stabil war. Danach

konnten die kinetischen Messungen durchgefihrt werden. Mit einer Flussgeschwindigkeit von
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30 pl/min wurden 240 ul der Peptidldsung injiziert und eine Progresskurve der Assoziation
aufgezeichnet (kon). Um das Dissoziationsverhalten des Peptids zu untersuchen, wurde nach
Peptidinjektion der Chip fir 3000 s mit HBS-EP-Puffer gewaschen, sodass anschliellend eine
Progresskurve der Dissoziation (ko) gemessen werden konnte. Die Sensogramme wurden nach

der Messung mittels der BlAcore Software (BIAcore 3000) nach einem einbindigen Modell mit

dR

der Gleichung =Kkon ' C* (Rmax — R) — kosr - R analysiert, wobei R die Konzentration des

Komplexes [AB] darstellt. Unabhangig davon wurden die Kp-Werte berechnet, indem die
gemessenen RU-Werte der Plateauphase gegen die Peptidkonzentrationen aufgetragen wurden.
Dabei wurde zunachst von der Bildung eines Komplexes AB aus den einzelnen Molekilen A
(Peptid) und B (Antikdrperbindungstasche) mit einer Geschwindigkeitskonstante Kon

ausgegangen, die in einer Gleichgewichtsreaktion mit einer Geschwindigkeitskonstante k. auch

kon
wieder dissozieren kénnen: A + B —— AB (1). Die Assoziationskonstante Ka berechnet sich aus

off

der Division der im Komplex gebundenen Molekile (AB) durch die Konzentration der einzelnen

Molekiile, die nach Komplexbildung im Gleichgewicht noch vereinzelt vorliegen. Somit erhalten

A

wir folgende Gleichung: K, =£ (2). Die Konzentration des Antikoérpers B im Gleichgewicht

entspricht dabei der Ausgangskonzentration B, mit Abzug der Molekiile, die im Komplex
gebunden sind B = B, — AB. Die Abnahme der Konzentration des Peptids nach Bindung kann
hingegen vernachlassigt werden, da die Menge an gebundenem Peptid gegenlber der

eingesetzten Peptidkonzentration sehr viel kleiner ist. Damit wurde die Gleichung (2)

AB

folgendermalRen modifiziert: K, = TGAD
-

(3). Wird die Gleichung mit A multipliziert und AB

ausgeklammert (siehe Abb. 2.1), bewirkt dies, dass der AB-Komplex heraus gekiirzt werden
kann. Da wir eine Gleichung benétigen, die uns die Anderung der Anzahl an Komplexen AB in
Anhangigkeit der eingesetzten Peptidkonzentration anzeigt, muss die Gleichung nach dem Ubrig

By

1
7oAt

gebliebenen AB-Parameter umgestellt werden und man erhélt: AB =

(4). Um die Gleichung

zu vereinfachen, ist es sinnvoll, die rechte Seite der Gleichung mit der Multiplikation von i“j
”

ZU

By'K4'A

. Da in der
1+KA'A

erweitern und man erhalt nach Herauskirzen von K, - A die Gleichung AB =

SPR-Messung die Ausgangskonzentration der Antikérperbindungstaschen By nur Uber die
maximale Beladung des AK-gekoppelten SPR-Chips mit gebundenem Peptid in relativen RU-
Einheiten zu ermitteln ist, wird diese GroRRe als maximales Bindungvermégen Rmax beschrieben.
Bei konstanter AK-Konzentration steigt die Menge an gebildeten Komplexen AB mit steigender
Peptidkonzentration an, bis ein Maximum erreicht ist, da nach fortlaufender Bindungsreaktion
nicht mehr genugend freie Antikérperbindungstaschen frei sind. Dieser Sattigungseffekt wird
ebenfalls durch Rmax ausgedrickt. Dartber hinaus kann die Konzentration des entstanden

Komplexes AB im Gleichgewicht ebenfalls nur in Form der gemessenen relativen RU-Einheiten
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dargestellt werden, sodass der AB-Parameter durch Requiibrium (Requ) angezeigt wird. Ersetzt man
nun noch die Konzentration des eingesetzten Peptids A durch ¢, dann erhalt man die Gleichung
(5) (siehe Abb. 2.1).

(1 A+Bk°—"\AB
Kors
(2) K, = AB B =B,— AB
ass AB < Ay, A=A
AB
(3) Ky = A(Bo — 4B) -A | Ausklammern von AB
Ky A=—p— Kehrwert | +1
0 =
AR~
L 15
K,-A ~ 4B nach AB umstellen
B
(4) AB=——— Ky A
KAtl Ki-A
By "Ky-A By K- A
AB =K 0 4 — 10 KAA
%-{-KA'A +Ka
Rma\"KA'C
5 = max A =
(5) Requ 11K, ¢

Abb. 2.1: Schema zur Ermittlung der Gleichung fiir die Berechnung der Assoziationskonstante

Gegeben ist uns nur die eingesetzte Ausgangskonzentration des Peptids Ao. Da die Menge des gebundenen Peptids
im Gleichgewicht wesentlich kleiner als die eingesetzte ist (AB<<Ao), entspricht die Konzentration des freien Peptids
im Gleichgewicht der Ausgangskonzentration (A=Ao). Durch die Messung von mindestens 5 Bindungsereignissen bei
5 verschiedenen Peptidkonzentrationen kann den Punkten eine Kurve angepasst werden, die mathematisch durch
Gleichung (5) beschrieben werden kann. Mit Hilfe dessen lassen sich die Assoziationskonstante Ka und das maximale
Bindungsvermdgen Rmax ermitteln.

Diese Gleichung spiegelt eine Annaherung an die gemessen Werte wieder und es ist uns maéglich,

die fehlenden Parameter Ka und Rmax zu berechnen.

2.2.4.3 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Wenn Proteine vom freien Zustand in den gebundenen Zustand tUbergehen, kommt es zu einer
Umverteilung nichtkovalenter Wechselwirkungen, wobei Warme vom System aufgenommen
(endothermer Prozess) oder abgegeben (exothermer Prozess) werden kann. Mittels der
Methode der Isothermalen Titrationskalorimetrie kdnnen Protein/Protein-Interaktionen
thermodynamisch charakterisiert werden, wenn sie mit Warme - oder Enthalpiednderungen

verbunden sind.
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In dieser Arbeit wurde ein VP-ITC MicroCalorimeter der Firma MicroCal (Northampton, USA)
verwendet. Dieses Kalorimeter entspricht einem Kompensations-Kalorimeter, welches aus einer
Referenz- und einer Probenzelle besteht, die von einem adiabatischen Gehduse ummantelt
werden. Die beiden Zellen werden durch ein elektrisches Heizelement verbunden. Dadurch ist es
moglich, den Leistungsunterschied der Zellheizungen zu detektieren und durch die Anderung der
Heizleistung die beiden Zellen auf konstanter Temperatur zu halten (isothermal). Durch die
Vermischung beider Bindungspartner kann die freigesetzte oder aufgenommene
Reaktionswarme in der Probenzelle detektiert werden und durch Heizleistungskompensation die
gleiche Temperatur wie in der Referenzzelle aufrecht erhalten werden. Das eigentliche
Messsignal ist also die zeitabhangige Zufuhr bzw. Abfuhr von Energie durch die Heizelemente
der Probenzelle. ITC-Messungen liefern dabei ein weites thermodynamisches Profil der
Wechselwirkung, da die Assoziationskonstante Ka (und damit verbunden die freie
Bindungsenthalpie AgG), die Stéchiometrie (N) und die Bindungsenthalpie (AsH) bestimmt
werden konnen. Betrachtet man eine einfache Protein/Liganden-Interaktion, ergibt sich die

Gleichgewichtsassoziationskonstante Ka aus:

P+ L=PL

[PL]eq
Gl.21 K, =———
(Gl2.1) A7 [Pleg'[Lleq

Uber den Masseerhaltungssatz (Gl.2.2 und Gl.3.3) und der Gleichung von Ka (Gl.2-1) erhalt man
Gleichung 2-4:

(Gl.2.2) [Plo = [Pleg + [PL]¢q
(Gl.2.3) [L]o = [L]eq + [PL]eq
(Gl.2.4) K, = [PLleq

([Plo—[PLleq):([L1o—[PLleq)

Diese Gleichung lasst sich nach der Konzentration des gebildeten Protein/Liganden-Komplexes

[PL] auflésen.

(GI.2.5) [PL] = %([p]0 + L], + _) _
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Die 1. Ableitung d[PL]/d[L] beschreibt die Abhangigkeit der Anderung der Protein/Liganden-
Komplexkonzentration d[PL] von der Anderung der Gesamtkonzentration des zugegebenen

Liganden d[L]o, welche in jedem Titrationsschritt erhdht wird.

d[PL] _ 1 + [1_%.{1+KA'1[P]0}_2['IEI]’(])0]
d[L]O 2 2 2
e et vt

Die Warme, die bei der Zugabe des Liganden entsteht und gemessen werden kann, kann durch

(Gl.2.6)

folgende Gleichung beschrieben werden.

d|PL
(G1.2.7) dQ = AgH ( d[[L]j)P ALY
0,%0

AgH stellt dabei die Bindungsenthalpie und V das Reaktionsvolumen (Volumen der Messzelle)
dar. Mit den Gleichungen 2.6 und 2.7 koénnen die Assoziationskonstante Ka und die
Bindungsenthalpie AgH bestimmt werden. Eine ausflihrliche Erlauterung der Herleitung und der
Auswertung der Gleichungssysteme ist in der Literatur nachzulesen (Indyk & Fisher, 1998).

Die Anderung der Gibbs-Energie AsG wird durch die Gleichung 2.8 beschrieben, wobei R die

universelle Gaskonstante und T die absolute Temperatur darstellen.

Zudem kann die freie Bindungsentropie AgS mittels der Gibbs-Helmholtz-Gleichung kalkuliert
werden:

(GI.2.9) AgG = AgH — T - AgS

Mittels der Methode der ITC konnten die thermodynamischen Parameter der Bindung zwischen
dem ABpes-1s-Peptid und dem Fa,-Fragment c#6, c#24 und c#17 untersucht werden. Dazu wurde
zunachst das Fa,-Fragment Gber Nacht in ITC-Puffer (150 mM NaCl, 25 mM Natriumphosphat,
25 mM Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,4) bei 4 °C dialysiert. Nach Dialyse wurde der Puffer
entnommen und fir das Lésen des lyophilisierten Peptids (synthetisiert von H.H. Ludwig,
Probiodrug AG) verwendet, sodass das Fa,-Fragment als auch das Peptid im identischen Puffer
vorlagen. Vor der ITC-Messung wurde die Konzentration des Fa,-Fragments (€cionets = 79800 M-
em™; goiones17 = 77280 M'em™ ; €gonerza = 79800 M'ecm™') und des Antigens (¢ = 1490 M-'cm™)
mittels UV/VIS Spektroskopie bestimmt. Zunachst wurde das Fa,-Fragment mit einer
Konzentration von 1 uM in die Probenzelle pipettiert. Anschliel’iend wurde eine Lésung von 10 uM
Antigen in die Probenzelle durch 15 Injektionszyklen zugeflhrt. Diese Injektionen (1 x 2 yl and 14
x 21 ul) wurden in einem Intervall von 5 min programmiert. Die Messung der gebildeten

Reaktionswarme wurde bei 20 °C durchgeflhrt. DarGber hinaus wurde eine Leermessung
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vorgenommen, bei der die Reaktionswarme mit dem gleichem Titrationsverfahren des Antigens
in den ITC-Puffer gemessen wurde. Die Reaktionswarme bei der ITC-Messung des Antigens zum
Fap-Fragment wurde mit dem Wert der Leermessung korrigiert. Fir die Messung der Antikorper
mit dem Antigen APs.1s wurde eine Antikérperkonzentration von 4 uM in die Probenzelle vorgelegt
und das Antigen mit einer Konzentration von 80 uM schrittweise dazu gegeben. Die Analyse der
Rohdaten und die Bestimmung der Assoziationskonstante Ka, der Reaktionsstochiometrie N , der

Bindungsenthalpie AH und der Entropie AS wurde mit der Origin Software MicroCal ermittelt.

2.2.5 Proteinkristallisation und Strukturlosung

2.2.5.1 Praparation der F.,-Kristallisationsansiatze

In dieser Arbeit flihrten sechs verschiedene Kristallisationen zur Bildung von Proteinkristallen,
welche geeignete Startpunkte ergaben, um die Strukturen drei verschiedener Fa-Fragmente und
deren Komplexe zu l6sen. Die verwendeten Proteinlésungen sind in Tab. 2.7 aufgelistet. Die
Probe des Fap,-Fragments wurde dazu zunachst gegen einen niedrig molaren Tris-Puffer (10 mM
Tris, 50 mM NaCl, pH 6,9) tber Nacht mittels der Dialysemembran von Spectra/Por (MWCO 6-
8000 Da) dialysiert und auf ca. 9 mg/ml mit einem U-Tube™ Concentrator (Calbiochem 6-10, 10
kDa cut off) konzentriert. Das verwendete AB-Peptid wurde im gleichen Tris-Puffer gelést und
seine Konzentration mittels UV/VIS-Spektroskopie und einem Extinktionskoeffizienten von
1490 M-'cm™ ermittelt. Eine Ausnahme bildete das mARBes-1s-rvio-Peptid, welches im Gegensatz
zum ABpes-1s- Und ABpes-12pvic-Peptiden kein Tyrosin besitzt, sodass die Verwendung eines
Extinktionskoeffizienten fir die Berechnung der Konzentration Uber die Absorption nicht mdglich
war. Somit wurde die fir die Konzentrationsbestimmung notwendige Peptidmasse Uber die
genaue Einwaage mittels einer Feinwaage bestimmt. Der PEG-Biotin-Anker des mABpe3-18-pbio-
Peptids bzw. des ABpes-12rvio-Peptids ist in Abb. 2.2 gezeigt.

AnschlieBend wurde das jeweilige Peptid mit dem Fa,-Fragment in einem agimolaren Verhaltnis
von 1:1 (siehe Tab. 2.7) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, sodass die Endkonzentration des Fap-
Fragments 8 mg/ml betrug. Verhaltnisabweichungen zwischen AK und Ap-Peptid sind in der
Tabelle angegeben. Die Struktur des Fap,-Fragments c#6 ohne Ligand wurde trotz Zugabe des

ABpes-12rvio @US der gleichen Praparation unter anderen Kristallisationsbedingungen erhalten.

Tab. 2.7: Uberblick iiber die durchgefiihrten Kristallisationen und deren AK/AB-

Verhaltnis
Protein Ligand MLigand in g/mol AK/AB

Fab cH#6 ABpE3-12Pbio 1990,0 1:1
Fab c#6 - - -
Fab c#24 ABpE3-18 2646,2 1:1,2
Fab c#17 ABpE3-12Pbio 1990,0 1:1,2
Fab c#17 MABpE3-18-Pbio 2819,7 1:1,2
Fan c#17 - - -
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ABge3.12-bi0 % Abb. 2.2: Aufbau des AByes.12-Pbio
NH
:“ el Biotir (siehe Tab. 2.7)
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Das ABpes-12-Pbio besteht aus pE und neun
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2.2.5.2 Proteinkristallisation

Die Bildung von Proteinkristallen ist eine notwendige Voraussetzung fur die anschlieRende
Rontgenkristallstrukturanalyse. Die eigenstandige Trennung der Proteinmolekule von der
Proteinlosung und ihre periodische Aneinanderreihung ermdglicht die Bildung eines
Kristallgitters. Zur Uberfliihrung einer Proteinlésung in eine kristalline Form ist es notwendig, die
Loslichkeit des Proteins herabzusetzen, welches durch die Verwendung von Fallungsmitteln,
auch Prazipitanzien genannt, erfolgen kann. Die Ldslichkeit der Proteine verschiebt sich mit
Veranderung der Prazipitanzkonzentration. So sind mit Steigerung der Prazipitanzkonzentration
geringere Proteinkonzentrationen nétig, um eine Proteinlésung vom untersattigten Bereich in
Richtung des Ubersattigten Bereiches zu verschieben. Dies kann in Form eines
Proteinloslichkeitsdiagramms (auch Phasendiagramm genannt) bildlich abgebildet werden (siehe
Abb.2.3A). Der Ubergang zum metastabilen Bereich kann auch als Ldslichkeitsgrenze (orange)
beschrieben werden. Das metastabile System benétigt im Allgemeinen einige Stérungs- bzw.
Aktivierungsereignisse um die kinetische Barriere gegenliber dem Gleichgewicht des Proteins in
Lésung zu Uberwinden. In einer Ubersattigten Proteinldsung, welche sich noch im metastabilen
Bereich befindet, liegt das Protein noch in einer I6slichen single-phase im Gleichgewicht vor. Wird
die Aktivierungsbarriere Uberwunden, separiert sich von der I16slichen Ubersattigten Proteinldsung
eine proteinreiche Phase ab, was auch als Phasentrennung bezeichnet wird. Im glnstigsten Fall
handelt es sich bei der proteinreichen Phase um einen Kristall, aber auch das Ausfallen von
Prazipitanzen oder die Bildung von liquid phases (z.B. Proteindltropfen) sind unerwiinschte

proteinreiche Phasen.
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Abb. 2.3: Proteinléslichkeitsdiagramm

A) Die Proteinkonzentration ist gegen die Prazipitanzkonzentration aufgetragen. Proteine in Lésung aus dem
untersattigten Bereich kénnen durch Anstieg der Prazipitanzkonzentration in Richtung des libersattigten Bereichs
verschoben werden, um unter geeigneten Bedingungen Kristalle zu bilden (Nukleation). Durch das Wachstum
der Kristalle sinkt die Proteinkonzentration in der Lésung, sodass die Proteinlésung in den metastabilen Zustand
zurlckfallt und die Kristalle dort weiter wachsen kénnen. Wird die Léslichkeitsgrenze erreicht, findet das
Kristallwachstum ein Ende. B) Bei der batch-Kristallisation unter isolierten Bedingungen (nichtpermeables Ol) ist
es notwendig, verschiedene experimentelle Startpunkte (z.B. verschiedene Prazipitanzkonzentrationen) zu
testen (1, 2 oder 3) um in den Bereich der Nukleation zu gelangen. Bei der Dampfdiffusionskristallisation wird
aufgrund der Dampfdiffusion neben der Steigung der Prazipitanzkonzentration auch die Proteinkonzentration in
nur einem Experiment erhoht, sodass das Durchlaufen verschiedener Bedingungen im Phasendiagramm maéglich
ist und somit die Chance auf eine geeignete Kristallkeimungsbedingung erhéht wird.

Durch die Erhéhung der Proteinkonzentration im Proteinlésungstropfen kann die Léslichkeit des
Proteins verringert und somit die Kristallisation begulnstigt werden. Um diese Erhdhung zu
erzielen ohne die Startproteinkonzentration andern zu missen, macht man sich den Effekt der
Dampfdiffusion (vapor diffusion) mit Verwendung von zwei unterschiedlich konzentrierten
Prazipitanzlésungen zu nutze. Daflir verwendet man eine Reservoirlésung, deren
Prazipitanzkonzentration hdher ist als die Prazipitanzkonzentration im Proteinldsungstropfen.
Durch die Diffusion der Wassermolekiile in einem geschlossenen System Uber die Gasphase
vom Kristallisationstropfen zur Reservoirlésung erhéht sich die Konzentration des Proteins als
auch die des Prazipitanz im Tropfen, sodass die Proteinldésung in den metastabilen und dann in
den Ubersattigten Bereich Ubergehen kann (Abb.2.3B). In der metastabilen Phase kann die
Bildung von Kristallen noch nicht stattfinden, sondern lediglich das stabile Weiterwachsen von
bereits bestehenden Kristallen. Wird die Loslichkeit der Proteinlosung weiter herabgesetzt,
gelangt diese in den Ubersattigten Bereich und Proteinmolekile kdnnen unter geeigneten
Bedingungen Kristallisationskeime bilden (Nukleation). Das Durchlaufen unterschiedlicher
Protein- und Prazipitanzkonzentrationen von nur einem experimentellen Startpunkt (S) erdffnet
dabei das Abdecken mehrere Bedingungen, um eine geeignete Bedingung im Ubersattigten

Bereich fiir das Kristallwachstum zu erreichen.
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In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Dampfdiffusionsmethoden genutzt. Je nach Lage des
Kristallisationstropfens wird zwischen der Methode des hangenden Tropfens (hanging-drop vapor
diffusion) und der Methode des sitzenden Tropfens (sitting-drop vapor diffusion) unterschieden.

Als effektive screening-Methode haben sich Kristallisationsansatze im Nanoliterbereich etabliert
(Santarsiero et al., 2002; DelLucas et al., 2003). Diese wurden mittels der sitting-drop vapor-
diffusion-Methode und mit Hilfe eines Pipettierrobotors (Cartesian Microsys, Zinsser-Analytik,
Frankfurt/M.) bei 13 °C angefertigt. Dabei wurden 200 nl Kristallisationspuffer mit 200 nl
Proteinlésung in Form eines sitzenden Kristallisationstropfens vereinigt und neben 40 pul einer
Reservoirlésung in einem 96-well-screening-Format lokalisiert.  Fir alle in der Arbeit
beschriebenen Fa-Fragmentlésungen wurden fur das initiale screening je acht verschiedene
kommerziell erhaltliche Kristallisations-screening-Kits verwendet (siehe 2.1.2). Die
Pufferbedingungen, in denen Kristalle gewachsen waren, die zur Strukturldsung der Proteine
bzw. Proteinkomplexe verwendet wurden, sind im Ergebnisteil beschrieben (siehe auch Tab. 3.4).
Teilweise wurde die Methode des hangenden Tropfens (hanging-drop vapor diffusion)
angewandt, um nach dem initialen screening in reproduzierter Bedingung gréRere Kristalle zu
generieren. Dazu wurden 1 pl Proteinlésung mit 1 ul Pufferlésung auf einem schraubbarem

Deckel vereinigt und dieser kopfliber gegeniber 500 ul Reservoirlésung positioniert.

2.2.5.3 Datensammlung und Rontgenstrukturanalyse

Der Proteinkristall wird durch die in drei Dimensionen aneinandergereihte Elementarzelle (unit
cell) gebaut, welche durch die Achsen a, b und ¢ und die Winkel a,3 und y definiert ist

(Abb. 2.4A).

A B

Realer Raum: Reziproker Raum:

Einheitszelle des Kristalls Resultierende Streumuster kénnen

S . Nicht-gemessene
Reflexe mit der
of

b ::'. oo r"‘ 2 .“{ Position h, k und | einer Kugel) abgebildet werden.
| Emm— . e . — N

\ a |l 3 J
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(0,0,0)
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in einem imaginaren Raum (in Form

(o)

Réntgenquelle Mittels Detektor —— Streumuster

gemessene Reflexe

Abb. 2.4: Vergleich von Realem Raum versus Reziprokem Raum

A) Die Einheitszelle des Kristallgitters ist definiert durch die drei Achsen a, b und c und die drei Winkel a, B, y. B)
Die Einheitszellen des Kristalls stellen den realen Raum dar, wobei die Positionen der Atome des Proteins in der
Einheitszelle durch die Indizes x, y und z beschrieben sind. Nachdem ein Réntgenstrahl auf einen Proteinkristall
trifft und ein Teil der entstehenden Reflexe auf dem Detektor abgebildet wird, entsteht ein zweidimensionales
Streumuster (rechts). Wirde man alle gebildeten Reflexe visuell darstellen wollen, dann wiirde ein
dreidimensionaler Raum entstehen, welcher auch als Kugel beschrieben werden kann. Die Position der Reflexe
sind in diesem Raum durch die Miller‘'schen Indizes h, k und | beschrieben und sind invers zu den Indizes x, y und
z der Einheitszelle. Abbildung gedndert nach (Rhodes et al., 2010).
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Nachdem ein Réntgenphoton (Welle) der Strahlungsquelle auf ein Elektron eines Atoms im
Proteinkristall trifft, beginnt das Elektron zu oszillieren und wird zu einer sekundaren
Roéntgenquelle mit unveranderter Wellenlange, allerdings einer abgeanderten Amplitude und
einer Phasenverschiebung von 180°. Die umgebenen Elektronen erzeugen ebenfalls eine
Streuung durch das Initialphoton, allerdings mit einer gegeniber dem ersten Elektron
verschobenen Phase, da die Positionen der Elektronen variieren. Aus der Summe dieser
reflektierten Wellen entsteht zunachst eine ,unscharfe” gestreute Interferenzstrahlung. Durch die
Aneinanderreihung der Elementarzelle im Kristall konzentriert sich die gestreute Strahlung in
diskrete scharfe Maxima (Beugungsmaxima) und kann von einem Detektor registriert werden.
Die Summe aller Reflexe wird als Streumuster (Abb.2.4) bezeichnet. Jedes Atom mit seiner
Anzahl von Elektronen und seiner Position in der Elementarzelle hat Einfluss auf das durch die
Roéntgenstrahlen erzeugte Streumuster. Die konkreten Beugungsmaxima dieses Streumusters
kénnen mathematisch durch die Fourier-Transformation beschrieben werden:

(GL.2.10)

F(hkl) = f p(xyz)exp[2mi(hx + ky + 1z)]dx dy dz
Zelle

F(hkl) stellt damit eine Fourier-Transformation der Elektronendichte p(xyz) der Molekdle in der

Elementarzelle dar. Die Umkehrung der Fourier-Transformation ergibt:

(Gl.2.11)
h k l

1
p(xyz) = VZ Z Z Fugy - exp[—2mi(hx + ky + 1z — apg)]
T Tk T

Die Strukturfaktoramplituden Fn« werden direkt aus den Intensitaten der Beugungsreflexe durch
die Datensammlung erhalten, da sie proportional zu der Quadratwurzel der gemessenen
Intensitaten (lna) der einzelnen Reflexe sind. Die Parameter h, k und | (Miller'sche Indizes)
bestimmen die Positionen der Reflexe im reziproken Raum (siehe Abb.2.4). Sie sind ebenfalls
aus einer Anzahl an Streumustern zu kalkulieren und invers zu den drei Dimensionen x y und z
der Einheitszelle. Der Ausdruck anx stellt die Phase (Phasenwinkel) fur jeden einzelnen Reflex
dar, allerdings kann diese nicht direkt aus dem Beugungsexperiment erhalten werden
(Phasenproblem der Rontgenstrukturanalyse). In dieser Arbeit wurde die Methode des
Molekularen Ersatzes (molecular replacement, MR) (Rossmann, 2001) verwendet, um die
Phasen zu bestimmen. Dazu verwendet man im Allgemeinen eine bekannte Struktur
(Suchmodell), die der Zielstruktur ahnlich ist. Eine Sequenzidentitat von mehr als 30 % ist dabei
in vielen Fallen erfolgversprechend. Durch die Positionierung des Suchmodells kann die Position

und die Orientierung der unbekannten Struktur in der Einheitszelle ermittelt werden. Die Phasen
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des richtig in der Zelle positionierten Suchmodells dienen unter Einbeziehung der
Strukturfaktoramplituden des Zielproteins dazu, die Elektronendichteverteilung der Zielstruktur zu
ermitteln und somit die Struktur zu I6sen. Fur tiefer gehende Informationen in Hinblick auf das
molecular replacement kann in verschiedener Literatur nachgelesen werden (Crowther & Blow,
1967; Rossmann & Blow, 1962).

Die Datensammlung der optimierten Kristalle (sieche Ergebnisteil Tab.3.4) des Fa, c#6/ABpes und
Fab c#17/ABpes fand am hauseigenen Rontgengenerator (Kupferdrehanoden-Réntgengenerator
mit einer Wellenlange von 1.5418 A; RA Micro 007, Rigaku Europe) mit Hilfe eines CCD-Detektor
(SATURN 944+, Rigaku Europe) bei-173 °C statt, um Strahlungsschaden zu vermeiden (Garman
& Schneider, 1997; Garman, 1999). Um die Bildung von Eiskristallen zu verhindern, wurde
zunachst getestet, ob ein Kryoschutz notwendig ist. Eine Pufferlésung, zusammengesetzt aus
der jeweiligen Reservoirlésung und 20 % Ethylenglycol (v/v) wurde als Inkubationslésung genutzt,
bevor der Kristall auf dem Goniometerkopf in den Stickstoffstrom bei einer Temperatur von 100
K positioniert wurde. Die Expositionsdauer der Einzelaufnahmen mit Rontgenstrahlen variierte,
je nach Streueigenschaften des Kristalls, zwischen 60 und 90 s. Die Datensammlung des
Fab c#24/ABpes-Kristalls wurden am SYNCHROTON (BESSY beamline 14.1, Helmholtz-Zentrum,
Berlin) bei einer Wellenléange von 0.9184 A und mit einem 3x3 CCD Detektor (MX-225, Rayonics)
durchgeflihrt. Die gemessenen Datensatze wurden mittels des Programms XDS (Kabsch, 1993)
indiziert, integriert und skaliert und die initialen Phasen mittels des Programms Phaser (McCoy
et al., 2007) bestimmt. Die Phasenbestimmung wurde mit der Methode des Molekularen Ersatzes
mit Hilfe eines Suchmodells durchgefihrt. Da sich Uber manuelle Sequenzidentitatsanalysen
kein geeignetes Suchmodell finden liel3, wurde das Programm Balbes (Long et al., 2008) der
CCP4 Suite (Collaborative Computational Project, 1994) benutzt, um das optimale MR-
Suchmodell zu identifizieren. Resultierend daraus wurde fur das Fa, c#6 and Fa, c#24 — Molekul
die 3D-Struktur des Anti-Cholera-Toxin-Antikorper-Fa,-Fragments (PDB-Code:1ZEA, Scheerer et
al., 2007) verwendet. Als Suchmodell fir das Fa, c#17 kam ein hydrolytisches Antikérper-Fap-
Fragment (PDB Code: 2DQT, Oda et al., 2007) zur Anwendung. Vor dem molecular replacement
wurden alle Solvens-, Inhibitor-und Puffermolekiile aus der pdb-Datei des Suchmodells entfernt
und der Besetzungsgrad (occupancy) der Aminosaurereste, welche zwischen Such- und
Zielstruktur nicht Ubereinstimmten, initial auf den Wert Null gesetzt, um eine Verzerrung der

Elektronendichten durch das Suchmodell (model bias, siehe 2.2.4.5) zu vermeiden (Read, 1986).

2.2.5.4 Manuelle Strukturanpassung und Strukturverfeinerung

Die aus dem molecular replacement erhaltene Struktur sowie die primare
Elektronendichteverteilung aus der Fourier-Transformation (Gleichung 2.9) unterscheiden sich
noch grundlegend von der finalen Struktur, da noch Aminosauren des Suchmodells vorhanden

sind und durch die Aminosauren der Zielstruktur ersetzt werden missen. Zudem ist eine
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Optimierung von Atompositionen und Torsionswinkel sowie das Einfligen von Wassermolekiilen,
lonen und Liganden notwendig. Diese manuelle Strukturanpassung wurde fiir alle in dieser Arbeit
generierten Strukturen mit Hilfe des Programms COOT (Emsley et al., 2010; Emsley & Cowtan,
2004) durchgeflihrt. Die anschlieRende Strukturverfeinerung (refinement), die sowohl die
Anderungen der manuellen Strukturanpassung in der Berechnung der neuen Elektronendichte
bertcksichtigt als auch computergestiitzte Optimierung von x, y und z und den B-Faktoren
einberechnet, wurde mit dem Program Refmac5 (Murshudov, Vagin, & Dodson, 1997) der CCP4
Suite (Collaborative Computational Project, 1994) bzw. mit dem Program PHENIX (Adams et al.,
2002, 2011) durchgefuhrt (siehe Tab. 6.4). Die verbesserten Koordinaten korrigieren dabei die
Phaseninformation, was zu einer korrekteren Elektronendichte fir eine fortflihrende
Strukturanpassung fihrt. In die Verfeinerung einbezogene falsche Koordinaten hingegen
verschlechtern die Elektronendichteverteilung, welches sich in dem sogenannten Rwor-Faktor
(Gl.2.10) wiederspiegelt. Dieser Parameter ist ein Mal} fur den Unterschied von gemessenen
Strukturfaktoramplituden de