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2 Abkiirzungsverzeichnis und Begriffserklirung

CDR

D-Gal
ELP
ER
Fab
FR
hTNF
Kan
LeB4 SP
LPS
MTG
MW
scFv

tag
VHH

complementarity determining region = Antigenspezifitit determinierende
Region

D-Galaktosamin

elastin-like polypeptide

Endoplasmatisches Retikulum

fragment antigen binding

framework region = ,,Gerlist*

humaner Tumor Nekrose Faktor

Kanamycin

Legumin bindendes Protein 4 - Signal Peptid

Lipopolysaccharid

mikrobielle Transglutaminase

Molekulargewicht

single-chain fragment variable — variabler Teil eines IgG1 Antikorpers
Anhang

single-domain Antikorper / Nanobody



3 Einleitung

Antikorper werden in einer Vielzahl von Krankheiten zur therapeutischen Blockade von
schidigenden Botenstoffen verwendet. So kommen z.B. Tumor Nekrose Faktor (TNF)
neutralisierende Antikorper und Antikorperfragmente bei schweren Fillen Rheumatoider
Arthritis und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zum Einsatz (An 2010). Generell
existiert dabei aufgrund vorteilhafter Eigenschaften ein Trend zu immer kleineren Antigen-
neutralisierenden Molekiilen (Pluckthun und Pack 1997).

Die vorliegende Arbeit behandelt zwei Fragestellungen zur Untersuchung eines neuartigen
Typs von besonders kleinen Antikorperfragmenten, sogenannten Eindoménenantikérpern
(single-domain antibodies) oder Nanobodies.

Die erste Fragestellung dreht sich um die Anwendbarkeit eines spezifischen Enzyms, der
Mikrobiellen Transglutaminase, zur gezielten nachtraglichen Modifizierung von Nanobodies.
Die zweite Fragestellung beschéftigt sich mit einem Nanobody, gekoppelt an ein Elastin-
dhnliches Polypeptid mit besonderen Eigenschaften: seiner Herstellbarkeit in Tabakpflanzen
sowie seiner Funktionalitit.

Auf diese beiden Fragestellungen wird anhand eines Nanobodies gegen den humanen Tumor

Nekrose Faktor (W"TNF) nachfolgend im Einzelnen nédher eingegangen.

3.1 Modifizierung eines Nanobodies mittels Mikrobieller

Transglutaminase

3.1.1 Proteinmodifizierung und -verkniipfung

Die Fusionierung von Proteinen unterschiedlicher Funktionen ist weit verbreitet. Ebenso
werden hdufig auch andere nicht-proteinartige Molekiile an Proteine gekoppelt. Ziel dabei ist
es, jeweils erwiinschte Funktionen zu kombinieren und damit neuartige oder effizientere
Anwendungsmoglichkeiten zu eroffnen. Einige Proteinvarianten werden fiir neuartige
Zielwirkung oder bessere Anwendbarkeit entworfen, andere zur Vereinfachung der
Herstellung oder Weiterverarbeitung.

Ein klassisches Beispiel ist dabei der Einsatz von Antikorpern. Thre Spezifitdt soll mit
Funktionen anderer Effektoren kombiniert werden. So wurden z.B. therapeutische Antikorper

gekoppelt an ein Radiotherapeutikum (Ibritumomab) oder Chemotherapeutikum (Mylotarg®)



entwickelt (An 2010). In Diagnostik und Forschung werden sie an Enzyme oder andere
Signalgeber gekoppelt (Tanaka ef al. 2004).

Dartiber hinaus wird PEG (Polyethylenglykol) zur Verldngerung der Halbwertszeit an
Proteine angefiigt (PEG-INFa oder Certolizumab) (Karow 2009b; UCB-Pharma 2010). Zur
besseren Nachweisbarkeit und Anwendbarkeit werden Proteine im Nachhinein z.B.
biotinyliert (z.B. (Abe et al. 2010)) oder bekommen von vornherein einen spezifischen
Proteinanhang (fag) angefiigt (z.B. (Conrath ef al. 2001; Harmsen et al. 2007)). Auf diese
Weise wird oft auch die Reinigung des Proteins nach der heterologen Expression in Pro- oder
Eukaryotischen Organismen vereinfacht (Floss ez al. 2010).

Speziell zur Erzeugung solcher ,,Proteinchiméren®, die nur aus Proteinbausteinen bestehen,
existieren mehrere Moglichkeiten: molekulargenetisch, chemisch oder enzymatisch.
Heutzutage werden dafiir vor allem molekulargenetische Verfahren angewendet. Dies kann
jedoch z.B. bei direkter Fusionierung mittels flexiblen Peptid-/inkers zu Problemen bei der
Expression der groBeren Molekiile fiihren. Oft wird die Ausbeute geringer oder die
Proteinkonstrukte sind nicht funktional (Takazawa ef al. 2004; Tanaka et al. 2004; Tominaga
et al. 2007). Alternativ kann das Anhéngen einer Vielzahl von ,,self-assembling* Dominen als
Ansatz zur Di- oder Multimerisierung von Proteinen genutzt werden (z.B. leucin-zipper,
helix-turn-helix Motive oder CH3-Antikorperdomédnen (Pluckthun und Pack 1997)).
Allerdings bleibt die Molekulargenetik weitgehend auf Protein-Protein-Konstrukte beschriankt
(Takazawa et al. 2004; Tanaka ef al. 2004; Tominaga et al. 2007).

Chemische Methoden konnen prinzipiell jede Art von Substrat verkniipfen und ermdéglichen
damit auch die Fusionierung von Protein mit Nicht-Protein-Anteilen. Ihr zentraler Nachteil ist
jedoch ihre geringe Spezifitit sowie die oft wenig schonenden Reaktionsbedingungen. Beides
kann zu geringer Ausbeute an erwiinschtem, funktionellem Produkt fiihren.

Enzymatische posttranslationale Verfahren, oft kombiniert mit molekulargenetischem
Anfiigen spezifischer Zielpeptide, vereinigen die Vorteile der beiden Ansédtze. Thre Spezifitét
ist deutlich hoher als die chemischer Verfahren, sie sind meist sehr schonend und ermoglichen
oft auch die Verkniipfung von Proteinen mit Nicht-Protein-Anteilen. Dariiber hinaus umgehen
sie mogliche Expressionsprobleme bei groflen komplexen Fusionsproteinen (Takazawa et al.
2004; Tanaka et al. 2004; Tominaga et al. 2007). Ein dafiir hervorragend geeignetes Enzym
ist die Mikrobielle Transglutaminase. Neben ihr existieren eine Reihe weiterer verwendbarer

Enzyme wie z.B. die E. coli Biotin Ligase oder die Sortase (Abe et al. 2010).



3.1.2 Mikrobielle Transglutaminase (MTG)

Transglutaminasen sind Enzyme, die sequenzspezifisch Proteine quervernetzen konnen. Sie

sind von Bakterien bis zu

| | | | Saugetieren extrem
Glu-C-NH, + H,N-Lys —» Glu-C-NH-Lys + NH,

| g | | (||) | weitverbreitet und kommen

in den meisten Gewebetypen

Abb. 3-1 Transglutaminase Kkatalysierte Verkniipfung zweier | vyor. Sie spielen
Peptide / Proteine - aus (Yokoyama ez al. 2004)

beispielsweise eine Rolle in
der Aufrechterhaltung der Gewebestruktur (Furutani ez al. 2001), bei der Blutgerinnung und
Wundheilung (Yokoyama et al. 2004) sowie vermutlich bei neurodegenerativen Krankheiten
(Fontana et al. 2008). Transglutaminasen katalysieren eine Acyltransfer-Reaktion zwischen
einem Glutamin (Acyl-Donor) und einem Lysin (bevorzugter Acyl-Akzeptor), bei dem das
Amin in der Amidgruppe des Glutamins durch ein anderes, iiblicherweise aus Lysin, ersetzt
wird. Dabei entsteht zwischen den Aminosduren-seitenketten eine kovalente
Isopeptidbindung (Furutani et al. 2001; Yokoyama et al. 2004; Tagami et al. 2009) mit hoher
Stabilitdt (Zhu und Tramper 2008) (Abb. 3-1).

Aktuell wird die Mikrobiellen Transglutaminasen (MTG) in der Lebensmittelindustrie
verwendet (Zhu und Tramper 2008), wobei die verstirkte Proteinquervernetzung zur
Autbesserung der Nahrungsmitteltextur und -konsistenz z.B. fettreduzierter oder oft auch
minderwertiger Ware genutzt wird (Buchert ez al. 2010) und gleichzeitig die Haltbarkeit
verlangert wird. Technische Anwendungen sind noch in der Entwicklung (Zhu und Tramper
2008).

Die kiinstliche Verkniipfung rekombinanter Proteine mittels MTG stellt eine Kombination aus
Molekulargenetik und posttranslationaler Modifikation dar. Meist wird Proteinen eine
spezifische Proteinsequenz wie z.B. ein sogenannter S-fag angehdngt. Der S-tag besteht aus
dem Ribonuklease A S-Peptid und wird von der MTG spezifisch und mit hoher Effizienz
verkniipft (Kamiya ef al. 2003b; Tanaka et al. 2004).

Die MTG ermoglicht eine einfache, sehr effiziente und &duBerst anspruchslose gezielte
posttranslationale Quervernetzung von Proteinen unter milden Bedingungen (Takazawa et al.
2004; Tanaka et al. 2004; Zhu und Tramper 2008) sowie ihre Modifizierung mittels nicht
proteinartiger Klein- oder Makro-Molekiilen (Abe et al. 2010). All dies, die bestehende

Erfahrung in der Verwendung im industriellen MaR3stab sowie die billige Erhéltlichkeit, macht



die Transglutaminase letztendlich zu einem &uBerst interessanten Kandidaten fiir die
kostengiinstige pharmazeutische Herstellung chimédrer Proteinfusionskonstrukte — besonders
solcher die nicht einfach molekulargenetisch erzeugt werden koénnen. (Zhu und Tramper
2008). Eine weitere ebenso viel versprechende Anwendungsmoglichkeit stellt die spezifische
Fixierung von Proteinen auf Materialoberfldchen z.B. in Bioreaktoren dar (Moriyama et al.
2011).

Mittels MTG wurden unter anderem bereits Antikorper (Abe ef al. 2010) sowie Antikorper-
fragmente (scFv = single-chain Fragment variable) (Kamiya et al. 2003a; Takazawa et al.
2004) posttranslational modifiziert. IThre Anwendung an noch kleineren Antikdrpern mit
besonderen Eigenschaften, sogenannten Nanobodies (Kolkman und Law 2010), wurde

unseres Wissens aber bisher nicht erprobt.

3.1.3 Single-domain Antikorper (Nanobodies)

Nanobodies oder single-domain Antikorper bestehen nur aus der variablen Domédne von
Schwerkettenantikérpern. Diese kommen neben der Familie der Kamele (Muyldermans 2001)
aber auch bei Haien vor (Greenberg et al. 1995; Wesolowski et al. 2009).
Schwerkettenantikorpern fehlen die bei ,,vollstdndigen* Antikdrpern an der Antigenbindung
beteiligten Leichtketten (Hamers-Casterman et al. 1993).

Wihrend normalerweise sechs hypervariable Bereiche, je drei pro Leicht- und Schwerkette,
die antigenbindende Region bilden und die Antigenspezifitit definieren (CDR -
complementarity  determining regions) (Murphy et al. 2008a), sind es bei
Schwerkettenantikorpern nur drei CRDs. (Die weniger variablen Bereich dazwischen werden
als ,,Gertist™ (framework region = FR) bezeichnet.) Aufgrund von erhohter Variabilitdt durch
Verianderungen in den CDRs (Muyldermans 2001; Kolkman und Law 2010) stellen sie
trotzdem funktionelle Antikorper mit voller Antigenbindungsaffinitdt, -spezifitdit und -
diversitdt dar (Arbabi Ghahroudi ez al. 1997, van der Linden et al. 1999; Muyldermans 2001).
Zur Erhohung der Gewebepenetration (Murphy et al. 2008a) sowie der Vielseitigkeit im
therapeutischen oder diagnostischen Einsatz von Antikorpern existiert ein genereller Trend,
moglichst kleine antigenbindende Molekiile herzustellen (Arbabi Ghahroudi et al. 1997)
(siche Abb. 3-2). Der Versuch aus humanen Antikorpern Antikérperfragmente mit nur einer
Domine (single-domain) herzustellen, fihrt zu Affinitatsverlusten und Aggregation aufgrund

von Loslichkeitsproblemen, bedingt durch freiliegende hydrophobe Aminosédurenseitenketten
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humaner Antikorper Kamel-Schwerkettenantikorper
(~150 kDa) (~110 kDa)

or

a Nanobody
(~15 kDa)
Fab-Fragment scFv
(~55 kDa) (~30 kDa)

Abb. 3-2  Aufbau verschiedener Antikdrper und  Antikérperfragmente mit voller
Antigenbindungsaffinitiit - nach (Muyldermans 2001)

Ein humaner Antikorper besteht aus je zwei Leichtketten und zwei Schwerketten. Ein Fab-Fragement
(fragment antigen binding) besteht aus den variablen Doménen und jeweils der ersten konstanten Doméne (¢ =
crystallisable) sowohl der Leicht- als auch der Schwerkette. Die beiden Ketten sind durch eine Disulfidbriicke
am C-terminalen Ende der konstanten Doménen verkntipft. Das scFv (single chain fragment variable) besteht
nur noch aus beiden variablen Doméinen der Leicht- (VL) und Schwerkette (VH) und ist durch einen Protein-
linker verkniipft (Murphy et al. 2008a). Kamele besitzen ca. zur Hilfte Schwerkettenantikdrper ohne
Leichtkette. Ein Nanobody ist ein single-domain Antikérper und besteht nur aus der variablen Doméne der
Schwerkettenantikdrpern (Muyldermans 2001) und wird zur Abgrenzung mit VHH bezeichnet (Silence e al.
2007).

im FR2, welche sonst fiir die Interaktion zwischen Leicht- und Schwerkette zustdndig sind
(Davies und Riechmann 1994; Muyldermans et al. 1994; Arbabi Ghahroudi et al. 1997).

In Kamelen existieren ca. zur Hilfte ,,reine Schwerkettenantikorper (Hamers-Casterman et
al. 1993; Muyldermans 2001). Sie besitzen statt der problematischen hydrophoben hydrophile
Aminosduren, so dass aus der variablen Doméne (der Schwerkette) single-domain Antikorper
hergestellt werden konnen (Muyldermans et al. 1994). Diese besitzen mit ca. 15 kDa (Arbabi
Ghahroudi et al. 1997; Muyldermans 2001) nur ein Zehntel des Gewichts eines vollstindigen



humanen Antikorpers (150 kDa), besitzen dafiir aber nur eine Antigenbindungsstelle (Murphy
et al. 2008a).

Diese single-domain Antikorper oder Nanobodies werden mit VHH abgekiirzt (variable
Doméne eines Schwerkettenantikorpers), wodurch sie gegeniiber der variablen Doméine von
klassischen Antikorpern, bestehend aus Leicht- (VL) und Schwerkette (VH), abgegrenzt
werden (Silence et al. 2007). Die VHH besitzen aufgrund ihrer geringen Groéfe und ihres
Aufbaus aus einer einzigen Domine eine Reihe von Vorteilen. Zu allererst konnen sie im
Gegensatz zu klassischen Antikorpern sehr viel einfacher und weniger kostenintensiv in
Nicht-Séaugetierzellen, wie z.B. Bakterien, synthetisiert werden (Arbabi Ghahroudi et al.
1997; Muyldermans 2001; Coppieters et al. 2006). Dariiber hinaus sind Nanobodies duflerst
stabil (Arbabi Ghahroudi et al. 1997; Muyldermans 2001; Kolkman und Law 2010): sie sind
sehr hitzeresistent (van der Linden ef al. 1999; Dumoulin ef al. 2002), robust gegeniiber einer
Reihe denaturierender Agenzien (Muyldermans 2001; Dumoulin ef al. 2002), sehr pH-stabil
(Harmsen et al. 2006; van der Vaart et al. 2006) und relativ unempfindlich gegeniiber
Proteasen (Muyldermans 2001), einige teilweise sogar extrem resistent (Harmsen ez al. 2006).
Einige VHH sind sogar in der Lage nach Denaturierung ihre Konformation wieder
selbststindig einzunehmen (Perez et al. 2001; Dumoulin et al. 2002; Kolkman und Law
2010). Im Gegensatz zu anderen Antikorperfragmenten (z.B. scFv) sind sie sehr gut 16slich
(Muyldermans 2001; Kolkman und Law 2010) und scheinen trotz ihrer Xenogenitét (aus
Kamelen) wenig immunogen zu sein (Cortez-Retamozo et al. 2002; Coppieters et al. 2006;
Kolkman und Law 2010). Sie besitzen eine gute Gewebegingigkeit (Graff und Wittrup 2003;
Tijink et al. 2008) und erreichen im Gegensatz zu klassischen Antikérpern in Taschen
versteckte Epitope, wie z.B. aktive Zentren von Enzymen (Lauwereys et al. 1998) oder
konservierte maskierte Epitope von Krankheitserregern (Harmsen und De Haard 2007,
Forsman et al. 2008; Wesolowski et al. 2009).

Eine Vielzahl an Moglichkeiten erdffnet ihre Verwendung als modulare Bauelemente zur
Konstruktion multivalenter und multispezifischer Fusionsproteine (Conrath ez al. 2001) sowie
die Kopplung an Radio- und Chemotherapeutika oder Toxine (Baral ef al. 2006) bzw.
Enzyme (Stijlemans et al. 2004) zur zielgenauen Umwandlung von Prodrugs
(zusammenfassend: (Muyldermans 2001; Kolkman und Law 2010)).

Der grofite Vorteil der Nanobodies, ihre geringe GrofBe, ist gleichzeitig auch ihr grofter

Nachteil: sie werden durch die Nierenglomeruli filtriert und besitzen nur eine sehr kurze



Halbwertszeit (Coppieters et al. 2006; Tijink et al. 2008). Ein weiter potentieller Nachteil ist
das Fehlen des Fc-Teils, der Effektordomidne des Antikorpers. Dies muss aber keinen
funktionellen Nachteil darstellen und kann je nach Anwendung auch ebenso einen Vorteil
sein z.B. durch verringerte Nebenwirkungen (An 2010; KBV 2010; UCB-Pharma 2010).

Die besonderen Charakteristika der Nanobodies machen sie zu einer neuen Klasse von
Medikamenten, die eine Fiille von neuen Anwendungsméglichkeiten sowohl in medizinischen
(Muyldermans 2001; Kolkman und Law 2010) aber auch in technischen Bereichen (Frenken
et al. 2000; Joosten et al. 2005; Harmsen und De Haard 2007; Wesolowski et al. 2009)
bereitstellen. Insbesondere unter dem Gesichtspunkt der enormen Belastung der
Gesundheitssysteme (Diibel 2007; Drucker et al. 2008) stellen sie eine interessante
kostengiinstige Alternative zur bisherigen sehr teuren Antikorpertherapie (An 2010; KBV
2010; Kolkman und Law 2010) dar.

3.1.4 Das Entziindungszytokin Tumor Nekrose Faktor

hTNF, humaner Tumor Nekrose Faktor (alpha) ist ein Trimer (Eck und Sprang 1989;
Hehlgans und Pfeffer 2005) und existiert sowohl als membranstindiges (Idriss und Naismith
2000), als auch als losliches Protein (17,4 kDa) (Eck und Sprang 1989; Idriss und Naismith
2000). TNF-alpha Converting Enzyme (TACE = ADAMI17 = A Disintegrin and
Metalloproteinase 17) tiberfiihrt es nach verschiedenen Stimuli in die 16sliche Form (Peschon
et al. 1998a). Seine beiden Rezeptoren TNFR I (p55) und II (p75) besitzen teils divergente,
teils synergistische Funktionen (Peschon et al. 1998b) und konnen sowohl eher
antiapoptotische Signalkaskaden wie z.B. den NFxB-Signalweg als auch eher proapoptische
wie z.B. die Initiator-Caspase 8 aktivieren (Heyninck und Beyaert 2001; Guicciardi und
Gores 2009). Die Zellantworten reichen in Abhdngigkeit von der Balance der beiden
grofitenteils antagonistischen Signalkaskaden von Proliferation tiber Differenzierung und
Zelliiberleben bis hin zur Apoptose (Hehlgans und Pfeffer 2005).

TNF ist ein proinflammatorisches Zytokin (Loffler 2003) und ein zentraler Botenstoff der
angeborenen Immunantwort (Hehlgans und Pfeffer 2005). Neben einer Reihe von
Immunzellen (Caminero ef al. 2011), aber auch Gewebezellen und Endothelzellen (Wajant et
al. 2003; Guicciardi und Gores 2009) wird es vor allem von Makrophagen, Monozyten und T-
Zellen als Antwort auf Infektion und Entziindung sezerniert (Guicciardi und Gores 2009).

Insbesondere ist TNF unerldsslich fiir die Bekdmpfung intrazelluldrer Keime wie unter



anderen z.B. M. tuberculosis, wo es zur Bildung spezifischer T-Zellen, Abtotung und
Granulombildung beitragt (Ehlers 2003; Bocker et al. 2004).

Die Sezernierung des proinflammatorischen Zytokins TNF hat neben einer Reihe von lokalen,
die Infektion einddimmenden (Murphy et al. 2008b), auch systemische Wirkungen. Zu ihnen
gehort im Zusammenspiel mit IL-1 und IL-6 unter anderem die Induktion der Akut-Phase
Antwort in der Leber und sowie des Fiebers durch Temperatursollerh6hung im
Hypothalamus (Murphy et al. 2008b). Im Falle einer Fehlregulation wird TNF aufgrund
seiner hohen biologischen Potenz schnell zu einem wichtigen pathogenetischen Baustein in
der Krankheitsentstehung unter anderem des septischen Schocks (Murphy et al. 2008b), der
Kachexie (Wajant et al. 2003). oder chronisch entziindlicher Erkrankungen wie der
Rheumatoiden Arthritis oder Morbus Crohn (Hehlgans und Pfeffer 2005).

In der Sepsis spielt TNF eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des Schocks sowie der
disseminierten intravasalen Gerinnung (Murphy ef al. 2008b). Wéhrend jedoch in einigen
Mausmodellen des septischen Schocks (z.B. Lipopolysaccharid (LPS)-Applikation) mit TNF-
Antagonisten deutliche Effekte zu sehen sind, ist die Mortalitdtsreduktion bei Patienten in der
Sepsis nicht vorhanden bzw. nur sehr gering (Rittirsch ef al. 2007; Doi et al. 2009).

Im Gegensatz dazu kann eine Therapie mit TNF-neutralisierenden Agenzien bei Morbus
Crohn, Rheumatoider Arthritis, sowie weiteren chronisch entziindlichen Krankheiten
eindeutige klinische Verbesserungen erzielen (Hehlgans und Pfeffer 2005). (Siehe auch Tab.
6-1)

3.2 Erste Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob Nanobodies mittels Mikrobieller
Transglutaminase (MTG) posttranslational verdndert werden konnen. Nanobodies besitzen
eine Reithe von sehr vorteilhaften Eigenschaften, aufgrund derer ihre zukiinftige breite
Anwendung in der Medizin nur noch eine Frage der Zeit ist (Kolkman und Law 2010). Die
Untersuchung der MTG als einziges zurzeit im kommerziellen MaBstab in
Lebensmittelqualitdt erhiltliches Protein-quervernetzendes Enzym (Buchert ef al. 2010) zur
posttranslationalen Modifizierung von Nanobodies erscheint da nur naheliegend. Aufgrund
der groflen Bedeutung von hTNF in einer Reihe von Autoimmunkrankheiten sowie der

fortgeschrittenen Forschung von anti-hTNF Nanobodies haben wir uns entschieden, einen



dieser Nanobodies zum ,proof of principle“ zu verwenden (VHH#3E aus Patent Nr.
US20070077249A1 (Silence et al. 2007)).

Als Modellsystem wihlten wir die Dimerisierung des anti-hTNF-VHH Nanobodies iiber ein
fusioniertes S-tag (anti-hTNF-VHH-S-tag), fiir das eine spezifische Verkniipfung mittels
MTG berichtet wurde (Kamiya et al. 2003b). Eine solche Dimerisierung von monovalenten
Antikorperfragmenten, z.B. Single-domain Antikérper wie Nanobodies, fiihrt oft zu einer
erheblichen Aktivititssteigerung (Coppieters et al. 2006; Silence et al. 2007).

Als Modellsystem der posttranslationalen Modizifizierung von Nanobodies mittels MTG
haben wir uns mit der Frage befasst, ob die Dimerisierung von anti-hTNF-VHH-S-tag durch
S-tag und MTG zu einer gesteigerten hTNF Neutralisierungsaktivitét fiihrt.

3.3 Pflanzenexpression eines Nanobodies mit Hilfe eines Elastin-dhnlichen

Polypeptids (elastin-like polypeptide; ELP)

3.3.1 Heterologe Expression rekombinanter Proteine in Pflanzen

Die Herstellung von rekombinanten Proteinen in Pflanzen stellt eine wichtige Alternative zu
Zellkulturen von Mikroorganismen oder Eukaryoten als Expressionssysteme dar. Ihre
zentralen Vorteile sind das Fehlen von menschlichen Pathogenen, einfache Handhabbarkeit,
niedrige Kosten sowie eine nahezu herausragende Skalierbarkeit. Pflanzenexpression von
rekombinanten Biopharmazeutika (biologicals) in groBem Mallstab wire in der Lage die
Kosten deutlich zu reduzieren (Conrad und Fiedler 1998; Ma et al. 2003) und so die
Belastung des Gesundheitssystems besonders durch neue rekombinante Pharmaka (Diibel
2007; Drucker et al. 2008) zu verringern.

Eine Reihe von verschiedenen Pflanzen wurde bisher zur Herstellung rekombinanter Proteine
verwendet. Darunter sind unter anderem Tabakpflanzen, Kartoffeln, Bohnen, Tomaten und
Getreidesorten wie Reis oder Mais (Ma et al. 2003). Die rekombinanten Proteine konnen
dabei je nach verwendetem Expressionspromotor in verschiedenen Teilen der Pflanze
produziert und angereichert werden. Dies bietet je nach Ort unterschiedliche Vorteile. Die
Expression in Saattridgern fiihrt oft aufgrund der besonderen Mikrobedingungen zu einer
hohen Stabilitit der Proteine in dem Saattrager, wodurch eine gute Lagerbarkeit bedingt ist
(Ma et al. 2003; Floss et al. 2010). Da bereits Verfahren zur Abtrennung vom Rest der
Pflanze existieren, ist dariiber hinaus die ,,Ernte* einfach. Dies gilt ebenso fiir die Expression

in Blittern (Conrad und Fiedler 1998; Scheller et al. 2004).
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Eine gut untersuchte Pflanze ist die Tabakpflanze (Nicotiana tabacum) (Abb. 3-3). Sie bietet
neben gut etablierter genetischer Modifizierung die Vorteile eines hohen Ertrages an Blatt-
Biomasse, so dass die Expression in Bldttern naheliegend ist (Ma et al. 2003; Conley et al.
2011). Dafir werden die Tabakblattscheiben durch das gramnegative Bodenbakterium
Agrobacterium tumefaciens mit einem Pflanzenexpressionsplasmid mit passendem Promotor
transfiziert. Das Agrobacterium stellt mit seiner besonderen Fahigkeit des horizontalen
Gentransfers eins der zentralen Werkzeuge in der Genmanipulation von Pflanzen dar. Es baut
die gewiinschte DNA-Sequenz ungezielt in das Genom der Pflanze ein und ermdéglicht so eine
stabile Transfektion (Horsch ef al. 1985; Ma et al. 2003; Tzfira und Citovsky 2006; Floss et
al. 2010), so dass eine Weitergabe in die nichste Generation stattfindet (Scheller et al. 2004;
Floss et al. 2008). Aus einzelnen transgenen Zellen der transfizierten Blattscheiben werden
auf Selektionsmedium neue Pflanzenkalli herangezogen (Horsch et al. 1985). Je nach
angesteuertem Zellkompartiment differiert die Menge an sich anreicherndem Protein.
Aufgrund von hoher Stabilitédt des Proteins und Akkumulation groBer Proteinmengen (Conrad
und Fiedler 1998) gilt die Retention im Endoplasmatischen Retikulum (ER) als eine gute
Strategie zur Herstellung rekombinanter Proteine (Floss ef al. 2010), insbesondere von

Antikorperfragmenten (Conrad und Fiedler 1998).

N - O S-S @,

Inkubation der Selektion von Kalli aus einzelnen
Tabakblattscheiben mit transgenen Zellen durch In vitro Wachstum transgener
Agrobacterium tumefaciens antibiotikahaltiges Medium Pflanzen und Transfer in Erde
Hitze + Salz Losung des Pellets aus
Ernte der Blatter + Extraktion ELP-Fusionsprotein

Abb. 3-3 Erzeugung transgener Tabakpflanzen und Reinigung mit Inverse Transition Cycling.

Abbildungselemente aus und Abbildung nach (Floss ef al. 2010)

3.3.2 Elastin-dhnliche Polypeptide

Klassische auf Affinitdtschromatographie beruhende Reinigungsmethoden rekombinanter

Proteine eignen sich nur schlecht fiir die Verwendung in groem Mafstab und konnen schnell
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einen GrofBteil der Produktionskosten ausmachen (Conley ez al. 2011). Vor einiger Zeit wurde
mit dem inverse tranmsition cycling (ITC) ein neuartiges Verfahren eingefiihrt, welches
besonders durch seine sehr einfache, schnelle und einfach skalierbare Durchfiihrung besticht
(Abb. 3-3). Die ITC beruht auf dem Prinzip, dass manche Polymer-Molekiile bei hoheren
Temperaturen (oberhalb der sogenannten Transitionstemperatur) und Salzkonzentrationen
reversibel unloslich werden. Die unloslichen Aggregate werden dann durch Zentrifugation
abgetrennt und anschlieend wieder gelost (Meyer und Chilkoti 1999; Floss et al. 2010).

Der Proteinanhang, der die Reinigung mittels ITC ermdoglicht, ist das Elastin-dhnliche
Polypeptid (elastin-like polypeptide = ELP) (Meyer und Chilkoti 1999). Es besteht (in
unserem Fall) aus einer 100-fachen Wiederholung (100xELP) des Motivs VPGXG, wobei X
fir V, G und A stehen kann (im Verhiltnis 5 : 3 : 2) (Meyer und Chilkoti 1999; Scheller et
al. 2004; Scheller et al. 2006). Repetitive Sequenzen dieser Art sorgen in Elastin fiir die
reversible Dehnbarkeit (Floss et al. 2010). Obwohl das 100xELP aus hydrophoben
Aminoséduren besteht, ist es unterhalb der Transitionstemperatur gut wasserloslich (Conrad
und Fiedler 1998).

Die reversible Aggregation beruht vermutlich auf einer reversiblen bisher nicht genau
bekannten Verdnderung der Sekundirstruktur des ELP-Proteinschwanzes (Serrano et al.
2007; Floss et al. 2010), die zu einer geordneten Zusammenlagerung der hydrophoben ELP-
Regionen unter Ausschluss von Wasser fiihrt (Floss ez al. 2008). ELP kann somit z.B. fiir
neuartige prazise mittels Temperatur oder Salzkonzentration in seinen Eigenschaften
steuerbare Materialien in Medizin und Biotechnologie verwendet werden (Floss et al. 2010).
Da ELP dem Sidugetier-Elastin nachempfunden ist, ist es immunologisch unsichtbar (Floss et
al. 2010). Dies flihrt zu einer guten Vertraglichkeit und Biokompatibilitdt (Urry ef al. 1991),
welche z.B. den Einsatz als Depotformulierung (Shamji et al. 2008) oder zur gesteuerten
Medikamentenabgabe in Tumoren durch lokale Hyperthermie (Dreher ef al. 2007) moglich
machen.

Dartiber hinaus hat es den entscheidenden Vorteil, dass es den Ertrag von anderen Proteinen
in Tabakpflanzen steigert (Scheller et al. 2006; Floss et al. 2010) unter anderem, in dem es
die Stabilitit und Loslichkeit von Proteinen erhoht (Floss ef al. 2008; Conley et al. 2011). Am
wichtigsten diirfte dabei allerdings die ELP-induzierte Lagerung in Speichervakuolen -

sogenannten ,,protein bodies* — der ins ER dirigierten Fusionsproteine sein. Dort sind sie vor
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Abbau und Funktionsminderung durch Degradation und Proteasen geschiitzt und vermutlich
wird die Expression durch Entlastung des ERs zusétzlich gesteigert (Conley et al. 2011).

In der Zusammenschau stellt die Expression von ELP-Fusionproteinen in Tabakpflanzen und
ihre Reinigung eine dulerst kostengiinstige und einfach durchzufithrende Herstellung fiir
grole Mengen an rekombinantem Protein dar. Nach der Erzeugung von stabil transfizierten
Pflanzen ist diese Methode ein Verfahren mit duf3erst geringen Technologieanforderungen zur

Gewinnung rekombinanter Proteine (Floss et al. 2010).

3.3.3 Nanobody-ELP Fusionsprotein

Eine Einschrinkung der Nanobodies ist ihre kurze Halbwertszeit in vivo. Aufgrund ihrer
geringen Grofle werden sie rasch glomerulér abfiltriert (Tijink ez al. 2008). Zur Verldngerung
der Halbwertszeit gibt es eine Reihe von Ansdtzen. Dazu gehoren das Bilden bispezifischer
Konstrukte durch Anfiigen einer weiteren Doméne mit Albuminspezifitdt (Dennis ez al. 2002;
Coppieters et al. 2006; Tijink et al. 2008) oder die PEG-ylierung, die bereits fiir eine Reihe
Therapeutika angewandt wurde (z.B. (PEG-INFa oder Certolizumab) (Karow 2009b; UCB-
Pharma 2010). Eine weitere, der PEG-ylierung entsprechende Moglichkeit besteht im
Anhidngen eines ELP-Schwanzes. ELP ist ebenfalls sehr biokompatibel (Urry et al. 1991;
Floss et al. 2010) und aufgrund seiner Grofle wiirde das Fusionsprodukt vermutlich nicht
mehr durch die Nierenglomeruli filtriert werden (Tijink et al. 2008). Damit bestehen bei
einem Nanobody-ELP Konstrukt gewisse Parallelen zu dem monovalenten PEG-ylierten
Certolizumab ohne Fc-Teil, welches erfolgreich in der Therapie der Rheumatoiden Arthritis
eingesetzt wird (KBV 2010; UCB-Pharma 2010).

Antikorper und ihre Fragmente wurden bereits vielfach in Pflanzen hergestellt (Conrad und
Fiedler 1998; Ma et al. 2003) so auch Nanobodies (Muyldermans 2001; Jobling et al. 2003;
Teh und Kavanagh 2010). Die Fusion mit ELP konnte bereits fiir komplette Antikoper (Floss
et al. 2008; Floss et al. 2010) und Antikoérperfragmente wie scFv (Scheller ef al. 2006) eine
deutliche Steigerung der Expression in Tabakpflanzen zeigen. Da fiir Nanobodies bisher nur
in transienten Systemen hohe Expressionslevel erreicht wurden (Teh und Kavanagh 2010),
kann moglicherweise ein ELP-Fusionsprotein den Ertrag an Nanobodies in stabil
transfizierten Tabakpflanzen deutlich steigern. Dariiber hinaus macht die extrem einfache
Reinigung ein solches Fusionsprotein interessant. Die Kombination aus bereits intrinsisch

sehr stabilen Nanobodies (Kolkman und Law 2010) mit Expression in Pflanzenteilen, die gut
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zur lang- (z.B. Saattriger) oder mittelfristigen (z.B. Tabakblitter) Auftbewahrung geeignet
sind (Conrad und Fiedler 1998; Ma et al. 2003; Floss et al. 2010), konnten beziiglich der
Verfiigbarkeit und Lagerungsfahigkeit neue Dimensionen er6ffnen. Dartiiber hinaus besitzt ein
solches Nanobody-ELP Fusionsprotein moglicherweise sogar verbesserte Eigenschaften in

Vivo.

3.4 Zweite Fragestellung

Mit einem Nanobody-ELP Fusionsprotein aus Pflanzen werden drei zukunftstriachtige
Ansitze (Nanobody, Pflanzenexpression, ELP) kombiniert, was das Potential einer deutlichen
weiteren Senkung der Kosten sowie Vereinfachung der Herstellung besitzt. Deswegen wollen

wir in dieser Arbeit zunichst die Aktivitdt eines solchen Modellfusionsproteins untersuchen.
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4 Material und Methoden

4.1 Methoden

4.1.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1.1 Hitzeschock Transformation

50 ul kompetente Escherichia coli (E. coli) (fir DNA Préparation: XL1 blue, fiir
Proteinexpression: BL21 pLysS) wurden auf Eis fiir 10 min aufgetaut. 1 pl Plasmid wurde
hinzugefiigt und das Gemisch weitere 5 min auf Eis stehen gelassen. Nach 30 Sekunden
Erhitzen auf 42°C (Thermomixer, Eppendorf) wurden die Bakterien wiederum 5 min auf Eis
gekiihlt. Darauthin wurde 1 ml Antibiotika freies LB Medium hinzugegeben und der Ansatz
fir 1 Stunde bei 37°C (Thermomixer, Eppendorf) leicht geschiittelt (700-800 U/min).
AnschlieBend wurden die Bakterien entsprechend den Resistenzkassetten auf
antibiotikahaltigen Agarplatten (Ampicillin 100 pg/ml oder Kanamycin 50 pg/ml)
ausgestrichen und {iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Entstandene Einzelkolonien wurden
aufgenommen und in je mnach Verwendungszweck unterschiedlichen Volumina
antibiotikahaltigen LB-Mediums (Ampicillin 100 pg/ml oder Kanamycin 50 pg/ml) iiber
Nacht bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert.

LB-Medium

20 g NaCl

20 g Trypton/Pepton
10 g Hefeextrakt

ad 2 1 Aqua dest.

LB-Medium-Agar
20 g NaCl

20 g Trypton/Pepton
10 g Hefeextrakt

40 g Agar

ad 2 | Aqua dest.
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Das Gemisch wurde autoklaviert und auf ca. 50°C abgekiihlt, bevor es mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt und in sterile Petrischalen (Sarstedt) gegossen wurde.

Die Lagerung der Platten erfolgte bei 4°C.

4.1.1.2 Plasmid-DNA-Mini-Priiparation

Zur Isolation kleiner Mengen Plasmid-DNA wurden transformierte Bakterien (E. coli XL1-
Blue) in 2 ml antibiotikahaltigem LB-Medium iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Das durch
Zentrifugation abgetrennte Bakterienpellet wurde zundchst zum Abbau stérender RNA
Fragmente in 200 pl eines RNase-haltigen Puffers resuspendiert. Durch Zugabe von 200 pl
0,2 M NaOH und 1% SDS, 5-maliges Invertieren und 5 miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die bakterielle Membran mittels alkalischer Lyse aufgebrochen.
Anschlieend wurde zur Proteinfillung 200 ul 7 M Ammoniumacetat hinzugegeben und fiir 5
min bei 13.000 g zentrifugiert. Der klare DNA-haltige Uberstand wurde iiberfiihrt und zur
Prézipitation der DNA das dreifache Volumen an 96% Ethanol hinzugefiigt. Die prizipitierte
DNA wurde fiir 10 min bei 4°C mit 13.000 g abzentrifugiert und das entstandene Pellet mit
70% Ethanol gewaschen und anschlieBend mittels Vakuumtrockner (Savant Universal
Vacuum System Plus, UVS400A - Thermo Fisher Scientific Inc.) getrocknet. Die pelletierte
DNA wurde in 30 pl H,O resuspendiert.

4.1.1.3 Plasmid-DNA-Midi Priparation

Zur Isolation grofBerer Mengen Plasmid-DNA wurden transformierte Bakterien in 150-200 ml
antibiotikahaltigem LB-Medium iiber Nacht bei 37°C unter 180 U/min inkubiert. Aus dem
durch Zentrifugation abgetrennten Bakterienpellet wurde die Plasmid-DNA mit dem
Nucleobond®AX-Kit (Machery-Nagel) isoliert. Es wurde nach den Angaben des Herstellers
gearbeitet. Die pelletierte DNA wurde in 30 bis 50 pl H,O resuspendiert und die DNA-
Konzentration mit dem Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd.) bestimmt.

4.1.1.4 Restriktionsverdau

Beim Schneiden von Plasmiden mit Restriktionsendonukleasen wurden folgende Ansétze
standardweise verwendet:
Zum Kontrollrestriktionsverdau (Kontrolle der Schnittstellen und Kontrolle der Léange der

entstandenen Fragmente) wurde folgender Ansatz verwendet:

1 pug Plasmid DNA (alternativ: 6 ul des Plasmides der Mini-Priparation)
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2 pl 10x-Puffer
0,3 ul Restriktionsendonuklease

Ad 20 pl mit H,O
Zur Préparation von geschnittenen Plasmidfragmenten wurde folgender Ansatz verwendet:

10 ug Plasmid DNA
10 pl 10x-Puffer

1 ul Restriktionsendonuklease

Ad 100 pl mit H,0

Die Reaktionen wurden 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Der Puffer wurde nach

Herstellerangaben passend zu der jeweiligen Restriktionsendonuklease gewéhlt.

4.1.1.5 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Reinigung von mit Proteinen oder anderen Substanzen verunreinigter DNA wurde diese 1
: 1 mit Phenol/Chloroform versetzt. (Der Restriktionsverdauansatz wurde zur besseren
Handhabbarkeit von 100 pl mit HO auf 200 pl erweitert.) Nach gutem Durchmischen wurde
der Ansatz fiir 5 min bei 13.000 U/min (Heraeus Biofuge pico - Haeraeus Instruments - DJB
Labcare Ltd.) zentrifugiert. Die sich dadurch abtrennende wéssrige Phase, in der sich die
DNA befindet, wurde von der aliphatischen/organischen Phase abpipettiert. Die im wéssrigen

Uberstand befindliche DNA wurde abgenommen und iiberfiihrt.

4.1.1.6 Ethanolpriizipitation

Zur Fillung der DNA wurde ein Zehntel ihres Volumens 7 M Ammoniumacetat und das
dreifache Volumen 96% Ethanol hinzugefiigt. Zur Sedimentation der Nukleinséduren wurde
der Ansatz fiir 20 min bei 4°C mit 13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und erneut fiir 5 min
bei 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das DNA-Prizipitat im
Vakuumtrockner (Savant Universal Vacuum System Plus, UVS400A - Thermo Fisher
Scientific Inc.) getrocknet. Anschlieend wurde es in passenden Volumina H,O resuspendiert
und bei Bedarf die Konzentration im Photospektrometer Ultrospec 3000 (Amersham

Pharmacia Biotech UK Ltd.) bestimmt.
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4.1.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Trennung z.B. von geschnittenen Plasmiden wurde Agarose-Gelelektrophorese in 0,5-2%
Agarose mit 100-120 V unter Verwendung von DNA-Langenstandard 1kb DNA Ladder (250
b bis 10 kb) (Fermentas) verwendet. Als Laufpuffer wurde 0,5 TBE Puffer verwendet. Die
Proben wurden 1 : 6 mit 6x-DNA-Ladepuffer (Fermentas) gemischt und in die Gel-taschen
pipettiert.  Durch  Zugabe von  Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-
phenanthridiniumbromid) zum Agarosegel konnte die gesuchte cDNA mittels UV-Licht (300
nm) angeregter Fluoreszenz (Agarosegel-Dokumentation, BioRad, GeldDoc 2000) lokalisiert
werden. Bei Bedarf wurde die cDNA aus dem entsprechenden Stiick Agarosegel mit dem

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH) nach Herstellerangaben extrahiert.

S5x-Laufpuffer (TBE)
54,45 g Tris

27,5 g Borsdure

4,65 g EDTA

ad 11 H,O

Agarosegel-Laufpuffer
0,5x-TBE-Puffer

Agarosegel
0,5x-TBE-Puffer
0,5%-2% Agarose

1 pl Ethidiumbromid

4.1.1.8 Ligation

Fir die Ligation wurden die geschnittenen Vektoren mit 1 pl Calf Intestinal Alkaline
Phophatase (CIAP) (Fermentas) fiir 30 min bei 37°C am 5’-Ende dephosphoryliert, bevor sie
iber ein Gel getrennt wurden.

Die Mengen an Vektor und Insert wurden anhand der Bandenstirke auf Agarosegel
abgeschétzt und im Verhiltnis 3 : 1 Insert zu Vektor fiir die Ligation eingesetzt. Folgender

Ansatz wurde fiir die Ligation verwendet und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert:

x ul Vektor-DNA

x pl Insert
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1 pl Puffer (ATP-haltig)
ad 9 ul mit H,O
+ 1 ul T4 DNA Ligase

Zur Beurteilung der Religation des Vektors wurde ein nur den Vektor enthaltender Ansatz als
Negativkontrolle pipettiert. Der Ligationsansatz (10 pl) wurde zur Vermehrung des
gewiinschten Zielplasmides wie oben beschrieben in kompetente XL1-Blue E. coli
transformiert. Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Agar Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Nach Inkubation bei 37°C tiber Nacht wurden
einzelne Kolonien aufgenommen und in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
vermehrt. Die Plasmide wurden wie oben beschrieben mittels DNA-Préparations Kit gereinigt
und durch Kontrollrestriktionsverdau mit passenden Restriktionsendonukleasen oder

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) tiberpriift.

4.1.1.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Folgendes Pipettierschema wurde standardméafig verwendet:
10 ng Matrizen-DNA
0,5 pl 5° Primer (100 pmol/pl = uM)
0,5 ul 3> Primer (100 pmol/ul = uM)
1 pul ANTP-Mixtur (10 mM)
5 pl 10x-Taqg-Puffer
4 ul MgClz (25 mM)
ad 49 ul H20

Das Gemisch wurde fiir 5 min auf Eis gekiihlt, bevor dann
1 ul Taq (1 U/ul)
hinzugegeben wurde.
Folgendes Programm wurde standardméfig verwendet (Robocycler Gradient 96 - Stratagene):

Start mit:
2 min bei 95°C

30 Zyklen mit:
1 min bei 95°C
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1 min bei 55°C (Kontroll-PCR: 52°C)
1 min bei 72°C

Abschluss:
5 min bei 72°C

Danach Aufbewahrung bei 4°C.

4.1.1.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Seqlab (Gottingen, D) durchgefiihrt. Die

versandten Proben wurden nach den Anforderungen des Dienstleisters zusammenpipettiert.

4.1.2 Klonierungsstrategien der Expressionsplasmide fiir E. coli und Nicotiana

tabacum

4.1.2.1.1 Klonierung von pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his und pet23a(+)-pelB-
anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his fiir Expression von Eanti-hTNF-VHH und
L anti-hTNF-VHH-S-tag in E. coli

Die cDNA des gegen humanes TNF (hTNF) gerichteten Nanobodies anti-hTNF-VHH wurde
von  Geneart (Miinchen, D) synthetisiert (pCRScript-anti-h'TNF-VHH).  Die
Aminoséduresequenz des Nanobodies stammt aus dem Patent der Firma Ablynx N.V. (Ghent-
Zwijnaarde, Belgien) (VHH#3E Seq ID No 4 — WT, Patent Nr. US20070077249A1) (Silence
et al 2007). Das  Plasmid  pCRScript-anti-hTNF-VHH  wurde  mittels
Hitzeschocktransformation in E. coli XL1 blue vermehrt und mit dem Nucleobond®AX-Kit
(Machery-Nagel) gereinigt. Die cDNA des Nanobodies wurde mit den Restriktionsenzymen
Ncol und Notl ausgeschnitten und durch Agaroseelektrophorese von dem Vektor getrennt.
Die mit einem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH) gereinigte cDNA fiir anti-
hTNF-VHH wurde in das E. coli Expressionsplasmid pet23a(+)-pelB-IL-6-myc-his
(unveroffentlichte Ergebnisse) anstelle der Interleukin 6 (IL-6) cDNA eingefiigt. Dafiir war
dieses ebenfalls mit Ncol und Notl geschnitten und dephosphoryliert worden. Der gereinigte
Vektor des E. coli Expressionsplasmides wurde mit dem Insert der anti-hTNF-VHH cDNA
ligiert. Das entstandene Plasmid wurde pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his genannt.

Die cDNA fiir das Ribonuklease S-tag Peptid inklusive einer kurzen Protein-/inker-Sequenz
wurde von Geneart (Miinchen, D) synthetisiert (pCRScript-IL-27-linker). Die Sequenz wurde

mittels PCR  mit Primern, die jeweils am 5’-Ende  Norl-Endonuklease-
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Restriktionsschnittstellen enthielten, amplifiziert (5’ primer: 5’-3’: CTG AGC GCG GCC
GCA CTC GAG GTC GAC und 3’primer: 5’-3’: CTG AGC GGC CGC GGA GCC GGA
GTC CAT GTG). Auf diese Weise wurde der S-tag Sequenz an beiden Enden eine Not 1
Endonuklease Restriktionsschnittstelle angehéngt. Nach Kontrolle mittels Agarose-
Gelektrophorese und Reinigung aus dem Agarosegel wurde das Amplifikat mit Nozl
geschnitten. Das gereinigte PCR-Produkt wurde mit dem ebenfalls mit NozI geschnittenen und
dephosphorylierten pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his ligiert. Das neue Plasmid wurde
als pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his bezeichnet.

Die richtige Orientierung und Anzahl der S-fag cDNA wurde iiber eine Kontroll-PCR (5°-
Primer 5°Stag: 5’-CTG AGC GCG GCC GCA CTC GAG GTC GAC-3’ und 3’Primer T7-
Terminator: 5’-CTA GTT ATT GCT CAG CGG-3’) sowie Sequenzierung der gesamten
Protein-cDNA mit dem T7-Terminator Primer von C-terminal tberpriift. (Daten nicht

gezeigt.) Die Sequenzierung wurde von Seqlab (Gottingen, D) durchgefiihrt.

4.1.2.2 Klonierung von pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-his  fiir
Expression von Eanti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli

Das Plasmid pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his wurde mit Notl geschnitten,
dephosphoryliert und gereinigt. Die 100XxELP Sequenz aus pRTRA7/3-SO1-100xELP
(Scheller et al. 2004) wurde ebenfalls mit Notl geschnitten und das gesuchte Fragment tiber
Agarose-Gelelektropherese und Gelextraktion gereinigt. AnschlieBend wurde die Ligation der
beiden Fragmente durchgefithrt. Die korrekte Orientierung des 100xELP-Fragments in
pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-his wurde mittels Kontrollrestriktionsverdau
mit Bg/l iiberpriift (siche 5.2.1.1 S. 62).

4.1.2.3 Klonierung von pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL und
pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-KDEL fiir Expression
von Manti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP in Nicotiana tabacum

Die cDNA des anti-hTNF-VHH wurde tiber BamHI und Nael aus pCRScript-anti-hTNF-
VHH ausgeschnitten und iiber Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion gereinigt. Die
Vektoren pRTRA7/3-SM12 (Artsaenko et al. 1995; Scheller et al. 2001) und pRTRA7/3-
SO1-100xELP (Scheller et al. 2004) wurden ebenfalls mit BamHI und Nael geschnitten,
dephosphoryliert und der Vektoranteil wie oben gereinigt. Das anti-hTNF-VHH Insert wurde
in die pRTRA7/3 Vektoren mit und ohne 100xELP-Sequenz ligiert. Die resultierenden
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Plasmide wurden pRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL und pRTRA7/3-35S-
LeB4-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-KDEL genannt.

Aus diesen Vektoren wurde die gesamte Tabakpflanzenexpressionskassette mit Hindlll
ausgeschnitten und gereinigt und in den ebenfalls mit Hindlll geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor pCB301-Kan (Xiang et al. 1999; Gahrtz und Conrad 2009b)
ligiert. Die Resultate wurden pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL und
pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-KDEL getauft.

4.1.3 Biochemische Methoden

4.1.3.1 Proteine

Rekombinantes hTNF wurde uns freundlicherweise von Daniela N. Maennel, Abteilung
Immunologie an der Universitidt Regensburg, Deutschland, {iberlassen und wurde bei minus
80°C gelagert. anti-c-myc Antikorper stammen von Cell Signaling, New England Biolabs
(Schwalbach, D), anti-PARP Antikorper von Cell Signaling (Beverly, MA, USA) und der
sekundédre Antikorper anti-mouse IgG-horseradish peroxidase (Schaf) von Amersham Bio-
sciences UK-Limited (Little Chalfont, UK). Etanercept (Enbrel® TM) stammt von Wyeth
Pharma (Miinster, D). MTG Transglutaminase wurde von N-zyme (Darmstadt, D) gekauft.
Die rekombinanten Nanobodies “anti-hTNF-VHH, “anti-hTNF-VHH, "anti-hTNF-VHH-S-
tag (Mono-, Di- und Multimere), ““anti-hTNF-VHH-100xELP, Manti-hTNF-VHH-100xELP
wurden bei minus 20°C gelagert. Fiir die Experimente wurde, soweit nicht anderweitig
erwihnt, das vollstdndig gereinigte Protein aus E. coli in 10 mM Natriumphosphatpuffer
pH=7,5 verwendet.

Di- und multimeres “‘anti-hTNF-VHH-S-tag wurde nach Dimerisierung iiber GroBen-
ausschlusschromatographie getrennt und fiir vergleichende Experimente genommen.
Monomeres “anti-hTNF-VHH-S-tag stammt nicht aus den MTG Dimerisierungsreaktionen —
fiir vergleichende Experimente wurde nur Protein ohne Kontakt zu MTG verwendet.

Die rekombinanten Proteine anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP aus der
Pflanzenexpression befanden sich in 50 mM Tris-HCI, pH=9,0.

4.1.3.2 Berechnung der Proteinmassen

Die Proteinmassen der rekombinanten Proteine wurden mithilfe des PROTEIN

CALCULATOR v3.3 (Putnam 2006) berechnet.
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4.1.3.3 Umpufferung von Proteinen

Die Umpufferung von Proteinen wurde mittels GréBenausschlusschromatographie auf NAP-
25 Séulen (Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Die Sdulen wurden mit 25 ml des
Zielpuffers dquilibriert. AnschlieBend wurden 2,5 ml des umzupuffernden Proteins auf die

Saule aufgetragen und das Protein wurde mit 3,5 ml des Zielpuffers eluiert.

4.1.3.4 Konzentrierung von Proteinen durch Ultrafiltration

Um die Konzentration von Proteinproben zu erhéhen, wurden sie bei 4°C in Vivaspin 20 ml
Concentrator (Vivascience AG) zentrifugiert, bis die gewiinschte Konzentration erreicht
wurde. Die Proteinkonzentration wurde mit dem Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia

Biotech UK Ltd.) bestimmt.

4.1.3.5 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung der Proteine nach Grofle mittels SDS-PAGE wurde denaturierend und
reduzierend durchgefiihrt, so dass die Sekundir- und Tertidrstruktur der Proteine keine Rolle
spielt und eventuelle Disulfidbriickenbindungen aufgelost werden.
Fiir die SDS-PAGE wurden die Proben mit 4x-Lammlipuffer versetzt und anschlieBend bei
95°C fur 5 min aufgekocht.
Die Trennung erfolgte in 4%-igem Sammelgel und 10-15%-igem Trenngel und wurde mit
160-180 Volt in 1x-Elektrophorese/SDS-PAGE-Puffer in einer BioRad Mini-Protean 3
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories Inc.) durchgefithrt. Je nach gewiinschter
Proteinzielgroe wurden unterschiedliche Zeiten verwendet, zumindest aber wurde immer
gewartet, bis der im Probenpuffer enthaltene Farbstoff (Bromphenolblau) aus dem Gel
austrat. Es wurden zwei Molekiilmassenstandards fiir SDS-Gelelektrophorese verwendet:
Prestained Protein Molecular Marker (20 - 118 kDa) (Fermentas)
Unstained Protein Molecular Marker (14.4 - 116 kDa) (Fermentas)

SDS-Proteingele

10x-SDS-PAGE-Puffer (fiir 1 1) Trenngel 10% pH=8,8 (3-fache Menge)
1,92 M Glycin (144 g) 3,87 ml Aqua dest.
0,25 M Tris-Base (30 g) 2,55 ml 1.5 M Tris, pH 8,8

1% SDS (10 g) 3,3 ml Polyacrylamid
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4x-SDS-Probenpuffer (Limmli)
38 ml Aqua dest.

10 ml 0,5M Tris/HCI, pH 6,8

8 ml Glycerin

16 ml SDS (10%)

4 ml Bromphenolblau (1%)

4 ml 2-Mercaptoethanol

Sammelgel 4% pH=6,8 (2-fache Menge)

3,725 ml Aqua dest.

0,625 ml 0,5 M Tris, pH 6,8
0,67 ml Polyacrylamid

50 pul 10% SDS

25 ul APS

5 ul TEMED

100 pl SDS 10%
100 pul APS
10 pl TEMED

Trenngel 15% (3-fache Menge)
2,25 ml Aqua dest.

2,55 ml 1,5 M Tris, pH 8,8

4,95 ml Polyacrylamid

100 ul SDS 10%

100 pl APS

10 ul TEMED

4.1.3.6 Coomassie-Firbung von Proteinen

Die in der SDS-PAGE getrennten Proteine wurden durch Farbung mit Coomassie Brillant
Blue sichtbar gemacht. Die Gele wurden 20-30 min in Coomassie-Farbelosung geschwenkt.
Anschlieend wurden sie solange in Entfarberlosung geschwenkt, bis die Hintergrundfarbung

weitgehend verschwunden war und die Proteinbanden sich deutlich abhoben.

Coomassie-Losung Entfirbelosung
50% Methanol 50% Methanol
10% Essigséure 10% Essigséure

0.1% Coomassie Blau G 250

4.1.3.7 Western Blotting und indirekte Immundetektion

Auf einem SDS-PAGE Gel getrennte Proteine werden mittels einer ,,semi-dry electro-
blotting* Prozedur (Western-Blot, Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell - BioRad) auf eine
Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Membran (Hybond-P - Amersham Biosciences) tibertragen
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(20 V fur ca. 60 min). Die PVDF Membran wurde zur Vorbereitung dafiir zuvor je 2 min in
Methanol, H,O sowie Transferpuffer geschwenkt. AnschlieBend wurde sie zwischen je 4
Lagen in Transferpuffer getrinktem Whatman™ Chromatography Papier (GE Healthcare -
Whatman GmbH) in der Semi-Dry Transfer Zelle direkt auf das SDS-PAGE Gel gelegt.

Nach dem Ubertragen der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese in Tris-Buffer Saline
(TBS) Puffer (10 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl) mit 0,02% Tween-20 und 6% ,,skimmed
milk powder* geblockt.

Zum Nachweis der gesuchten Proteine wurden entsprechende primére Antikorper tiber Nacht
bei 4°C auf die PVDF-Membran gegeben. Nach mehrfachen Waschschritten mit TBS-Puffer
mit 0,02% Tween-20 wurde der mit Meerrettich Peroxidase konjugierte sekundire Antikorper
anti-Maus IgG Meerrettich Peroxidase (Schaf) (Amersham Biosciences UK-Ltd) 1:10000 fiir
1 Stunde bei Raumtemperatur auf die PVDF-Membran gegeben. Immunoreaktive Proteine
wurden mittels eines Chemilumineszenz Kits (ECL plus Western Blotting Detection System -
Amersham Biosciences) den Anweisungen des Herstellers folgend nachgewiesen.

Zum Nachweis von poly ADP-ribose polymerase (PARP) oder seinen geschnittenen
Derivaten (cleaved PARP, c-PARP) wurde der anti-PARP Antikorper (1:2000) von Cell
signaling (Beverly, MA) als primérer Antikorper verwendet.

Um die rekombinanten Nanobody-Fusionsproteine zu detektieren, wurde der monoklonale
Antikorper anti-c-myc 9E10 (Arbeitsgruppe Phytoantikorper, IPK Gatersleben) in passender

Verdiinnung als primérer Antikorper verwendet.

10x-Transferpuffer
250 mM Tris-HCI
2M Glycin

1x-Transferpuffer

200 ml Methanol

100 ml 10x Transferpuffer
700 ml H,O

Tris-Buffer Saline (TBS) Puffer
10 mM Tris, pH 8
150 mM NaCl

TBS-T 0,02%
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TBS mit 0,02% Tween-20

4.1.3.8 IPTG induzierte Proteinexpression in Bakterien

Die gewiinschten Expressionsplasmide wurden durch Hitzeschock in den E. coli Stamm BL21
pLysS transformiert. Proteinexpression wurde bei einer ODgy9 von 0,6-0,8 durch Zugabe von
IPTG ad 1 mM induziert. Die Expression erfolgte fiir 18 Stunden bei 30°C. Anschliefend
wurden die Bakterien vom Zellkulturiiberstand durch Zentrifugation (8°C mit 4000 U/min fiir
10 min, Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Zentrifuge - DuPont Instruments) abgetrennt

und der Zellkulturiiberstand bei minus 20°C eingefroren bzw. sofort weiter verarbeitet.

4.1.3.9 Immobilisierte Metallchelat-Affinititschromatographie mit Ni-NTA Agarose

Der bakterielle Expressionsiiberstand wurde 1 : 1 mit 500 mM NaCl / 50 mM Phosphatpuffer
pH 7,4 verdiinnt. Pro Liter Zellkulturiiberstand-Salz/Phosphatpuffer-Gemisch wurden 1 ml
Ni-NTA Agarose hinzugefiigt und unter leichtem Riihren bei 4°C fiir mindestens 2 Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurde die Ni-NTA Agarose durch Filtersdulen vom
Zellkulturiiberstand separiert. Um das Protein von der sich auf den Filtersdulen befindlichen
Ni-NTA zu eluieren, wurde diese mehrfach mit 5 ml 500 mM Imidazol in 500 mM NaCl / 50
mM Phosphatpuffer pH 7,4 beschickt. Die Elutionsfraktionen wurden per Coomassie-
gefarbtem SDS-PAGE Gel tiberpriift, gesammelt und bei minus 20°C eingefroren bzw. sofort
weiter verarbeitet. Die Reinigung mit Ni-NTA Agarose Affinitditschromatographie wurde mit
jedem Zellkulturiiberstand mehrfach wiederholt.

Die Reinigung des ““anti-hTNF-VHH-100xELP wurde im Gegensatz zu “‘anti-hTNF-VHH
und "anti-hTNF-VHH-S-tag nur in kleinem MaBstab durchgefiihrt. Sie erfolgte durch
dreifache Beschickung von 1 ml Ni-NTA enthaltenden Filtersdulen mit dem Gemisch aus

Expressionsiiberstand und Phosphatpuffer. Die Proteine wurden wie beschrieben eluiert.
4.1.3.10 GroBlenausschlusschromatographie

4.1.3.10.1 Reinigung von Proteinen

Die mittels Ni-NTA Agarose Affinitdtschromatographie gereinigten rekombinanten Proteine
(*“anti-hTNF-VHH und “‘anti-hTNF-VHH-S-tag) wurden zur weiteren Reinigung mittels
GroBenausschlusschromatographie auf Hil.oad 16/60 Superdex 75 prep grade Sédulen (GE

Healthcare) bei einer konstanten Flussrate von 1 ml/min getrennt. Dafiir wurden die
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Elutionsfraktionen der Ni-NTA konzentriert (ca. Faktor 2-5) und in Volumina bis maximal 1
ml auf die Gelfiltrationssdulen aufgetragen.

In ersten Reinigungen wurden die rekombinanten Proteine aus dem Elutionspuffer in 500 mM
NaCl / 50 mM Phoshpatpuffer pH=7,4 umgepuffert und dieser 0,55M Puffer als Laufpuffer
verwendet (Abb. 5-3).

Zur Produktion groferer Proteinmengen wurden dann die Elutionsfraktionen (500 mM
Imidazol in 500 mM NaCl / 50 mM Phosphatpuffer pH=7,4) von der Ni-NTA
Affinitditschromatographie direkt auf die Sdulen aufgetragen und in 10 mM
Natriumphosphatpuffer pH=7,5 als Laufpuffer getrennt (Abb. 5-4). 10 mM
Natriumphosphatpuffer pH=7,5 wurde auch zur Trennung mono-, di- und multimerer ““anti-
hTNF-VHH-S-tag Proteine verwendet (Abb. 5-10).

Die Séulen wurden kalibriert mit dem ,low molecular mass standard“ (Amersham
Biosciences) mit Blue Dextran 2000 (2000 kDa), bovinem Serum Albumin (67 kDa),
Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuklease A (13,7 kDa).
Fraktionen von 2,5 ml wurden mittels Coomassie-gefiarbten SDS-PAGE Gelen tberpriift,
entsprechende vereinigt und aufkonzentriert. Die Lagerung des Proteins erfolgte bei minus
20°C.

Die Reinheit des Proteins wurde mittels Coomassie-gefarbtem SDS-PAGE Gel und anhand
der UV-Spektren (Ultrospec 3000 - Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd.) tiberpriift (Abb.
5-4).

4.1.3.10.2 Untersuchung von Komplexen aus hTNF und Nanobody

Zur Untersuchung von Komplexen aus hTNF und ““anti-hTNF-VHH-S-tag wurde 150 mM
NaCl / 10 mM Natriumphosphatpuffer ph=7,5 als Laufpuffer verwendet, um ein bei 10 mM
Puffer stattfindendes Verbleiben von hTNF auf der Gelfiltratrionssédule zu verhindern.

Zuerst wurden 200 pg hTNF und 175 pg "anti-hTNF-VHH-S-tag getrennt auf der Siule
analysiert. Zur Analyse des Komplexes von hTNF und ““anti-hTNF-VHH-S-tag wurden 525
pg hTNF und 175 pg “anti-hTNF-VHH-S-tag in 1 ml Laufpuffer fiir 30 min bei 4°C
vorinkubiert, bevor das Gemisch auf die Saule aufgetragen wurde.

Die Saule wurde unter gleichen Bedingungen mit dem ,,low molecular mass standard*
(Amersham Biosciences) mit Blue Dextran 2000 (2000 kDa), Bovinem Serum Albumin (67
kDa; +10%), Ovalbumin (43 kDa; £15%) und Chymotrypsinogen A (25 kDa; £25%)
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kalibriert. Zur Kontrolle der Fraktionen wurden diese in gleichen Mengen auf ein Coomassie-

getirbtes SDS-PAGE Gel aufgetragen.

4.1.3.10.3 GroBBenberechnung der Proteine

Zur Berechnung der ProteingroBBen anhand der GroBenausschlusschromatographie wurde der
Quotient aus Elutionsvolumen des Proteins (V.) zum Ausschussvolumen der Siule (Vo)
(ermittelt durch Blue Dextran - s.0.) bestimmt. Aufgrund der negativ linearen Korrelation mit
dem Logarithmus der Molekiilmasse wurde anhand einer mittels ,low molecular mass
standard” (Amersham Biosciences) erstellten Regressionsgraden (Y-Achse: V. / Vj, x-Achse:

logarithmische Auftragung der Molekiilmasse) die Masse der Proteine berechnet.

4.1.3.11 MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight)

Massenspektrometrie

Die rekombinanten Proteine wurden mittels ZipTip C;g Pipettenspitzen (Millipore) gereinigt.
(Die ZipTip Pipettenspitzen wurden zuerst je zwei Mal mit 100% Acetonitril und 0,1%
Trifluoressigsdure gespiilt. Danach wurde das Tragermaterial durch 15-maliges Auf- und
Abziehen der Probeldsung mit Protein beladen. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit 5%
Methanol in 0,1% Trifluoressigsdure wurde das Protein in 5 pl 0,1% Trifluoressigsdure in
50% Acetonitril eluiert.)

Die Massenspektrometrie wurde freundlicherweise von Dr. Christoph Gelhaus (Zoologisches
Institut der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel, Massenspektrometrie) durchgefiihrt
(Proteomics Analyzer 4700 (MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer) - Applied Biosystems).

Als Matrix wurde a-Cyano-4-hydroxyzimtsidure verwendet.

4.1.3.12 Engzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Microtitre Platten (Greiner Microlon) wurden mit rekombinantem hTNF (10 pg/ml — 100 pl
pro Well) in PBS befiillt und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach ,,Blocken* mit
3% bovinem Serum Albumin (BSA) in PBS fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur wurden
unterschiedliche Konzentrationen der Nanobody-Varianten (““anti-hTNF-VHH, mono-, di-
und multimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag und "anti-hTNF-VHH-100xELP) in 1% BSA PBS-
T (+0.05% Tween-20) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur hinzugefiigt.

Gebundener Nanobody wurde tiber anti-c-myc Antikoérper 1:100 in 1% BSA PBS-T, gefolgt
von anti-Maus IgG Meerrettich Peroxidase (Schaf) (Amersham Biosciences UK-Ltd) 1:10000
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verdiinnt, in 1% BSA PBS-T nachgewiesen. Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils
mehrfach mit PBS oder PBS-T gewaschen. Die enzymatische Reaktion wurde mit 50 pl
loslichem Peroxidasesubstrat (BM blue POD - Roche) bei Raumtemperatur fiir 5-30 min
durchgefiihrt und mit 1 M H.SOs (50 pl/well) gestoppt. Die Absorption wurde bei 450 nm an
einem SLT Rainbow Plattenleser (Tecan) gemessen.

Bei dem vergleichenden ELISA von “anti-hTNF-VHH, *anti-hTNF-VHH-S-tag und “anti-
hTNF-VHH-100xELP wurde, da es sich um erste vergleichende Experimente handelte, nur
iiber Ni-NTA Agarose Affinitdtschromatographie gereinigtes Protein verwendet. Die
rekombinanten Proteine waren in 500 mM NaCl 50 mM Natriumphosphatpuffer pH=7,4
umgepuffert.

4.1.3.12.1 Kompetitiver ELISA

Mit hTNF beschichtete und mit BSA geblockte ELISA Microtitre Platten (Greiner Microlon)
wurden mit 25 ng/ml ““anti-hTNF-VHH-S-tag in 1% BSA PBS-T (s.0.) fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das “anti-hTNF-VHH-S-tag durch
unterschiedliche Konzentrationen an Enbrel® TM (Wyeth Pharma) in 1% BSA PBS-T ersetzt,
die fiir eine Stunde auf der Platte belassen wurden. Gebundener Nanobody wurde wie oben

beschrieben quantifiziert.

4.1.3.13 Dimerisierung des S-tag Fusionsproteins Ecanti-hTNF-VHH-S-tag durch die
Mikrobielle Transglutaminase (MTG)

Zur Findung optimaler Dimerisierungsverhiltnisse von “anti-hTNF-VHH-S-tag durch MTG
(N-zyme) wurden verschiedene Bedingungen zur Verkniipfung in MTG-Reaktionspuffer (10
mM Natriumphosphatpuffer pH=7,5) getestet (siche 5.1.1.5.1 — S. 47). Die Reaktionsansitze
wurden mittels Coomassie-gefarbten SDS-PAGE Gelen analysiert.

Fiir die Produktion groerer Mengen an dimerem Protein wurden Konzentrationen um 500
pg/ml “anti-hTNF-VHH-S-tag mit 0,01-0,02 U/ml MTG fiir ca. 15 Stunden bei 4°C
inkubiert. Vor Trennung mittels GroBenausschlusschromatographie wurden die
Reaktionsansdtze um Faktor 2-3 konzentriert. Multimere und Dimere wurden auf HilLoad
16/60 Superdex 75 prep grade Sdulen in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH=7,5 Laufpuffer
bei einem konstanten Fluss von 1 ml/min von den Monomeren getrennt. Die Trennung der

Mono-, Di- und Multimere wurde mittels SDS-PAGE Gelektrophorese iiberpriift.
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4.1.4 Pflanzenbiochemische Methoden

Die pflanzenbiochemischen Methoden (Transformation, Selektion, Aufzucht und
Uberpriifung der Expression der Tabakpflanzen sowie die Reinigung der rekombinanten
Proteine) wurden freundlicherweise von der AG Phytoantikérper von Priv.-Doz. Dr. Udo
Conrad im Leibnitz-Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in
Gatersleben durchgefiihrt.

4.1.4.1 Transformation von Tabakpflanzen

Die Pflanzenexpressionsplasmide pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL und
pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL wurden durch
Elektroporierung (Conrad et al. 1998) in Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pGV2260)
(Deblaere et al. 1985) transferiert.

Eine erste Testung der Expression der rekombinanten Proteine in mittels Agroinfiltration
(Gahrtz und Conrad 2009b) transient transfizierten Blattscheiben erfolgte im Lysat der Blatter
iiber Western Blot gegen ,,c-myc* (Munro und Pelham 1987) (monokonaler Antikérper anti-
c-myc 9E10 - AG Phytoantikorper, IPK Gatersleben) (Conrad et al. 1998).

Blattscheiben von Nicotiana tabacum cv. SNN wurden wie anderswo beschrieben (Zambryski
et al. 1983; Horsch ef al. 1985) mit Hilfe des transformierten 4. tumefaciens transfiziert. Aus
transfizierten Pflanzenzellen der Tabakpflanzenblattscheiben wurden auf “Murashige and
Skoog (MS) medium” (AG Phytoantikorper, IPK Gatersleben) mit 50 mg/l Kanamycin
Pflanzenkalli herangeziichtet und im Gewichshaus gro3gezogen. Zur Auswahl von stark
exprimierenden transgenen Pflanzen wurde die Expression der rekombinanten Proteine in
Blattern ebenfalls iiber Western Blot gegen ,,c-myc* (monokonaler Antikorper anti-c-myc
9E10 - AG Phytoantikorper, IPK Gatersleben) tiberpriift. (Fiir exakte Durchfithrung siehe:
(Conrad et al. 1998; Gahrtz und Conrad 2009b)).

4.1.4.2 Reinigung der rekombinanten Pflanzenproteine

4.1.4.2.1 Reinigung von Nanti-h TNF-VHH-100xELP durch inverse transition cycling

Zu 100 g gefrorenen Tabakbléttern wurde 340 ml eisgekiihltes 50 mM Tris-HCI pH 9.0
hinzugefiigt und fiir 4 min in einem Mixer der Firma Blender homogenisiert. AnschlieSend
wurde der Blattrohextrakt zum Abtrennen von unloslichen Anteilen zentrifugiert. Zum

Abtrennen von restlichen Zellbestandteilen wurde dem Uberstand 0,87% NaCl hinzugefiigt
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und dieser fiir 15 min auf 60°C erhitzt und nach anschlieBender Kiithlung im Eiswasserbad
erneut fiir 20 min bei 4°C mit 5000 g zentrifugiert. Zur Ausfillung des rekombinanten ELP-
Fusionsproteins wurde dem tiberfiihrten Uberstand NaCl ad 2M hinzugefiigt und fiir 15 min
bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde das rekombinante Protein mit 16.000 g fiir 1 Stunde
bei 37°C abzentrifugiert. Das Fusionsproteinpellet wurde in 4°C kaltem 50 mM Tris-HCI pH
9.0 gelost und unlosliche Riickstdnde durch Zentrifugation fiir 1 Stunde mit 16.000 g bei 4°C
abgetrennt. Die verschiedenen Reinigungsschritte wurden mittels Coomassie-gefarbtem SDS-
PAGE Gel und Western Blot gegen ,,c-myc” (Munro und Pelham 1987) (monoklonaler
Antikorper anti-c-myc 9E10 - Arbeitsgruppe Phytoantikorper, IPK Gatersleben) kontrolliert
(Conrad et al. 1998).

4.1.4.2.2 Reinigung von Nanti-h TNF-VHH durch anti-c-myc
Affinititschromatographie

Die anti-c-myc Affinitdtschromatographie-Séulen wurden selbst hergestellt und die Reinigung

wie anderswo ausfiihrlich beschrieben durchgefiihrt (Conrad et al. 1998).

Nach Reinigung wurde eine grobe erste Abschitzung der Konzentration der rekombinanten
Proteine Manti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP mittels Auftragung gegen ““anti-
hTNF-VHH auf ein Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE Gel durchgefiihrt.

Das gereinigte anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP wurden bei minus 20°C
gelagert.

4.1.5 Zellbiologische Methoden

4.1.5.1 Handhabung von Zellkulturen

Murine L929-Zellen und humane HEK 293 Zellen stammen von der ,,.Deutschen Sammlung
von Mikroorganismenn und Zellkulturen (DSMZ). Die Zellen wurden in ,,DMEM high
glucose culture medium* (PAA Laboratories) mit 10% ,,fetal calf serum*, Penicillin (60 mg/l)
und Streptomycin (100 mg/l) versetzt und bei 37°C mit 5% CO; in einer mit Wasser
gesdttigten Atmosphédre kultiviert (Brutschrank, HeraCell CO2-Inkubator - Heraeus
Instruments).

L929-Zellen sind adhirente Zellen, die auf Zellkulturpetrischalen (Sarstedt) kultiviert wurden.

Bei Erreichen der Konfluenz wurden sie nach Waschen mit DMEM iiber eine kurze
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Inkubation mit 0,25% Trypsin / 0,03% EDTA in DMEM von der Kulturschale abgelost. Nach
Zentrifugation bei 1000 g fiir 5 min und Waschen mit DMEM wurden die Zellen im
Verhiltnis 1:10 in DMEM subkultiviert.

4.1.5.2 Zytotoxizititsassay mit hTNF auf murinen L929-Zellen

L1929 Zellen wurden standardméBig mit einer Dichte von 10000 Zellen pro well einer 96-well
Platte (Sarstedt) fiir adhdrente Zellen ausgesit und fiir 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank
kultiviert. Fiir eine Zytotoxizititsreihe wurden die Zellen weitere 24 Stunden mit
unterschiedlichen Konzentrationen an hTNF im Brutschrank kultiviert.

Fir die Zytotoxizititsinhibitionsreihen wurden 100 ng/ml hTNF verwendet. Zusitzlich
wurden unterschiedliche Konzentrationen an anti-hTNF-VHH Varianten hinzugefiigt und das
Gemisch fiir 30 min bei 37°C vorinkubiert. Zur Quantifizierung der zelluldren Proliferation
wurde der CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega) den Instruktionen des Herstellers
folgend angewendet und auf einem Lambda Fluoro 320 Fluorimeter (MWG Biotech,
Ebersberg, D) (ex-filter 530/25, em-filter 590/35, sensitivity 75, Software KC4) die
Fluoreszenz gemessen. Die maximalen Fluoreszenzwerte (560/590) schwankten zwischen
30,000 und 80,000 in Abhingigkeit von der Inkubationszeit fiir die Fluoreszenzentwicklung.
Alle Bedingungen wurden in dreifacher Ausfithrung gemessen.

Zum Nachweis der Apoptoseauslosung auf Proteinebene mittels anti-PARP Western Blot
wurden L929 Zellen mit einer Dichte von 500.000 Zellen pro well in 2 ml Medium auf einer
6-well Platte fiir adhdrente Zellen (Sarstedt) ausgesdt und unter den oben beschriebenen
Bedingungen inkubiert. (Es wurden Konzentrationen von 1 pg/ml und 100 ng/ml sowohl
Monomer als auch Dimer bei 100 ng/ml hTNF gewéhlt. Aullerdem wurde eine
Positivkontrolle (ohne hTNF) und eine Negativkontrolle (100 ng/ml hTNF ohne hTNF
blockierende Agenzien) erstellt. )

Zur Vorbereitung fiir den anti-PARP Western Blot wurden die L929-Zellen nach Entfernung
des Mediums einmal mit PBS gewaschen und direkt in 2x Lammli-Puffer lysiert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels eines BCA Protein Assays (Pierce Biotechnology)
festgestellt. Je 10 pg Gesamtprotein wurden nach 5 min bei 95°C auf ein SDS-PAGE Gel
aufgetragen und nach Grofle getrennt. Die weiteren Schritte des Western Blots wurden wie

unter 4.1.3.7 (S. 23) beschrieben durchgefiihrt.
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4.1.5.3 Stimulationsassay mit h'TNF auf humanen HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen Stimulationsassay Experimente wurden in Kooperation mit der AG von
Prof. Dr. med. Philip Rosenstiel (Institut fiir Klinische Molekularbiologie, UKSH Kiel)
durchgefiihrt.

Zur Quantifizierung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB in HEK293 Zellen
wurde ein Dual-Luziferase Reportergen Assay (Promega), den Angaben des Herstellers
folgend, verwendet.

Auf eine 96-well Platte ausgesite Zellen wurden mit 15 ng/well an pNF-«kB Luc Plasmid
(Stratagene) in Kombination mit 5 ng/well an pRL-TK (Promega) transfiziert. Die Zellen
wurden mit 10 ng/ml hTNF fiir 6 Stunden stimuliert, nicht stimuliert bzw. die Stimulation
durch Zugabe unterschiedlicher Mengen von monomerem und dimerem ““anti-hTNF-VHH-S-
tag inhibiert. Die Zelllysate wurden mit einem Tecan Genios Pro microplate luminometer
(Tecan Trading AG) analysiert. Alle Bedingungen wurden in zweifacher Ausfithrung
gemessen. Die Ergebnisse fiir die NF-xB abhingige ,,Firefly Luziferase® Aktivitdt wurden
unter Gebrauch des Referenzplasmids normalisiert und in relativen Lichteinheiten (RLE)

ausgegeben.
4.1.6 Tiermodell

4.1.6.1 Lipopolysaccharid (LPS) / D-Galaktosamin (D-Gal) Sepsismodell der Maus

LPS / D-Galaktosamin Toxizitdt wurde als Tiermodell der Sepsis in Médusen verwendet. Die
nur humanes TNF exprimierenden Mduse wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Sergei Nedospasov (AG Entziindungsbiologie, Prof. Dr. Sergei Nedospasov, Deutsches
Rheuma-Forschungszentrum Berlin) erzeugt. Durch Einbau eines den hTNF/LT Lokus
enthaltenden Kosmids in das Mausgenom entstanden hTNF transgene Maiuse, die sowohl
humanes als auch murines TNF (und LT) exprimieren (Galimov ef al. 2008). Diese wurden
mit mTNF/LT -/- Méusen gekreuzt, welche kein murines TNF oder LT exprimieren. Die
hTNF/LT tg mTNF/LT-/- Méuse exprimieren demzufolge nur humanes TNF und LT anstatt
der murinen Proteine (Kuprash ez al. 2002).

30 min nach intraperitonealer Gabe von LPS (10 pg pro Maus) und D-Galaktosamin (20 mg
pro Maus) wurden sterilfiltriertes monomeres oder dimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag ebenfalls
intraperitoneal appliziert. In hTNF/LT tg mTNF/LT-/- Mausen wurde 300 pg pro Maus
(Monomer oder Dimer) und in den als Wildtyp verwendeten C57Bl/6 Midusen 500 pg
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Monomer pro Maus gespritzt. Das Uberleben der Miuse wurde fiir 24 Stunden beobachtet.
Die Experimente wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Entziindungsbiologie von

Prof. Dr. Sergei Nedospasov am Deutschen Rheuma-Forschungszentrum Berlin durchgefiihrt.
4.2 Materialien

4.2.1 Bakterienstimme

Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pGV2260) (Deblaere et al. 1985)
E. coli XL1 blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
E.coli BL 21 pLysS (Amersham Bioscience, Freiburg, D)

4.2.2 Séugerzelllinien

HEK 293 Zellen ,Deutsche Sammlung von Mikroorganismenn und Zellkulturen
(DSMZ, Braunschweig, D)
Murine L929-Zellen Deutsche Sammlung von Mikroorganismenn und Zellkulturen

(DSMZ, Braunschweig, D)

4.2.3 Pflanzen

Nicotiana tabacum cv. Samsun NN (AG Phytoantikorper, Priv.-Doz. Dr. Udo Conrad, IPK
Gatersleben, D)

4.2.4 Tiere

C57Bl/6 Méuse (AG Entziindungsbiologie, Prof. Dr. Sergei Nedospasov, Deutsches Rheuma-
Forschungszentrum Berlin, D)

hTNF/LT tg mTNF/LT-/- Mause (Kuprash et al. 2002; Galimov et al. 2008)

4.2.5 Enzyme

Alle DNA-modifizierenden Enzyme mit den entsprechen Puffern und Supplementen wurden
von Fermentas (St. Leon-Rot, D) bezogen.

CIAP (calf intestine alkaline phosphatase)

Restriktionsenzyme: BamHI, Bgll, Hindlll, Nael, Ncol, Notl,

T4-DNA-Ligase

Taq-DNA Polymerase (inkl. MgCl2 (25 mM), dNTP-Mixtur (10 mM) )
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Mikrobielle Transglutaminase (MTG)
N-zyme (Darmstadt, D).
Trypsin Invitrogen - Life Technologies (NY, USA)

4.2.6 Aqua bidestillata

Als Aqua bidestillata wurde mittels Millipore MilliQ Plus - Ultra Pure Water System
(Billerica, MA, USA) gereinigtes Wasser bezeichnet.

4.2.7 Antikorper

Etanercept (Enbrel® TM)  Wyeth Pharma (Miinster, D)

Primére Antikorper:

anti-c-myc Antikorper Cell Signaling, New England Biolabs (Schwalbach, D)
anti-c-myc 9E10 mAb AG Phytoantikorper, IPK Gatersleben (Gatersleben, D)
anti-PARP Antikorper Cell signaling (Beverly, MA, USA).

Sekundére Antikorper:

anti-mouse IgG-horseradish peroxidase (sheep)

Amersham Biosciences UK-Ltd (Little Chalfont, UK)

4.2.8 Proteinpriparationen

Rekombinantes hTNF Gabe von Daniela N. Maennel, Abteilung fiir Immunologie,
Universitit Regensburg, D

4.2.9 Medien und Seren

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (4.5 g/ml)
PAA Laboratories (Marburg, D)
Fetales Kélberserum (FCS) PAA Laboratories (Marburg, D)

4.2.10 Antibiotika

Ampicillin (Natriumsalz) ~ Roth (Karlsruhe, D)
Kanamycin (Sulfat) Roth (Karlsruhe, D)
Penicillin G (Natriumsalz) PAA Laboratories (Marburg, D)
Streptomycin (Sulfat) PAA Laboratories (Marburg, D)
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4.2.11 Primer

Name Sequenz 5°-3°

3’ S-tag CTGAGCGGCCGCGGAGCCGGAGTCCATGTG
5’ S-tag CTGAGCGCGGCCGCACTCGAGGTCGAC
T7-Terminator CTAGTTATTGCTCAGCGG

4.2.12 Vektoren & Plasmide

pCRScript-anti-hTNF-VHH (Geneart, Miinchen, D)
pCRScript-1L-27-linker (Geneart, Miinchen, D)

pet23a(+)-pelB-IL-6-myc-his
pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his
pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his
pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-ELP-myc-his

pRTRA7/3-SO1-100xELP (Scheller et al. 2004)
pRTRA7/3-SM12 (Scheller et al. 2001)
pCB301-Kan Vektor (Xiang et al. 1999; Gahrtz und Conrad 2009b)

pRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL
pRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-KDEL
pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL
pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL

pNF-kB Luc Plasmid (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
pRL-TK (Promega, Mannheim, D)

4.2.13 Lingenstandards

DNA-Léngenstandard fiir Agarose-Gelelektrophorese:

1kb DNA Ladder (250 b bis 10 kb) (Fermentas, St. Leon-Rot, D)
Molekiilmassenstandard fiir SDS-Gelelektrophorese:

Prestained Protein Molecular Marker (20 - 118 kDa) (Fermentas, St. Leon-Rot, D)

Unstained Protein Molecular Marker (14.4 - 116 kDa) (Fermentas, St. Leon-Rot, D)
Kalibrierungsstandard fiir die Groenausschlusschromatographie:

LMW-Calibration Kit (Amersham Biosciences, Freiburg, D)
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4.2.14 Sonstige gebrauchsfertige Agenzien(-mischungen) und Kits

6x-DNA-Ladepuffer (Fermentas, St. Leon-Rot, D)

BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)
Bradford Assay (BioRad, Hercules, CA, USA)

CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega, Mannheim, D)
Chemilumineszenz Kit (ECL plus Western Blotting Detection System, Amersham
Biosciences, Freiburg, D)

Dual-Luziferase Reportergen Assay (Promega, Madison, WI, USA)
l6sliches Peroxidasesubstrat (BM blue POD) (Roche, Mannheim, D)
Nucleobond®AX-Kit (Machery-Nagel, Diiren, D)

QIAprep Spin MiniPrep Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, D)
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, D)

4.2.15 Verbrauchsmaterialien

6-well Zellkulturplatte fiir adhdrente Zellen (Sarstedt, Niimbrecht, D)

96-well Zellkulturplatte fiir adhédrente Zellen (Sarstedt, Niimbrecht, D)

Bakterienschalen (@ 10 cm) (Sarstedt, Niimbrecht, D)

Microtitre Platten (Greiner Microlon, Solingen, D)

Ni-NTA Agarose (QIAGEN GmbH, Hilden, D)

Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran (Hybond-P) (Amersham Biosciences, Freiburg, D)
Vivaspin 20 ml Concentrator (Vivascience AG, Hannover, D)

Whatman™ Chromatography Paper (GE Healthcare - Whatman GmbH, Dassel, D)
Zellkulturpetrischalen (Sarstedt, Niimbrecht, D)

ZipTip® Pipette Tips (Millipore, Billerica, MA, USA)

4.2.16 Vorgepackte Siulen

HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade Siulen (GE Healthcare, Miinchen, D)
NAP-25 Sédulen (Amersham Biosciences, Freiburg, D)

4.2.17 Geriite

Agarosegel-Dokumentation BioRad GeldDoc 2000 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA)
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AKTA FPLC / Explorer / Purifier mit UNICORN 5.11 Software (Amersham Pharmacia
Biotech - GE Healthcare, Miinchen, D)

Autoklave HST 4x5x6 (Zirbus Technology, Bad Grund, D)

BioRad Power-Pac 200 & BioRad Power-Pac 300 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA)

BioRad Power Pac Basic (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

BioRad Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
Brutschrank, HeraCell CO2-Inkubator (Heraeus Instruments - DJB Labcare Ltd, Newport
Pagnell, England)

Heraeus Megafuge 1.0 (Heraeus Instruments - DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell, England)
Inkubationsschiittler Certomat H (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D)

Innova 4000 incubation shaker (New Brunswick Scientific, CT, USA)

Lambda Fluoro 320 Fluorimeter, Software KC4 (MWG Biotech, Ebersberg, D)

Magnetrithrer (Heidolph Instruments, Schwalbach, D)

Mikrobiologischer Brutschrank (Binder, Tuttlingen, D)

Mikroskop Olympus CKX41mit Olympus DP71 Kamara mit Photosoftware Cell*B 2.6,
Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (Olympus, Hamburg, D)

Mixer (Blender, USA)

Nanodrop Spectrophotometer ND1000 mit Software ND1000 V3.5.2. Coleman Technologies
Inc. (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D)

Proteomics Analyzer 4700 (MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer), (Applied Biosystems,
Framingham, USA)

Robocycler Gradient 96, Stratagene (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)

SLT Rainbow Plate Reader (Tecan, Méannedorf, Schweiz)

Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed centrifuge (DuPont Instruments, DE, USA)
Spektrophotometer Hitachi U-2001 (Uwe Bininger Analytik, Schwibisch Gmiind, D)
Spektrophotometer Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., Little Chalfont,
UK)

Sterilbank Gelaire BSB 6 (Gelaire, Sydney, Australia)

Tecan Genios Pro microplate luminometer (Tecan Trading AG, Ménnedorf, Schweiz)
Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Thermostat 5320 (Eppendorf AG, Hamburg, D)
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Tischzentrifuge 5415R (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge pico (Haerus Instruments - DJB Labcare Ltd, Newport
Pagnell, England)

UV-Transilluminator (Intas, Géttingen, D)

Vakuumtrockner Savant Universal Vacuum System Plus, UVS400A (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries, NY, USA)

Western-Blot, Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA)

Zentrifuge Jouan CR3i mit Rotor Jouan T40 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA)

4.2.18 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden sofern nicht anders erwdhnt bei folgenden Firmen erworben:
CARL ROTH GMBH + CO. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, D)

2-Mercaptoethanol
Acetonitril

Agar

Agarose

Ammoniumacetat

APS

Borséure

bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Blau G 250
D-Galaktosamin
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

EDTA
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Essigsdure

Ethanol (96%)

Ethidiumbromid

Glycerin

Glycin

H.SO.

Hefeextrakt

Imidazol

IPTG (Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid), Omnilab AG (Mettmenstetten, Schweiz)
KClI

KH,PO4

LPS

Methanol

NaCl

Na,HPO4

NaH,PO4

Phenol

Polyacrylamid

SDS

,»,skimmed milk powder

TEMED

Tris / Tris Base / Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tris-HCI (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid)
Trypton/Pepton

Tween-20

Trifluoressigsdure

4.2.19 Sonstige Puffer

10x PBS
1,4 M NaCl 81,82 g NaCl
27 mM KCl 2,01 gKCl

100 mM Na,HPO4 14,20 g Na,HPO4
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18 mM KH,PO4 2,45 ¢ KH,PO4
ad 11 Aqua dest.
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5 Ergebnisse

5.1 Erzeugung dimerer Nanobodies mit erhohter h'TNF neutralisierender

Aktivitiit mittels Mikrobieller Transglutaminase

5.1.1 Herstellung von ““anti-hTNF-VHH, monomerem und dimerem “‘anti-

hTNF-VHH-S-tag in E. coli

5.1.1.1 Klonierung von "*“anti-hTNF-VHH und "‘anti-hTNF-VHH-S-tag

Eine cDNA, die fiir den gegen humanes TNF (hTNF) gerichteten Nanobody anti-hTNF-VHH
kodiert, wurde in das E. coli Expressionsplasmid pet23a(+) eingefiigt. Die N-terminal
angefligte ,,pelB leader* Sequenz ist verantwortlich fiir die Abgabe des Proteins in den

Zellkulturiiberstand bei Expression (periplasmatische Expression). Sie wird durch eine

A) B) < ~'$” C)
&S
g £
oL
Gy
pET23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his o &gf é‘
Ncol Notl o g}' 5
-} T7 Promotor
3000bp= i ] <4106bp [ pelB leader
: EE Anti-hTNF-VHH
100067 E=E  stag
pET23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his 5006 E [ linker
p
Ncol Notl Notl - B2 c-myctag
bod his tag
200bps <>  T7 Terminator
“120bp

Notl

Abb. 5-1 Expressionskassette fiir Expression von “anti-hTNF-VHH und "‘anti-hTNF-VHH-S-tag in E.
coli.

A) Ubersicht der Expressionskassetten der Plasmide pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his und pet23a(+)-
pelB-anti-h TNF-VHH-Stag-myc-his. Der T7 Promotor in Zusammenhang mit dem T7 Terminator sorgen flir
die Expression der Expressionskassette durch die IPTG induzierte T7-RNA-Polymerase. Die ,,pelB leader*-
Sequenz ist verantwortlich flir die periplasmatische Expression des Proteins, welches dadurch in den
Zellkulturiberstand gelangt. In dem Plasmid pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his ist anti-hTNF-
VHH iiber einen aus einer dreifachen Wiederholung der Aminosduren GGGGS (G = Glycin, S = Serin)
bestehenden flexiblen Verbindungsabschnitt (/inker) mit dem S-tag Peptid verbunden, welches die spitere
Dimerisierung mittels Transglutaminase ermdglicht. Die sich C-terminal anschlieBende Sequenzen des ,,c-myc
tag* ermoglicht die immunochemische Nachweisbarkeit des Proteins, wahrend der ,,his-tag* fiir die Reinigung
mittels Nickel-NTA  Affinitditschromatographie notwendig ist. B) GroéBen der jeweils mit dem
Restriktionsenzym Not¢ 1 geschnittenen und isolierten S-fag cDNA und des Plasmids pet23a(+)-pelB-anti-
hTNF-VHH-myc-his vor Ligation. C) Legende der Expressionskassette in A.
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Signalpeptidase abgeschnitten, bevor das Protein in den periplasmatischen Raum zwischen
der inneren und duBeren Zellmembran gramnegativer Bakterien entlassen wird, von wo es in
den Zellkulturiiberstand gelangt (vgl. zusammenfassend: (Hauser und Ryan 2007)). C-
terminal befinden sich Sequenzen fiir einen ,,c-myc tag* und einen ,,his-tag*. Der ,,c-myc fag*
funktioniert als Markierung fiir den immunochemischen Nachweis des Proteins (Munro und
Pelham 1987). Der ,.his-tag* ist notwendig fiir die spédtere Reinigung mittels Nickel-NTA
Affinititschromatographie. Fiir die Erzeugung des dimerisierbaren *‘anti-hTNF-VHH-S-tag
Proteins wurde C-terminal an die anti-hTNF-VHH c¢DNA die fiir das S-tag Peptid kodierende
cDNA angeschlossen, die die spitere Dimerisierung mittels Transglutaminase ermoglicht
(Kamiya et al. 2003b). Die cDNA verfligt zusitzlich iiber eine zwischen anti-hTNF-VHH und
dem S-tag gelegene kurze verbindende Proteinsequenz, die den Nanobody flexibel mit dem S-
tag verkniipft. Die fertigen Expressionskassetten sind in Abb. 5-1 dargestellt und wurden
pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his und pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his

genannt.

5.1.1.2 Expression und Reinigung von Eanti-hTNF-VHH und Ecanti-hTNF-VHH-S-tag
per Nickel-NTA Affinitiitschromatographie

Die Plasmide pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his und pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-
VHH-Stag-myc-his wurden in den E. coli Stamm BL21 pLysS transformiert und die
Proteinexpression durch IPTG induziert. Im Coomassie-gefirbten SDS-PAGE Gel sind
sowohl im abzentrifugierten Bakterienpellet als auch im Zellkulturiiberstand deutliche
Banden der Proteine "‘anti-hTNF-VHH und "‘anti-hTNF-VHH-S-tag zu erkennen. Selbst
ohne Zugabe von IPTG ist vor allem im Pellet eine gewisse Expression des rekombinanten
Proteins zu erkennen (Abb. 5-2 A).

Fanti-hTNF-VHH lduft auf einer geschitzten Hohe von 20 kDa (erwartet 17,3 kDa) und
Eeanti-hTNF-VHH-S-tag bei knapp unter 25 kDa (erwartet 20,9 kDa). Durch die Reinigung
der Proteine mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie nimmt die Proteinkonzentration im
Zellkulturiiberstand vor allem durch die erste Inkubation mit Ni-NTA deutlich ab (Abb. 5-2
B). Allerdings befindet sich immer noch Protein im Zellkulturiiberstand. Die Ausbeute an
rekombinantem Protein nimmt bei wiederholter Inkubation mit Ni-NTA ab (Abb. 5-2 B). Die
gesamte Reinigungsprozedur konnte bis zu viermal mit vernlinftigem Ertrag an

rekombinantem Protein durchgefiihrt werden.
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Bei

der Eluierung des Proteins von der Ni-NTA Agarose mit imidazolhaltigem

Phosphatpuffer 16ste sich der Grofteil bei den ersten zwei bis drei Auswaschvorgingen

(vergleiche Abb. 5-2 B). Das eluierte Protein weist bereits einen hohen Reinheitsgrad auf.

A)
Ec H A Ec H A Q.
anti-hTNF-VHH S » » anti-hTNF-VHH-S-tag
S
“ x% x & &
S5 e
QU QO I

116 kDa —

116 kDa = o't 66 kDa — g-e..

66 kDa ==
45 kDa — i

45 kDa— 35 kDa — P

35 kDa | -
25kDa—{ o

25 kDa—

- 18.4kDa— .
18.4 kDa— 14.4kDad .
14.4 kDa—
IPTG R IPTG R
B)

Ecanti-h TNF-VHH-S-tag

) Eluierte Proben
Uberstand 1. Inkubation 2. Inkubation

A A A
Vel N\ Y

116 kDa =
66 kDa =

45 kDa =
35 kDa =

25 kDa == “._ *__

18.4 kDa=
14.4 kDa=

Aufgereinigt: 0x 1x 2x

Elution 1. 2. 3. 4 5 6. 1. 2. 3. 4. 5.

Abb. 5-2 Expression von Eanti-h TNF-VHH und “‘anti-hTNF -VHH-S-tag in E. coli. Reinigung des
“canti-h TNF-VHH-S-tag Proteins.

A) Die Probe des Bakterienpellets wurde zu Zwecken der besseren Darstellung ein zweites Mal 1 : 10
verdiinnt aufgetragen. Sowohl im Bakterienpellet als auch im Uberstand ldsst sich eine deutliche
Proteinbande fiir beide Proteine erkennen. Vor allem im Pellet ist sogar eine gewisse Expression ohne
Induktion mittels IPTG zu erkennen. B) Durch Inkubation mit Ni-NTA Agarose bei 4°C wird das Protein aus
dem Uberstand gereinigt. Eine deutliche Abnahme der Proteinkonzentration nach der ersten Reinigung im
Uberstand ist erkennbar. Die rekombinanten Proteine wurden aus der abgetrennten Ni-NTA Agarose durch
mehrfaches Spiilen mit 5 ml 500 mM Imidazol in 500 mM NaCl 50 mM Na,HPO4 / NaH,PO4 pH = 7,4
eluiert. Der Grofiteil des Proteins befindet sich in den ersten zwei bis drei Eluaten. Die gesamte
Reinigungsprozedur konnte bis zu viermal mit verniinftiger Ausbeute an rekombinantem Protein
durchgefiihrt werden.
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5.1.1.3 Reinigung von "‘anti-hTNF-VHH und “‘anti-hTNF-VHH-S-tag mittels

Groflenausschlusschromatographie

anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-S-tag Fraktionen von der Ni-NTA wurden mittels

Ecanti-hTNF-VHH Ecanti-hTNF-VHH-S-tag
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Abb. 5-3 GroBenausschlusschromatographie von *anti-hTNF-VHH und *anti-hTNF-VHH-S-tag.

Die mittels Ni-NTA gereinigten Proteine wurden zundchst in den Laufpuffer (500 mM NaCl 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH = 7,4) umgepuffert und dann per GréBenausschlusschromatographie getrennt. Ein
Teil des Proteins verldsst die Sdule als di- oder multimere Komplexe. Entsprechende Fraktionen auf
Coomassie-gefdarbten SDS-PAGE Gelen zeigen, dass diese hoéhermolekularen Komplexe auf nicht-
kovalenten Bindungen beruhen. Bei erneuter Groflenausschlusschromatographie der monomeren Fraktionen
zeigt sich, dass diese stabil Monomere bleiben. Die anhand der Kalibrierung der Sdule errechnete Grof3e
betrigt fiir anti-hTNF-VHH 22,1 kDa (erwartet 17,3 kDa) und fiir *anti-hTNF-VHH-S-tag 34,1 kDa
(erwartet 20,9 kDa).

GroBenausschlusschromatographie weiter gereinigt. Um die Proteinverluste auf der Sdule zu
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reduzieren, wurde anfangs ein Puffer hoherer Molaritdt (500 mM NaCl in Phoshpatpuffer) als
Laufpuffer verwendet. Die Proteine wurden in den Laufpuffer umgepuffert, um eventuelle
Probleme durch hohe Osmolaritit (500 mM Imidazol in 500 mM NaCl in Phoshpatpuffer) zu
vermeiden (Bedingungen bei Abb. 5-3).

Auf den in Abb. 5-3 dargestellten UV-Absorptionskurven der GroBenausschluss-
chromatographie zeigt sich, dass der GroBteil des ““anti-hTNF-VHH und des "anti-hTNF-
VHH-S-tag als Monomere die Sdule verldsst. Allerdings finden sich auch dimere und
hohermolekulare Anteile. Entsprechende Fraktionen aufgetragen auf ein SDS-PAGE Gel
zeigen, dass diese nicht-kovalente Komplexe darstellen.

Bei erneuter GroBenausschlusschromatographie nur der monomeren Fraktionen (fiir *anti-
hTNE-VHH 12-14 und fiir *anti-hTNF-VHH 9-11) zeigt sich, dass diese stabil sind und
einen klaren einzelnen Peak ohne groBere multimere Anteile bilden (Abb. 5-3). Fiir “anti-
hTNF-VHH lauft dieser bei 70,3 ml Elutionsvolumen und damit auf einer Hohe von 22,1 kDa
(erwartetes Molekulargewicht (MW): 17,3 kDa). Fiir “anti-hTNF-VHH-S-tag liegt der Peak
bei 62,3 ml Elutionsvolumen und damit bei 34,8 kDa (erwartetes MW 20,9 kDa) liegt.

Bei der Herstellung groBerer Mengen an ““anti-hTNF-VHH-S-tag wurde nach der Ni-NTA
Agarose Affinitatschromatographie das rekombinante Protein direkt im Elutionspuffer auf die

Sdule mit 10 mM Natriumphosphatpuffer (dem spéteren Dimerisierungspuffer) als Laufpuffer

800 —1——
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400 —
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200 —

0 [ P B R 1 } :
30 40 50 60 70 80 20 100
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Abb. 5-4 GroBenausschlusschromatographie von “‘anti-hTNF-VHH-S-tag in groBerem MafBstab

Das nicht umgepufferte Protein wurde noch im Ni-NTA Affinitdtschromatographie Elutionspuffer (500 mM
Imidazol in 500 mM NaCl Natriumphosphatpuffer) ohne Umpufferung direkt nach GroBe getrennt. Als
Laufpuffer wurde der MTG-Reaktionspuffer (10 mM Natriumphosphat pH = 7,5) verwendet. Dabei verhilt es
sich auf der Grofenausschlusschromatographieséule trotz groBer Osmolaritétsdifferenzen (von tiber 1M zu 10
mM) mit einem Hauptpeak bei 58,9 ml dhnlich wie vorher umgepuffertes Protein in 500 mM NaCl 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH = 7,4 Laufpuffer (Hauptpeak bei 62,3 ml). (Vergleiche Abb. 5-3).
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appliziert. Das ““anti-hTNF-VHH-S-tag verhilt sich unter diesen Bedingungen trotz groBerer
Osmolaritétsdifferenzen (von iiber 1 M auf 10 mM) mit einem Hauptpeak bei 58.9 ml &dhnlich
wie das zuvor umgepufferte Protein in einem 500 mM NaCl Natriumphosphatlaufpuffer
(Hauptpeak bei 62,3 ml) (Abb. 5-4).

Nach Reinigung mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie und GroBenausschluss-
chromatographie sind sowohl ““anti-hTNF-VHH als auch "anti-hTNF-VHH-S-tag ohne

groflere Verunreinigungen vorhanden (Abb. 5-5).
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Abb. 5-5 Reinheit von *“anti-hTNF-VHH und "‘anti-hTNF-VHH-S-tag

Sowohl die UV-Spektren wie auch die Auftragung unterschiedlicher Mengen ““anti-hTNF-VHH und *anti-
hTNF-VHH-S-tag zeigen, dass keine groferen Verunreinigungen bestehen.

An reinem rekombinanten Protein (““anti-hTNF-VHH und ““anti-hTNF-VHH-S-tag) konnten

ungefihr 10 mg pro Liter Bakterieniiberstand gewonnen werden.

5.1.1.4 Verifizierung des Molekulargewichtes von "“anti-hTNF-VHH mittels MALDI-

TOF (matrix assisted laser desorption/ionisation — time of flight)

Massenspektrometrie
Zur Bestimmung der genauen Masse von ““anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-S-tag
wurde mit beiden Proteinen eine MALDI-TOF Massenspektrometrie durchgefiihrt. Bei *anti-
hTNF-VHH ergab der Hauptpeak eine Masse von 17272,2 Da (Abb. 5-6). Die
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isotopengemittelte Berechnung fiir das Molekulargewicht von “anti-hTNF-VHH ergibt
17278,9 Da. Die errechnete monoisotopische Masse betragt 17268,3 Da (Bioinformatics
2011). Damit liegt das gemessene Molekulargewicht zwischen dem isotopengemittelten und
monoisotopischen Gewicht. Der Unterschied zum Isotopen gemittelten Molekulargewicht
betrdgt 6,5 Da und liegt bei 0,038% der erwarteten Masse.

Fir "anti-hTNF-VHH-S-tag waren aus der MALDI-TOF Massenspektrometrie trotz
dreifacher Durchfiihrung keine verwertbaren Daten zu gewinnen. Eine mogliche Erklarung
wiére die Bildung von hochmolekularen Komplexen unter den Bedingungen der MALDI-
TOF, welche dann auBBerhalb des Messbereiches ldgen.

Ecanti-hTNF-VHH
%
100 1

90 1
80 -
70 1
60 8635,3
50 1
40 A
30
20

10

2112,4
17272,2

P -

0
1997 6615 11233 15851 20469 25087

Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z)
Abb. 5-6 Massenspektrometrie von ““anti-hTNF-VHH mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die ermittelte Masse fiir ““anti-hTNF-VHH betriigt 17272,2 Da. Diese liegt zwischen dem errechneten fiir
isotopengemittelten Molekulargewicht von 17278,8 Da und dem monoisotopischen von 17268,2 Da. Der
Unterschied zum Isotopen gemittelten Molekulargewicht betriigt 6,6 Da und damit 0,038 %. Fiir "anti-
hTNF-VHH-S-tag waren mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie keine verwertbaren Daten zu ermitteln.

5.1.1.5 Herstellung dimerer Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Nanobodies durch die
Mikrobielle Transglutaminase (MTG)

5.1.1.5.1 Optimierung der Dimerisierung von “‘anti-h TNF-VHH-S-tag durch MTG

Zur Verkniipfung von monomerem ‘anti-hTNF-VHH-S-tag zu Dimeren wurde die
Mikrobielle Transglutaminase (MTG) (N-Zyme-BioTec-GmbH 2007) verwendet. Im
Vergleich verschiedener Reaktionen bei unterschiedlichen Temperaturen zeigte die MTG bei
4°C die hochste Aktivitit. Bei 0,015 U/ml MTG und 50 pg/ml “anti-hTNF-VHH-S-tag
werden bei 4°C mehr dimeres und multimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag gebildet als bei
Raumtemperatur (RT) oder 37°C (Abb. 5-7: 30h-Zeitpunkt).
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Abb. 5-7 Verkniipfung von *‘anti-hTNF-VHH-S-tag zu dimeren und multimeren Komplexen durch die
Mikrobielle Transglutaminase (MTG).

Bei 4°C findet die stirkste Verkniipfung von "anti-hTNF-VHH-S-tag (20,9 kDa) zu dimerem (41,8 kDa) und
multimerem Protein statt (vergleiche zum 30 Stunden Zeitpunkt: 4°C 0,015 U/ml MTG mit RT bzw. 37°C).
Zum 2 Stunden Zeitpunkt sind in Abhédngigkeit der Enyzmkonzentration noch deutliche Unterschiede in der
entstanden Menge an Dimeren und Multimeren (Tetramere, Hexamere und grofBere) erkennbar. Nach 30
Stunden haben sich diese iiber eine Spanne von 0,25 U/ml bis 0,015 U/ml MTG nivelliert (MTG: 38 kDa,
siche abnehmende Bande bei 2 h und 30 h 4°C). Mehr als die Hilfte des monomeren “anti-hTNF-VHH-S-
tag ist zu dimerem oder multimerem Protein reagiert. Allerdings wird nicht alles Protein verkniipft.
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Nach 2 Stunden Reaktionszeit existieren in Abhdngigkeit von der MTG-Konzentration
deutliche Unterschiede in der Menge des entstandenen dimeren und multimeren *“anti-hTNF-
VHH-S-tag Proteins (vergleiche Abb. 5-7 2h-Zeitpunkt: z.B. 0,25 U/ml vs. 0,015 U/ml
MTG). Nach 30 Stunden Reaktionszeit haben sich diese nivelliert. Uber eine Spanne von 0,25
U/ml bis 0,015 U/ml MTG scheint bei 50 pg/ml "anti-hTNF-VHH-S-tag die Reaktion fertig
abgelaufen zu sein. Mehr als die Hilfte des ““anti-hTNF-VHH-S-tag Proteins ist in Dimere
oder Multimere umgewandelt worden. Allerdings reagiert trotz mehr als geniigend
Reaktionszeit nicht alles *“anti-h TNF-VHH-S-tag zu Di- oder Multimeren.

Neben dimerem ““anti-hTNF-VHH-S-tag (41,8 kDa) entstehen nur tetrameres (83,6 kDa) und
hexameres (125,4 kDa), aber kein trimeres (62,7 kDa) oder pentameres Protein (104,5 kDa).
In Abb. 5-8 ist eine Zeitreihe mit 0,015 U/ml MTG bei 4°C und 50 pg/ml “anti-hTNF-VHH-
S-tag bzw. “anti-hTNF-VHH zu schen. Mit zunehmender Reaktionszeit entsteht mehr
dimeres und multimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag. Ab dem 6 Stunden Zeitpunkt ist eine

deutliche Dimerbande vorhanden, die zunichst noch etwas zunimmt, aber spétestens nach 48

[MTG] = 0,015 U/ml
Temp =4T
Zeit= ...
[Substrat] = 50ug/ml

&
N
. H I
Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Ecanti-hTNF-VHH 8
O
. ~
5min, 1h , 2h , 6h , 24h , 48h , 54h 5min; 1h | 6h , 24h | 48h , 72h
kDa kDa
116 - ™ Multimere 116
66 66
= Dimer
45 1 45 1 L~ Dimere
35 - . 35 - ) - MTG

25 . N SN R e e s [~ Monomer 25 -
e e — —— |
18.4 18.4
14.4 14.4 <

Abb. 5-8 Zeitabhéingige Zunahme des di- und multimeren Eanti-h TNF -VHH-S-tag. Eanti-h TNF-VHH
ist nicht bzw. kaum dimerisierbar.

Mit 0,015 U/ml MTG und 50 pg/ml *anti-hTNF-VHH-S-tag ist ab 6 Stunden Reaktionszeit eine deutliche
Dimer-Bande erkennbar, die zuerst noch an Intensitit zunimmt, aber spitestens ab 48 Stunden gleich bleibt.
Multimere treten nach 24 Stunden auf und nehmen weiter zu, wihrend die Monomere deutlich abnehmen.
Bei gleichen Bedingungen zeigt sich, dass "anti-hTNF-VHH nicht bzw. kaum dimerisierbar ist. Nur bei 3 bis
4-facher Konzentrierung des Reaktionsansatzes (siche: ,konzentriert) sind sehr schwache Banden zu
erkennen.
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Stunden gleichbleibt. GroBere Mengen Multimere treten erst ab 24 Stunden auf und nehmen
mit der Zeit weiter zu. Gegenldufig nimmt die Intensitit der Monomerbande ab.
Nebenbefundlich fillt auf, dass die Dimerbande aus mehreren Unterbanden besteht (siche
auch Abb. 5-9).

Feanti-h TNF-VHH hingegen ist sowohl unter diesen als auch unter anderen Bedingungen
(Daten nicht gezeigt) nicht, beziehungsweise nahezu gar nicht dimerisierbar. Eine minimale
Verkniipfung von Proteinen erkennt man in den drei sehr schwachen Banden in der Spalte
,konzentriert. Hier wurde das Reaktionsgemisch am Ende der Reaktion ca. um Faktor 3-4
aufkonzentriert bevor es auf das Gel aufgetragen wurde. Die unterste der hier sichtbaren
Banden stellt die MTG dar, die beiden Banden dariiber sind zu Dimeren verkniipfte “anti-

hTNF-VHH.

A) B) & [MTG] = 0,02 - 0,05 U/ml
&
< —_
13-14h 16h g Temp =4T
o6 © o bl Zeit=13 - 16h
PSS ummre g & umi
DA T S S MTG [Substrat] = 0,25 - 0,6 mg/ml
kDa = =
_ kD
wle= = e
66 4
o —
45 |
B0
35 35 -
25 S - 25 Jun |
18.4 — 18.4 -
0,5mg/ml 0,25  [Fanti-hTNF- 0,6mg/ml  [Eanti-hTNF-
mg/ml VHH-S-tag] VHH-S-tag]

Abb. 5-9 Hohere “‘anti-hTNF-VHH-S-tag Konzentrationen stellen auch bei kiirzeren Reaktionszeiten
kein Problem dar.

A) Zur Vereinfachung der Dimer-Produktion wurden hohere Konzentrationen an ““anti-hTNF-VHH-S-tag
mit unterschiedlichen Konzentrationen MTG 13-14 Stunden bei 4°C inkubiert. Mit zunehmender MTG
Konzentration entstehen bei 500 pg/ml *anti-hTNF-VHH-S-tag mehr Dimere und Multimere. Die Menge an
Dimeren unterscheidet sich dabei zwischen 0,025 U/ml und 0,05 U/ml MTG nicht. Bei niedrigerer Eeanti-
hTNF-VHH-S-tag Konzentration (250 pg/ml) ist die Konzentration an Dimeren geringer. Aufgrund dieser
Tatsachen wurde fiir die Produktion gréBerer Mengen dimeren Proteins eine “‘anti-hTNF-VHH-S-tag
Konzentration von ungefihr 500 pg/ml gewdhlt und mit 0,01-0,02 U/ml MTG ca. 15 Stunden bei 4°C
inkubiert. B) Beispielhafte Darstellung des Ergebnisses einer der Reaktionsansdtze im groferen Malstab
([*anti-hTNF-VHH-S-tag]=0,6 mg/ml mit 0,02 U/ml MTG fiir 16 Stunden).

Zur Vereinfachung der Dimerproduktion wurden hohere Konzentrationen ““anti-h TNF-VHH-

S-tag mit unterschiedlichen Konzentrationen MTG fiir 13-14 Stunden bei 4°C inkubiert (Abb.
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5-9 A). Mit zunehmender Enzymmenge (von 0,005 zu 0,05 U/ml MTG) werden bei 500
ng/ml anti-hTNF-VHH-S-tag mehr dimere und multimere Proteine gebildet. Die
entstandene Menge an Dimeren unterscheidet sich dabei zwischen 0,025 U/ml und 0,05 U/ml
MTG nicht.

Bei halbierter “anti-hTNF-VHH-S-tag Konzentration (0,25 mg/ml) ist die Konzentration an
Dimeren geringer, wobei sich die Verhidltnisse von Monomer zu Dimeren und Multimeren
nicht stark verdndern (vergleiche Abb. 5-9 bei 0,025 U/ml MTG: 0,5 mg/ml vs. 0,25 mg/ml
Ecanti-hTNF-VHH-S-tag).

Aus den Optimierungsversuchen ergab sich fiir die Produktion groferer Mengen dimeren
Eeanti-h TNF-VHH-S-tags folgendes Protokoll: ““anti-hTNF-VHH-S-tag Konzentrationen von
ungefdhr 500 pg/ml, MTG Konzentrationen von 0,01-0,02 U/ml und Reaktionszeiten um 15
Stunden. Beispielhaft ist in Abb. 5-9 B) das Ergebnis einer der Reaktionen gezeigt (0,6 mg/ml
anti-hTNF-VHH-S-tag, 0,02 U/ml MTG und 16 Stunden Reaktionszeit bei 4°C). Die Spalte
,»0,02 U/ml MTG - konzentriert™ in Abb. 5-9 B) zeigt den um Faktor 2-3 aufkonzentrierten

Reaktionsansatz fiir die Applikation auf die GréBenausschlusschromatographie.
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5.1.1.5.2 Trennung der mono-, di-, und multimeren Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Proteine

mittels Groflenausschlusschromatographie

Mittels GroBenausschlusschromatographie
ist in 10 mM Natriumphosphatlaufpuffer
eine gute Trennung der Multimere und

Dimere von den Monomeren zu erzielen

(Abb. 5-10).
Die UV-Absorptionskurve zeigt ebenfalls,
dass deutlich mehr als 50% des

monomeren “anti-hTNF-VHH-S-tags zu
di- oder multimerem Protein verkniipft
wurden.

Der Dimerpeak lduft bei einem Elutions-
volumen von 50 ml, was einer Grofle von
ca. 65-70 kDa entspriche. Dies ist in
etwas das Doppelte des mittels
GroBenausschlusschromatographie
ermittelten Wertes fiir das ““anti-hTNF-
VHH-S-tag  Monomer (34,8 kDa -
erwartetes MW 20,9 kDa).

Fir die weiteren Experimente wurden
Fraktionen verwendet, die den beispielhaft
markierten entsprechen (Fraktion 7 fur

Multimere und Fraktion 10 fiir Dimere).
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Abb. 5-10 Trennung der monomeren, dimeren und
multimeren  “‘anti-hTNF-VHH-S-tags  mittels
Grofienausschlusschromatographie - nach
(Plagmann ez al. 2009)

Mittels GroBenausschlusschromatographie lédsst sich
in 10mM Na,HPO4 / NaH,PO4 pH = 7,5 Laufpuffer
ein gute Trennung erreichen. (Kontrolle per
Coomassie SDS-PAGE Gel.) Fiir weitere Experimente
wurden den Fraktionen 7 (fiir Multimere) und 10 (fiir
Dimere) entsprechende Fraktionen gewdhlt.
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5.1.2 Untersuchung der Proteineigenschaften von “‘anti-hTHF-VHH,

monomeren und dimerem *“anti-hTNF-VHH-S-tag

5.1.2.1 hTNF Bindungs- und Neutralisierungsverhalten von "‘anti-hTNF-VHH und
Eanti-h TNF-VHH-S-tag

5.1.2.1.1 "“anti-hTNF-VHH und *‘anti-hTNF-VHH-S-tag binden hTNF im ELISA

Sowohl "anti-hTNF-VHH 102 o
' —+— Ecanti-hTNF-VHH
als auch  anti-hTNF- - -m- - Ecanti-hTNF-VHH-S-tag
0,8
VHH-S-tag binden hTNF | §
2 06
im ELISA (Abb. 5-11). | §
. , < 04
Beide werden in o4
vergleichbarer Menge 0.2 1
durch die  Detektions- 0 i S
1000 500 250 100 50 25 10 5 25 1 0 ke.ine
antikrper  nachgewiesen. — Beschichtung
Als Negativkontrolle Nanobody (ng)

wurden nicht mit hTNF | gpp 541 Eanti-hINF-VHH und  ™anti-hTNF-VHH-S-tag
beschichtete Felder erkennen und binden beide hTNF im ELISA

Sowohl "anti-hTNF-VHH als auch "“anti-hTNF-VHH-S-tag erkennen
verwendet. und binden an das auf der ELISA-Platte aufgetragene hTNF. Beide
Proteine werden in gleichem Mafie nach Bindung an hTNF durch gegen
das ,,c-myc tag™ gerichtete AK nachgewiesen. Als Negativkontrolle
wurden nicht mit hTNF beschichtete Felder verwendet.

5.1.2.1.2 "anti-hTNF-VHH und Ecanti-hTNF-VHH-S-tag besitzen eine vergleichbare
hTNF neutralisierende Aktivitit im L929-Zytotoxizititsassay

Adhérente L929 Zellen wurden in Zellkulturmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen
an hTNF fiir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Ohne hTNF wachsen 1L929-Zellen zu
einem dichten Rasen von verzweigten Zellen heran (Abb. 5-12 A). Bei Zugabe von 100 ng/ml
hTNF gehen die Zellen in Apoptose. Sie runden sich ab und beginnen sich von dem
Untergriind zu l6sen. Die Auslosung der Apoptose kann durch Zugabe von geniigend *anti-
hTNF-VHH Protein verhindert werden.

In Abb. 5-12 B) ist der Effekt von unterschiedlichen Konzentrationen hTNF auf die Zellen
dargestellt. Lebende Zellen wurden anhand der Produktion eines fluoreszierenden Farbstoffes

nachgewiesen, sodass bei hoheren hTNF Konzentrationen aufgrund verstarkter Apoptose die
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Abb. 5-12 Vergleichbare Inhibierung der Zytotoxizitit von hTNF auf L929-Zellen durch *“anti-h TNF-
VHH und *anti-hTNF-VHH-S-tag

A) Ohne Zugabe von hTNF wachsen die Zellen zu einem dichten Zellrasen. Bei Zugabe von 100 ng/ml
hTNF gehen die Zellen in Apoptose. Durch Zugabe von geniigend ““anti-hTNF-VHH wird dies verhindert.
B) Unterschiedliche Konzentrationen an hTNF fiihren zu unterschiedlich starker Zytotoxizitdt. Fiir weitere
Experimente wurde eine Konzentration von 100 ng/ml hTNF aufgrund der nahezu maximalen
Apoptoseauslosung gewihlt. C) Durch Zugabe von ““anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-S-tag lisst
sich konzentrationsabhéngig die Apoptose der Zellen unterschiedlich stark inhibieren. Dabei zeigen beide
Proteine eine vergleichbare Aktivitit gegen hTNF. D) Logarithmische Darstellung zur besseren
Vergleichbarkeit von *anti-hTNF-VHH und "“anti-hTNF-VHH-S-tag.

Fluoreszenz abnimmt. Aufgrund der nahezu maximalen Apoptoseauslosung bei einer
Konzentration von 100 ng/ml hTNF wurde diese Konzentration fiir weitere Experimente
gewihlt. Sowohl "anti-hTNF-VHH als auch “‘anti-hTNH-VHH-S-tag verhindern
konzentrationsabhéngig die Apoptose der L929-Zellen. Mit einem halbmaximalen Effekt bei
einer Konzentration von 8,3 nM (0,83 pmol pro well) fiir *anti-hTNF-VHH und 9,3 nM
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(0,93 pmol pro well) fiir "anti-hTNF-VHH-S-tag zeigen sie eine vergleichbare Aktivitit
gegen hTNF. 100 ng/ml h'TNF entsprechen 5,8 nM Monomeren und 1,9 nM Trimeren (0,58
pmol Monomere pro well und 0,19 pmol Trimere pro well). Das entspricht beim
halbmaximalen Effekt ungeféhr einem stochiometrischen Verhéltnis von 4 bis 5 Molekiilen

Feanti-hTNF-VHH(-S-tag) zu einem trimeren hTNF Komplex.

5.1.2.1.3 In der Groflenausschlusschromatographie bindet ein Ecanti-hTNF-VHH-S-tag

an trimeres hTNF

Zur Untersuchung der Interaktion von hTNF und "anti-hTNF-VHH-S-tag in der GroBen-
ausschlusschromatographie wurde 10 mM Natriumphosphatpuffer bei pH = 7,5 mit 150 mM
NaCl als Laufpuffer benutzt. Die Ergidnzung des Laufpuffers um 150 mM NaCl war
notwendig, da sonst hTNF unspezifisch an das Sdulenmaterial gebunden hat.

hTNF und "anti-hTNF-VHH-S-tag wurden zunichst getrennt auf die Siule gegeben (Abb.
5-13). Fiir *anti-hTNF-VHH-S-tag (175 pg verwendet) ergab sich eine berechnete GroBe von
34,2 kDa (erwartetes MW: 20,9 kDa, Elutionsvolumen: 63,1 ml) (zum Vergleich bei 500 mM
NaCl 50 mM Natriumphosphatpuffer pH = 7,4: 34,8 kDa). Die berechnete GroBe fiir hTNF
(200 pg verwendet) betrug 40,6 kDa (Elutionsvolumen: 59,7 ml), was bei einer Grofle des
monomeren Molekiils von 17,3 kDa fiir einen dimeren (34,6 kDa) oder trimeren (51,9 kDa)
Komplex spricht.

Im niichsten Schritt wurden 525 pg hTNF zusammen mit 175 pg ““anti-hTNF-VHH-S-tag auf
die Siule gegeben. Das entspricht einem molekularen Verhiltnis von hTNF zu *‘anti-hTNF-
VHH-S-tag von ungefihr 3:1 (genau 3,7:1). Nach Vorinkubation bei 4°C wurde das Gemisch
nach Grofle getrennt. Es zeigte sich eine nahezu komplette Verschiebung des hTNF Gipfels
zu einem neuen Gipfel bei ungefihr 80 kDa (83,2 kDa, Elutionsvolumen: 45,5 ml). Ein
Komplex aus einem Trimer hTNF und einem Molekiil *anti-hTNF-VHH-S-tag hitte eine
GrofBBe von 72,8 kDa (3x 17,3 kDa + 1x 20,9 kDa), was ungetihr in derselben GréBenordnung
liegt.

Proben aus den Hauptfraktionen der in Abb. 5-13 A) nummerierten Gipfel wurden in gleichen
Mengen auf ein SDS-Page Gel aufgetragen (Abb. 5-13 B 1: "anti-hTNF-VHH-S-tag , 2:
hTNF, 3: Komplex aus hTNF und *anti-hTNF-VHH-S-tag und 4: restliches freies hTNF).
Aufgrund der unterschiedlichen Anfirbbarkeit von ““anti-hTNF-VHH-S-tag und hTNF fiir
Coomassie-Farblosung ist in Spalte 3 die Intensitét der beiden Banden &hnlich. (Im Vergleich

von Spalte 1 und 2, die ungefihr gleiche Mengen Protein enthalten (175 pg “‘anti-hTNF-
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Abb. 5-13 *anti-hTNF-VHH-S-tag bindet trimeres hTNF und konkurriert mit Enbrel® um die Bindung
- nach (Plagmann ez al. 2009)

A) In 10 mM Natriumphosphatpuffer bei ph = 7,5 mit 150 mM NaCl als Laufpuffer wurden zunichst ““anti-
hTNF-VHH-S-tag und hTNF getrennt mittels GroBenausschlusschromatographie analysiert. Fiir ““anti-hTNF-
VHH-S-tag (MW = 20,9 kDa) ergab sich eine geschitzte Grole von 34,2 kDa. Die geschétzte GroBe fiir h\TNF
(MW = 17 kDa) betrug 40,6 kDa, was fiir einen dimeren (34,6 kDa) oder trimeren (51,9 kDa) Komplex
spricht. Bei Trennung eines 1 : 3,7 "anti-hTNF-VHH-S-tag zu hTNF (Monomer) Gemischs ist nahezu der
gesamte hTNF Gipfel verschwunden. Dies spricht dafiir, dass je ein "“anti-hTNF-VHH-S-tag Molekiil an ein
trimeres hTNF Molekiil bindet ohne dies zu zerstéren (Komplexgrofe siche Text). B) Coomassie gefirbtes
SDS-PAGE Gel der nummerierten relevanten Fraktionen der GréBenausschlusschromatographieldufe mit
erlauternder Skizze C) Nach zunichst erfolgter Bindung von 25 ng/ml *anti-hTNF-VHH-S-tag an auf der
ELISA-Platte gebundenes hTNF ist Enbrel® in der Lage dieses konzentrations-abhiingig zu verdringen. Ein
halbmaximaler Effekt zeigt sich bei 1 Stunde Verdringungszeit bei Enbrel® Konzentrationen zwischen 1,25
und 2,5 pg/ml.

VHH-S-tag und 200 ug hTNF auf Sdule aufgetragen und gleiche Mengen aufs SDS-Page Gel
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aufgebracht) wird die unterschiedliche Anfarbbarkeit der beiden Proteine fiir Coomassie-

Farblosung, die vor allem basische Aminoséduren farbt (Tal ez al. 1985), deutlich.)

5.1.2.1.4 Enbrel® (Etanercept) konkurriert mit Ecanti-hTNF-VHH-S-tag um die hTNF
Bindung

Auf einer mit hTNF beschichteten ELISA-Platte durfte zunzchst *“anti-hTNF-VHH-S-tag (25
ng/ml=1,2 nM) an hTNF binden. AnschlieBend wurde der ““anti-hTNF-VHH-S-tag Uberstand
durch unterschiedliche Konzentrationen an Enbrel® ersetzt, welches gebundenes “anti-h TNF-
VHH-S-tag verdringte. Ein halbmaximaler Effekt wurde zwischen 2,5 und 1,25 pg/ml (16,7
nM und 8,3 nM) Enbrel® (MW ca. 150 kDa (Pfizer 2011)) erreicht (Abb. 5-13 C).

5.1.2.2 hTNF Bindungs-
multimerem) ““anti-h TNF-VHH-S-tag

und Neutralisierungsverhalten von dimerem (und

5.1.2.2.1 Dimeres und multimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag binden hTNF im ELISA
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Abb. 5-14 Auch dimeres und multimeres “anti-TNF-VHH-S-

binden an hTNF. Allerdings tag erkennen und binden an hTNF

Dimeres und multimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag erkennen und
binden das auf der ELISA Platte befindliche hTNF. Allerdings
finden sich in der Nachweisreaktion bei dimerem und multimerem
Feanti-hTNF-VHH-S-tag deutliche Unterschiede im Vergleich zu
monomerem Protein. Als Negativkontrolle wurden nicht mit hTNF
beschichtete Felder verwendet.

zeigen sich die dargestellten
deutlichen Unterschiede in der

Nachweisreaktion bei

monomerem im Vergleich zu
dimerem und multimerem “‘anti-hTNF-VHH-S-tag (Abb. 5-14). Fiir ein halbmaximales
Signal bendtigen dimeres und multimeres Protein eine etwa zweifach hohere Konzentration
verglichen mit dem monoren Nanobody. Dies liegt moglicherweise an einer verringerten

Nachweisbarkeit durch Verdnderungen im Bereich des c-myc tags (genaueres siche 6.2.2.3).
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Als Negativkontrolle wurden nicht mit hTNF beschichtet Felder verwendet, mit denen

ansonsten gleich verfahren wurde.

5.1.2.2.2 Dimeres und multimeres Ecanti-hTNF-VHH-S-tag besitzen eine deutlich
hohere hTNF neutralisierende Aktivitit im L929-Zytotoxizitéitsassay

Zum Vergleich der h'TNF neutralisierenden Eigenschaften der monomeren und dimeren
Nanobodies wurde der zytotoxische Effekt von hTNF auf L929-Zellen durch Zugabe an

unterschiedliche Konzentrationen von Nanobody gehemmt. Die Menge an lebenden Zellen

wurde  anhand der | Ay _
[=
. . 2 40000 )
Produktion eines S - -m - - Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Monomer
8 30000 —— Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Dimer
fluoreszierenden Farb- g
@ 20000
. . (7]
stoffes quantifiziert. S 10000
=]
Das dimerisierte ““anti- - —
100 hTNF (ng/ml) ~ 2 nM Trimer
hTNF_VHH_S_tag 50001000 500 300 200 150 100 50 25 10 z VHH (ng/mi)
bendtigt im Vergleich 240 48 24 15 10 7 48 24 12 05 0 nM [Bindungsstellen]
Zum monomeren
B) . .
3 1 1 S - -# - Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Dimer
Protein  eine  deutlich 8 100000 ¢ . . - - Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Multimere
=) — ~\
geringere 8 80000 ;’% f % ;
N \:
. S 60000 vy
Konzentration und N %
@ 40000 3
besitzt  somit  eine é 20000 by
hohere hTNF  —————— 0 WINF (ng/ml)
neutralisierende 1000 300 100 60 30 10 0 0 . (ng/ml)
e 0 o
Aktivitit (Abb. 5-15 ]
Abb. 5-15 Dimeres und multimeres “‘anti-hTNF-VHH-S-tag besitzen
A). eine deutlich hohere hTNF neutralisierende Aktivitit.
Bezogen auf die Zum Vergleich von bivalentem (Dimer) mit monovalentem (Monomer)
Fanti-hTNF-VHH-S-tag Protein beziehen wir die Konzentrationen auf
Konzentrationen an Bindungsstellen und nicht auf Molekiile. (Imol Dimer entspricht 2mol
) ) Bindungsstellen, 1mol Monomer nur 1mol Bindungsstellen.)
Bindungsstellen zeigen | A) Dimeres "anti-hTNF-VHH-S-tag besitzt eine ca. 5-fach hohere hTNF
. . Ec .- neutralisierende Aktivitit (Konzentration bei halbmaximalem Effekt -
die bivalenten anti- Dimer: 1,9 nM, Monomer: 11,2 nM). B) Multimeres Eeanti-hTNF-VHH-S-
hTNF-VHH-S-tag tag hat eine dem dimeren Protein vergleichbare Aktivitét.

Dimere bei 1,9 nM (0,95 nM Dimeren) eine halbmaximale Hemmung der hTNF-
Zytotoxizitit. Dies entspricht einem Verhiltnis von dimerem ““anti-hTNF-VHH-S-tag zu
trimerem hTNF von ungefihr 1:2 beziehungsweise 1:1 von Bindungsstellen zu trimerem

hTNF (1,93 nM). Im direkten Vergleich erreichten die monovalenten ““anti-hTNF-VHH-S-tag
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Monomere die halbmaximale hTNF Inhibition bei 11,2 nM. (Beim Vergleich zu "anti-
hTNE-VHH erzielte ““anti-hTNF-VHH-S-tag den halbmaximalen Effekt bei 9,3 nM (siche
5.1.2.1.2 - S. 53)). Damit besitzt das dimere ““anti-hTNF-VHH-S-tag eine ca. 5-fach hohere
hTNF neutralisierende Aktivitit als das monomere Protein.

Auch die als Nebenprodukt entstandenen multivalenten ““anti-hTNF-VHH-S-tag Multimere
zeigen im direkten Vergleich eine vergleichbare hTNF neutralisierende Aktivitdt (Abb. 5-15
B).

Die Unterschiede, die sich in Abb. 5-15 A) zeigen, sind sowohl morphologisch an den Zellen
deutlich erkennbar als auch auf Proteinebene nachweisbar (Abb. 5-16). Die Morphologie der
L929-Zellen dndert sich durch Auslosung der Apoptose von verzweigten Zellen mit
Ausldufern (Abb. 5-16: Negativkontrolle) hin zu abgerundeten sich teilweise schon
ablosenden Zellen (Abb. 5-16: Positivkontrolle). Bei einer Konzentration von 1 pg/ml
schiitzen sowohl das monomere als auch das dimere ““anti-hTNF-VHH-S-tag die Zellen vor

Apoptose. Wihrend dies auch bei 100 ng/ml dimerem “‘anti-hTNF-VHH-S-tag der Fall ist,

B)

PARP
cPARP

0 100 100 100 100 100 hTNF

- - 100 1000 - - Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Monomer
- - - - 100 1000 Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Dimer

um

D 100ng/mi | {f

|
» %

(ng/ml)

Abb. 5-16 Nachweis der héheren hTNF neutralisierenden Aktivitiit des dimeren ““anti-hTNF-VHH-S-
tags auf Proteinebene.

A) Zwischen der Negativkontrolle (,,neg*) ohne hTNF (1) und der Positivkontrolle (,,pos*) mit 100 ng/ml
hTNF (2) sind deutliche morphologische Unterschiede sichtbar. Durch die hTNF induzierte
Apoptoseauslosung runden sich die urspriinglich verzweigten 1L.929-Zellen ab. Wahrend 100 ng/ml Dimer
(,,D%) bereits in der Lage ist dies zu unterbinden (5), schafft das monomere ““anti-hTNF-VHH-S-tag (,M*)
dies erst ab 1 pg/ml (4+6). B) Auf Proteinebene zeigt sich die Apoptoseauslosung durch die proteolytische
Degradation der poly ADP-ribose polymerase (PARP) zu c-PARP (cleaved PARP). Hier zeigt sich dasselbe
schon anhand der Morphologie zu erkennende Bild. Nur das dimere "“anti-hTNFVHH-S-tag Protein ist schon
bei 100 ng/ml in der Lage die 100 ng/ml hTNF zu neutralisieren (3 vs. 5).
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reichen 100 ng/ml monomeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag nicht aus, um die Apoptoseauslésung
zu verhindern.

Dasselbe Bild ergibt sich auf der Proteinebene. Hier stellt sich die Apoptoseauslésung durch
proteolytische Degradation der poly ADP-ribose polymerase (PARP) dar, wobei c-PARP
entsteht. Auch hier verhindern 1 pg/ml monomeres und dimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag
Protein die Apoptose, wihrend ausschlieBlich dimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag dies bereits
bei 100 ng/ml tut (Abb. 5-16).

5.1.2.2.3 Dimeres Ecanti-hTNF-VHH-S-tag besitzt eine deutlich hohere hTNF

neutralisierende Aktivitit im HEK293-Zellen Stimulationsassay

In Kooperation mit der AG von Prof. Dr. med. Philip Rosenstiel (Institut fiir Klinische
Molekularbiologie, UKSH Kiel) wurde ein hTNF HEK293-Zellen Stimulationsassay
durchgefiihrt.

Die NF-xB Aktivierung in 30000
HEK293-Zellen durch hTNF 25000 -

. . . —8—  Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Dimer
wurde iiber die Lumineszenz 20000 - |

__e- Ecanti-hTNF-VHH-S-tag Monomer

RLE

einer in ihrer Expression von 15000 -

NF-xB abhidngigen Luzi- 10000 -

5000 -

ferase quantifiziert. Die NF-

kB Aktivierung wurde durch 10 hTNF (ng/ml)

Zugabe von verschiedenen 0 01 1 10 25 50 100 500 1000
0 ]

VHH (ng/ml)
Konzentrationen monomeren
Abb. 5-17 Uberlegenheit des dimeren “‘anti-h TNF-VHH-S-tag bei

. Ec .
und  dimeren anti-hTNF- Inhibierung der hTNF abhéngigen NF-kB Aktivierung in

VHH-S-tags gehemmt. Auch | HEK293-Zellen.

. . . . Bei der Stimulation von HEK293 Zellen mit hTNF wird der NF-xB

hier zeigt sich die Signaltransduktionsweg aktiviert, welcher anhand der Lumineszenz

einer in ihrer Expression von NF-kB abhingigen Luziferase

quantifiziert wurde. Durch Zugabe von mono- oder dimerem “anti-

ECanti-hTNF-VHH-S-tags hTNF-VHH-S-tag wur'de ('1ie NF-KB Akt'iv'ie"rung gehemmt. Auch hier
zeigt das dimere Protein eine hohere Aktivitat als das Monomer.

Uberlegenheit des dimeren

(Abb. 5-17).
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5.1.2.3 Monomeres und dimeres “‘anti-hTNF-VHH-S-tag besitzen hTNF
neutralisierende Aktivitit in vivo und verhindern den Tod im

Lipopolysaccharid (LPS) / D-Galaktosamin (D-Gal) Sepsismodell der Maus

In Zusammenarbeit mit der ola 44 44 o3 a4

Arbeitsgruppe Entziindungs- h

biologie von Prof. Dr. Sergei | & ]

Nedospasov am Deutschen g 504

Rheuma-Forschungszentrum &

Berlin wurde LPS / D- ]

Galaktosamin Toxizitdt als olem il = e

Tiermodell der Sepsis in Monomer Dimor Monomer ant-TNF-VHH-S-ag
Maiusen  verwendet. Um hTNFILT Tq o T KG
Eeanti-hTNF-VHH-S-tag ~ als mTNFILT-I-

Abb. 5-18 Monomeres und dimeres “‘anti-hTNF-VHH-S-tag
verhindern in vivo im Sepsismodell der Maus vor
Agens verwenden zu kénnen, Lipopolysaccharid (LPS) / D-Galaktosamin (G-Gal) induzierter
Letalitit

humanes TNF blockierendes

wurden fiir humanes TNF Sowohl monomeres als auch dimeres "“anti-hTNF-VHH-S-tag sind

transgene Miuse verwendet, bei einer Dosis von 300 pg pro Maus in der Lage den Tod der
ausschlieflich hTNF exprimierenden Méaus (hTNF/LT tg, mTNF/LT-
die ausschlieBlich humanes | /-) e zu verhindern. Ebenso iiberlebten die TNF KO Miuse. In den als
Wildtyp verwendeten C57Bl/6 Médusen, die kein humanes sondern
und kein murines TNF | das urspriingliche murine TNF exprimieren, zeigte 500 pg Monomer

. . k M k . W k ]
exprimieren (hWTNF/LT tg, Lo Protextive Fiirkung
mTNF/LT-/-).

30 min nach intraperitonealer Gabe von LPS und D-Galaktosamin wurden monomeres oder
dimeres "“anti-hTNF-VHH-S-tag ebenfalls intraperitoneal appliziert. Fiir 24 Stunden waren
sowohl monomeres als auch dimeres ““anti-hTNF-VHH-S-tag bei einer Dosis von 300 g pro
Maus in der Lage den Tod der Mause zu verhindern (Abb. 5-18). Ebenso tiberlebten die TNF
KO Maiuse, die kein TNF exprimieren. In den als Wildtyp verwendeten C57Bl/6 Méusen, die
kein humanes sondern das urspriingliche murine TNF exprimieren, zeigte 500 ug Monomer
keine protektive Wirkung. Somit zeigen sowohl monomeres als auch dimeres ““anti-hTNF-
VHH-S-tag eine h'TNF neutralisierende Aktivitét in vivo und verhindern den Tod der hTNF

transgenen Méiuse.
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5.2 Expression eines aktiven anti-hTNF-VHH-ELP (elastin-like
polypeptide) Fusionsproteins in Tabakpflanzen

5.2.1 Herstellung von ““anti-hTNF-VHH-100xELP in E.coli

5.2.1.1 Klonierung von Eanti-hTNF-VHH-100xELP in einen E. coli Expressionsvektor

Um "anti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli zu exprimieren, wurde das Expressionsplasmid
pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-ELP-myc-his erstellt. Dafiir wurde die fiir das elastin-like
polypeptide (100xELP) kodierende cDNA zwischen Nanobody und ,,c-myc fag* in pet23a(+)-
pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his  iiber eine Not 1 Schnittstelle eingefiigt. Aus
klonierungstechnischen Griinden besitzt “anti-hTNF-VHH-100xELP zwei ,,c-myc fags*. Die

A) pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-ELP-myc-his

Bgl Bgll  Notl Bgll Notl

>

B) Kontrollverdau mit Bgll C)
Orientierung
Korrekt  Falsch J  T7 Promotor
3034bp
[ IB I
2214bpem  2214bD == pelB leader
15650D - anti-hTNF-VHH
1485bp I  100xELP
E=  c-myctag
h»N  his tag
<> 17 Terminator

414bp w= 414bp =

Abb. 5-19 Expressionskassette von “anti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli

A) Ubersicht der Expressionskassette des Plasmids pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-his.
Durch die ,,pelB /eader Sequenz* wird das Protein in den periplasmatischen Raum exprimiert, von wo es in
den Zellkulturiiberstand gelangt. Der C-terminale ,,c-myc tag* erméglicht die Nachweisbarkeit des Proteins
mit immunochemischen Methoden. Der ,his-fag* dient der Reinigung des Fusionsproteins mittels Nickel-
NTA Affinitdtschromatographie. B) Kontrolle der Orientierung der 100xELP-kodierenden Sequenz in
verschiedenen transformierten Bakterienklonen mit Bg/l Kontrollrestriktionsverdau - anbei eine
schematische Darstellung der FragmentgréBe bei falscher und korrekter (*) Orientierung C) Legende der
Expressionskassette in A.
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Orientierung der 100xELP-Sequenz wurde durch einen Kontrollrestriktrionsverdau mit Bg/l
iberprift (Abb. 5-19).

Die Expressionskassette von pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-ELP-myc-his entspricht
denjenigen von pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his und pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-
VHH-S-tag-myc-his (Abb. 5-1 — S. 41).

5.2.1.2 Expression von Eanti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli und seine Reinigung

Das Plasmid pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-his wurde in den E. coli Stamm
BL21 pLysS transformiert und die Proteinexpression durch IPTG induziert. Nach Induktion

A) C)
£ 8
% Q
L T 3
116 kDa - L L 5?
66 kDa - & & Ry
N N 3
45 kDa £ £ &
35 kDa & Iy g
: & & 5
25 kDa{ - A A 3
a 1 AN “
18.4 kDa- 116 kDa
14.4 kDa 66 kDa-
45 kDa—
PTG - + + - + 35 kDa+
25 kDa+
B) 18.4kDa-
14.4 kDa-
] ‘-_K'L—f-_'\ 3 3
o2 B Menge (ng) 1000 500 100 1000 500 100' 2
S X
o
S 0,08 | : \
2 N
0,04 b athi
250 260 270 280 290 300 310
Wellenldnge (nm)
Abb. 5-20 Expression und Reinigung von *“anti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli
A) Bei induzierter Expression von “anti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli ist im Pellet und im Uberstand nur
eben gerade eine Bande des rekombinanten Proteins sichtbar. Nach Reinigung mittels Ni-NTA
Affinitdtschromatographie zeigt sich eine schwache Proteinbande bei ca. 66 kDa. Die Ausbeute ist sehr viel
geringer als bei ““anti-hTNF-VHH und "“anti-hTNF-VHH-S-tag. B) Fiir in E. coli exprimiertes ““anti-hTNF-
VHH-100xELP lésst sich nach Reinigung mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie und Umpufferung in
imidazolfreien Puffer keine Konzentration mittels UV-Spektrometrie bestimmen. C) Zur Abschédtzung der
Konzentration von "“anti-hTNF-VHH-100xELP wurde das Protein im Vergleich zu "“anti-hTNF-VHH und
Feanti-hTNF-VHH-S-tag auf ein Coomassie-gefirbtes SDS-PAGE Gel aufgetragen. Dabei muss beachtet
werden, dass der 100XxELP Schwanz aufgrund des Fehlens von basischen Aminosduren in der Coomassie
Farbung nicht mit angeférbt wird.
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ist im Coomassie-gefirbten SDS-PAGE Gel im Bakterienpellet und im Zellkulturiiberstand
nur eine sehr schwache Bande des *“anti-hTNF-VHH-100xELPs erkennbar.

Nach Reinigung des Zellkulturiiberstands mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie lédsst
sich in den Elutionsfraktionen eine moderate Bande erkennen. Die Ausbeute an ““anti-hTNF-
VHH-100xELP ist im Vergleich zu "anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-S-tag sehr
gering.

Eine Konzentrationsbestimmung durch UV-Spektrometrie war nicht moglich, da ““anti-
hTNF-VHH-100xELP kein proteintypisches Spektrogramm zeigte. Um trotzdem die
Proteinkonzentration abschiitzen zu kénnen, wurde “anti-hTNF-VHH-100xELP im Vergleich
zu verschiedenen Mengen ““anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-S-tag auf ein SDS-
PAGE Gel aufgetragen. Die sichtbare Bande besitzt grob geschitzt die zweifache Intensitit
der 100 ng "anti-hTNF-VHH Bande. Der 100xELP-Schwanz des ““anti-hTNF-VHH-
100xELP wird aufgrund fehlender basischer Aminosduren (100x VPGXG X=A,V,G;
V=Valin, P=Prolin, G=Glycin, A=Alanin) in der Coomassie-Farbung nicht angefarbt (Tal et
al. 1985). (Der zweite ,,c-myc tag™ wird bei dieser groben Uberschlagsrechnung ignoriert.)
Folglich entsprechen bei Banden gleicher Intensitit 100 ng ““anti-hTNF-VHH (17,3 kDa)
grob 340 ng "anti-hTNF-VHH-100xELP (58,8 kDa). Die aufgetragene Menge an “‘anti-
hTNF-VHH-100xELP betrdgt demnach ndherungsweise 600-700 ng. Bei Reinigung von 1
Liter Zellkulturiiberstand durch 3-maliges Aufreinigen {lber eine 1 ml Ni-NTA
Affinititschromatographiesiule betrug die Ausbeute an “‘anti-hTNF-VHH-100xELP
geschitzt 120 pg. Im Vergleich dazu waren es nach der gleichen anfinglich genutzten
Reinigungsmethode 8,4 mg "“anti-hTNF-VHH bzw. 4,6 mg und "“anti-hTNF-VHH-S-tag.

Ein Grund fiir diese Differenz waren neben dem geringeren Expressionslevel starke Verluste
bei der Umpufferung in imidazolfreien Puffer, die nur bei “‘anti-hTNF-VHH-100xELP

auftraten. (Daten nicht gezeigt.)
5.2.2 Testung von in E. coli hergestelltem "“anti-h TNF-VHH-100xELP

5.2.2.1 1In E. coli hergestelltes Eanti-hTNF-VHH-100xELP bindet in ihnlichem
AusmaB wie "anti-hTNF-VHH und ®‘anti-hTNF-VHH-S-tag an hTNF im
ELISA

Fanti-hTNF-VHH-100xELP erkennt und bindet hTNF im ELISA und zeigt eine
Nachweisbarkeit in derselben GroBenordnung wie ““anti-hTNF-VHH und "*anti-hTNF-VHH
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(Abb. 5-21). Als Negativkontrolle wurden nicht mit h"TNF beschichtete Felder verwendet. (Da
es sich bei dem ELISA um erste Aktivitdtstests handelt, sind alle drei Proteine in 500 mM
NaCl 50 mM Natriumphosphatpuffer pH = 7,4 umgepuffert und nur iiber Ni-NTA

Affinitdtschromatographie gereinigt.)

0,8
---¢-- Ecanti-hTNF-VHH
06 — & — Ecanti-hTNF-VHH-S-tag
8 ’ —a— Ecanti-hTNF-VHH-ELP
12
2 04 -
<
0,2
¥
0 : : : : : : :
1000000 100000 10000 1000 100 10 1 Keine
Beschichtung
Nanobody (pM)

Abb. 5-21 "Anti-hTNF-VHH-100xELP erkennt und bindet hTNF im ELISA auf vergleichbarem
Niveau wie “*Anti-hTNF-VHH und "‘Anti-h TNF-VHH-S-tag.

In 500 mM NaCl 50 mM Natriumphosphatpuffer pH = 7,4 umgepuffertes E¢ Anti-h TNF-VHH-100xELP
wird hTNF im ELISA im vergleichbarem Malie zu ¢ Anti-hTNF-VHH und EcAnti—hTNF—\/HH—S—tag
nachgewiesen. Es scheint hTNF in dhnlichem Ausmall zu erkennen und zu binden. Als Negativkontrolle
wurden nicht mit h"TNF beschichtete Felder verwendet.

5.2.3 Herstellung von “‘anti-hTNF-VHH und “‘anti-hTNF-VHH-100xELP in
Tabakpflanzen

5.2.3.1 Klonierung von “anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP in einen
Tabakpflanzen-Expressionsvektor

Fiir die Erzeugung von Nanti-hTNF-VHH wurde die fiir anti-hTNF-VHH kodierende cDNA
Sequenz in den Vektor pPRTRA7/3 (Artsaenko et al. 1995; Scheller ef al. 2001) eingefiigt, der
eine Tabakpflanzenexpressionskassette enthilt. Fiir Manti-hTNF-VHH-100xELP wurde ein
pRTRA7/3 Vektor ausgewdhlt, der bereits die 100xELP-Sequenz enthielt (Scheller ef al.
2004). Die resultierenden Vektoren wurden pRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-
KDEL und pRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL getauft. Die
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Abb. 5-22 Tabakpflanzenxpressionskassetten fiir rekombinantes “‘anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-
VHH-100xELP

A) Die auf dem bindren pCB301 Vektor beruhenden Plasmide pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-
myc-KDEL und pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL stehen unter der Kontrolle
des konstitutiven CaMV 35S Promotors. Das LeB4 Signalpeptid dirigiert das Protein wéhrend der
Translation ins Endoplasmatische Retikulum und die KDEL Sequenz sorgt fiir die dortige Retention des
Proteins. Der ,c-myc tag“ dient der immunochemischen Nachweisbarkeit des Proteins. B)
Restriktionsverdau mit HindlIIl zur Kontrolle der fertigen Pflanzenexpressionsvektoren. C) Legende der
Expressionskassetten.

Expressionskassetten stehen unter Kontrolle des konstitutiven cauliflower mosaic virus
(CaMV) 35S Promotors fiir ubiquitére Expression des rekombinanten Proteins, unter anderem
auch in den Blittern der Tabakpflanze (Odell et al. 1985; Conrad ef al. 1998). N-terminal
schlieft sich an den Nanobody ein Legumin B4 (LeB4) Signalpeptid an, welches fiir die
Translokation in das Endoplasmatische Retikulum verantwortlich ist, wo es kotranslational
durch Signalpeptidasen abgeschnitten wird (Baumlein et al. 1986). Die das rekombinante
Protein am C-Terminus abschlieBende KDEL Sequenz fiihrt zur Retention der Proteine im
Endoplasmatischen Retikulum (Munro und Pelham 1987). Der ,,c-myc fag* sorgt fiir die
immunochemische Nachweisbarkeit der Proteine (Munro und Pelham 1987). Die
Pflanzenexpressionskassetten (CaMV 35S Promotor / LeB4 SP / anti-hTNF-VHH / c-myc tag
/ KDEL / CaMV 35S Terminator und CaMV 35S Promotor / LeB4 SP / anti-hTNF-VHH /
c-myc tag / 100xELP / KDEL / CaMV 35S Terminator) wurden dann mittels Hindlll
Schnittstellen in den bindren pCB301-Kan (Gahrtz und Conrad 2009a) kloniert. Die auf
pCB301 beruhenden erzeugten Vektoren (Xiang et al. 1999) wurden pCB301-Kan-35S-
LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL  und pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-
100xELP-KDEL genannt (Abb. 5-22).



67

5.2.3.2 Expression von “‘anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP in
Tabakpflanzen

5.2.3.2.1 Testexpression von NManti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP in

transient transfizierten Tabakblittern

Tabakbldtter wurden transient transfiziert durch Agroinfiltraion mit Agrobacterium
tumefaciens, welches zuvor durch Elektroporierung mit pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-
VHH-myc-KDEL  bzw. pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL
transformiert wurde. In der Kontrolle mittels Western Blot exprimieren die transgenen
Tabakblattscheiben nach einigen Tagen Manti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP
(Abb. 5-23). Als Positivkontrolle wurde ein single-chain fragment variable Antikorper (scFv)
gegen kresoxim-methyl (scFv anti-Kres) mit ca. 30 kDa verwendet (Scheller et al. 2006).

t
g
N
= BT
2 s
Kontrolle § pCB301-anti-hTNF-VHH-ELP Kontrolle b pCB 301-anti-hTNF-VHH
scFv = Transfektion scFv Transfektion
= 25 ul aufgetragen 22 25yl aufgetragen
o Q (u\])
A B | 1 1 1
130 kDa ] 72 kDa -
100 kDa - 49 kDa 1
a - a -
72 kDa « SN2 L
55 kDa -
. — <
40 kDa - -1 - 17 kDa -
33 kDa - -1 11 kDa -
- SEJ
24 kDa -
17 kDa -

Abb. 5-23 Testexpression von “anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP in mittels
Agroinfiltration transient transfizierten Tabakblittern

Uber mit pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL und pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-
hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL transformiertem Agrobacterium tumefaciens wurden Tabakblétter
mittels Agroinfiltration transient transfiziert. Im gegen den “c-myc tag” gerichteten Western Blot an
Blattlysaten zeigt sich fiir beide Proteine jeweils in mehreren Blattscheiben eine Expression. Als
Positivkontrolle wurde ein ,,single-chain fragment variable* Antikorperfragment (scFv) gegen kresoxim-
methyl (scFv anti-KRES) mit ca. 30 kDa verwendet.

‘anti-hTNF-VHH besitzt ohne die abgeschnittene LeB4 Signalsequenz ein Molekulargewicht
von 16.7 kDa und lauft im SDS-Gel ungefihr auf dieser Hohe. Manti-hTNF-VHH-100xELP

lauft etwas hoher als sein Molekulargewicht von 57.1 kDa, was bereits mehrfach fiir ELP-

Fusionsproteine vorbeschrieben wurde (Shimazu et al. 2003; Floss et al. 2008).
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5.2.3.2.2 Expression von “anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP in stabil

transfizierten Tabakpflanzen

Auf “Murashige and Skoog® (MS) Medium mit Kanamycin zur Selektion wurden nach
Transfektion von Tabakblattscheiben mittels Agrobacterium tumefaciens aus einzelnen
transgenen Zellen stabil transfizierte Tabakpflanzen herangezogen. Die Western Blot
Kontrolle der Tabakblitter von ausgewachsenen Pflanzen zeigt sowohl Manti-hTNF-VHH als
auch Manti-hTNF-VHH-100xELP Expression (Abb. 5-24). Wie fiir andere Proteine
vorbeschrieben (Scheller ef al. 2006; Floss ef al. 2010; Conley ef al. 2011) ist die Menge an
exprimiertem rekombinanten 100xELP-Fusionsprotein deutlich héher als fiir Manti-hTNF-

VHH ohne 100xELP.

Kontrolle
scFv

Ntanti-hTNF-VHH MNanti-hTNF-VHH-ELP

170 kDa

100 kDa
72 kDa

55 kDa
40 kDa

33 kDa
24 kDa

17 kDa

Abb. 5-24 Erzeugung von stabil “Anti-hTNF-VHH bzw. NAnti-hTNF-VHH-100xELP
exprimierenden Tabakpflanzen

Zur Erzeugung von Tabakpflanzen, welche die rekombinanten Proteine stabil exprimieren, wurden auf
Selektionsmedium aus einzelnen transfizierten Zellen neue Pflanzen herangezogen. In den Bléttern der

ausgewachsenen Pflanzen zeigt sich im Western Blot Expression von N Anti-hTNF-VHH und N'Anti-
hTNF-VHH-100xELP. Im Vergleich mit definierten Mengen an scFv anti-KRES Kontrollprotein zeigen
mehrere Pflanzenzoglinge fiir NMAnti-hTNF-VHH einen geschdtzten Anteil am gesamten 16slichen
Protein im niedrigen Promillebereich, wihrend dieser fiir N Anti-hTNF-VHH-ELP im Prozentbereich
liegt.

Im Vergleich mit den definierten Mengen an scFv anti-KRES Kontrollprotein (Scheller ez al.
2006) (siehe 5.2.3.2.1 — S. 67) ergibt sich in den anti-hTNF-VHH exprimierenden
Tabakpflanzen bei 25 pg loslichem Gesamtprotein unter grober Annahme gleicher
ProteingroBe eine geschiitzte Menge von ca. 25 ng Manti-hTNF-VHH, was einem Anteil von
einer GroBenordnung um 0,1% entspricht. In “anti-hTNF-VHH-100xELP transgenen

Pflanzen ist die Bande bei 5 pg loslichem Gesamtprotein deutlich stirker als 50 ng
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Kontrollprotein. Damit liegt die Menge an rekombinantem Protein deutlich {iber 100 ng
(Manti-hTNF-VHH-100xELP ist mit 57.1 kDa ca. doppelt so grof wie scFv anti-Kres (30
kDa)). Das entspricht einem Anteil des rekombinanten Proteins am 16slichen Gesamtprotein

in der GroBBenordnung von Prozent (Schitzung: >2%).

5.2.3.3 Reinigung von “anti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP aus
Tabakpflanzen

Mittels inverse transition cycling (ITC) lisst sich Manti-hTNF-VHH-100xELP aufgrund der

schlechten  Loslichkeit des 100xELPs bei hohen Temperaturen und hohen

Salzkonzentrationen effizient aus Tabakblattextrakt aufreinigen (Meyer und Chilkoti 1999).

Bei hoher Salzkonzentration und Temperaturen oberhalb der ,,Transitionstemperatur® (2 M

A)

Aufbereitung von Blattrohextrakt

N R B

Mechanische Lyse
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Abb. 5-25 Reinigung von “anti-hTNF-VHH-100xELP durch ,,Inverse Transition Cycling*

A) Im Mixer hergestellter Blattrohextrakt wird durch Zentrifugation vorgereinigt (,,Vor“-Zentrifugation).
Durch Zugabe von 2 M NaCl und Inkubation bei 37°C wird Manti-hTNF-VHH-100xELP prizipitiert und
durch Zentrifugation abgetrennt. Das das 100xELP Fusionsprotein enthaltende Pellet wird resuspendiert.
Unlosliche Bestandteile werden abzentrifugiert (,,Nach“-Zentrifugation). B) Kontrolle der Reinigung per
Western Blot und Coomassie-gefirbtem SDS-PAGE Gel. C) Auflistung der entnommenen Proben.

NaCl und 37°C) wird Manti-hTNF-VHH-100xELP unléslich und aggregiert und kann infolge
dessen durch Zentrifugation abgetrennt werden (Abb. 5-25).
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Bei Manti-hTNF-VHH besteht diese Moglichkeit nicht. Deswegen wurde es mittels
Affinitatschromatographie an anti-c-myc Sdulen gereinigt (Daten nicht gezeigt).

In der UV-Absorption von "‘anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-100xELP ist im
Gegensatz zu ““anti-hTNF-VHH kein proteintypisches Spektrum zu erkennen (Abb. 5-26).
Zur groben ersten Abschidtzung der Proteinkonzentration wurden die rekombinanten

Pflanzenproteine im Vergleich zu "anti-hTNF-VHH auf ein Coomassie-gefirbtes SDS-

PAGE Gel aufgetragen.
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Abb. 5-26 Gereinigtes “‘anti-h TNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP aus Nicotiana tabacum.

A) In der UV-Absorption von Manti-hTNF-VHH und Manti-hTNF-VHH-100xELP ist im Gegensatz zu
Fanti-hTNF-VHH kein proteintypisches Spektrum zu erkennen. B) Zur Abschitzung der
Proteinkonzentration wurden die rekombinanten Pflanzenproteine im Vergleich zu "anti-hTNF-VHH auf

ein Coomassie-gefirbtes SDS-PAGE Gel aufgetragen. Die Ausbeute an Nanti-hTNF-VHH-100xELP ist bei
Expression und Reinigung aus Tabakpflanzen im Vergleich zu und Manti-hTNF-VHH deutlich héher.

Die Manti-hTNF-VHH-100xELP Bande entspricht in ihrer Stirke am echesten der 2,5 pg
Bande des “anti-hTNF-VHH. Manti-hTNF-VHH-100xELP hat ein Molekulargewicht von

10mm Absorption
]

o
|

57,1 kDa und "anti-hTNF-VHH eins von 17,3 kDa. Da allerdings die Proteine des 100xELP-

Schwanzes in der Coomassie-Farbung nicht angefiarbt werden (siehe 5.2.1.2 — S. 63) (Tal et
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al. 1985), entspricht die Anfirbbarkeit von 2,5 pug "“anti-hTNF-VHH ungefihr der von 8,25
ng NManti-hTNF-VHH-100xELP. Bei einer Auftragsmenge von 15 ul Probe entspriche das
einer iiberschlagenen Konzentration von 0,5 mg/ml. Die Manti-hTNF-VHH (16,7 kDa) Bande
entspricht stirkenmiBig am ehesten der 250 ng Bande des ““anti-hTNF-VHH (17,3 kDa).
Daraus ergdbe sich eine grob iiberschlagene Konzentration von 0,02 mg/ml. (Die Massen der
beiden Proteine wurden nidherungsweise als gleich angenommen.) (Das Vorhandensein eines
his-tags in *anti-hTNF-VHH im Gegensatz zu beiden rekombinanten Pflanzenproteinen wird
bei dieser groben Uberschlagsrechnung nicht beriicksichtigt.)

Die Laufhohe des “anti-hTNF-VHH ungefihr auf Hohe der 18,4 kDa Bande liegt nahe
seinem tatsichlichen Molekulargewicht (16,7 kDa). Manti-hTNF-VHH-100xELP lauft
unterhalb der 66 kDa Bande und damit ebenfalls ungefihr auf der Hohe seines
Molekulargewichts von 57,1 kDa.

Die Ausbeute an erstem "anti-hTNF-VHH-100xELP ist bei Expression und Reinigung aus
Tabakpflanzen im Vergleich zu und Manti-hTNF-VHH deutlich hoher (Abb. 5-26).

5.2.4 Erste Vortestung von in Tabakpflanzen hergestelltem “anti-hTNF-VHH
und Manti-hTNF-VHH-100xELP im L929-Zytotoxizitiitsassay

5.2.4.1 ™anti-hTNF-VHH-100xELP aus Tabakpflanzen besitzt hTNF neutralisierende
Aktivitit

In ersten Tests zeigte das in der Tabakpflanze hergestellte Nanti-hTNF-VHH-100xELP im

1.929-Zellen Zytotoxizititsassay eine hTNF neutralisierende Aktivitdt. Sie liegt bei aller

Unsicherheit bei der Konzentrationsschitzung (sieche oben: 5.2.3.3) zumindest

groBenordnungstechnisch in einem dhnlichen Bereich wie fiir in E. coli produziertem ““anti-

hTNF-VHH (Abb. 5-27).

5.2.4.2 ™anti-hTNF-VHH aus Tabakpflanzen zeigt qualitativ hTNF neutralisierende
AKktivitit

Erste Tests des anti-hTNF-VHH aus Tabakpflanzen wurden nur qualitativ durchgefiihrt.

Deshalb wurden zur Untersuchung der hTNF neutralisierenden Fihigkeit des Nanti-hTNF-

VHH unterschiedliche Volumina einer das Protein enthaltenden Probe als hTNF

blockierendes Agens zu einem Zytotoxizitidtsassay hinzugefiigt.
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Abb. 5-27 Sowohl Manti-hTNF-VHH als auch “anti-hTNF-VHH-100xELP aus Nicotiana tabacum
besitzen hTNF neutralisierende Aktivitit im 1L.929-Zytotoxizititsassay
A) Im Vergleich mit in E. coli hergestelltem ““anti-hTNF-VHH zeigt “anti-hTNF-VHH-ELP aus Nicotiana
tabacum eine die Grofenordnung betreffend vergleichbare hTNF neutralisierende Aktivitit. (oben:
logarithmische Darstellung, unten: lineare Darstellung) B) In einem rein qualitativen 1929
Zytotoxizititsassay zeigt anti-hTNF-VHH aus Nicotiana tabacum ebenfalls hTNF neutralisierende
Aktivitdt. Mit zunehmendem hinzugefiigten Probenvolumen steigt die Inhibition der hTNF Zytotoxizitét.

Das in Pflanzen hergestellte "'anti-hTNF-VHH zeigt ebenfalls eine dosisabhingige hTNF
inhibierende Aktivitdt. Mit steigenden Mengen an hinzugefiigter Probe ldsst sich die
Zytotoxizitdt von hTNF auf L929 Zellen zunehmend hemmen (Abb. 5-27).

Unter Annahme der geschiitzten Konzentration von 0,02 mg/ml wiirden die anti-hTNF-
VHH Konzentrationen bei 2 pg/ml, 1 pg /ml, 500 ng/ml und 250 ng/ml liegen. Damit wire
auch bei Manti-hTNF-VHH eine groBenordnungstechnisch mit dem rekombinanten Protein
aus E. coli vergleichbare hTNF neutralisierende Aktivitit vorhanden. (*‘anti-hTNF-VHH
erreicht einen ersten Sattigungseffekt bei 250 ng/ml, wéihrend 100 ng/ml noch nicht
ausreichend hTNF neutralisieren (vergleiche Abb. 5-12).)
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6 Diskussion

6.1 Antikorpertherapien und die Notwendigkeit zur Kostensenkung

Antikorper sind ein zentraler Baustein unseres Immunsystems. Aufgrund ihrer groflen
Spezifitit ist der einzelne Antikorper eine hochprézise ,,Lenkwaffe, wihrend die Gesamtheit
der Antikorper aufgrund ihrer nahezu unbegrenzten Diversitdt einen erworbenen breiten
Schutzschild gegen eine Vielzahl unterschiedlicher Bedrohungen darstellt. Thre beiden
grundlegenden Aufgaben bestehen in der Neutralisierung z.B. potentiell toxischer Antigene
und in der Herbeifiihrung von Effektorfunktionen des Immunsystems mittels ihres Fc-Teils
(Opsonierung fiir Zellen wie Makrophagen und Natiirliche Killerzellen sowie Aktivierung der
Komplementkaskade).

Aufgrund ihrer uniibertroffenen Spezifitdt werden monoklonale Antikérper zunehmend als
therapeutisches Agens eingesetzt. Zum einen als préziser Neutralisator z.B. unerwiinschter
Botenstoffe oder ihrer Wirkungen, zum anderen als Lenkwaffe mit nachfolgenden Effektoren.
Diese Effektoren konnen zum Beispiel bei gegen B-Zellen gerichteten Antikoérpern aus
korpereigenen bestehen (Rituximab) oder aus externen wie z.B. Radionukleotiden
(Ibritumomab) (Reichert und Valge-Archer 2007).

Therapeutische monoklonale Antikorper stellen das am schnellsten wachsende Segment der
pharmazeutischen Industrie dar (Ledford 2008). Seit der ersten Zulassung vor 25 Jahren
wichst besonders in den letzen Jahren die Zahl der auf dem Markt befindlichen Produkte
rasant. 2010 waren insgesamt bereits iiber 25 monoklonale Antikorper zugelassen und dazu
sind zur Zeit die Hélfte aller in Entwicklung befindlichen Medikamente Antikorper (An
2010). Welche enorme 6konomische Bedeutung dieses Feld besitzt, zeigen Vorhersagen fiir
2012, in denen unter den 10 Medikamente mit den héchsten Umsatzzahlen vorraussichtlich 6
Antikorper oder Antikorper-dhnliche Proteine sein werden (NATURE-MEDICINE 2012). Ein
Problem der monoklonalen Antikorper sind jedoch ihre aufwendige Produktion und die damit
verbundenen enormen Kosten (Kolkman und Law 2010). Einige Berechnungen sagen vorher,
dass das Gesundheitssystem sich nicht alle dieser teuren neuen Medikamente leisten konnte,
selbst wenn sie verfligbar wéren (Diibel 2007; Drucker et al. 2008). Eine der zentralen
Aufgaben besteht deshalb schon jetzt in der Kostensenkung bei der Antikorperherstellung -

vom Expressionssystem {iber die Reinigung bis hin zur Lagerung. Fiir klassische Antikorper
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stellen insbesondere Expressionssysteme wie Pflanzen aber auch transgene Tiere (Milch /
Eier) Moglichkeiten dar. Eine weitere Alternative sind Antikorperfragmente, kleinere

Molekiile, welche z.B. in Mikroorganismen hergestellt werden konnen (An 2010).

6.2 Verkniipfung von “‘anti-hTNF-VHH-S-tag mittels Mikrobieller
Transglutaminase (MTG)

6.2.1 Hintergriinde

6.2.1.1 Tumor Nekrose Faktor

Tumor Nekrose Faktor (TNF) spielt eine wichtige Rolle vor allem im angeborenen
Immunsystem (Hehlgans und Pfeffer 2005) und hat eine potente proinflammatorische
Wirkung (Loffler 2003), sowohl auf lokaler als auch auf systemischer Ebene (Murphy et al.
2008b). Aufgrund seiner hohen biologischen Potenz ist TNF, wie viele Botenstoffe des
Korpers, ein zweischneidiges Schwert — eine Fehlregulation fiihrt zu einer Reihe teilweise
bedrohlicher Krankheitsbilder: bei lokalen Infekten ist TNF fiir Begrenzung der
Keimausbreitung notwendig, bei systemischen Infektionen ist es ein wichtiger
pathogenetischer Faktor des septischen Schocks (Hehlgans und Pfeffer 2005; Murphy et al.
2008b).

Ebenso spielt TNF eine wichtige Rolle bei einer Reihe von chronischen
Autoimmunkrankheiten wie Morbus Crohn, Rheumatoider Arthritis und der Psoriasis
(Hehlgans und Pfeffer 2005). Fiir diese und weitere Krankheitsbilder sind bereits eine Reihe
von TNF-Antagonisten, basierend auf monoklonalen Antikdrpern, sogenannte biologicals, auf
dem Markt. Sie bieten z.B. Patienten mit schweren Verldufen vor allem von Rheumatoider
Arthritis aber auch von Morbus Crohn Hoffnung, bei denen andere Medikamente nicht mehr
wirken (Karow 2009a; Herold 2010), sind allerdings sehr teuer (ca. 20.000 €/J (KBV 2010)).
Tab. 6-1 gibt eine kurze Ubersicht zu zugelassenen TNF-Antagonisten und ihren

Indikationen.



75

monoklonale Antikorper Indikationen
Infliximab (Remicade®) chimérer (murin/human) | Rheumatoide Arthritis
(Janssen-Biologics 2009a) monoklonaler  Antikorper | M. Bechterew

(IgG1) M. Crohn

Colitis ulcerosa

Psoriasis/Psoriasis Arthritis

Adalimumab (Humira®) humaner monoklonaler | Rheumatoide Arthritis
(Abbott-Laboratories 2011) Antikorper (IgG1) polyartikuldre juv. idiopath.
Arthritis

M. Bechterew

M. Crohn

Psoriasis/Psoriasis Arthritis
Golimumab (Simponi®™) humaner monoklonaler | Rheumatoide Arthritis
(Janssen-Biologics 2009b) Antikorper (IgGlx) M. Bechterew

Psoriasis Arthritis

Certolizumab pegol (CIMZIA®) | PEG-yliertes humanisiertes | Rheumatoide Arthritis
(Tracey et al. 2008; UCB-|monoklonales Fab-Fragment| M. Crohn (US)

Pharma 2010; UCB 2011) (IgG1 - murine CRDs)
Rezeptorkonstrukt
Etanercept (Enbrel®) TNFR2-Fc Konstrukt Rheumatoide Arthritis
(Pfizer 2009) (hTNFR2- polyartikuldre juv. idiopath.
Ligandenbindungsdoméne | Arthritis
und humane IgG1 Fc- Psoriasis Arthritis
Domine) M. Bechterew
Psoriasis

Tab. 6-1 Zugelassene TNF Antagonisten und ihre Indikationen (vergleiche zusammenfassend (An 2010)).

6.2.1.2 Single-domain Antikérper (Nanobodies)

Generell existiert ein Trend hin zu immer kleineren antigenbindenden Molekiilen (Pluckthun
und Pack 1997), welcher sich in Tab. 6-1 in Form der Fab-Fragmentes Certolizumab andeutet.
Die geringe GroBe bringt eine Reihe von Vorteilen mit sich: einfachere und billigere
Produktion, neue Vielfalt an moglichen Fusionsproteinen, bessere Gewebepenetration und oft

ein erhohte Stabilitdt. Auf komplette Antikdrpern folgten zunichst Fab-Fragmente, dann scFv
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(single-chain Fragment variable), nur aus den durch einen Protein-/inker verbundenen
variablen Doménen der Schwer- und Leichtkette bestehend (siche Abb. 3-2). Nanobodies als
alleinige variable Doméne der Schwerkette fithren diesen Trend konsequent weiter. Aus
Kamel-Schwerkettenantikorpern hergestellt besitzen sie mit ca. 15 kDa nur ein Zehntel der
GroBe eines konventionellen Antikorpers (150 kDa) (Arbabi Ghahroudi ef al. 1997; An 2010;
Kolkman und Law 2010).

Einer der zentralen Vorteile ist, dass sich Nanobodies aufgrund ihrer geringen Grof3e
problemlos in hohen Mengen in Mirkoorganismen exprimieren lassen, was die
Produktionskosten auch heute noch um Faktor 2-3 gegeniiber in Séugetierzellen hergestellten
Antikorpern  senkt (Kolkman und Law 2010). Dartiber hinaus sind Nanobodies
aufBBerordentlich stabil (Kolkman und Law 2010), womit die Lagerung theoretisch sogar ohne
Kiihlung bei Raumtemperatur moéglich ist (Gibbs 2006; Kolkman und Law 2010). Sie erotfnet
auch fiir Antikorper vollkommen neuartige Applikationswege wie z.B. intranasal (Ibanez et
al. 2011) oder rektal (Silence et al. 2007) und selbst nach Magen-Darmpassage sind
Nanobodies noch aktiv, so dass eine orale Gabe bei gastrointestinalen Krankheiten moglich
ist (Harmsen et al. 2006; van der Vaart et al. 2006). Aufgrund ihrer geringen Grofle
penetrieren sie deutlich besser ins Gewebe (z.B. fiir Tumortherapie und -bildgebung von
Vorteil) (Graff und Wittrup 2003; Huang et al. 2008; Tijink et al. 2008) und erreichen
Epitope, die fiir klassische Antikorper nicht zuginglich sind wie z.B. aktive Zentren in
Enzymen (Lauwereys et al. 1998) und versteckte konservierte Epitope (Wesolowski et al.
2009; Kolkman und Law 2010). Nanobodies ermdéglichen damit nicht nur eine vollkommen
neue Gattung von Enzyminhibitoren (Lauwereys et al. 1998; Marquardt et al. 2006) sondern
auch Medikamente gegen bisher nicht oder nur schwer heilbare Krankheiten, die unter
anderem aufgrund von Antigenvariation dem menschlichen Immunsystem entkommen
(Stijlemans et al. 2004; Harmsen und De Haard 2007; Kolkman und Law 2010) wie auch
HIV/AIDS (Harmsen und De Haard 2007; Forsman et al. 2008; Wesolowski et al. 2009).

Ihre geringe Grof3e erlaubt ihre Verwendung als modulare Bausteine zur Konstruktion von
mehrvalenten und mehrspezifischen Nanobodies und anderen Fusionsproteinen (Enzyme,
Chemo-/Radiotherapeutika, Toxine), was zu einer zusitzlichen Erweiterung der enormen
Vielfalt an Einsatzmoglichkeiten fiihrt (Muyldermans 2001; Wesolowski et al. 2009;
Kolkman und Law 2010).
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Die Serum-Halbwertszeit der Nanobodies in der GroéBenordnung von einer halben Stunde
(Coppieters et al. 2006; Conrad et al. 2011) ist fiir einige Indikationen wie z.B. schnelle
Toxinelimination (Hmila ez al. 2008) oder radiologische Tumorbildgebung (Huang et al.
2008) von Vorteil. Zur langfristigen Anwendung z.B. bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen stellt dies allerdings einen bedeutenden Nachteil dar (Coppieters et al. 2006;
Tijink et al. 2008; Kolkman und Law 2010). Fiir dieses Problem gibt es mehrere mogliche
Ansitze (siehe auch 6.3.1 — S. 92) z.B. eine Dimerisierung, die das Problem zwar nicht 16st,
aber zumindest bessert. Dimere Nanobodies besitzen bereits eine hohere Halbwertszeit
(Stunden) (Coppieters et al. 2006).

Der fehlende Fc-Teil des Nanobodies kann (Harmsen ef al. 2007), muss aber die Wirksamkeit
nicht einschridnken, wie sich an den Ergebnissen von Certolizumab als PEG-yliertes Fab-
Fragment bei der Rheumatoiden Arthritis zeigt und verringert dartiber hinaus eventuell sogar
unerwiinschte Nebenwirkungen (An 2010; KBV 2010; UCB-Pharma 2010).

Das Risiko einer moglichen Immunogenitit aufgrund der Herkunft aus Kamelen kann durch
Humanisierung (Vincke et al. 2009; Wesolowski ef al. 2009) minimiert werden, auch wenn
Nanobodies bisher nur eine sehr geringe Immunogenitit zeigten (Cortez-Retamozo et al.
2002; Coppieters et al. 2006; Kolkman und Law 2010).

Nanobodies vereinigen die Vorteile zweier verschiedener Medikamentenklassen in sich: wie
kleine Molekiile sind sie relativ billig, stabil und kénnen in Taschen (z.B. Enzyme) binden,
besitzen aber dafiir die Spezifitit und Affinitdt monoklonaler Antikérpern mit
dementsprechend geringerem Potential an Nebenwirkungen durch unerwiinschte
unspezifische Bindungen (Kolkman und Law 2010; Creative-Biolabs 2011). Aufgrund ihrer
ebenfalls fiir die Selektion duBerst glinstigen Eigenschaften ist es zudem innerhalb kiirzester
Zeit moglich, single-domain Antikorper mit neuen Spezifitdten herzustellen (Creative-Biolabs
2011; Ablynx-NV 2012).

Der aktuelle Forschungsstand bei Nanobodies ist vielversprechend: Nanobodies wurden im
Tiermodell erfolgreich unter anderem gegen so verschiedene Krankheiten wie Rheumatoide
Arthritis (Coppieters et al. 2006) und chronische Colitis (Silence et al. 2007), Krebs (Roovers
et al. 2007), Diarrhoe (Harmsen et al. 2006; van der Vaart et al. 2006) und Vogelgrippe
(Influenza Virus H5N1) (Ibanez et al. 2011) eingesetzt. Durch Hinzufiigen einer Doméne mit

Albuminspezifitit wurde die Halbwertszeit deutlich verldngert (Coppieters et al. 2006;
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Roovers et al. 2007) und dariiber hinaus wurden Nanobodies entwickelt, die in der Lage sind
die Bluthirnschranke zu tiberqueren (Muruganandam et al. 2002).

In der klinischen Entwicklung befinden sich zur Zeit 7 Nanobodies (Ablynx-NV 2012), wobei
ein humanisierter Nanobody gegen hTNF (ATN-103) am weitesten fortgeschritten ist und vor
kurzem erfolgreich eine klinische Phase II Studie in Patienten mit Rheumatoider Arthritis
durchlaufen hat (Fleischmann ez al. 2011).

Aufgrund der Entwicklung neuartiger Therapieansidtze basierend auf der einfachen
Herstellung neuer Spezifititen sowie der kostengiinstigen Produktion werden Nanobodies
aller Voraussicht nach in der Medizin zukiinftig eine nicht zu unterschitzende Bedeutung

erlangen.

6.2.1.3 Mikrobielle Transglutaminase als posttranslationale Modifikationsalternative

Die Fusion von Proteinen mit Proteinen oder Nicht-Protein Anteilen ist weit verbreitet.
Wihrend die Bildung von Heterodimeren meist auf eine Kombination verschiedener
Funktionen abzielt (z.B. (Kamiya et al. 2003a; Joosten et al. 2005)), fiihrt die Bildung von
Homodimeren oder —multimeren zu einer Aktivierung des Proteins (z.B. (Stuhlmann-Laeisz
et al. 2006)) oder aber zu Aktivititssteigerung durch Avidititseffekte wie z.B. bei
Antikorperfragmenten (Pluckthun und Pack 1997; Conrath ez al. 2001; Coppieters et al. 2006;
Kolkman und Law 2010).

Dabei gibt es chemische, enzymatische und molekulargenetische Vorgehensweisen. Die
posttranslationale Modifizierung an angefiigten spezifischen Zielpeptiden mittels Enzymen
kombiniert dabei gewisse Vorteile der beiden anderen Verfahrens. Sie ist spezifisch, findet
unter milden Bedingungen statt und umgeht mogliche Expressionsprobleme grof3er
komplexer Proteinkonstrukte. Dariiber hinaus ermoglicht sie auch das Anfiigen von
Nichtproteinanteilen. Ein Beispiel fiir ein solches Enzym ist die Mikrobielle
Transglutaminase (MTG) (Takazawa et al. 2004; Tanaka et al. 2004; Abe et al. 2010).

Sie katalysiert die Bildung einer Isopeptidbindung zwischen einem Glutamin (Q) und
bevorzugt Lysin (K) und fiihrt je nach Wahl des angehdngten fags zu Homo- oder
Heterodimeren (Kamiya et al. 2003a; Kamiya ef al. 2003b).

Die MTG besitzt eine Reihe von Eigenschaften, die sie als Enzym der fiir die
posttranslationale Modifizierung generell sehr interessant macht: Sie ist anspruchslos (Abe et
al. 2010) und aufgrund ihrer Aktivitét bei 4°C in der Lage, Proteine unter &uflerst schonenden

Bedingungen zu verkniipfen (Kamiya ef al. 2003b; Zhu und Tramper 2008). Zudem wird sie
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in der Lebensmittelindustrie eingesetzt, so dass bereits Erfahrungen in der Verwendung in
groflem Mallstab vorhanden sind und sie kostengiinstig zu erhalten ist (Kamiya et al. 2003a;
Zhu und Tramper 2008; Buchert et al. 2010).

Auf der anderen Seite miissen einige Dinge beachtet werden: Thre Spezifitit ist nicht absolut.
Generell bevorzugt sie flexible Proteinanteile als Substrat und hat ihre Schwierigkeiten mit
globuldren Proteinen (Kamiya et al. 2003a; Tagami et al. 2009; Buchert et al. 2010). Die
Spezifitdat beziiglich des Acyl-Donors Glutamin ist auf Aminosduren Ebene relativ hoch,
wihrend als Acyl-Akzeptor die Lysinseitenkette zwar bevorzugt wird, aber andere primére
Amine ebenso verwendet werden konnen (Kamiya et al. 2003b; Sugimura et al. 2008). Bei
Mangel an primdren Aminen kann die Transglutaminase sogar Glutamin zu Glutamat
deamidieren, wodurch es nicht mehr als Reaktionspartner zur Verfiigung steht (Tanaka et al.
2004; Buchert et al. 2010). Uber die exakte Spezifitit auf Aminosiurensequenzebene sowie
die natiirlichen Substrate ist nach wie vor relativ wenig bekannt, auch wenn kiirzlich erste
Konsensus Sequenzen fiir den Acyl-Donor Glutamin vorgeschlagen wurden (Sugimura et al.
2008; Tagami et al. 2009). Am echesten stellt die Spezifitit der Mikrobiellen
Transglutaminase, wie bei anderen Enzymen vermutlich auch, ein Zusammenspiel aus lokaler
ungefalteter und flexibler Proteinkonformation und Aminoséduresequenz dar (Fontana et al.
2008). Auch wenn fiir eine Vielzahl immer kiirzer werdender Peptidanhéinge an globuldren
Proteinen bereits eine spezifische Verknlipfung beschrieben wurde (Kamiya et al. 2003a;
Sugimura et al. 2008; Abe et al. 2010; Moriyama et al. 2011), bleibt eine sorgfiltige Auswahl
des Proteins allerdings unerldsslich, um eine unselektive Quervernetzung aufgrund
vorhandener intrinsischer Verkniipfungsstellen auszuschlieBen (Tanaka et al. 2004).
Aufgrund der kompetitiven Deamidierung des Glutamins muss zudem in Abhdngigkeit vom
Zielpeptid die richtige Konzentration an Acyl-Akzeptoren gefunden werden, um eine
effiziente Quervernetzung mit wenig Beiprodukt zu gewdihrleisten (Kamiya ef al. 2003a;
Tanaka et al. 2004).

Nanobodies wurden bereits vielfach molekulargenetisch mit anderen Proteinanteilen z.B.
Enzymen, Signalmarkern etc fusioniert. Ein Kriterium dabei ist allerdings jeweils ihre Co-
Exprimierbarkeit (Joosten et al. 2005; Baral et al. 2006; Bazl et al. 2007). Diese Limitierung
konnte die MTG tberwinden. Dartiber hinaus wurden Nanobodies auch mit nicht
proteinartigen Molekiilen verkniipft wie z.B. PEG (Harmsen et al. 2007) oder Radionukliden

(Huang et al. 2008). Auch hier konnte die MTG unter gewissen Vorraussetzungen eine
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einfache und effiziente Alternative darstellen (Kamiya et al. 2003b; Fontana et al. 2008;
Kamiya et al. 2009; Mero et al. 2009; Abe et al. 2010). Unter Anwendung z.B.
unidirektionaler 7ags und existierender spezifischer reversibler zag-Blocker (Kamiya et al.
2003b) wire dariiber hinaus eine Art modulares Baukastensystem vorstellbar, wodurch je
nach Bedarf die erwiinschten Bausteine mit einander kombiniert werden konnten (dhnlicher

Ansatz: (Abe et al. 2010)).

6.2.1.3.1 Modellsystem Dimerisierung

Prinzipiell eignet sich die Mikrobielle Transglutaminase zur Modifizierung von
Antikorperfragmenten - ohne auftretende Aktivititsverluste, wie fiir scFv bereits gezeigt
wurde (Kamiya et al. 2003a; Takazawa et al. 2004). Fiir Nanobodies wurde dies unseres
Wissens bisher nicht gezeigt. Wir haben uns entschieden, die gut untersuchte Dimerisierung
von Nanobodies zur Affinitdtssteigerung als Modellsystem fiir die posttranslationale
Verkniipfung von Nanobodies mittels MTG zu wihlen (Conrath ez al. 2001; Coppieters et al.
2006; Kolkman und Law 2010; Ibanez et al. 2011). Zumal zugunsten einer guten
Vergleichbarkeit die Dimerisierung speziell fiir den fiir die Experimente verwendeten
Nanobody bereits mit anderen Methoden beschrieben worden ist (Silence ef al. 2007). Als
Zielpeptid fiel die Wahl auf ein sogenanntes S-tag, bestehend aus dem S-peptid der
Ribonuklease A entschieden, welches die spezifische Homodimerisierung mittels MTG
erlaubt (Kamiya et al. 2003b).

Unter den Vorraussetzungen unseres Modellsystems der Dimerisierung sind gewisse
Argumente, die normalerweise fiir die Anwendung der MTG ausschlaggebend wéren,
aufgrund der besonderen Eigenschaften der Nanobodies nicht mehr von Belang. So bendtigen
diese aufgrund ihrer exzeptionellen Stabilitit z.B. keine schonenden Temperaturen (Kolkman
und Law 2010). Ebenso existieren bei hohervalenten Nanobodies keine Expressionsprobleme,
welche eine posttranslationale Verknlipfung mittels Transglutaminase zu hohervalenten
Komplexen notwendig machen wiirden (Cortez-Retamozo et al. 2002; Hmila et al. 2008).
Selbst Tetramere lassen sich ohne eine gravierende Verminderung der Ausbeute problemlos
in E. coli exprimieren (Silence et al. 2007). Auch wenn diese beiden Argumente in unserem
speziellen Setting keine Rolle spielen, so konnen sie bei zukiinftigen anspruchsvollen
Fusionsprodukten z.B. mit komplexen und empfindlichen Enzymen oder anderen Proteinen

von grof3er Bedeutung sein.
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Die antigenbindende Region eines Nanobodies befindet sich innerhalb der Doméne
tendenziell N-terminal. Deshalb ist es nicht iiberraschend, dass es fiir einige Nanobodies
Berichte tiber Probleme nach Anfiigen weiterer Proteine an den N-Terminus gibt (Conrath ef
al. 2001; Joosten et al. 2005; Hmila er al. 2008). Solche Probleme wiren z.B. durch die
Verkniipfung einer C-terminalen Zielsequenz mittels MTG ebenfalls umgehbar.

All dies steht jedoch hinter der Feststellung zuriick, dass Nanobodies generell bzw. unser S-
tag Fusionsprotein als Modellsystem spezifisch mittels MTG fusionierbar sind, ohne dass

Funktionsverluste oder unspezifische Beiprodukte auftreten.
6.2.2 Ergebnisdiskussion

6.2.2.1 Expression und Eigenschaften der beiden Konstrukte Eanti-hTNF-VHH und
Eanti-hTNF-VHH-S-tag

Die Expression der Vektoren pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his und pet23a(+)-pelB-
anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his im E. coli Stamm BL21 pLysS und die anschlieBende
Reinigung  mittels Ni-NTA  Affinitdtschromatographie ~ sowie  GroéBenausschluss-
chromatographie fithrte zu einem Ertrag an reinem Protein von etwas 10mg/l
Bakterieniiberstand in beiden Féllen. Dies stellt fiir unsere Zwecke eine verwendbare
GroBenordnung dar, die in der zu erwartenden GréBenordnung fiir Expression in E. coli liegt
(Arbabi Ghahroudi ef al. 1997; Muyldermans 2001; Cortez-Retamozo et al. 2002; Hmila et
al. 2008). Mit Hefekulturen oder anderen Mikroorganismen konnen in der pharmazeutischen
Herstellung jedoch ExpressionsgrofBenordnungen bis zu 1g/l erreicht werden (Perez et al.
2001; Gibbs 2006).

Bei der GroBenausschlusschromatographie zeigte sich sowohl fiir “anti-hTNF-VHH als auch
Fanti-hTNF-VHH-S-tag ein Anteil an Dimeren. Diese scheinen auf nicht-kovalenten
Bindungen zu beruhen (keine Dimere auf dem SDS-PAGE Gel) und bei der Expression
aufzutreten. Disulfidbriicken sind unwahrscheinlich, da ECamti-hTNF-VHH-S-tag nicht, wie
fiir viele Nanobodies typisch, weitere Cysteine besitzt. Die zwei vorhandenen Cysteine (bei
uns Cys 25 und Cys 104) sind die kanonischen Cysteine 22 und 92 (Nummerierung nach
(Kabat und Wu 1991)) und fiir die konservierte Intradomain-Disulfidbriicke zwischen den
beiden B-Faltblitter des B-Sandwichs notwendig (Muyldermans 2001; Kolkman und Law

2010). Das Fehlen der Dimere bei erneutem Auftragen der monomeren Fraktionen zeigt, dass
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sich nicht stindig - im Sinne eines Gleichgewichts - ein Teil des monomeren Proteins
reversibel zu Dimeren zusammenlagert.

Die resultierenden Proteine *anti-hTNF-VHH und *“anti-hTNF-VHH-S-tag liefen sowohl bei
der SDS-PAGE als auch bei der GroBenausschlusschromatographie bei etwas gréferen
ProteingréBen. Fiir "“anti-hTNF-VHH lieB sich in der MALDI-TOF Massenspektrometrie die
korrekte GroBe jedoch eindeutig nachweisen, so dass es sich hierbei um Laufphdnomene auf
der Saule handeln sollte.

Eine solche verzogerte Elution bei der GroBenausschlusschromatographie kann durch eine
mogliche unspezifische Interaktion mit der Gel-Matrix verursacht sein. Dies wurde fiir
humane VH und humanisierte Nanobodies (also Kamel-VHH) beschrieben (Vincke et al.
2009). Auch wenn unser Nanobody ein Wildtypexemplar aus dem Kamel ist (Silence et al.
2007) und in den dafiir entscheidenden Positionen (F37, E44, R45, F52 — sonst meist G) keine
humanen Aminosduren trigt, besitzt er jedoch eine Reihe eher humantypischer Aminosduren
(L11, P14, A23, V89). Auch wenn fiir diese Loci (Nummerierung nach (Kabat und Wu
1991)) im von Vincke et al. Dbeschricbenen humanisierten Nanobody keine
Loslichkeitsverdanderungen oder Aggregations- bzw. Zusammenlagerungsneigung berichtet
wird, konnen diese jedoch prinzipiell auftreten (Vincke ef al. 2009). Deshalb ist es umso
wichtiger, dass sich unser Nanobody stabil als Monomer verhdlt und wir die
Zusammenlagerung zu Dimeren mittels GroBenausschlusschromatographie ausschlieBen
konnten.

In vergleichenden Untersuchungen (ELISA und L929-Zytotoxizititsassay) zeigten die beiden
Fusionsproteine ““anti-hTNF-VHH und "anti-hTNF-VHH-S-tag eine &dhnliche hTNF-
Bindungs- und Neutralisierungsaktivitit. (hnTNF bindet nur den murinen TNFRI (Lewis ef al.
1991), der bei murinen L[929-Zellen fiir TNF-ausgeloste Apoptose verantwortlich ist
(Ameloot und Brouckaert 2004).) Das C-terminale Anfiigen des S-tags fiihrte zu keiner
Verdnderung der Bindungs- bzw. Neutralisierungseigenschaften.

Dartiber hinaus konnten wir zeigen, dass ein Trimer hTNF bevorzugt jeweils von einem
Eeanti-hTNF-VHH-S-tag gebunden wird. Zugabe von “‘anti-hTNF-VHH-S-tag zu hTNF
(Monomer) im molaren Verhéltnis von 1 : 3 fiihrt in der GréBenausschlusschromatographie
zu einer Verschiebung des gesamten hTNF Gipfels zu einem hohermolekularen Komplex, fiir
den sich in der SDS-PAGE zeigt ein eindeutiges 3 : 1 Verhiltnis von hTNF zu *anti-hTNF-
VHH-S-tag zeigt. Binde *“anti-hTNF-VHH-S-tag an hTNF Monomere bzw. zerstrte es die
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hTNF Trimere, miissten 2/3 des hTNF frei laufen. Dariiber hinaus scheint die Bindung des
ersten Nanobodies an das hTNF-Trimer deutlich bevorzugt stattzufinden — z.B. durch
Behinderung der Bindung weiterer Nanobodies, da ansonsten ebenfalls ein deutlicher hTNF
Uberschuss bestehen und der hTNF-Gipfel nach wie vor vorhanden sein miisste. Der kleine
tatsichlich noch vorhandene hTNF Gipfel beruht auf einem hTNF Uberschuss aufgrund der
Tatsache, dass nicht exakt 1 : 3 sonder 1 : 3,7 "anti-hTNF-VHH-S-tag zu hTNF gemischt
wurden. Wie sich das Bindungsverhalten bei einem Uberschuss an Nanobody dndern wiirde,
haben wir nicht untersucht.

Dariiber hinaus konnten wir eindeutig zeigen, dass “anti-hTNF-VHH-S-tag und das TNFRII
— Fc Rezeptorkonstrukt Etanercept (Enbrel®) um die hTNF Bindung konkurrieren.
Demzufolge iibt “anti-hTNF-VHH-S-tag seine hTNF neutralisierende Wirkung durch
Verhinderung der Bindung des hTNF Trimers an seine Rezeptoren aus. Zumindest fiir den
TNFRII konnten wir dies hier belegen. Dass Nanobodies generell oft antagonistische
Aktivitdt besitzen, ist an sich nicht {iberraschend, da die Liganden-Rezeptor Bindung des
hTNF-Trimers an seine Rezeptoren in den Furchen zwischen den einzelnen Protomeren
stattfindet (Smith ez al. 1994) und Nanobodies im Gegensatz zu konventionellen Antikorpern
aufgrund ihres konvexen und kompakten Paratops bevorzugt in Proteinspalten binden
(Kolkman und Law 2010). Allerdings wurde der verwendete Nanobody zusitzlich aus einer
Phage-Display mit Elutionsschritt durch einen Uberschuss an Rezeptor gewonnen (Silence et
al. 2007), um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, dass die Nanobodies auch tatséchlich
antagonistische Aktivitit besitzen. Dass diese Strategie von Erfolg gekront war und die
Bindung des Nanobodies mit der Rezeptorbindung interferiert, konnten wir hiermit eindeutig

nachweisen.

6.2.2.2 Dimerisierung von Ecanti-hTNF-VHH-S-tag mittels MTG

Die Dimerisierung von *“anti-hTNF-VHH-S-tag mittels Mikrobieller Transglutaminase zeigte
sich als einfach durchzufithrende Methode mit einem guten Ertrag an dimerem rekombinanten
Protein. Die MTG besitzt ein hohes Aktivitétslevel iiber einen weiten Temperaturbereich (Zhu
und Tramper 2008) und verkniipft ““anti-hTNF-VHH-S-tag sowohl bei 4°C, RT als auch bei
37°C, wobei sie bei 4°C die hochste Aktivitdt zeigte. Die auf den ersten Moment
iiberraschend erscheinende Aktivitdit bei 4°C war insbesondere bei der spezifischen
Verkniipfung von Fusionsproteinen vorbeschrieben (Kamiya et al. 2003b; Takazawa et al.

2004; Tanaka et al. 2004). Es entstanden nicht nur Dimere, sondern auch Tetramere,
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Hexamere und noch hohervalente Komplexe — allerdings keine Trimere oder Pentamere.
Dariiber hinaus bleibt stets ein Teil der Monomere unverkniipft. Ahnliche Phinomene wurden
bereits bei der Verkniipfung von S-zag Fusionsproteinen mit MTG beschrieben (Kamiya et al.
2003b).

Die wahrscheinliche Erkldrung fiir die Bildung von Multimeren ist die Verkniipfung von
mehreren S-zags aneinander. Transglutaminasen verkniipfen Glutaminseitenketten bevorzugt
mit Lysinseitenketten. Das S-tag besitzt ein Glutamin sowie zwei Lysine, die von der MTG
erkannt werden (Kamiya er al. 2003b) (S-fag Sequenz: MKETAAAKFERQHMDSGS —
K180, K186, Q190). Damit gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten der Isopeptidbindung:
K180-Q190 und K186-Q190. Bei einem bereits verkniipften Dimer sind damit jedoch noch je
ein Glutamin und drei Lysine frei. Nun wire es denkbar, dass die MTG das verbleibende
Glutamin mit einem der beiden freien Lysine des Dimerpartners verkniipft. Genauso konnte
sie die freien Zielgruppen aber mit einem weiteren S-fag verkniipfen. Theoretisch wire so die
Bildung einer unbegrenzten Proteinkette denkbar.

Bereits Kamiya et al. beobachteten bei Verkniipfung von S-tag-EGFP die Bildung von
hohermolekularen Komplexen, ohne das EGFP ohne S-tag MTG-Substrat wére. Allerdings
handelte es sich in diesem Fall nur um Tetramere und keine multimeren Komplexe noch
hoherer Ordnung. Die Entfernung des weniger verwendeten Lysins aus dem S-fag (entsprache
hier K180) fithrte bei Verkniipfung von S-tag-EGFP (enhanced green fluorescent protein) zu
einer verzogerten und verringerten aber nach wie vor stattfindenden Tetramerbildung
(Kamiya et al. 2003b). Dies unterstreicht die Bedeutung der freien Reaktionspartner im S-fag
zur Bildung von Komplexen hoherer Ordnung. Diese zeigt sich dariiber hinaus in zwei
weiteren Beispielen: bei zwei unterschiedlichen jeweils nur ein Lysin oder ein Glutamin
enthaltenden tags werden nur Dimere gebildet (Kamiya ef al. 2003a; Tanaka ef al. 2004) und
im Falle eines fags mit zwei Lysinen neben Dimeren entstehen in geringem Malle Komplexe
im Verhiltnis 2 : 1, aber keine Multimere (Takazawa et al. 2004). In beiden Féllen war die
Reaktivitit der Proteine ohne spezifischen tag ausgeschlossen worden. Unklar bleibt, weshalb
wir trotz nahezu identischer Reaktionsbedingungen (wir: 2,5 uM Substrat, Kamiya ef al.: 1,2
UM Substrat - ansonsten identisch) nicht nur Tetramere (Kamiya et al. 2003b) sondern auch
deutliche Mengen groBerer Multimere beobachten (siehe Abb. 5-7 Temp = 4°C, Zeit = 2h,
0,25U/ml MTG - S. 47).
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Dariiber hinaus beobachten auch Kamiya et al. die nur schwer zu erkldrende alleinige Bildung
von grad-zahligen Komplexen (z.B. keine Trimere). Als Erkldrung fiir die geringe Reaktivitit
von Monomeren mit Dimeren halten sie sterische Behinderung fiir unwahrscheinlich und
postulieren eine mogliche inhdrente Neigung der MTG zur Verkniipfung polymerer Substrate
(Kamiya et al. 2003b).
Die zweite tiberraschende Beobachtung ist, dass stets ein Teil der Monomere unverkniipft
bleibt. Dies ist nicht durch fehlende Reaktionszeit begriindbar, wie sich eindeutig an den nicht
vorhanden Unterschieden der iibrig gebliebenen Monomerkonzentrationen in Abb. 5-7 (30h
Zeitpunkt bei 4°C) zeigt. Die Verhiltnisse von Monomer zu Dimer zu Multimeren sind trotz
mehr als 10-fachen Enzymkonzentrationsunterschieden gleich. Die Reaktion ist fertig
abgelaufen und die Monomere sind nicht mehr verkniipfbar, wie sich bei erneuter Inkubation
mit MTG zeigt (Daten nicht gezeigt). Kamiya ef al. beobachten dieses Phanomen ebenfalls
und bieten zwei mogliche Erklarungen an:

1. Eine kompetitive hydrolytische Deamidierung von Glutamin zu Glutamat.

2. Eine Intraproteinverkniipfung des S-7ags mit dem Protein selbst (Kamiya ez al. 2003b).
1. Eine kompetitive hydrolytische Deamidierung von Glutamin zu Glutamat: diese findet
statt, wenn kein primdres Amin zur Verfiigung steht (Buchert e al. 2010), und wird
dementsprechend mit einer geringen Substratkonzentration in Zusammenhang gebracht
(Kamiya et al. 2003a; Tanaka et al. 2004). Bei getrennten Glutamin(Q)- und Lysin(K)-tags
fihrt MTG Einwirkung nur beim Q-tag Fusionsprotein zu einer Verdnderung des
Laufverhaltens (Kamiya et al. 2003a; Takazawa et al. 2004; Tanaka et al. 2004). Zudem fiihrt
gezieltes Einfligen eines Glutamats in einen Q-fag zu einer Verringerung der Mobilitdt im
Polyacrylamidgel gleichen Ausmalies, wie die des Q-tag Fusionsproteins nach MTG
Einwirkung (Tanaka ef al. 2004). Auch wenn die Erklarung von Tanaka et al. beziiglich einer
Ladungsverdnderung als Grund fiir die Verschiebung nach oben hinkt (Hausmann et al. 1986;
Manning und Colon 2004), erscheint dementsprechend eine kompetitive Deamiderung von
Glutamin zu Glutamat als die wahrscheinliche Erklarung fiir die nicht reagiblem Monomere.
Bei uns ist nur eine sehr geringe Verdnderung des Laufverhaltens des nicht reagierten
Monomers allerdings in gleicher Richtung zu beobachten. Uberraschend bleibt die fehlende
relative Abnahme von nicht reagiertem Monomer zu Dimeren und Multimeren auch bei einer

10-fachen Steigerung der Nanobodykonzentration (Tanaka et al. 2004).
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2. Eine Intraproteinverkniipfung des S-tags mit dem Protein selbst: aufgrund der
weitreichenden Aussage beziiglich der Spezifitit der MTG zur Modifizierung von
Nanobodies wird diese Moglichkeit hier ausfiihrlich diskutiert. Die Mikrobielle
Transglutaminase hat verglichen mit Sdugetier-Transglutaminasen ein  weiteres
Substratspektrum besonders beziiglich des primidren Amins (Acyl-Akzeptor — meist Lysin)
und man ist weit davon entfernt, ihre Spezifitdt exakt zu kennen (Kamiya et al. 2003b;
Sugimura et al. 2008; Tagami et al. 2009). Auf jeden Fall verkniipft sie bevorzugt flexible
Proteinanteile und kann vor allem mit starren globuldren Strukturen eher schlecht umgehen
(Kamiya et al. 2003a; Fontana et al. 2008; Tagami et al. 2009; Buchert et al. 2010). Fiir die
eigentlich deutlich spezifischere Meerschweinchen-Transglutaminase (besonders beziiglich
des Acyl-Akzeptors) (Kamiya et al. 2003b) wurde jedoch eine solche Intraprotein-
verkniipfung in einem GFP-Fusionprotein berichtet (Furutani e al. 2001).

Interessanterweise ist die posttranslationale Verkniipfung von anderen Antikorperfragmenten
(scFv) durch MTG mittels eines Q-fags spezifisch bezliglich der angehingten
Zielpeptidsequenz (Kamiya ef al. 2003a; Takazawa ef al. 2004). Bei der Verkniipfung unseres
Nanobodies ohne S-tag (anti-hTNF-VHH) lassen sich jedoch eindeutig unspezifische
Verkniipfungen nachweisen, wenn auch in so geringem Umfang, dass sie ohne
Konzentrierungsschritt nicht aufgefallen wiren. Dies wirft natiirlich auch Fragen beziiglich
der berichteten ,,absoluten* Spezifitdt bei der scFv Verkniipfung auf (Kamiya ef al. 2003a;
Takazawa et al. 2004). Allerdings unterscheiden sich scFv und Nanobodies durch das Fehlen
der variablen Doméne der Leichtkette, wodurch die Region des framework 2 (FR2), die sonst
fiir die Interaktion der beiden Doménen zustindig ist, freigelegt ist (Kolkman und Law 2010).
Bei einem Alignment einer vorgeschlagenen Art von Konsensussequenz der MTG fiir den
Acyl-Donor Glutamin von Sugimura et al. (-3: W/F/Y -1:L 0=Q +1: R +2: Prolin + Y C-
terminal) (W = Tryptophan, F = Phenylalanin, Y = Tyrosin, L = Leuzin, Q = Glutamin, R =
Arginin, P = Prolin) (Sugimura et al. 2008) mit unserer Nanobody-Sequenz ergab sich eine
mogliche MTG-Verkniipfungsstelle im FR2 (FR2 = kursiv) (IGWFRQAPGKEREFVA
dargestellte Aminosduren: 42-57) (European-Bioinformatics-Institute 2012). Auch wenn hier
eine moglicherweise entscheidende hydrophe Aminosédure (z.B. Leuzin s.0.) N-terminal vor
dem Glutamin fehlt (Kamiya ez al. 2009), und das Arginin an Position 1 relativ zum Glutamin
ebenfalls nicht vorhanden ist, so befinden sich mit dem Phenylalanin (-2) und dem Alanin

(+1) durchaus weitere typische Aminosduren in passender Position (Sugimura et al. 2008).
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Aufgrund der Nihe zu den exponierten Kamel-typischen I6slichkeitsverbessernden
Aminosduren im FR2 Phe 45, Glutamat 52, Arg 53 und Phe 55 (Nummerierung nach Kabat et
al.: F37, E44 R45, F47) (Kabat und Wu 1991; Vincke et al. 2009; Kolkman und Law 2010)
wire diese Region wahrscheinlich gut zuginglich. Unklar bleibt inwieweit diese Region
flexibel genug ist (z.T. B-Faltblatt) (Desmyter et al. 2001; Perez et al. 2001; Emberly et al.
2004), damit die MTG die moglicherweise passende fiir Nanobodies typische
Aminosduresequenz (Riechmann und Muyldermans 1999; Silence et al. 2007; Vincke et al.
2009) als Substrat verwenden kann (Fontana et al. 2008; Mero et al. 2009; Tagami et al.
2009). Zumal Proteasen ebenfalls flexible Regionen — oft sogar die selben — bevorzugen
(Fontana et al. 2008; Tagami et al. 2009) und Nanobodies relativ Proteasen-stabil sind
(Muyldermans 2001; Harmsen et al. 2006).

Die Tatsache der - wenn auch #uBerst geringen - Verkniipfung von “anti-hTNF-VHH
beweist, dass auf der Oberfliche unseres Nanobodies fiir die MTG erreichbare Substrat-
seitenketten vorhanden sind. Die Verkniipfung des hochflexiblen S-zags mit der globuldren
Antikorperdomdne  konnte moglicherweise  deutlich  effizienter — stattfinden. Das
Hauptargument gegen eine Intraproteinverkniipfung z.B. des S-fags mit dem erwéhnten Q47
(nach Kabat: Q39) ist allerdings die Tatsache, dass Proteine mit einer solchen iiblicherweise
eine erhohte Mobilitdt auf der SDS-PAGE zeigen (Hausmann et al. 1986; Furutani et al.
2001; Walker und Rapley 2008; Bokiej et al. 2011). Die Verdnderung muss nicht sehr
ausgepragt sein, gerade wenn nur eine einzelne und terminal gelegene vorhanden ist
(Hausmann et al. 1986). Sie kann aber auch in einem solchen Fall deutlich sichtbar sein
(Bokiej et al. 2011), wie auch die Intraproteinverkniipfung eines GFP Proteins durch
Meerschweinchen-Transglutaminase zeigte (Furutani ez al. 2001). Bei uns ldsst sich jedoch
wenn iiberhaupt nur ein diskreter Shift des nicht reagierten Monomers nach oben nachweisen.
Zusammenfassend ist aller Wahrscheinlichkeit nach die kompetitive Deamidierung des
Glutamins fiir die nicht reagiblen Monomere verantwortlich. Die unspezifische Verkniipfung
von Nanobodies kommt nur zu einem duflerst geringen Anteil vor und spielt in diesem
Zusammenhang vermutlich keine Rolle.

Die Tatsache der Multimerbildung fiithrte urspriinglich - unter Annahme von rdumlicher
Verfligbarkeit des Substrats als entscheidendem Faktor - zur Beflirchtung einer Verschiebung
der Produkte in Richtung héhervalenter Komplexe bei Steigerung der Substratkonzentration.

Diese Befiirchtung stellte sich allerdings als unbegriindet heraus.
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Mittels Grofenausschlusschromatographie lieen sich multimeres, dimeres und monomeres
Ecanti-hTNF-VHH-S-tag gut von einander trennen. Auch die Dimere (~ 42 kDa) verhalten
sich mit einem 65 — 70 kDa entsprechenden Elutionsvolumen wie gréflere Proteine. Dies
entspricht jedoch relativ exakt dem Doppelten des Monomers (20,9 kDa), welches mit einem
34,8 kDa entsprechenden Elutionsvolumen bereits ebenso bei zu grofen Proteingrofien

eluierte.

6.2.2.3 Eigenschaften dimeren (und multimeren) Ecanti-hTNF-VHH-S-tags

Es wurde bei vergleichenden Untersuchungen kein monomeres “‘anti-hTNF-VHH-S-tag aus
MTG-Reaktionen verwendet, um keine Interferenzen durch eine nicht vollkommen
auszuschlieBende die Affinitdt verdndernde Einwirkung der MTG zu bekommen.
Vergleichende Untersuchungen zwischen monomerem ““anti-hTNF-VHH-S-tag vor und nach
MTG Inkubation wurden nicht durchgefiihrt, wiren aber natiirlich interessant, um eindeutig
zu zeigen, dass die MTG keinen negativen Einfluss auf die antigenbindende Region hat.

Im ELISA zeigten sowohl dimeres als auch multimeres “‘anti-hTNF-VHH-S-tag hTNF
Bindungsaktivitit. Im Vergleich zu monomerem “anti-hTNF-VHH-S-tag fillt die
Nachweisreaktion tiber den ,,c-myc tag* jedoch deutlich geringer aus. Unter Beriicksichtigung
der hoheren hTNF neutralisierenden Aktivitdt im L1929 Zytotoxizitdtsassay allerdings liegt
dies hochst wahrscheinlich nicht an verminderter Bindungsaktivitit des dimeren Proteins.
Eine plausible Erkldrung erscheint eine mogliche verminderte Bindung des priméren anti-c-
myc Nachweisantikorpers aufgrund sterischer Behinderungen. Unabhingig davon ist nicht
vollkommen auszuschlieBen, dass die Affinitdit der einzelnen Bindungsstellen doch
abgenommen hat, aber iberkompensierende Avidititseffekte an dem immobilisierten hTNF
nicht zur Wirkung kommen kénnen (Pluckthun und Pack 1997). (Im ELISA muss sich so z.B.
eine erhohte Affinitdt nicht unbedingt (Conrath er al. 2001) oder z.B. eine erhohte
Neutralisierungsaktivitdt nicht eins zu eins (Ibanez et al. 2011) widerspiegeln.) Dies hingt
von einer Reihe von Faktoren wie z.B. Antigendichte und Erreichbarkeit ab (Pluckthun und
Pack 1997). Ein moglicher Nachweis der Hypothese der verminderten Bindung des priméren
Nachweisantikorpers wire z.B. ein vergleichender Westernblot mit gleichen (Massen-
)Mengen an Monomeren und Dimeren nach Trennung mittels SDS-PAGE oder idealerweise
nativer Polyacrylamid-Gelektrophorese.

Im L1929 Zytotoxizititsassay zeigt dimeres "‘anti-hTNF-VHH-S-tag im Vergleich zu

monomerem eine deutlich erhohte h'TNF neutralisierende Aktivitit. Diese beruht vermutlich
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auf Avidititseffekten durch die Bivalenz des Nanobody Dimers (Pluckthun und Pack 1997).
Zum besseren Vergleich der Dimere mit den Monomeren stellen wir aufgrund der Bivalenz
der Dimere nicht einfach molare Proteinkonzentrationen einander gegeniiber sondern die

Konzentration an Bindungsstellen.

Feanti-hTNF-VHH | "“anti-hTNF-VHH-S-tag | Monomer | Dimer
(Direktvergleic
h)
ICs 8,3 nM 9,3 nM 11,2 nM 0,95 nM
VHH : hTNF 43:1 48:1 5,8:1 0,5:1
Bindungsstellen 43:1 48:1 58:1 1:1
rel. Steigerung ca. 5x

Tab. 6-2 Vergleich der hTNF Neutralisierungsaffinitit im L929 Zytotoxizitéitsassay

Bedingungen: [hTNF Trimer] = 1,93 nM ([Monomer] = 5,8nM) ohne Actinomycin D oder Cycloheximid,
Inkubation des Nanobody hTNF Gemisches fiir 30 min bei 37°C, Zelldichte von 10.000 pro well, 24h
Wachstumszeit und 24h Inkubationszeit mit h\TNF/Nanobody.

Das Dimer ist mit einer ICs (inhibiting concentration 50%) von 0,95 nM (Bindungsstellen
1,9nM) ca. S5-fach so aktiv wie das Monomer (ICsp=11,2 nM). Fiir eine halbmaximale
Inhibierung der Zytotoxizitdt gentigen Monomere im Verhéltnis zu hTNF-Trimeren von 5 : 1
und Dimerbindungsstellen zu hTNF-Trimer von 1 : 1. Damit {iberhaupt die Hélfte der Zellen
tiberleben konnen, darf die freie hTNF Konzentration nicht tiber 1 ng/ml liegen (vgl.
Zytotoxizitidtskurve Abb. 5-12 — S. 53f), was einem Anteil von freiem hTNF von 1%
entsprache. Damit zeigt das Dimer eine hTNF neutralisierende Aktivitdt am oberen Limit
unter den gewéhlten Bedingungen im 1929 Zytotoxizitdtsassay (siche Tab. 6-2). Mehr als ein
Antigen pro Antigenbindungsstelle kann nicht neutralisiert werden.

Die Tatsache, dass in der Literatur Neutralisierungsaktivititssteigerungen durch
Dimerisierung im Bereich bis zu 400-fach (Coppieters et al. 2006; Silence et al. 2007) oder
noch hoher (Ibanez et al. 2011) liegen, beruht nicht auf einer hoheren Aktivitit des Dimers,
sondern auf der Tatsache, dass mehr Monomer zum Erreichen eines halbmaximalen Effektes
benotigt wurde (Verhiltnisse von 70 : 1 (Coppieters et al. 2006) bis zu 500 oder > 1000 : 1
(Silence e al. 2007). Unser Nanobody “anti-hTNF-VHH bzw. “anti-hTNF-VHH-S-tag
wurde im Patent US20070077249A1 (VHH#3E) mithilfe eines Protein-/inkers dimerisiert.
Die beschriebene 400-fache Steigerung der Neutralisierungsaktivitdt liegt deshalb nicht an
geringer Aktivitdt des Monomers sondern an den Bedingungen in den vergleichenden Tests

(Silence et al. 2007). Dementsprechend wiren sensitivere Testbedingungen ebenfalls fiir
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unser mittels MTG dimerisiertem “‘anti-hTNF-VHH-S-tag Dimer interessant, um eine
Unterschitzung der Aktivititssteigerung (Coppieters et al. 2006) zu vermeiden. Dariiber
hinaus wire eine direkte Messung der Affinititssteigerung z.B. mittels Surface Plasmon
Resonance aufschlussreich, auch wenn eine solche Affinitatssteigerung nicht immer mit einer
Steigerung der eigentlichen Zielgroe Neutralisierungsaktivitit einhergehen muss (Hmila et
al. 2008).

Da die Aktivititssteigerung des Dimers auf Avidititseffekten beruhen soll, tiberrascht die
Tatsache etwas, dass das Dimer in der Lage sein soll, pro Bindungsstelle ein hTNF-Trimer zu
neutralisieren. Im Patent US20070077249A1 wurde fiir tetrameres mittels Protein-/inker
verkniipftem VHH#3E (entspricht unserem verwendeten Nanobody) ebenfalls ein Erreichen
des oberen Aktivititslimits beschriecben (ICs)=6pM bei 25pM hTNF-Trimer -
Bindungsstellen : hTNF-Trimer = 1 : 1). Fir Aviditétseffekte miissen zwei Bindungsstellen
desselben Antikorpers an ein und dasselbe Antigen binden. Bei einem Verhiltnis von
Bindungsstellen zu trimerem hTNF-Antigen von 1 : 1 wiren Avidititseffekte nicht mehr
moglich.

Die Aktivitdtsunterschiede im 1L929-Zytotoxizitdtsmodell konnten auch auf Proteinebene der
Apoptoseauslosung sowie morphologisch gezeigt werden. Ebenso zeigen die Dimere im
HEK293-Stimulationsassay eine gesteigerte hTNF neutralisierende Aktivitit.

Die als Nebenprodukt entstandenen Multimere zeigen ebenfalls eine gesteigerte, dem Dimer
vergleichbare, hTNF neutralisierende Aktivitdt. Eine mogliche weitere Aktivitdtssteigerung
hohervalenter Molekiile gegeniiber Dimeren, wie anderswo beschrieben (Silence et al. 2007,
Kolkman und Law 2010), ist - wie oben erldutert - unter unseren Testbedingungen im 1929
Zytotoxizititsassay nicht darzustellen.

In einem Tiermodell der Sepsis mittels intraperitonealer LPS und D-Galaktosamin
Applikation konnten wir zeigen, dass sowohl das "“anti-hTNF-VHH-S-tag Monomer als auch
das Dimer in der Lage sind, den Tod in transgenen hTNF exprimierenden Médusen zu
verhindern. Den in vitro festgestellten Unterschied in der hTNF neutralisierenden Aktivitat
konnten wir bei der verwendeten Dosis von je 300 pg nicht zeigen. Zur differenziellen
Darstellung der Aktivitdtsunterschiede miissten weitere Mausexperimente mit verschiedenen
Dosierungen folgen.

Zusammenfassend konnten wir auf verschiedene Weisen zeigen, dass die posttranslationale

Verkniipfung von Nanobodies mittels Mikrobieller Transglutaminase zu dimeren hTNF
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neutralisierenden Konstrukten fiihrt, deren Aktivitdt gegeniiber Monomeren deutlich
gesteigert ist. Auch wenn Verkniipfung auch auBlerhalb des S-tags moglich zu sein scheinen,

spielen diese aller Wahrscheinlichkeit nach keine Rolle.

6.2.3 Beantwortung der ersten Fragestellung

Nanobodies haben das Potential, einen Teil zur Losung der moéglichen Unbezahlbarkeit
zukiinftiger Antikorpertherapien (Diibel 2007; Drucker et al. 2008) beizutragen (Kolkman
und Law 2010). Eine posttranslationale Modifizierung oder Verkniipfung mit Proteinen und
nicht proteinartigen Anteilen erweitert die Einsatzmoglichkeiten der bereits sehr vielseitig
einsetzbaren Nanobodies weiter (Harmsen ez al. 2007; Fontana et al. 2008; Huang et al. 2008;
Kamiya et al. 2009; Abe et al. 2010). Die Mikrobielle Transglutaminase bietet sich dazu
aufgrund ihrer giinstigen Eigenschaften an (Kamiya ef al. 2003b; Zhu und Tramper 2008; Abe
et al. 2010), zumal sie zurzeit das einzige im kommerziellen Maf3stab in Lebensmittelqualitit
erhéltliche Protein-quervernetzende Enzym darstellt (Buchert e al. 2010). Durch die
spezifische Verkniipfung unseres Nanobodies ““anti-hTNF-VHH-S-tag mittels MTG wurden
Dimere und Multimere mit verbesserten hTNF Neutralisierungseigenschaften erzeugt. Auf
diese Weise konnten wir im Modellsystem der Dimerisierung zeigen, dass sich die
Mikrobielle Transglutaminase prinzipiell zur spezifischen Modifizierung von Nanobodies mit

Zielpeptidsequenz eignet ohne negative Auswirkungen auf die Affinitédt zu haben.

6.2.4 Ausblick

Zur genaueren vergleichenden Untersuchung der Aktivitit der Dimere wéren weitere und vor
allem sensitivere Untersuchungsbedingungen beziiglich der Aktivitdtsunterschiede hilfreich.
Dariiber hinaus wire es auch wiinschenswert mithilfe einer Titrierungsreihe die
Aktivititsunterschiede ebenfalls in vivo darzustellen. Insbesondere wire auch eine Messung
der Affinitdt mittels Surface Plasmon Resonanz interessant. Zum einen bei nicht reagierten
Monomeren nach MTG Einwirkung, um negative Effekte auszuschlieBen, zum anderen bei
Dimeren um deren Affinitit zu bestimmen.

Bis zu einer Verwendung von MTG zur posttranslationalen Modizifierung von Nanobodies
im groBen Malistab miissten ein Reihe weiterer Untersuchungen zur Spezifitdt der
Mikrobiellen Transglutaminase bei Nanobodies folgen. Dies konnte z.B. mit weiteren
Nanobodies oder anderen Zielpeptiden geschehen. Zur Verhinderung der Bildung von

Multimeren sowie zur Bildung von Heterodimeren wére die Verwendung von
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unidirektionalen fags (jeweils nur ein Q oder ein K) hilfreich. Zugleich miissten die
Reaktionsbedingungen optimiert werden zur Verminderung von nicht-reagiertem
Monomerausschuss (z.B. mittels K-tag Uberschuss). Dies wiirde den Ertrag an erwiinschten
Zielkonstrukten deutlich erhohen. Auch die Untersuchung eines Q47 (nach Kabat: Q39)
defizienten Nanobodies (mit oder ohne S-fag) wire aufschlussreich. Dartiber hinaus stinden
Schritte zur Verkniipfung von Nanobodies mit Nicht-Protein Anteilen an. Denn prinzipiell
stellt die MTG aus vielen Griinden eine interessante Moglichkeit zur Modifizierung von

Nanobodies dar.

6.3 Expression eines aktiven Nanobody-ELP (elastin-like polypeptide)
Fusionsproteins (" ‘anti-hTNF-VHH-100xELP) in Nicotiana tabacum

6.3.1 Hintergriinde

Einer der zentralen Punkte in der Weiterentwicklung der Antikorpertherapien ist neben neuen
und verbesserten Anwendungen eine Kostensenkung. Nanobodies sind dabei ein wichtiger
Schritt, unter anderem da sie in Mikroorganismen hergestellt werden konnen (Arbabi
Ghahroudi et al. 1997; Muyldermans 2001; Coppieters et al. 2006). Ein weiterfithrender
Schritt ist die Verwendung von Pflanzen als kostengiinstiges Expressionssystem (Ma et al.
2003). Schétzungen zufolge konnen Proteine in Pflanzen noch einmal 50 bis 90% giinstiger
als in E. coli hergestellt werden (Scheller ez al. 2001; Scheller et al. 2004).

Allerdings beschrinken oft eine ungeniigende Anreicherung des rekombinanten Proteins
sowie wenig effiziente Reinigungsmethoden die Verwendung von pflanzlichen
Expressionssystemen fiir die Produktion in groem Malstab (Conley et al. 2011). Nanobody-
ELP (elastin-like polypeptide) Fusionsproteinene iiberwinden beide Limitierungen: durch
Steigerung der Expression sowie durch eine extrem einfache Reinigungsmethode (Floss et al.
2010; Conley et al. 2011). Nanobody-ELP Fusionsproteine aus Pflanzen haben somit das
Potential einer bisher unerreichten Okonomisierung von Antikorpertherapien - von der
Herstellung tiber die Reinigung bis hin zur Lagerung.

Das elastin-like polypeptide ermoglicht mittels inverse transition cycling (ITC) eine dulerst
simple Reinigungsmethode durch reversibles Ausfillen mittels Erhohung von Temperatur
sowie Salzkonzentration (Meyer und Chilkoti 1999; Floss et al. 2010). Dariiber hinaus
steigert es durch Lagerung in Speichervakuolen (,,protein-bodies) den Ertrag seines

Fusionspartners deutlich (Conley ef al. 2011). Es wurden bereits eine Reihe von ELP-
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Fusionproteinen hergestellt. Fiir die allermeisten konnte gezeigt werden, dass ihre Aktivitit
erhalten bleibt (Floss et al. 2010; Conley et al. 2011)

Um zu zeigen, dass Nanobodies ebenfalls als aktives ELP-Fusionsprotein exprimiert werden
konnen, haben wir anti-hTNF-VHH-100xELP zunidchst wie unsere anderen Konstrukte in
E.coli hergestellt (*“anti-hTNF-VHH-100xELP). AnschlieBend haben wir gezeigt, dass das
rekombinante Protein in Tabakpflanzen gut exprimierbar ist, mittels ITC aufreinigbar ist und

haben allererste Aktivititstest durchgefiihrt (Nanti-hTNF-VHH-100xELP).
6.3.2 Diskussion der Ergebnisse

6.3.2.1 Expression von anti-hTNF-VHH-100xELP in E. coli (“‘anti-hTNF-VHH-
100xELP)

Um sterische Behinderungen des Nanobodies (17 kDa) durch den groen ELP-Schwanz (42
kDa), welche die Aktivitdt des Konstruktes signifikant einschranken konnten, auszuschlie3en,
wurde “anti-hTNF-VHH-100xELP zunichst in E. coli exprimiert. Ein solche Einschrinkung
der Aktivitdit wurde fiir einige wenige ELP-Fusionsproteine beschrieben, darunter auch
deutlich groBere Fusionspartner (Floss ef al. 2010; Conley et al. 2011). Allerdings war sie fiir
ein Nanobody-ELP Fusionskonstrukt nicht unbedingt zu erwarten war, da auch scFv-ELPs
keinerlei Einschrankungen zeigten (Scheller et al. 2006; Joensuu et al. 2009; Floss et al.
2010).

Aufgrund eines fehlenden proteintypischen Spektrogramms im UV-Spektrum konnte die
Eeanti-hTNF-VHH-100xELP Konzentration nur geschitzt werden. Die Ausbeute an ““anti-
hTNF-VHH-100xELP bei erster, nicht optimierter Reinigung war mit geschétzten 120 pg/l
Vergleich zu "anti-hTNF-VHH und "“anti-hTNF-VHH-S-tag deutlich geringer. (Bei selbem
Vorgehen 8,4mg "anti-hTNF-VHH bzw. 4,6mg und "anti-hTNF-VHH-S-tag.) Die Griinde
dafiir lagen, neben dem deutlich geringeren Expressionslevel des ELP-Fusionsproteins, in
deutlichen Proteinverlusten bei der anfinglich noch durchgefiihrten Umpufferung. Allerdings
muss die Expression von ELP-Fusionsproteinen in E. coli, wie bereits mehrfach gezeigt, nicht
mit geringen Ausbeuten verbunden sein (Shimazu et al. 2003; Floss et al. 2010).
Eeanti-hTNF-VHH-100xELP zeigt im ELISA antigenbindene Aktivitit in derselben
GroBenordnung der anderen beiden rekombinanten Proteine. “‘anti-hTNF-VHH-100xELP
besitzt aufgrund der klonierungstechnischen Vorgehensweise zwei ,,c-myc tags®“. Dies

spiegelt sich aus Griinden, iiber die sich nur spekulieren lisst (z.B. sterische Erreichbarkeit)
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(Pluckthun und Pack 1997), im ELISA nicht wieder. Aufgrund der exponentiellen
Konzentrationsschritte (jeweils das 10-fache) spielt eine mogliche starkere Nachweisbarkeit
des Faktors 2 dariiber hinaus keine relevante Rolle. Auf jeden Fall konnte in diesem
vorldufigen ~ELISA  gezeigt werden, dass “anti-hTNF-VHH-100xELP  hTNF-
Bindungsaktivitit besitzt.

6.3.2.2 Expression von anti-hTNF-VHH-100xELP in Tabakpflanzen (Manti-h TNF-
VHH-100xELP)

Neben der Expression des aktiven "anti-hTNF-VHH-100xELP wurde zum Vergleich der
Nanobody ohne 100xELP-Proteinschwanz in Tabakpflanzen exprimiert (“anti-hTNF-VHH).
Zur Expression der beiden Konstrukte wurde ein bindrer Vektor (pCB301-Kan) (Xiang et al.
1999; Gahrtz und Conrad 2009b) verwendet, bei dem die Ziel-DNA und die Gene fiir die
Integration auf zwei getrennten Plasmiden liegen (Lee und Gelvin 2008). Die
Expressionskassetten stehen unter Kontrolle des starken, konstitutiven und ubiquitdren
cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S Promotor, der u. a. in den Blittern der Tabakpflanze
fiir Expression sorgt (Odell er al. 1985; Conrad ef al. 1998; Ma et al. 2003). Das LeB4
Signalpeptid (Baumlein et al. 1986) sorgt zusammen mit der abschlieBenden KDEL Sequenz
(Munro und Pelham 1987) fiir die Translation in das und Retention im Endoplasmatischen
Retikulum.

Vortests mit transient transfizierten Tabakbléttern zeigten fiir beide Konstrukte eine
vorhandene Expression. Die stabile Transfizierung von Tabakblattscheiben erfolgte mit durch
Elektroporierung transformiertem Agrobacterium tumefaciens (Horsch et al. 1985). Es
konnten sowohl fir “anti-hTNF-VHH-100xELP als auch fir “anti-hTNF-VHH stabil
transfizierte Pflanzen hochgezogen werden. In Western Blots der Tabakblétter zeigt sich wie
bereits fiir die meisten anderen ELP-Fusionsproteine vorbeschrieben (Scheller ez al. 2006;
Floss et al. 2010; Conley et al. 2011) eine deutlich héhere Expression (im Prozentbereich —
geschitzt > 2 %) des Manti-hTNF-VHH-100xELP im Vergleich zum Manti-hTNF-VHH.

Die Konzentration der gereinigten Proteine "anti-hTNF-VHH-100xELP und “anti-hTNF-
VHH musste wiederum geschétzt werden, da diese, wie schon die E. coli Proteine, im UV-
Spektrometer kein proteintypisches Spektrogramm zeigten. In ersten semiquantitativen
Aktivititstests im L929 Zytotoxizititsassay zeigte mittels ITC gereinigtes anti-hTNF-VHH-

100xELP eine deutliche konzentrationsabhingige hTNF neutralisierende Aktivitdt, die sich
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bei aller Unsicherheit beziiglich der Konzentrationsabschétzung vermutlich in einer dhnlichen
GroBenordnung wie in E. coli produziertem ““anti-hTNF-VHH bewegt.

Bei Manti-hTNF-VHH wurden aufgrund von schwierigerer Konzentrationsschitzung und
geringerem Probenvolumen nur erste qualitative Tests durchgefiihrt. Das Hinzufiigen von
Manti-hTNF-VHH enthaltendem Probenvolumen fiihrt bis zur vollstindigen Inhibition der
Zytotoxizitit.

Auch wenn dies nur vorldufige Tests darstellen, konnten wir zeigen, dass die Expression von
Manti-h TNF-VHH-100xELP in Tabakpflanzen, gereinigt durch ITC, zu einem aktiven hTNF
neutralisierendem Fusionsprotein fiihrt. Auch Nanti-hTNF-VHH lisst sich in Tabakpflanzen

in aktiver Form exprimieren, wenn auch mit deutlich geringerem Ertrag.

6.3.3 Beantwortung der zweiten Fragestellung

Aufgrund der herausragenden Skalierbarkeit sind Pflanzenexpressionssysteme in der
Herstellung rekombinanter Proteine ein wichtiger Zukunftszweig, um die Verfiigbarkeit und
vor allem die Bezahlbarkeit (Diibel 2007; Drucker et al. 2008) neuartiger Medikamente dieser
Klasse auch in Zukunft zu sichern (Scheller ez al. 2001; Ma et al. 2003). Dies wird durch die
Verfiigbarkeit einer einfachen, effizienten und ebenfalls unkompliziert steigerbaren
Reinigungsmethode, dem inverse transition cycling (ITC), komplettiert (Floss et al. 2010;
Conley et al. 2011). Giinstige Eigenschaften wie die der Nanobodies beziiglich einfacher
Lagerung und Applikation senken die Kosten dieses Medikamentenzweiges weiter (Kolkman
und Law 2010). Dartiber hinaus 16st die Fusion mit einem 100xELP-Schwanz voraussichtlich
auch das Problem der geringen Halbwertszeit der Nanobodies in vivo (Coppieters et al. 2006;
Tijink et al. 2008). Deshalb stellt die Expression und Reinigung eines aktiven Nanobody-
ELP-Fusionsproteins (N'anti-hTNF-VHH-100xELP) aus Tabakpflanzen in auf den ersten
Blick verniinftigen Mengen einen interessanten Erkenntnispunkt in der Produktion giinstiger

Antikorpertherapien dar.

6.3.4 Ausblick und bereits erfolgte weiterfiihrende Experimente

Als Fortsetzung der vorliegenden Arbeit wurden bereits weitere Untersuchungen zum
Expressionsniveau von “anti-hTNF-VHH-100xELP sowie genaue vergleichende
Aktivititstest durchgefiihrt. Dariiber hinaus war anti-hTNF-VHH-100xELP in der Lage
hTNF in vivo zu neutralisieren und verhinderte die Sterblichkeit im LPS/D-Gal Sepsismodell

der Maus komplett. Gleichzeitig besal3 es eine um den Faktor 20 verldngerte Halbwertszeit
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(Conrad et al. 2011). Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass ein Nanobody aus
Pflanzen in vivo aktiv ist und als ELP-Fusionsprotein eine verbesserte Pharmakodynamik
besitzt (Conrad et al. 2011).

Bis zur klinischen Anwendung von Nanobodies aus Pflanzen oder anderen ELP-
Fusionsproteinen generell ist es noch ein weiter Weg. Dazu muss zum einen beispielsweise
zundchst einmal gezeigt werden, dass die ELP bedingte Expressionsverstirkung auch
auBerhalb der kontrollierten Bedingungen eines Gewidchshauses funktioniert (Floss et al.
2010). Auch sind Methoden zur nachtriglichen Entfernung des ELP-Anhangs eine
interessante zu untersuchende Moglichkeit (Floss et al. 2010).

Aber vollig unabhéngig davon werden die Expressionssteigerung durch ELP und effiziente
Reinigungsmethoden wie inverse transition cycling eine wichtige Rolle in der Herstellung
rekombinanter Proteine spielen (Conley et al. 2011). Moglicherweise konnen ELP/ITC-
basierte Reinigungsverfahren eines Tages sogar klassische chromatographische Verfahren
tiberfliissig machen (EMAC — ELP-mediated affinity capture) (Floss et al. 2010). Auch
deswegen ist es wichtig gezeigt zu haben, dass die Reinigung von Nanobodies mittels ITC

prinzipiell moglich ist.
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7 Zusammenfassung

Single-domain Antikorper oder Nanobodies besitzen aufgrund ihrer geringen GroBe eine
Reihe herausragender Eigenschaften, die sie in die Lage versetzen, Limitationen (z.B. Kosten,
Stabilitat, versteckte Epitope, Gewebegingigkeit) klassischer IgG-Antikorpertherapien zu
iiberwinden.

Zur Erweiterung ihrer Einsatzmoglichkeiten werden Antikérper haufig modifiziert und z.B.
an Radionuklide oder Polyethylenglykol gekoppelt. Als neuartiger Ansatz zur gezielten Modi-
fizierung von Nanobodies haben wir die Mikrobielle Transglutaminase (MTG) untersucht.
Als Modellsystem der Modifizierung wurde die Dimerisierung mittels Ribonuklease A S-tag
gewihlt und am Beispiel eines Nanobodies gegen humanen Tumor Nekrose Faktor (hTNF)
eine Methode zur MTG-induzierten Dimerisierung etabliert. Die dimeren Nanobodies wiesen
gegeniiber den monomeren Nanobodies eine um den Faktor 5 gesteigerte Aktivitit auf.

Auf Pflanzen basierende Expressionssysteme besitzen gegeniiber klassischen Verfahren zur
Produktion rekombinanter Proteine Vorteile wie Kostenersparnis, Erweiterbarkeit der
Anbaufldache und etablierte Anbau- und Ernteverfahren. Die zentralen Einschrankungen wie
geringe Proteinakkumulation und ineffiziente Aufreinigungsverfahren konnen durch Anfiigen
eines Elastin-dhnlichen Polypepitds (elastin-like polypeptide, ELP) iiberwunden werden. Die
Anreicherung der rekombinanten Proteine in Pflanzen wird deutlich gesteigert und
gleichzeitig ermdoglicht der ELP-Anhang eine simple und effiziente Reinigungsmethode — das
inverse transition cycling (ITC). Sie beruht auf reversibler Aggregation in Abhéngigkeit von
Temperatur und Salzkonzentration. Hier zeigen wir, dass das Anfiigen eines ELP-Anhangs an
den verwendeten Nanobody zu einer deutlichen Steigerung der Akkumulation auf tiber 2%
des gesamten 16slichen Proteins fiithrt. Aktivititstests des anhand ITC gereinigten anti-hTNF-
Nanobody-ELP Fusionsproteins wiesen eine dem aus E. coli stammenden Nanobody
vergleichbare Aktivitdt auf. In auf dieser Dissertation aufbauenden Experimenten
verhinderten die anti-hTNF-Nanobody-ELP Fusionsproteine die Sterblichkeit im LPS/D-Gal
Sepsis-modell der Maus komplett. Zudem war die Halbwertszeit des anti-hTNF-Nanobody-
ELP Fusionsproteins gegeniiber dem urspriinglichen Nanobody um den Faktor 20 verléngert.
Die Modifizierung / Dimerisierung von Nanobodies mittels Mikrobieller Transglutaminase
sowie die Expression und Aufreinigung von Nanobody-ELP Fusionsproteinen aus Pflanzen

stellen interessante Weiterentwicklungen in der Nanobody-Technologie dar.
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pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his

Notl

anti-hTNF-VHH

pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-myc-his
4106 bp

pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his

Notl

Notl

anti-hTNF-VHH-S-tag

pet23a(+)-pelB-
anti-hTNF-VHH-Stag-myc-his

4226 bp
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pet23a(+)-pelB-anti-hTNF-VHH-ELP-myc-his

Notl

Bgll

anti-hTNF-VHH-
100xELP Bgll

pet23a(+)-pelB-
anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-his

Bgll

pRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL

Hindill

BamHI

anti-hTNF-VHH

Nael

PRTRA7/3-35S-LeB4-
anti-hTNF-VHH-myc-KDEL

3893 bp

Hindill




X1V

PRTRA7/3-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-KDEL

Hindlll

Nael
PRTRA7/3-35S-LeB4-
anti-hTNF-VHH-100xELP-myc-KDEL
5432 bp
anti-hTNF-VHH-
100xELP
Hindlll
pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-KDEL
Hindlll
BamHI

anti-hTNF-VHH

Nael
pCB301-Kan-35S-LeB4-
anti-hTNF-VHH-myc-KDEL
6817 bp Hindlll



XV

pCB301-Kan-35S-LeB4-anti-hTNF-VHH-myc-100xELP-KDEL

Hindlll
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anti-hTNF-VHH-
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