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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Das Fehlen von funktionellem Blutgerinnungsfaktor VIII (FVIII) in Hidmophilie A- (HA-)
Patienten wird durch Substitution mit FVIII-Priparaten therapiert. Die wesentlichste
gegenwirtige Komplikation der FVIII-Ersatz-Therapie besteht in dem Auftreten von FVIII
neutralisierenden Antikorpern (Inhibitoren) gegeniiber exogenem FVIII. Diese konnen mittels
verschiedener, kostenintensiver Therapien zur Induktion einer Immuntoleranz (ITI) mit
unterschiedlichem Erfolg eliminiert werden. Fiir Patienten mit persistierenden Inhibitoren
bedeuten diese nicht nur eine drastische Verminderung der Lebensqualitit sondern ein
lebensbedrohliches Szenario. Eine Liganden-vermittelte Blockierung von neutralisierenden
anti-FVIII Antikorpern sowie die zielgerichtete Ansteuerung des Rezeptors FVIII-spezifischer
Gedidchtnis-B-Zellen stellen mogliche Ansétze zur Verwirklichung antigenspezifischer ITI-
Strategien fiir eine dauerhafte, vollstindige Eliminierung von FVIII-Inhibitoren dar.

Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit durch Screening von phagenprésentierten,
randomisierten Peptidbibliotheken mit Inhibitor-positiven Patientenplasmen Peptidliganden
selektioniert. Diese wiesen eine spezifische Bindung von anti-FVIII Antikdrpern in den
verwendten Plasmen auf. Durch den Einsatz entsprechender Software konnten AS-
Konsensusmotive der Peptidsequenzen moglichen, konformationellen, funktionellen
Inhibitorepitopen in der A2- sowie C2-Domine von FVIII zugeordnet werden. Die von in
silico-Analysen vorgegebene Doménenspezifitdit der anti-FVIII Antikérper wurde in
Bindungsstudien mit rekombinant exprimierten FVIII-Doménen verfiziert. Die
korrespondierenden, synthetischen Peptidliganden blockierten die IgG-Bindung an FVIII und
regenerierten partiell dessen Aktivitdt im Plasma. Die Peptide stellten funktionelle Mimotope
der moglichen Inhibitorepitope in der A2- und C2-Doméne dar. Da FVIII neutralisierende
Antikorper zumeist Epitope in beiden Doménen erkennen, wurden die Mimotope kombiniert,
was in einer noch effektiveren Blockierung von FVIII-Inhibitoren resultierte. Weiterhin
wiesen Mimotopkombinationen Kreuzreaktivitit mit anti-FVIII IgG in heterologen
Patientenplasmen auf. Durch Fusion der Peptide an die Multimerisierungsdomine der o.-Kette
des humanen C4-Bindeproteins konnten in Zellkultur heptamere Proteine generiert werden.
Gegeniiber den synthetischen Peptiden wiesen die Multimere aufgrund ihrer Multivalenz
sowie der strukturellen Integritit eine deutlich verbesserte Blockierung von anti-FVIII IgG
auf. Das Multimerisierungskonzept erlaubte ferner die Kombination unterschiedlicher
Peptidliganden in einem Heteromultimer, was anhand der selektierten, funktionellen

Mimotope fiir mogliche A2- und C2-Epitope getestet wurde. Weiterhin zeichneten sich die



Zusammenfassung 2

Inhibitor-spezifischen Multimere gegeniiber den synthetischen Peptiden durch deutlich
verlangerte Halbwerstzeiten aus. In Préparationen peripherer mononuklearer Zellen (PBMCs)
von Patienten férbten synthetische Peptide sowie Fluoreszenz-markierter FVIII B-
Zellsubpopulationen mit einem Gedichntis-B-Zell Phinotyp (CD19'1gG"). Gedichtnis-B-
Zellen in PBMCs wurden polyklonal stimuliert. Im ELISPOT-Verfahren konnten Tetanus-
spezifische, jedoch keine FVIII-spezifischen Zellen, detektiert werden. Im Gegensatz zu den
verwandten Kontrollen bewirkte eine Prainkubation der Zellen mit dem Peptid 12C6, welches
an das toxische D-AS-Peptid (KLAKLAK), gekoppelt war, allerdings eine Reduktion von
anti-FVIII IgG in den Uberstinden stimulierter Zellen.
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1. Einleitung

1.1 Die Blutgerinnung

Bei Gewebsverletzungen schiitzt sich der gesunde Organismus vor {ibermidfigem Blutverlust
durch den Vorgang der Blutungsstillung (Himostase). Ein Zusammenspiel von vaskuldren
(Blutgefifien), zelluliren (Thrombozyten) und plasmatischen (Gerinnungsfaktoren)
Komponenten bewirkt die Gerinnung des Blutes.

In Folge einer Gewebsverletzung wird in der Phase der primédren Hdmostase zundchst durch
Reizung glatter Muskelzellen eine Verlangsamung des Blutstromes durch reflektorische
Kontraktion der Blutgefdafle bewirkt. Die nachfolgende zelluldre und plasmatische Gerinnung
wird hierdurch begiinstigt. Die GefdBverletzung fiihrt zur Freilegung subendothelialer
Kollagenfasern, an welche Thrombozyten iiber Membranglykoproteine binden. Die
Thrombozytenadhdsion erfolgt mit Hilfe des von Willebrand-Faktors (vWF). Durch den
Kontakt mit Kollagen sowie vWF aktivierte Thrombozyten setzten Agonisten wie Adenosin-
5'-diphosphat (ADP) frei um weitere Thrombozyten anzulocken. Es werden synergistisch
wirkende, vasokonstriktorische Faktoren wie Serotonin und das Gewebshormon Thromboxan
A2 freigesetzt, welches dariiber hinaus zusammen mit PDGF (platelet derived growth factor)
aggregations-, adhdsions- und wachstumsférdernd auf die Thrombozyten wirkt. Diese
verzahnen sich eng tiber Kalzium induzierte Pseudopodienbildung. Eine Umorganisation der
Thrombozytenmembran bewirkt die Exposition des Rezeptorkomplexes GPIIb/IIla, an

welchen Fibronectin und tiber die

intrinsischer Reaktionsweg

plasmatische Gerinnung
generiertes  Fibrinogen  sowie
Fibrin  binden. Der  daraus
resultierende  weile  Thrombus
wird durch Kontraktion der

Thrombozyten auf einen Bruchteil ' S~ |

seiner  urspriinglichen  GroB3e -

reduziert und verfestigt sich.
Abb. 1.1 Die Gerinnungkaskade. Wei3 hinterlegte
Proteine partizipieren nur am intrinsischen, rot hinterlegte

(Abb. 1.1) kann je nach nur am extrinsischen Reaktionsweg. Rot-weif3 hinterlegte
Proteine sind an beiden Reaktionswegen beteiligt.

Die  plasmatische = Gerinnung

auslosendem Mechanismus zwei
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Wege beschreiten (Mann et al., 1999). Der initiale, extrinsische Reaktionsweg wird
unverziiglich an der Stelle der Gewebsverletzung bei Freisetzung von Gewebefaktor (GF)
ausgelost. Dieser bindet an Faktor VII wodurch die Serin-Protease vermittelte Aktivierung
von Faktor VII (FVII) zu FVIla initiiert wird (Broze et al., 1985). Dieser extrinsische Tenase-
Komplex wandelt proteolytisch Faktor X (FX) in FXa um, welcher zundchst nur pikomolare
Konzentrationen von Thrombin generiert (Di Scipio et al., 1977; Tracy et al., 1981).
Thrombin spaltet Fibrinogen und initiiert damit die Bildung eines Blutgerinnsels bestehend
aus einem Fibrin-Netzwerk (Mann et al, 1990). Uber den extrinsischen Reaktionsweg
generiertes Thrombin aktiviert proteolytisch diverse Gerinnungs-Faktoren (Eaton et al.,
1986), darunter Faktor V (FV) und Faktor VIII (FVII). FVIII stellt einen zentralen,
regulatorischen Cofaktor in diesem Reaktionsweg dar (Lawson et al., 1994). FVIII tritt in
einem nicht kovalenten Komplex mit dem von Willebrand Faktor (vWF) auf (Foster et al.,
1987). Bei vWF handelt es sich um ein multimeres Protein, welches multivalent fiir FVIII ist.
In Folge der Aktivierung von FVIII zu FVIlla durch Thrombin werden die hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen FVIII und vWF gelost (Saenko und Scandella, 1995). In
Gegenwart von Kalzium sowie negativ geladenen Phospholipiden auf der Oberfliche von
aktivierten Thrombozyten bindet FVIIla an Faktor IXa (FXa) und bildet somit den
intrinsischen Tenase-Komplex. Dieser katalysiert, im Gegensatz zum extrinsischen Tenase-
Komplex, die Umwandlung von FX in FXa 50 bis 100fach schneller (van Dieijen et al.,
1981). FVIII fiihrt eine entscheidende, konformationelle Anderung in FIXa herbei und
gewdhrleistet somit dessen volle Serin-Proteasen-Aktivitéit. Ferner wird durch die Présenz von
FVIII im Komplex mit FIXa dessen Affinitdt an die Oberflache aktivierter Thrombozyten um
das fiinffache gesteigert. FXa bildet auf der Membranoberfliche mit dem Cofaktor Va (FVa)
den Prothrombinase-Komplex, welcher den priméren Aktivator von Prothrombin darstellt.
Das generierte Thrombin verstérkt seine Produktion durch die Aktivierung von Faktor XI
(FXI) sowie durch die Komplettierung der im extrinsischen Reaktionsweg begonnen
Aktivierung von FV und FVIIL. Auflerdem spaltet Thrombin Fibrinogen zu Fibrin und
verstdrkt damit das bereits iiber den extrinsischen Reaktionsweg gebildete Fibrin-Netzwerk
nachhaltig.

Der extrinsische Reaktionsweg stellt eine stark beschleunigte, jedoch kurzlebige
hidmostatische Reaktion auf eine Gewebsverletzung dar (Rao und Rapaport, 1987) und
initiiert dariiber hinaus durch die Bildung von geringen Mengen Thrombin den intrinsischen
Reaktionsweg, welcher fiir die eigentliche Blutgerinnung verantwortlich ist und aufgrund

seiner Langlebigkeit deren Ausweitung sowie Anhalten fordert (Komiyama et al., 1990).
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1.2 Das Faktor VIII Protein

Im gesunden Menschen ist die Leber das primére Organ der physiologischen Expression von
FVIIL Das FVIII-Gen befindet sich ca. eine Megabase vom distalen Ende des langen Armes
des X-Chromosomes (Xq28) entfernt und umfasst 26 Exons, welche fiir eine Polypeptidkette
von 2351 Aminosiuren kodieren (Vehar et al., 1984). Das unprozessierte Protein besteht aus
sechs Doménen (Abb. 1.2), welche in der Reihenfolge NH3-A1-(al)-A2-(a2)-B-(a3)-A3-Cl-
C2-COOH angeordnet sind (Saenko und Scandella, 1995). Die A-Dominen weisen
untereinander eine Sequenzhomologie von 30% auf und werden von sauren Spacern (al-3)
mit einer hohen Dichte der Aminosduren Asparagin und Glutamat flankiert. Die B-Domine
beinhaltet diverse Prozessierungsstellen, verfiigt jedoch iiber keine bekannte hdmostatische
Funktion (Lenting et al., 1998). Am Carboxylende befinden sich die homologen Doménen C1
und C2.

FVIII Polypeptid (ohne Signalpeptid) 300kDa

1 329 380 711 740 1:;\’3 1648 1649 2019 2172 2332
| hd
Prozessierung und Sekretion
372 L 740
X % 200kDa
a2 | B

FVIII Heterodimer 1%89 80kDa

Aktivierung durch Thrombin (<)

50kDa 43kDa
FVilla 73kDa

Abb. 1.2 Prozessierung von FVIII. Das FVIII-Polypeptid wird intrazelluldr prozessiert und als Heterodimer
sekretiert. Die aktive Form von FVIII besteht aus einem Heterotrimer, welches von vWF dissoziiert.

Um als aktiver Cofaktor zur Gerinnung beitragen zu konnen, muss das Polypeptid einige
posttranslationale Modifikationen durchlaufen. Das FVIII-Polypeptid enthdlt 25 N-
Glykosylierungsstellen, von welchen 19 in der B-Domine liegen (Toole ef al., 1984). Diese
Glykosylierung ist Vorraussetzung fiir den Calnexin und Calreticulin vermittelten,

intrazelluliren Transport vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat
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(Moussalli et al., 1999). Dort erfolgt die O-Glykosylierung sowie Sulfatierung von sechs
Tyrosinen in den sauren Spacern, welche fiir die hochaffine Bindung an vWF sowie
Aktivierung durch Thrombin verantwortlich sind (Pittmann et al., 1992; Michnick et al.,
1994). Im Plasma zirkuliert das 2332 Aminosduren umfassende Glykoprotein als Heterodimer
(Kane und Davis, 1988). Dieses setzt sich aus einer leichten Kette bestehend aus den
Doménen A3-C1-C2 sowie einer schweren Kette aus Al-, A2- und B-Doméne zusammen
(Abb 1.2). Diese Form von FVIII ist an eine N-terminale Domine von vWF {iber
Bindungsstellen in a3 und C2 gebunden (Saenko und Scandella, 1997). In diesem Komplex
wird FVIII stabilisiert und vor proteolytischem Abbau geschiitzt. Die Halbwertszeit von FVIII
im Plasma erhoht sich so altersabhéngig von zwei bis drei auf 12 bis 14 Stunden (Weiss et al.,
1977). In seiner aktivierten Form dissoziiert vWF durch Abspaltung von a3 von FVIIL. Aus
der weiteren proteolytischen Prozessierung durch Thrombin geht eine FVIIIa -Heterotrimer
hervor. Dieses besteht aus der Al Domine, welche iiber ein divalentes Metall-Ton (Ca®" oder
Mn®") mit der leichten Kette (A3-C1-C2) assoziiert ist, wihrend die A2-Domine durch
elektrostatische Wechselwirkungen gebunden wird (Pipe und Kaufmann, 1997). Ohne
gebundenen vWF kann FVIIla iiber Aminosduren-Reste (AS-Reste) in 2181-2243 und 2248-
2312 der C2-Domine, insbesondere iiber die hydrophoben Reste von Met2199/Phe2200
sowie Leu2251/2252 an negativ geladenen Phospholipide auf der Oberfldche von aktivierten
Thrombozyten binden (Barrow et al., 2001). Aulerdem sind die AS 1899-1903 in der A3-
Domaine an der Bindung an die Phospholipidmembran beteiligt (Ngo et al., 2008). Im Tenase-
Komplex (Abb. 1.3) erfolgt die Bindung von FVIIla an FIXa hauptsichlich tiber die AS-
Reste 1811-1818 der A3-Domine (Lenting ef al., 1996). Die Interaktion der AS-Reste 484-
509 sowie 558-565 und 698-710 der A2-Doméne induzieren im aktiven Zentrum von FIXa
entscheidende, konformationelle Wechsel fiir die Umsetzung von FX zu FXa (Fay und
Scandella, 1999). Die Bindungsstelle fiir FX befindet sich im sauren al-Spacer unter
Beteiligung der AS-Reste 349-372 (Lapan und Fay, 1997 und 1998).

Die Strukturen der an der Gerinnungskaskade beteiligten Proteine sind weitesgehend
unbekannt. Bislang konnten die Strukturen der einzelnen C2-Domine von humanem FV und
FVIII sowie die Struktur von porcinem FIX mittels Rontgen-Kristallographie aufgeklart
werden (Macedo-Ribeiro et al., 1999; Pratt et al., 1999). Auch die Kristallstruktur von
humanem FVIII (Abb 3.1) wurde mittlerweile aufgeklért (Shen et al., 2008; Ngo et al., 2008).
Diese entspricht in groen Teilen zuvor generierten Homologie-Modellen der Strukturen der
A- sowie Cl-Domine, welche basierend auf den rontgenkristallographischen Daten von

humanem Ceruloplasmin (Pemberton et al., 1997) bzw. der C2-Doméne erstellt wurden
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(Stoilova-McPhie et al., 2002). Ein Modell des Tenase-Komplexes (Abb 3.1) auf der
Phospholipidmembran aktivierter Thrombozyten wurde basierend auf Docking-Analysen

zwischen den Kristallstrukturen von FVIII und porcinem FIX erstellt (Ngo et al., 2008).

®

D349.§372

484_509
R484-|

§558.Q565
R698.5710

-
>
A o

E2181.\/2243 > ) ', _‘ A. : ~ E1811_Q181B
\/2248_G2312 ' " b

.
N

’ R 1900

Phospholipidmembran

Abb. 1.3 Strukturmodell des Tenase-Komplexes (nach Ngo et al., 2008). FVIlla interagiert iiber die AS-Reste
489-509, 558-565 und 698-710 in A2 mit FIXa (PDB Ipfx). Die Bindung an FIXa erfolgt iiber die AS-Reste
1811-1818 in der A3-Domdne von FVIIla. Uber die AS-Reste 2181-2243 und 2248-2312 in der C2-Domdine
sowie die AS 1899-1903 und 1900 in der A3-Domdne bindet FVIlla an die Phospholipid-Membran aktivierter
Thrombozyten. FX wird im sauren Spacer al iiber die Aminosduren 349-372 gebunden und im aktiven
Zentrum von FIXa in FXa umgesetzt.

1.3 Hamophilie A

Bei Hidmophilie A (HA) handelt es sich um eine X-chromosomal-rezessiv vererbte
Gerinnungstorung. Diese wird durch einen Defekt oder Fehlen von FVIII bedingt.
Fehlfunktion oder Fehlen von FVIII resultiert aus einer unvollstindigen oder fehlerhaften
Proteinexpression bedingt durch Punktmutationen, Deletionen, Insertionen oder Inversionen
im anndhernd 180kb umfassenden FVIII Gen. Punktmutationen stellen den haufigsten
Gendefekt dar. Sie treten bei 90-95% der HA-Patienten auf. Bei den auftretenden
Punktmutationen handelt es sich um Missense, Nonsense und mRNA splice-site Mutationen.
Die zweithdufigste Ursache fiir HA sind Deletionen, welche bei 5-10% der Patienten auftreten
(Bowen et al., 2002). Duplikationen und Insertionen treten hingegen extrem selten auf. Eine

Inversion des Introns 22 stellt die Ursache fiir 40-50% der Fille einer schweren HA dar
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(Lakich et al., 1993). Deren Ursprung geht auf eine fehlerhafte DNA-Replikation wihrend
der Spermatogenese zuriick (Antonarakis et al., 1995). Aufgrund der Lokalisation des FVIII-
Gens auf dem X-Chromosom sowie des rezessiven Erbgangs sind fast ausschlie8lich Méanner
von der Krankheit betroffen. Die Inzidenz von HA liegt ungeféhr bei einem von 5000
ménnlichen Individuen. Heterozygote Trédgerinnen (Konduktorinnen) konnen zwar eine
verringerte FVIII-Aktivitdt aufweisen (30-70%), sind jedoch klinisch meist unauffillig
(Kasper et al, 2000). Klinisch

manifestiert sich HA durch eine

vermehrte  Blutungsneigung sowie 4 \
unkontrollierbare ~ Blutungen nach ’\k "‘t
Verletzungen oder operativen

Eingriffen. Charakteristisch fiir HA

sind die im weiteren

Abb. 1.4 Himophilie A (HA). Beispiel einer
klinischen Manifestation von HA durch Einblutungen
im Knie.

Krankheitsverlauf wiederholt
auftretenden Blutungen in Gelenken
wie Sprunggelenk, Knie (Abb. 1.4), Hiifte und Ellenbogen sowie in die Muskulatur. Diese
fiihren zu degenerativen Entziindungen, Gelenkdeformation und Verkriippelung. Sowohl
spontane als auch posttraumatische oder iatrogene Blutungen sind fiir die Patienten ohne
Behandlung oft lebensgefdhrlich. Eine Einteilung der Patienten erfolgt anhand der FVIII-
Aktivitdt im Plasma. Bei der leichten Form von HA liegt die Aktivitdt von FVIII zwischen 5
und 25% und die Symptomatik besteht meist in Blutungen nach einem Trauma, invasiver
Diagnostik oder operativen Eingriffen. Liegt die Aktivitit von FVIII im Bereich von 1-5%, so
kann es bei dieser mittelschweren Form von HA zu spontanen Blutungen, hiufiger jedoch zu
Blutungen in Folge von Traumata kommen. Die schwere Form der HA duBert sich bereits in
frither Kindheit (bei Beginn von Bewegung) durch hiufige spontane Blutungen in Gelenken,
Muskeln und Organen sowie massiven Blutungen nach Traumata. Die Aktivitdt von FVIII
liegt unter 1% (Hoyer et al., 1994).

Die Therapie von HA-Patienten besteht in der Infusion von FVIII-Konzentraten, die entweder
FVIII aus Spenderplasma (plasma derived, pdFVIII) oder rekombinant hergestellten FVIII
(rekombinant, rFVIII) enthalten. Die Infusionen erfolgen entweder nur bei Bedarf oder
prophylaktisch. Letzteres ist in den Industrieldndern zur Pridvention von Gelenkschidigungen
die Therapie der Wahl (Berntorp et al., 1996). Bei Patienten mit leichter und mittelschwerer
HA kann Desmopressin (1-Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin; DDAVP) verabreicht
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werden, das durch Freisetzung von FVIII und vWF zu einer temporéiren, moderaten Erh6hung

des FVIII-Plasmaspiegels fiihrt.

1.4 Faktor VIII neutralisierende Antikorper: Inhibitoren

Seit den spiten 70er Jahren stellte die Ubertragung viraler Infektionen wie Hepatitis B und C
sowie HIV durch Substitutionstherapie von HA-Patienten mit FVIII aus Plasma-Pools ein
grof3es Problem dar. Gegenwirtig schlieBen sensitive Test-Verfahren der Spenderplasmen, die
eingefiihrten Methoden zur Virus-Inaktivierung, sowie die Moglichkeit einer rekombinanten
Herstellung von FVIII virale Transmission nahezu vollig aus. Die grofte, bestehende
Komplikation der FVIII-Ersatz-Therapie besteht in dem Auftreten von FVIII
neutralisierenden Allo-Antikérpern (Hemmkorper, Inhibitoren).

Inhibitoren treten bei erstbehandelten Patienten (previously untreated patients, PUPs) mit
einer mittelschweren HA in 5.3-12.5%, bei Patienten mit schwerer HA in 22-52% der Fille
auf (Kreuz et al.,, 1996). Seltener betroffen sind Patienten mit leichter HA (13%). Im
Therapieverlauf sind die Antikorper bei Kindern meist innerhalb der ersten 10-20
Expositionstage nachweisbar (Kreuz ef al., 1995 und 2002). Das Risiko eines Auftretens von
Inhibitoren reduziert sich nach ca. 200 Behandlungstagen drastisch. Eine Sonderform von
Inhibitoren fiihrt bei der so genannten erworbenen HA zu einer Inaktivierung von FVIII in
nicht von HA betroffenen Individuen. Hier kommt es bei vorwiegend dlteren Menschen,
Patienten mit Autoimmunerkrankungen und Frauen unmittelbar nach der Geburt aus bisher
nicht gekldrten Griinden zur Bildung von Autoantikdrpern gegen endogenen FVIII (Green
und Lechner, 1981; Delgado et al., 2003).

Ein Standardverfahren zur Detektion von Inhibitoren ist der Bethesda-Test, in welchem die
Inaktivierung von FVIII in Normalplasma durch Zugabe von Patientenplasma evaluiert wird.
Dabei wird die aus der FVIII-Restaktivitét resultierende Gerinnung photometrisch detektiert.
Anhand einer entsprechenden Eichgerade kann aus den FVIII-Restaktivititen der
Inhibitortiter in Bethesda-Einheiten errechnet werden. Eine Bethesda-Einheit (BE) ist als die
50%ige Inaktivierung von FVIII in Normalplasma definiert (Kasper et al., 1975). Zur
Abgrenzung von negativen und positiven Testwerten liegt der Grenzwert bei 0.5 BE/ml.
Patienten mit einer kontinuierlichen Présenz von Inhibitoren (persistente Inhibitoren) werden
nach dem Inhibitortiter in low responders (0.6-5 BE/ml) und high responders (>5 BE/ml)
eingeteilt (White et al, 2001). 53% der bei HA identifizierten Inhibitoren sind high
responding-Inhibitoren (Lusher et al., 1999). Da high responder-Patienten aufgrund der
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Inhibitoren nicht ausreichend auf FVIII-Substitution reagieren, miissen die Inhibitoren schnell

und effektiv eliminiert werden, um das Risiko lebensbedrohlicher Blutungen zu reduzieren.

1.4.1 Immunologie

Die Ausbildung von FVIII-Inhibitoren wird allen Anzeichens nach sowohl von genetischen
als auch unweltbedingten Faktoren beeinflusst. Die Art der jeweiligen im FVIII-Gen
vorliegenden Mutationen ist fiir die Antikdrperbildung relevant (Oldenburg et al., 2004). So
weisen Patienten mit Nonsense-Mutationen, gro3en Deletionen sowie Inversionen die hochste
Inhibitor-Inzidenz auf (Schwaab et al, 1995; Tuddenham und McVey et al., 1998).
Nonsense-Mutationen in der leichten Kette von FVIII fiihren im Gegensatz zu Nonsense-
Mutationen innerhalb der schweren Kette zu einem hoheren Risiko fiir eine Inhibitorbildung.
Weiterhin weisen Patienten mit Deletionen, welche mehr als eine FVIII-Doméne betreffen,
gegeniiber Patienten mit nur eine Domine betreffenden Deletionen, eine dreifach erhdhte
Inhibitorinzidenz (ca. 88%) auf (Oldenburg et al., 2004). Alle genannten Mutationen fiihren
zu einem vollstdndigen Fehlen von endogenem FVIII. Es erfolgt damit keine Negativselektion
autoreaktiver B- und T-Zellklone auf FVIII, womit die Ethablierung einer zentralen
Immuntoleranz gegen das Protein ausbleibt (Palmer, 2003; Siggs et al., 2006). Missense-
Mutationen sowie kleine Deletionen sind mit einer wesentlich niedrigeren Inhibitorinzidenz
assoziiert, da in diesen Féllen lediglich ein nicht funktionelles FVIII-Protein produziert wird,
was aber zur Etablierung einer zentralen Toleranz ausreichend ist (McGinniss et al., 1993).
Bei der Antikorperproduktion gegen FVIII handelt es sich um eine Thymus-abhidngige
Immunantwort, welche in den sekunddren lymphatischen Organen, primdr in Milz und
Lymphknoten erfolgt.

Im Blut zirkulierender FVIII wird von Antigen priasentierenden Zellen (antigen presenting
cells, APCs), wie dentrischen Zellen, phagozytiert und proteolytisch degradiert (Muraille et
al., 2002). Im Zuge der primidren Immunantwort kann FVIII auBerdem durch naive B-Zellen
iiber deren B-Zellrezeptor (B cell receptor, BCR) bestehend aus IgM und IgD gebunden
werden. Das durch den BCR erkannte Epitop wird durch die spéter sekretierten Antikdrper
gebunden. Als B-Zellepitop (Abb. 1.5) bezeichnet man einen 20 bis 25 Aminosduren und
680-880A” umfassenden Bereich auf der Oberfliche des Antigens, mit welchem eine nahezu
gleiche Anzahl von Aminosduren in den variablen Bereichen der schweren (Vi) und leichten
Kette (VL) von Immunglobulinen (Igs) einen spezifischen, engen Kontakt eingeht (Davies et

al., 1990; Regenmortel, 1996). Konformationelle (diskontinuierliche, strukturelle) Epitope
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unterscheiden sich von linearen (kontinuierlichen, sequenziellen) Epitopen dadurch, dass fiir
die Antikorper-Bindung essentielle Aminoséduren in der Primér-Sequenz voneinander entfernt

liegen und erst durch die native Konformation des Antigens in engen Kontakt gelangen.

T-Zell-Epitop

Prasentation

Th-Zelle -
Aktivierung

Gedachtnis-B- / naive B-Zelle

Abb. 1.5 B-Zell / T-Zell-Interaktion. Naive sowie Geddchtnis-B-Zellen binden Antigen (FVIII) iiber den BCR
bestehend aus membranstindigem IgM bzw IgG. Insbesondere Geddchtnis-B-Zellen erkennen dabei
hochspezifisch B-Zellepitope auf der Oberfliche des nativen Proteins. Es folgt die rezeptorvermittelte
Endozytose des Ig-Antigen-Komplexes iiber Clathrin-ummantelte Vesikel (1). Im sauren Millieu des Endosoms
erfolgt die proteolytische Degradierng des Antigens (2). Antigenische Peptide werden auf MHCII-Molekiile
geladen (3, 4) und auf der B-Zelloberfliche prdsentiert. Der BCR wird regeneriert (6) und wieder an die B-
Zelloberfliche transportiert (7). T-Helfer-Zellen erkennen iiber den spezifischen T-Zellrezeptor die iiber
MHClII-prisentierten antigenischen Peptide als T-Zellepitope (5) und aktivieren daraufhin die B-Zelle. Als
Beispiel eines B-Zellepitopes sind hier die AS-Reste 2199/2200 und 2251/2252 der C2-Domdne gezeigt. Diese
befindet sich im Komplex mit dem Fab-Fragment des monoklonalen Antikérpers BO2CI11 (Spiegel et al.,
2001).

Bei nahezu allen bisher identifizierten Epitopen handelt es sich um konformationelle Epitope.
Strukturelle Epitope setzen sich aus zwei bis fiinf separaten Bereichen der Protein-
Primérsequenz zusammen, welche dabei auch lineare Elemente beinhalten kdnnen. Die
Energie fiir eine Antikdrperbindung an ein strukturelles Epitop wird nur von drei bis fiinf sehr

gut zuginglichen Aminosiuren im Radius von ca. 9A aufgebracht. Im Gegensatz zu dem
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strukturellen Epitop ist das so genannte funktionelle Epitop somit wesentlich kleiner (Jin et
al., 1992; Benjamin und Perdue, 1996).

Nach initialem Antigenkontakt differenzieren einige B-Zellen (Abb. 1.6) direkt zu Antikorper
(IgM und IgD) sekretierenden Zellen (antibody secreting cells, ASCs). Die Mehrzahl der
Antigen-bindenden B-Zellen differenziert jedoch zu APCs, indem Antigen im Komplex mit
dem BCR internalisiert und proteolytisch degradiert wird (Lanzavecchia, 1987). In den
sekundéren lymphatischen Organen werden die so generierten Peptidfragmente tiber MHCII-
Komplexe auf der Oberfliche der APCs présentiert und kdnnen so im Zusammenspiel mit
costimulierenden Molekiilen (CD40/CD40L, CD28/B7) naive T-Zellen aktivieren, deren T-
Zellrezeptor (T cell receptor, TCR) diese Peptide (T-Zellepitope) erkennt und iiber CD40
Ligand (CD40L) und CD28 an die costimulierenden Molekiile der APCs bindet (Abb. 1.5).
Diese T-Zellen differenzieren in der Folge zu T-Helfer-Zellen (Bjorck et al., 1997; Muraille
et al., 2002). Die Population der T-Helfer Zellen (CD4") lasst sich in die Unterpopulationen
Thl und Th2 unterteilen. Th1-Zellen sekretieren proinflamatorische Zytokine, Interferon-y,
Tumor-Nekrose-Faktor-o. sowie Interleukin 2 (IL-2) und assistieren bei der Sekretion von
Komplement-bindenden IgG-Subklassen (IgG; und IgG;). Th2-Zellen sekretieren anti-
inflamatorische Zytokine wie IL-4 und IL-10. AuBlerdem assistieren sie bei der Synthese von
Antikorpern (IgE und IgGy), welche nicht zu einer Komplement-Bindung in der Lage sind
(Mosmann et al., 1986; Abbas et al., 1996). Die polyklonale IgG-Population der FVIII
neutralisierenden Antikorper ist primér den Subklassen 1gG4 sowie 1gG; zuzuordnen (Fulcher
et al., 1987). Dabei besteht eine Korrelation zwischen hohen Inhibitortitern und vornehmlich
Th2-induzierten IgG-Subklassen, wihrend Thl-induzierte Subklassen vornehmlich bei
niedrigeren Inhibitortitern zu finden sind. IgGy tritt offenbar in Verbindung mit einer
massiven, humoralen Immunantwort gegen FVIII auf, wihrend IgG; fir die
Aufrechterhaltung einer Langzeitimmunantwort gegen das Protein verantwortlich ist (Reding
et al., 2002).

Die Interaktion zwischen B-Zellen und T-Helfer-Zellen erfolgt in den primédren Follikeln der
sekundéren lymphatischen Organe durch die Ausbildung von Keimzentren (germinal centers,
GCs). Hier erfolgen in den Immunglobulinloci der B-Zell-DNA eine Reihe somatischer
Hypermutationen, was zu einer Affinitétsreifung der BCRs fiihrt (Abb. 1.6). Diese werden
staindig mit FVII in Kontakt gebracht und somit B-Zellklone selektiert, deren BCR eine
moglichst hohe Affinitét fiir das Antigen hat. In Klonen, deren BCR nur eine geringe Affinitét
aufweist, wird Apoptose induziert. Antigenspezifische T-Helferzellen interagieren mit den

selektierten, hochaffinen B-Zellklonen und induzieren in diesen durch Hochregulation der
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Expression von CD40L und IL-4 einem Klassenwechsel von IgM und IgD zu IgG und IgA
sowie deren Expansion. Die B-Zellklone differenzieren entweder zu Gedéchtnis B-Zellen
oder ASCs (Lanzavecchia, 1987). ASCs konnen weiter zu langlebigen Plasmazellen
ausdifferenzieren, welche Uberlebensnischen im Knochenmark besetzen und kontinuierlich
Antikorper sekretieren (Manz et al., 2005). Wihrend einer sekundidren Immunantwort
verlassen diese langlebigen Plasmazellen in grofler Zahl das Knochenmark (Odendahl et al.,
2005). Die u.a. in der Peripherie zirkulierenden Gedachtnis-B-Zellen werden durch Antigen-
Kontakt aktiviert und differenzieren in der Folge ebenfalls zu ASCs bzw. fiihren in den GCs

zur Bildung neuer Gedichtnis B-Zellen.

naive B-Zelle
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I:;?\ (((O T-Helfer-Zelle
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Abb 1.6 B-Zelldifferenzierung. Nach Antigenkontakt erfolgt die Differenzierung einiger naiver B-Zellen in
ASCs, wdhrend der Hauptanteil durch Interaktion mit T-Helfer-Zellen aktiviert wird. In den Keimzentren
(GC) der sekunddiren lymphatischen Organe findet die Reifung der aktivierten B-Zellen mittels T-Zellhilfe
durch Anhdufung somatischer Hypermutationen statt, wodurch die Affinitit des BCR fiir das Antigen erhéht
wird. Unzureichend bindende Klone werden deletiert (Apoptose). B-Zellklone mit hochaffinen BCRs
expandieren und differenzieren zu IgG " Geddichtnis-B-Zellen und ASCs.
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1.4.2 Molekulare Charakteristika

Gegenwirtig sind unterschiedliche Mechanismen der FVIII Neutralisation durch Inhibitoren
bekannt. So konnten bislang Antikorper identifiziert werden, welche FVIII hydrolysieren
(Lacroix-Desmanzes et al., 1999 und 2002). Die Schnittstellen fiir solche Antikorper liegen
gleichmiBig iiber die Doménen Al bis C1 verteilt und sind in 85% der Félle nach einem
Arginin oder Lysin lokalisiert. Andere Inhibitoren richten sich gegen nicht-funktionelle
Determinanten des Proteins, beeinflussen aber auf diese Weise dennoch dessen Halbwertszeit
(Gilles et al., 1993). Am Besten charakterisiert sind Inhibitoren, welche in funktionellen
Regionen von FVIII binden (Saenko ef al., 2002) und damit die Bindung und Interaktion von
FVIII an FIXa, Phospholipide oder vWF inhibieren (Abb. 1.7). Eine Vielzahl an Epitopen
konnte innerhalb der A2- und C2-Doméne lokalisiert werden (Scandella et al, 2001).
AuBerdem wurden antigene Determinanten inhibitorischer Antikorper in den A3- und CI-
Dominen sowie dem al Spacer identifiziert. In der A2-Doméne erwiesen sich die
Aminosduren 484-508 als essentiell fiir die Bindung einzelner Inhibitoren (Healey et al.,
1995) und tiiberlappen damit mit der fiir die FIXa-Interaktion verantwortlichen Region (489-
509). Dieser Bereich, mit geringer Affinitdt fiir FIXa, definiert die Cofaktor-Aktivitit von
FVIIIa. Durch diese Interaktion wird eine fiir die katalytische Aktivitdt von FIXa essentielle
Konformationsdnderung induziert. Eine Inhibitorbindung in diesem Bereich beeintrachtigt
folglich die cofaktorische Aktivitit von FVIIIa. Dariiber hinaus wird FVIIla im Tenase-
Komplex erheblich destabilisiert, was sich in der spontanen Dissoziation der A2-Domine
duBert (Fay und Scandella, 1999). In der C2-Doméne finden sich antigene Determinanten im
Bereich der Aminosduren 2181-2243 (Healey et al., 1998) sowie 2248-2312 (Scandella et al.,
1995). In dieser Region bindende, inhibitorische Antikdrper verhindern die Bindung von
FVIIIa an negativ geladene Phospholipide. Diese Inhibitoren blockieren dariiber hinaus die
Interaktion zwischen FVIII und vWF, da sich die Bindungsstellen fiir Phospholipide und vWF
in der C2-Doméne tiberlappen (Saenko und Scandella, 1995). Somit bleibt die Stabilisierung
des FVIII-Heterodimers durch vWF aus, was zu einer deutlichen Herabsetzung der
Halbwertszeit fiihrt. In der A3-Doméne scheinen die Aminosduren 1675-1684 Ziel von
Inhibitoren zu sein. Diese blockieren damit eine weitere Bindungsstelle fiir vVWF (Shima et
al., 1992). Andere IgGs aus Patientenplasmen binden an Aminoséuren im Bereich von 1778-
1823 und besetzen damit die hochaffine FIXa-Bindungsstelle, welche die AS-Reste 1811-
1818 umfasst (Zhong et al., 1998). Ein weiteres bisher bekanntes Epitop befindet sich im

sauren al-Spacer und umfasst die Aminosduren 351-365. Eine Antikdrperbindung in diesem
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Bereich konnte die Aktivierung von FVIII durch Thrombin verhindern, oder die Bindung des
Substrates des Tenase-Komplexes (FX) blockieren (Foster et al., 1988).

A § B

, £
L G - D >
@ i XThrombln

1778-1823

R

-

-

Abb. 1.7 Inhibitionsmechanismen von FVIII-Inhibitoren. (4) Durch Inhibitorbindung an die AS-Reste 1675-
1684 der A3-Domdine sowie die AS-Reste 2181-2243 und 2248-2312 in der C2-Domdne wird die Bindung von
FVIII an vWF blockiert. Dies hat eine Reduktion der Halbwertszeit von FVIII im Plasma bedingt durch
Proteolyse zur Folge. (B) Eine Blockierung einer fiir die Aktivierung von FVIII essentiellen
Thrombinschnittstelle kénnte durch Inhibitorbindung an die AS-Reste 351-365 des sauren al-Spacers
erfolgen. (C) Durch Inhibitorbindung an die angegebenen AS-Reste blockieren Inhibitoren die Bindung von
FVIlla an die Phospholipid-Membran aktivierter Thrombozyten sowie dessen Interaktion mit FIXa, und FX im
Tenase-Komplex.

Die Lokalisation der Epitope von FVIII neutralisierenden Antikoérpern war von jeher von
groem Interesse, wurde zumeist jedoch lediglich in kleinem Umfang durchgefiihrt (wenige
Patienten, monoklonale Antikorper). Gegenwirtig erfolgt die Epitopkartierung von FVIII-
Inhibitoren im Zuge einer internationalen, klinischen Studien, um eine genauere Vorstellung
hinsichtlich der Diversitdt von Inhibitorepitopen zu erlangen und eine Basis fiir neue
Therapieoptionen zu schaffen (Observational ITI Study, ObsITI). Fiir einen der ersten Ansétze
zur Lokalisation von Inhibitorepitopen wurden in E. coli und Sf9-Insektenzellen exprimierte,

rekombinante FVIII-Fragmente genutzt. In /mmunoblot-Tests wurde die Reaktivitit von
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Patientenplasma mit diesen Fragmenten analysiert (Scandella et al., 1988, 1989, 1995). Eine
andere, auf dem Immunoblot-Verfahren basierende Strategie zur Epitopkartierung macht sich
durch Thrombinverdau generierte FVIII-Fragmente zu Nutze (Fulcher et al., 1985, 1987). Ein
weiterer Ansatz besteht in dem Einsatz von voll funktionellen, chiméren Proteinen aus
humanem sowie porcinen FVIIIL. Porciner FVIII weist eine nur geringe Kreuzreaktivitdt mit
humanen Inhibitoren auf, so dass ein Austausch von kleineren Fragmenten in humanem FVIII
gegen porcine FVIII-Fragmente eine Epitopidentifikation ermoglicht (Healey et al., 1995,
1998; Barrow et al., 2000, 2001).

Gegenwirtig werden vor allem synthetische Peptide, welche sich entweder von der priméren
Aminosduresequenz von FVIII ableiten oder randomisierten Peptidbibliotheken entstammen,
zur Epitopkartierung eingesetzt. Die Identifikation von Inhibitorepitopen mittels linearer
Peptide, die von der Primérsequenz von FVIII abgeleitet wurden, erfolgt ebenfalls im
Immunoblot-Verfahren. Die Peptide wurden auf einer Membran (PepSpot-Membran)
immobilisiert, mit Patientenplasma inkubiert und gebundene Antikérper mittels Enzym-
markiertem anti-Human Antikorpern detektiert (Albert e al., 2003; Kopecky et al., 2006).
Randomisierte Peptidbibliotheken, welche auf der Oberfliche von filamentdsen Phagen
prasentiert werden (Phage  Display-Verfahren), wurden zur Selektion von
inhibitorspezifischen Peptiden eingesetzt (Villard et al, 2003; Mihle et al, 2004).
Ubereinstimmende Aminosiuren aus einem Vergleiche der selektierten Peptide mit der FVIII-
Primirsequenz wurden zur Identifikation von eventuellen Inhibitorepitopen genutzt (Miihle et
al., 2004). Allerdings konnten mit den hier beschriebenen Verfahren bislang keine
Bestandteile konformationeller Epitope von Inhibitoren aus polyklonalen Pateintenplasmen

auf der Oberfliche von FVIII identifiziert werden.

1.5 Immuntoleranz Induktion (ITT)

Warum das Immunsystem im Fall fehlender Toleranz in ,,nur ca. 30% der Fille mit
Antikorperproduktion auf substituierten FVIII reagiert, ist noch weitgehend ungeklart. Bereits
mehrere Jahrzehnte zuriickliegende Studien in Méiusen konnten zeigen, dass die
intraperitoneale oder intravendse Injektion von hochdosierten Losungen korperfremder
Proteine eher Toleranz induziert als eine Immunantwort hervorruft (Dixon und Maurer,
1955). Erst die Verabreichung dieser Ldsungen zusammen mit Adjuvantien fiihrte zur
Ausbildung einer Immunantwort. Wie bereits beschrieben, sind B-Zellen zur Produktion von

hochaffinen Antikérpern auf T-Zellhilfe angewiesen. Deren primdre Aktivierung wird von
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dentritischen Zellen vollzogen, welche antigenische Peptide im Komplex mit MHCII
prasentieren. Dendritische Zellen stellen somit einen Schliisselregulator der adaptiven
Immunantwort dar. Fiir die Reifung dendritischer Zellen sind neben der Aufnahme von
Antigen zusétzliche Signale (Danger-Signale: Toll-like Rezeptor Agonisten) oder andere,
proinflamatorische Stimuli, wie infalmatorische Zytokine oder CD40/CD40L-Interaktionen,
verantwortlich (Shi et al., 2003; Pulendran, 2004; Rock et al., 2005). Weder FVIII noch
FVIlla préasentieren jedoch solche proinfalmatorischen Stimuli fiir dendritische Zellen
(Pfistershammer et al., 2006). Daher sollte auch die Substitution von hochdosiertem FVIII im
Rahmen einer ITI eher zur Induktion von Toleranz fithren. Die Bildung von Inhibitoren in ca.
30% der Patienten mit schwerer HA ist daher eventuell auf noch nicht identifizierte Danger-
Signale zuriickzufiihren. In einem hdmophilen Mausmodell konnte bereits gezeigt werden,
dass die Prdsenz von Toll-like-Rezeptoragonisten die Toleranzinduktion sowie bereits
induzierte Toleranz beeintrachtigt (Reipert ef al., 2007).

In etwa 60-80% der Patienten gelingt eine therapeutische Induktion der Immuntoleranz (ITI)
von FVIIL. In diesem Rahmen kommt es eventuell zu einer Erradierung der Inhibitoren
(DiMichele, 1998). Als erstes ITI- Protokoll wurde das ,,Bonn-Protokoll“ 1977 von
Brackmann und Gormsen etabliert. Geméal diesem Protokoll erfolgte eine tigliche,
zweimalige Infusion groBer FVIII-Mengen bis zur Normalisierung von dessen Halbwertszeit.
Dieses Protokoll wurde durch vorangehende Immunadsorption des Inhibitors und kombinierte
Gabe von FVIII, Cyclophosphamid und Immunglobulinen modifiziert (,,Malmé-Protokoll*;
Nilsson et al., 1988). Wichtige Therapieoptionen im Falle akuter Blutungen bei high
responder-Patienten bestehen in der Verabreichung von ,Bypass“-Produkten wie
Prothrombin-Komplex-Konzentraten (PPCs) sowie aktivierten Prothrombin-Komplex-
Konzentraten (aPPCs) aus Humanplasma (Roberts, 1999; FEIBA™), porcinem FVIII (Gatti
und Mannucci, 1984) oder rekombinantem FVIIa (Roberts, 1999; NovoSeven®).

Um die Entstehung von Inhibitoren in HA-Patienten kontrollieren zu kénnen, kommen neben
dem, gemidB des Malmo-Protokolls verabreichten  Cyclophosphamid, weitere
Immunsuppressiva wie Prednison, Azathioprin oder Cyclosporin zum FEinsatz. In Fillen,
welche auf die genannten Pridparate nur ungeniigend ansprechen, stellt eine Therapie mit
einem humanisierten, monoklonalen anti-CD20-Antikdrper (Rituximab, Mabthera®) eine
weitere, wenn auch experimentelle Therapie-Option dar (Linde et al., 2001; Mathias et al.,
2004). Wiederholte Infusionen dieses Antikorpers fiihren zu einer Depletion von >95% aller
peripheren B-Zellen. Gute Erfolge weist diese Therapie vor allem im Fall der erworbenen HA

auf (Wiestner et al., 2002).
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Art und Reinheit der fiir eine ITI zu verwendenden FVIII-Préparationen, insbesondere der
Gehalt von vWF, welcher im Gegensatz zu rFVIII-Préparationen in plasmatischen FVIII-
Priaparationen enthalten ist, wird kontrovers diskutiert (Berntorp, 2001; Ettingshausen und
Kreuz, 2005). Die Bindung an vWF verldngert die Halbwertszeit von FVIII im Plasma. Die
Halbwertszeit fiir die Komplexbildung zwischen FVIII und vWF im Plasma liegt bei zwei
Sekunden (Vlot et al., 1996). Diese schnelle Komplexbildung findet eventuell ebenso
zwischen substituierten FVIII und endogenem vWF statt, was die geringfiigigen Unterschiede
zwischen pdFVIII und rFVIII hinsichtlich deren Halbwertszeit im Plasma erklért. Allerdings
scheinen gerade vendse Scherkrifte die Geschwindigkeit dieser Komplexbildung
herabzusetzen, was zu einer lingeren Exposition der C2-Doméne fiihrt (Prof. Dr. Edward
Tuddenham, personliche Kommunikation).

Es wird spekuliert, dass die Priasenz von vWF bei ITI zu einer Maskierung der
immundominanten Inhibitorepitope in der C2-Doméne fiihrt und damit die Immunogenitét
von FVIII reduziert. So konnte bereits gezeigt werden, dass vWF-haltige FVIII-Konzentrate
im Fall der Prisenz eines C2-spezifischen Inhibitors eine deutlich verbesserte Halbwertszeit
aufweisen. Dariiber hinaus lie sich eine verringerte inhibitorische Aktivitit der C2-
spezifischen Inhibitoren bei Verwendung von vWF-haltigen FVIII-Konzentraten im
Gegensatz zu vWF-freien FVIII-Priparationen nachweisen (Berntorp et al., 2003). Ferner
zeichnet sich ab, dass die Verwendung von vWF-haltigen FVIII-Konzentraten zur Induktion
einer Immuntoleranz Vorteile gegeniiber hochreinen oder rekombinanten FVIII-Priaparationen
haben konnte (Kreuz et al., 2003; Ettingshausen und Kreuz, 2005). Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen diesen Beobachtungen und der Pridsenz von vWF ist jedoch noch
nicht bewiesen. Allerdings konnte ein immunmodulatorischer Effekt von vWF-haltigen
FVIII-Konzentraten in vitro bereits nachgewiesen werden (Thorpe et al., 1989; Wadhwa et
al., 1992). Diese Effekte sind wohl auf immunmodulatorische Zytokine wie TGF-§3
zuriickzufiihren (Wadhwa ef al., 1994). Eine Klidrung der Frage hinsichtlich der
Auswirkungen der fiir eine ITI zu verwendenden FVIII-Konzentrate verlangt weitere Studien,
welche sich gezielt mit einer Korrelation zwischen klinischen Beobachtungen und
immunologischen Vorgidngen auf molekularer und zelluldrer Ebene befassen (Observational
ITI Study, ObsITI; Kreuz et al.).

Gegenwirtig konzentrieren sich die Entwicklungen neuer Therapieoptionen auf die
Optimierung von FVIII-Préparaten (Parker et al., 2004; Purohit et al., 2005), die Ethablierung

neuer Gentherapie-Strategien (Lei et al., 2005) sowie immunmodulatorische Ansitze mittels
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Einzelketten-Antikorper (single chain fragment variable, scFv) und Peptiden (Gilles et al.,
2004; Villard et al., 2004; Kessel et al., 2006).

1.6 Neue Therapie-Strategien

Uber die immunologischen Mechanismen bei einer ITI ist noch wenig bekannt. ITI in HA-
Patienten mit Inhibitoren stellt daher ein sehr gutes klinisches Modell, einerseits zum Studium
der immunologischen Mechanismen, andererseits zur Entwicklung neuartiger
antigenspezifischer Immuntoleranz-Therapien, dar (Pipe et al., 2004; Collins et al., 2006;
Reipert et al., 2006).

Zu Beginn einer ITI ist das Immunsystem durch einen hohen Anteil an FVIII-spezifischen
Gedidchtnis-B und T-Zellen sowie Inhibitor-sekretierenden Plasmazellen gekennzeichnet. Alle
drei Zellpopulationen beinhalten langlebige Zellen, welche auch in Abwesenheit des Antigens
fiir eine Aufrechterhaltung des immunologischen Gedichtnisses sorgen (Manz et al., 2005;
McHeyzer-Williams und McHeyzer-Williams, 2005). Im Zuge einer ITI gilt es folglich
vornehmlich diese Zellpopulationen auszuschalten. Wéhrend FVIII-spezifische Geddchntnis-
B und T-Zellen antigenspezifische Rezeptoren (BCR bzw. TCR) auf ihrer Oberfldche
exprimieren, habe langlebige Plasmazellen diese wihrend ihrer terminalen Differenzierung
verloren und entziehen sich damit einer antigenspezifischen Therapie (Manz et al., 2005).
Somit stellen FVIII-spezifische Gedidchntnis-B und T-Zellen die eigentlichen Ziele einer ITI
dar. Geddchtnis-B-Zellen exprimieren einen hochaffinen Antigen-Rezeptor und sind nach
Antigenkontakt in der Lage sehr schnell in Antikorper-sekretierende Plasmazellen zu
differenzieren. Weiterhin operieren sie als hoch effiziente APCs, welche nach Antigenkontakt
wiederum T-Zellen stimulieren kdnnen. Gelingt es, diese Zellpopulation zu dezimieren, so
kann auch keine Erneuerung langlebiger, Inhibitor-sekretierende Plasmazellen aus dem Pool
der Gedéchtnis-B-Zellen erfolgen. Im HA-Maus-Modell konnte bereits gezeigt werden, dass
hohe Dosen FVIII die Re-Stimulation FVIII-spezifischer Geddchtnis-B-Zellen inhibieren
(Hausl et al., 2005). Allerdings ist es fraglich, ob die hierbei verwendeten Dosen jemals in
einem HA-Patienten unter ITI mit FVIII erreicht werden. Weiterhin konnte sowohl im Maus-
Modell als auch im Patienten die Relevanz von anti-idiotypischen Antikorpern fiir die
Neutralisation von FVIII-Inhibitoren nachgewiesen werden. Ob FVIII-Inhibitor-spezifische,
anti-idiotypische Antikorper auch in der Lage sind die entsprechenden Gedéchtnis-B-Zellen
zu inaktivieren, ist jedoch nicht geklart (Gilles et al., 1996, 2004).
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Antigenspezifische Strategien fiir eine ITI erscheinen im Gegensatz zu unspezifischen
Ansitzen (Antikorper gegen CD20, CD40L) wesentlich attraktiver, um deren weitreichende,
unerwiinschte Nebenwirkungen auf das Immunsystem der Patienten zu vermeiden, da diese
sich oft bereits einer partiell immunsupremierenden Therapie unterziehen. Antigenspezifische
ITI-Strategien kdnnen aufgrund der beschriebenen Relevanz von Gedéchtnis T- und B-Zellen
auf einer zielgerichteten Eliminierung dieser basieren (Pipe ef al., 2004).

Die antigenspezifische Ansteuerung (7argeting) von T-Zellen, welche iiber den TCR
gewihrleistet werden konnte, erscheint fiir einen Therapie-Ansatz sehr attraktiv. Allerdings ist
iiber deren Rolle, insbesondere die Rolle von regulatorischen T-Zellen im Zuge einer ITI,
noch zu wenig bekannt (Pipe et al, 2004). Ferner weisen T-Zellen ein hohes Mall an
Kreuzreaktivitit mit einer Vielzahl der iber MHCII prisentierten T-Zellepitope auf (Mason,
1998). Das Targeting von B-Zellen erscheint aufgrund ihres hochaffinen BCRs weitaus
realistischer. Als mogliche Liganden kommen das native Antigen oder Derivate dessen
(Proby et al., 2000; Zocher et al., 2003; Reiners et al., 2004; Stocker et al., 2005), anti-
idiotypische Antikorper (Sasaki et al., 1989) sowie kleine Peptide (Renschler et al., 1994;
Buhl et al., 2002) in Frage. Diese Liganden koénnen B-Zellen iiber rekombinante Fusion mit
toxischen Doménen (Ellerby et al., 1999; Proby et al., 2000; Reiners et al., 2004; Stocker et
al., 2005) oder Antikdrper-abhingige Zelltoxizitit (antibody dependent cytotoxicity, ADCC)
depletieren (Sasaki et al., 1989). Aufgrund der GréBe und Immunogenitit von FVIII erscheint
die Verwendung des nativen Proteins oder dessen einzelner Doménen zur Ansteuerung FVIII-
spezifischer B-Zellen wenig sinnvoll. Ahnliche Bedenken gelten fiir eine Verwendung anti-
idiotypischer Antikorper (Renschler et al., 1994; Buhl et al., 2002). Fiir einen anti-
idiotypischen Antikorper, welcher an den C2-Doménen-spezifischen, monoklonalen
Antikérper BO2C11 bindet, wurde bereits eine strukturelle Ubereinstimmung mit dieser
Domine nachgewiesen (Gilles ef al., 2004). Der Umstand, dass von Plasmazellen sekretierte
Antikorper dem membranstindigen Immunglobulin des BCRs entsprechen, ermdglicht die
Selektion von FVIII-Inhibitor spezifischen Peptidliganden mittels des Phage Display-
Verfahrens. FEiner der Hauptvorteile dieser Liganden, welche aus randomisierten
Peptidbibliotheken selektioniert werden, besteht in der hochspezifischen Bindung von
Antikérpern ohne zwingende Ahnlichkeit in Sequenz und Konformation zum nativen
Antigen. Damit wirken kurze Peptidliganden kaum immunogen (Kelly et al., 2003; Pipe et
al., 2004). Im Folgenden soll das auch in dieser Arbeit zur Peptidliganden-Selektion

angewandte Phage Display-Verfahren nédher erldutert werden.
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1.7 Das Phage Display-Verfahren

Bakteriophagen sind Viren, welche Bakterien, meist E. coli, infizieren. Das Virion des
filamentosen Phagen M13, welcher zur Familie der Inoviridae gehort, hat eine Linge von
900nm und eine Breite von 7nm. Es besteht aus dem einzelstrangigen (ssDNA), ringformigen
Phagengenom (ca. 7kb), welches von ca. 2700 Kopien des Hiillproteins pVIII umgeben ist.
Das eine Ende der rohrenférmigen Struktur wird von jeweils vier bis fiinf Kopien der
Hiillproteine pVII und pIX, das andere Ende von vier oder fiinf Kopien des Hiillproteins plII
begrenzt. Mittels der plll-Proteine infizieren M13-Phagen E.coli liber dessen F-Pilus und
replizieren sich im Zytoplasma ca. 1000mal je Generation. M13-Phagen gelangen iiber einen
nicht-lytischen Knospungs-Prozess, welcher Zusammenbau und Export miteinander
verschrankt, wieder aus der Wirtszelle (Wilson et al., 1998).

Bei der Selektion von Phagen-priasentierten Strukturen handelt es sich um eine artifizielle
chemische Evolution (Smith und Petrenko, 1997). Die ,,Fitness“ der Phagenklone besteht
dabei in ihrer Fahigkeit zur Bindung an eine Zielstruktur (7arget) iiber Fremd-Strukturen
(Peptide, scFvs etc.), welche auf der Phagenoberfliche présentiert werden (Display). Es
erfolgt eine Selektion hinsichtlich der Phagenklone mit der hochsten Affinitdt zur jeweiligen
Zielstruktur. Die auf der Phagenoberfliche exprimierten Strukturen werden generiert, indem
entsprechend kodierende DNA im einzelstringigen (ssDNA) Phagengenom zusammen mit
dem Gen fiir ein Phagenhiillprotein (meist plIl oder pVIII) als Hybrid-Fusions-Protein in
E.coli exprimiert und anschlieBend in die Phagenpartikel eingebaut werden. Dies fiihrt nicht
zum Verlust der Infektiositdt der Phagen. Die physikalische Kopplung der Peptide an
Phagenhiillproteine erlaubt eine schnelle und einfache Identifizierung selektionierter Peptide
oder scFvs mittels molekularbiologischer Methoden (Smith, 1985; Smith und Petrenko,
1997).

Eine Phagenbibliothek besteht aus einem Mix von Phagenklonen mit unterschiedlichen
Fremd-DNA-Insertionen hoher Diversitét. Die erste Phagenbibliothek, welche in das pIII-Gen
des Phagen fl klonierte Fragmente des Restriktionsenzyms EcoRI beinhaltete, wurde 1985
konstruiert. Die fremden Genfragmente wurden als Teil von plIl zwischen dessen N- und C-
Terminus exprimiert (Smith, 1985). Seither wurden einige Verbesserungen hinsichtlich der
Konstruktion der Vektoren vorgenommen. Die zu prisentierenden Peptide werden im
Gegensatz zur Mitte des plII-Oberflachenproteins nun an dessen N-Terminus platziert (Abb.
1.8 A). Dadurch wird fiir die prisentierten Peptide eine groflere konformationelle Freiheit
gewihrleistet (Wilson et al., 1998). Fiir die Suche nach hochaffinen Peptidliganden fiir eine

bestimmte Zielstruktur konnen entsprechende Phagenbibliotheken aus Peptiden, welche sich
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von der Primirsequenz des eigentlichen Antagonisten der Zielstruktur ableiten, konstruiert
werden. Eine weitere Option besteht in der Verwendung randomisierter Phagenbibliotheken,
welche Peptide definierter Linge prasentieren und aufgrund ihrer hohen Diversitit nahezu

alle moglichen Aminosiuren-Kombinationen enthalten.

A

prasentierte Peptidkopien
(eine je plll-Kopie)

900nm
Peptidinsert| plll E. coli E 3 @
ssDNA M13-Genom 2 :
~Tkb | VIl
pVII, pIX P . Il \@
4-5 Koplen ~2700 Kopien e Kosian
M13-Phage
B
Ph.D.™-7 Ph.D.™-12 Ph.D.™M-C7C
-SGGGX); -8GGGHX)y “SGGG'?' T,
A-C=mmem
7mer Phagenbibliothek 12mer Phagenbibliothek zyklische 7mer Phagenbibliothek

Abb. 1.8 Der MI3-Phage. (A) Schematische Darstellung des MI3-Phagen sowie der Fusion eines
Fremdproteins (am Beispiel eines Peptides). Die gentische Information fiir das Peptid wird an das Gen des
pllI-Hiillproteins im Genom von MI3 kloniert. (B) Schematische Darstellung der randomisierten, Phagen-
prdsentierten Peptid-Bibliotheken von New England Biolabs (NEB).

In drei géngigen Bibliotheken (Abb. 1.8 B), welche auch in dieser Arbeit zum Einsatz kamen,
prasentieren M13-Phagen auf ihrer Oberfliche lineare Heptamere (Ph.D.™-7), zyklische
Heptamere (Ph.D.™-C7C) sowie lineare Duodecamere (Ph.D.™-12). Der zur Erstellung der
Phagenbibliotheken eingesetzte Vektor MI3KE enthélt u.a. das pllI-Gen, an dessen N-
Terminus die jeweiligen zufdlligen Peptidsequenzen iiber einen Linker fusioniert sind, so dass
die randomisierten Peptide am N-Terminus des Hiillproteins plIl auf der Phagenoberfldche
prisentiert werden. Die Ph.D.™-7 Phagenbibliothek enthilt 2-10°, die Ph.D.™-C7C
Phagenbibliothek 3.7-10° und die Ph.D.™-12 Phagenbibliothek 1.9-10° unabhingige Klone.
Ph.D.™-7 sowie Ph.D.™-C7C enthalten somit nahezu alle der theoretisch mdglichen 1.28-10°
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heptameren AS-Sequenzen. Die in Ph.D.™ -12 présentierten Peptide représentieren jedoch nur
einen kleinen Teil der 4.1:10"° moglichen duodecameren Sequenzen. In der Ph.D.™-C7C
Phagenbibliothek werden die Peptidsequenzen an C- und N-Terminus von zwei Cysteinen
flankiert. Da die Hiillproteine der Phagen in das oxidierende Milieu des Periplasmas von E.
coli synthetisiert werden, kann sich zwischen den Cysteinen eine Disulfidbriicke ausbilden,
wodurch die dazwischen liegenden, heptameren Sequenzen in eine zyklische Konformation
gezwungen werden.

Phage Display findet seine Anwendung oft in der Suche (Screening) nach Peptidliganden fiir
eine Zielstruktur (z.B. Antikorper). Fiir diese Affinititsselektion (Biopanning) wird die
Zielstruktur auf einer Matrix (z.B. 96-Loch-Platten, magnetische Kiigelchen) immobilisiert
und in der ersten Selektionsrunde mit einem Aliquot der Phagenbibliothek inkubiert (Abb. 1.9
A). Nicht-bindende Phagenklone werden weggewaschen, gebundene Phagenklone werden
eluiert. Die entstandene Subpopulation wird in E.coli amplifiziert und anschlieBend in eine
neue Selektionsrunde eingesetzt. Bei der Selektion von Peptidliganden fiir einen Antikorper
kann eine wesentlich spezifischere Elution durch Kompetition mit dem eigentlichen Antigen
erreicht werden. Mittels zwei bis drei Selektionsrunden lésst sich eine Phagenpopulation mit
hoher Spezifitit fiir die Zielstruktur anreichern. Die weitere Charakterisierung (Abb. 1.9 B)
der Klone besteht in einer Uberpriifung ihrer Spezifitit fiir die Zielstruktur im ELISA und der
Identifizierung der jeweils prisentierten Peptidkopien durch Sequenzierung des
entsprechenden Bereichs der praparierten Phagen-ssDNA.

Phage Display-Selektionen von Peptidbibliotheken ist in groBer Bandbreite zur Identifikation
von Peptidliganden fiir definierte Proteine, z.B. Antikdrpern (Scott, 1990; Chen et al., 1996;
Heiskanen et al., 1999; Konigs et al., 2000; Murray et al., 2001) oder Liganden fiir bestimmte
Proteindominen (Yayon et al., 1993; Cheadle et al., 1994, Gazarian et al., 2001) verwendet
worden. Auch Peptidliganden fiir FVIII-Inhibitoren aus Patienten Plasma (Kuwabara et al.,
1999, Miihle et al., 2004) bzw. einem monoklonalen FVIII-Inhibitor konnten bereits mittels
Phage Display isoliert werden (Villard et al., 2003). Phagen-assoziierte Peptidbibliotheken
sind ebenfalls zur Aufschliisselung der Komplexitdt des Antikorperrepertoirs in polyklonalen
Patientenseren geeignet (Prezzi et al., 1996; Scala et al., 1999; Humbert et al., 2007). Die
Phage Display-basierte Selektion von Peptidliganden fiir Antikorper ist oft mit der
Lokalisation des Antikdrperepitops verbunden (Cwirla et al., 1990; Cortese et al., 1994; Chen
et al., 1996; Boots et al., 1997; Heiskanen et al., 1999; Konigs et al., 2000; Kouzmitcheva et
al., 2001). Allerdings erweist sich die Kartierung diskontinuierlicher Epitope anhand kurzer

AS-Sequenzen als schwierig, da dies eine Analyse der gesamten Tertidrstruktur des nativen
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Antigens erfordert. Hierbei sind entsprechende Software-Losungen hilfreich (3DEX:
Schreiber et al, 2005; MIMOX: Huang et al, 2006). Phagen bzw. synthetische
Peptidliganden, welche Antikorper hochspezifisch binden kdnnen und aufgrund deren
sequnezieller und struktureller Gemeinsamkeiten mit dem nativen Epitop des Antikorpers

aufweisen bezeichnet man als Phagotope bzw. Mimotope.

A

, Selektion
Phage Display (z.B. mit Patientenplasma)
Peptidbibliothek

Waschen )
Phagenpopulation
(nach drei Selektionsrunden)

ESEEEREEREEEAC A
HHTHITTEE

p P
?

pH-shift
oder
Y Y Y Kompetiton
Zielstruktur Amplifikation
(z.B. Antikérper) in E. coli
B _________________________________________ Spezifitatstest

(ELISA)

ik

synthetische ‘/ | \

Peptid-Liganden € Funktionelle Tests Sequenzierung
und
Epitop-Kartierung

Abb. 1.9 Biopanning. (4) Schema der Biopannings zur Selektion von Peptidliganden fiir Antikérper in
Patientenplasmen. Da die Affinititsselektion dem Goldwaschen nahe kommt, wird der Prozess als Biopanning
bezeichnet. (B) Die einzelnen Phagenklone aus der, mittels Biopannings angereicherten Phagenpopulation
werden im ELISA auf ihre Spezifitdt fiir die Zielstruktur getestet. Klone mit guter Affinitdt werden sequenziert
und die erhaltenen AS-Sequenzen der prisentierten Peptide zur Epitopkartierung genutzt. Besonders gut
bindende Klone werden in funktionelle Tests eingesetzt. Korrespondierend zu den prdsentierten Peptiden der
potentesten Klone werden schliefilich synthetische Peptide generiert.

Im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz von Peptiden bedeutet jedoch deren geringe in
vivo-Halbwertszeit eine deutliche Einschrankung. Ein prominentes Beispiel fiir ein potentes,
therapeutisch genutztes Peptid stellt der HIV-1 Eintritts-Inhibitor T-20 (Enfurvitid) dar,
welcher sich von dem Transmembranprotein gp4l von HIV-1 ableitet. Die kurze in vivo-
Halbwertszeit des Peptides verlangt eine tdgliche, zweimalige Infusion von jeweils 100mg

(Matthews et al., 2004). Dieses generelle Problem therapeutischer Peptide kann durch den
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Einsatz von D-Aminosduren sowie Retro-Inverso-Derivaten umgangen werden. Allerdings
sind diese Modifikationen teuer und wirken sich zudem oft nachteilig auf die Spezifitét der
Peptide aus. Wihrend die geringe in vivo-Halbwertszeit einerseits als Nachteil erachtet wird
(Pipe et al., 2004), erscheint dieser Umstand in anderem Kontext in Verbindung mit einer
hohen Dosisverabreichung von kleinen, hochspezifischen Molekiilen als eine sehr giinstige,

pharmakokinetische Eigenschaft (Kelly ef al., 2003).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, mittels des Phage Display-Verfahrens Peptidliganden mit Spezifitét
fiir FVII-Inhibitoren in Patientenplasmen zu selektionieren und Konzepte fiir eine
therapeutische Nutzung zu evaluieren. Durch Screening Phagen-prisentierter, randomisierter
Peptidbibliotheken mit Inhibitor-positiven HA-Patienten-Plasmen sollten Phagenklonen
angereichert werden, welche aufgrund der présentierten Peptide spezifisch mit den im
Patienten-Plasma enthaltenen anti-FVIII-Antikdrpern reagieren. Durch Sequenzierung
einzelner Phagenklone sollten unter den AS-Sequenzen der kodierten Peptide
Konsensusmotive identifiziert werden. Die Motive sollten mittels Datenbank- sowie
Software-Analyse sowohl mit der Primérsequenz als auch der Tertidrstruktur von FVIII
verglichen werden. Die so generierten Epitopdaten sollten experimentell verifiziert werden.
Phagenklone, welche hinsichtlich der Bindung an IgGs in Patientenplasma sowie der AS-
Sequenz der prasentierten Peptide besonders viel versprechend erscheinen, sollten in weiteren
funktionellen Tests analysiert werden. Entsprechend der AS-Sequenz der potentesten
Phagotope sollten synthetische Peptide generiert werden, welche in Bindungs- und
Inhibitionsstudien von FVIII-Inhibitoren eingesetzt werden. Da im Hinblick auf mogliche
Peptid-basierte Therapiekonzepte eine Reaktivitit der Peptide mit Inhibitoren in moglichst
vielen Plasmen verschiedener Patienten entscheidend wire, sollte deren Kreuzreaktivitat mit
einer Reihe Inhibitor-positiver, heterologer Plasmen analysiert werden. Aufgrund der
geringen Halbwertszeit und der damit verbundenen Einschridnkungen fiir eine therapeutische
Nutzung der selektionierten Peptidliganden, sollte ein Konzept zur Stabilisierung der Peptide
getestet werden. AbschlieBend sollte mittels der selektionierten Peptide das Targeting FVIII-

Inhibitor-spezifischer Geddchtnis-B-Zellen von HA-Patienten evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerite und Einwegartikel

Modell

ABIPRISM 3100-Avant Genetic Analyzer
Auslaufpipetten (2, 5, 10 und 25ml)
Autoklav 2540 EL

Behring Coagulation Timer (BCT®)
Biofuge 15R

Biofuge 17RS

Biofuge fresco

Biofuge Primo R

Blotting-Papier

Brutschrank FunctionLine

Brutschrank fiir Zellkulturen FunctionLine
DNA Gelelektrophorese-Zelle Sub-cell GT
ELISA-96-Loch Platten (F-Form, Microlon)
ELISA Reader SpectraMax 340

ELISA Reader SLT.Spectra

ELISA Washer ELx405

FACSCalibur™

Filterplatten, 96-Loch, Multiscreen ™ -HA
Fluoreszentmikroskop Eclipse TE300
Geldokumentation Alpha Imager 1220
Gelelektrophorese-Kammer Mini-PROTEAN® 3
& Gelelektrophorese Power Pac Basic
Gewebeschalen fir Zellkultur

Heizblock Digital Heatblock

HisTrap™ HP Saulen (1ml)

Hyperfilm™ ECL

Kamera Progressive 3CCD, Model DXC-9100P
Kuhl-Gefrier-Kombination Premium
Magnetischer Halter MPC

Magnetriihrer MR 1000

Mikroskop

Mikrowelle

Minifuge

NanoDrop

Nitrocellulose (0.45um)
PCR-Reaktionsgefalie
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Hersteller/Vertrieb

Applied Biosystems, HITACHI, Foster City, USA
Sarstedt AG & Co., NiUrnbrecht, Deutschland
Tuttnauer, Tel Aviv, Israel

Dade Behring, Deerfield, IL, USA

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Whatman, Springfield Mill, UK

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Bio-Rad, Hercules CA, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Molecular Devices Corp., Sunnyvale CA, USA
SLT Labinstruments, Crailsheim, Deutschland
BIOTEK Instruments Inc., Vermont, ME, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Millipore, Billerica, MA, USA

Nikon, Japan

Alpha Innotech Corp., San Leonardo, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Amersham Bioscience GmbH, Freiburg, Deutschland
Amersham Bioscience GmbH, Freiburg, Deutschland
Sony, Japan

Liebherr, Biberach, Deutschland

Dynal, Oslo, Norway

Heidolph, Niirnberg, Deutschland

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Siemens, Deutschland

Heraeus Holding, Hanau, Deutschland

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Sarstedt AG & Co., NiUrnbrecht, Deutschland
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Modell

Peristalikpumpenschlauche (& 1.02mm)
& Peristaltische Pumpe REGLO
Pertischalen

pH-Meter MP 220

Photometer SmartSpec™ 3000
Pipettierhilfe Pipetboy acu

Pipetten

Pipettenspitzen, gestopft
Pipettenspitzen
Polypropylen-Réhrchen (10ml)
Reaktionsgefalie (1.5 und 2ml)
Reaktionsgefalle (15 und 50ml)
Rotator MACSmix
Réntgenfilmentwickler Optimax TR
Schittel-Inkubator TH-30 und SM-30
Sterilbank fir Zellkulturen Hera Safe
Sterilfilter (0.45um)

Thermocycler DNA Engine

UV Transiluminator Gel Doc 2000
Vortex Genie 2

Wasserbad

Zahlkammer

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 48- und 96-Loch Platten)
Zentrifuge Rottina 48R
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Hersteller/Vertrieb
Ismatec, Glattbrugg-Zirich, Schweiz

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
Schroeder und Henke, Wiesloch, Deutschland
Edmund Bihler GmbH, Tibingen, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Millipore, Billerica, MA, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA

VWR, Darmstadt, Deutschland

Hycor Biomedical Inc, Garden Grove, CA, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Hettich AG, Bach, Schweiz

2.1.2 Chemikalien, Biochemikalien, Puffer und Medienbestandteile

Produkt

Acrylamid/Bis- (30%), Rotiphorese
Adenosintriphosphat, ATP
Ammoniumperoxodisulfat, APS
Ampicillin

Bacto-Tryptone

Bacto-Yeast Extract
p-Mercaptoethanol

Biocoll Trennlésung

Bovine Serum Albumine, BSA
Bromphenolblau

Coomassie Blue G250

DMEM

DMSO

dNTP Mix 10mM

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Essigsaure 99%

Ethanol 99.8%
Ethidiumbromidlésung 1%
FCS

Hersteller/Vertrieb

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Cambrex Corp., East Rutherford, NJ, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Produkt
Fluorescein-5-isothiocyanat, FITC
Formamid

Glycerin

Glycin-HCL

HPLC Wasser

Imidazol

IPTG

Isopropanol

LB-Agar

L-Glutamin

Magnesiumchlorid, MgCL,
Methanol 99%

Milchpulver
N,N-Dimethylformamid, DMF
Natriumacetat, NaOAc
Natriumazid, NaN3
Natriumchlorid, NaCl
Natriumdodecylsulfat, SDS, 99%
Natriumphosphat, NazPO4

o-Phenylendiamin Dihydrochlorid, OPD

PBS 10x, PBS 1x
Penicillin/Streptomycin
Phosphat-Citrat Puffer Tabletten
Polyethylenglykol-6000, PEG-6000
Probenpuffer 6x

Protease Inhibitor Cocktail
Puromycin

QA-Agarose

RIPA Lysis Puffer
Roti®~Phenol-Chloroform
RPMI 1640 mit Phenolrot
RPMI 1640

Salzsaure

Schwefelsaure 1N
TAE-Puffer 10x

Tetanol® pur

TEMED

Tetracyclin

Tris

Tris-HCI

Trypanblau

Trypsin EDTA

Tween-20
Wasserstoffperoxid 30%
XGal
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Hersteller/Vertrieb

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Cambrex Corp., East Rutherford, NJ, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Cambrex Corp., East Rutherford, NJ, USA

Cambrex Corp., East Rutherford, NJ, USA

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Chiron Behring GmbH & Co.KG, Marburg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.3 Losungen und Medien

Lésung/Medium Rezeptur
AFCS Hitzeinaktiviertes FCS (30 Minuten im 56°C Wasserbad)
10% (w/v) APS 1g Ammoniumperoxodisulfat mit dH20 auf 10ml auffillen, aliquotieren, bei -
20°C lagern
10% (w/v) SDS 10 g SDS mit 100ml dH20 auffiillen
25% PEG-6000/2.5M NacCl 62.5g PEG-6000
36.5g NaCl
in 250ml dH20 l6sen, autoklavieren und unter Riihren abkihlen
Ampicillin-Stock (1000x) 100mg/ml Ampicillin in dH2O l6sen, aliquotieren, bei -20°C lagern
Biopanning Puffer A 1xPBS mit 0.1% (w/v) BSA
Biopanning Puffer B 1xPBS mit 1% (w/v) BSA
Biopanning Puffer C 10xPBS mit 1% (w/v) BSA
DMEM, supplementiert DMEM
(DMEMsyp) 10% (v/v) AFCS

5% (v/v) L-Glutamin
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

DMEMpyro DMEMsyp mit 20ug/ml Puromycin
ELISA-Blockpuffer (5% MPBST) 5g Milchpulver in 100ml 1xPBS mit 0.5% (v/v) Tween-20 I8sen
ELISA-Waschpuffer (1xPBST) 1xPBS mit 0.1% (v/v) Tween-20

Elutionspuffer (0.2M Glycin-HCI) 2.23g Glycin-HCI in 80ml dH.0 lésen, pH 2.2 einstellen, 100mg BSA
zugeben, auf 100ml auffillen, sterilfiltrieren.

FACS-Puffer RPMI 1640 mit 3% (v/v) AFCS
IPTG-Stock (1000x) 0.5M in dH20
LB-Agar LB-Medium
15g Agar
in dH20 lI6sen,pH 7 einstellen, auf 1000ml auffiillen, autoklavieren
LB-Ampicillin-Medium Nach Autoklavieren 1ml Ampicillin-Stock auf 1000ml Medium zugeben
LB-Ampicillin Agar (Endkonzentration 100ug/ml)
LB-Medium 10g Bacto Tryptone
5g Bacto Yeast Extract
5g NaCl
in dH20 lI6sen,pH 7 einstellen, auf 1000ml auffiillen, autoklavieren
LB-Tetracyclin-Medium Nach Autoklavieren 1ml Tetracyclin-Stock auf 1000ml Medium zugeben
LB-Tetracyclin-Agar (Endkonzentration 10ug/ml)
Neutralisationspuffer 15.769g Tris-HCI in 80ml dH20 l6sen, pH 9.1 einstellen, auf 100ml auffillen,
sterilfiltrieren
PAGE 10x Laufpuffer 30g Tris
1449 Glycin
10g SDS

mit dH20 auf 1000ml auffillen
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Lésung/Medium
PAGE Probenpuffer

Phagen-Lagerungspuffer

Puromycin-Stock

RPMI, supplementiert
(RPMlsyp)

RPMI, zur Stimulation
(RPMlstim)

Tetracyclin-Stock (1000x)

Top-Agar

Western Blot Blockpuffer

Western Blot Transferpuffer

Western Blot Waschpuffer
XGal-Stock

Zellkultur-Kryo-Medium

2.1.4 Kits

Produkt

ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit
AEC Staining Kit

30

Rezeptur

60% (v/v) Glycerin

18% (w/v) SDS

0.3% (v/v) Bromphenolblau
600mM Tris-HCI

3.5mM Mercaptoethanol

1xPBS mit 0.02% NaNj3

10mg/ml Puromycin in ddH2O I8sen, sterilfiltrieren, aliquotieren, bei -20°C
lagern

RPMI 1640 mit Phenolrot
10% (v/v) AFCS

5% (v/v) L-Glutamin

1% (v/v) Penicillin/Strptomycin

RPMilsyp mit 50uM B-Mercaptoethanol

10mg/ml Tetracyclin in 70%igem Ethanol l16sen, aliquotieren, bei -20°C lagern
10g Bacto Tryptone

5g Bacto Yeast Extract

5g NaCl

1g MgCl; -6H20

79 Agar

in dH20 lI6sen,pH 7 einstellen, auf 1000ml auffiillen, autoklavieren

Siehe ELISA-Blockpuffer

20% (v/v) Methanol
10% (v/v) PAGE 10xLaufpuffer (ohne SDS)

Siehe ELISA-Waschpuffer
20mg/ml in DMF

90% (v/v) AFCS
10% (v/v) DMSO

Hersteller/Vertrieb
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Calcium Phosphat Transfection Kit
CellTrace™ CFSE Detection

ECL™ Western Blotting System
NucleoBond® PC100

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit

E.Z.N.A. Cycle pure Kit

Ph.D-7 Phage Display Peptide Library Kit
Ph.D-C7C Phage Display Peptide Library Kit
Ph.D-12 Phage Display Peptide Library Kit
Slide-A-Lyzer 10K MWCO Dialysis Cassets

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Invitrogen GmbH (Molecular Probes), Karlsruhe,
Deutschland

Amersham Bioscience GmbH, Freiburg, Deutschland
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Pierce, Rockford, IL, USA
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2.1.5 Enzyme, Zytokine, Faktoren, Standards

Produkt

100bp DNA Ladder

2-Log DNA Ladder (0.1-10kb)
Antarctic Phosphatase

CDA40 Ligand

FVIII Kogenate®

FIX Mononine®

IL-2

IL-4

IL-10

Kaleidoscope Prestained Standard
p53-6xHis, Positivkontrolle

Pfu DNA Polymerase

Pokeweed Mitogen (PMW)
Restriktionsenzyme

Staphylococcus aureus Protein A (SpA)
T4 Ligase (mit PEG)

T4 Polynukleotid Kinase (PNK)

2.1.6 Antikorper

Antikorper

Beriglobin®, polyklonales Immunglobulinpraparat zur
subkutanen Injektion

F(ab’).-Fragment Ziege anti-Human IgA+IgG+IgM
(spezifisch fir schwere und leichte Kette)

F(ab’),-Fragment Ziege anti-Human IgG (spezifisch fur
schwere und leichte Kette)

Humanes IgG1 k

Humanes IgG; k

Humanes IgGs k

Humanes IgGs k

Kaninchen anti-Ziege 1gG, polyklonal,
Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) konjugiert

Kanninchen anti-6xHis, polyklonal

Maus anti-6xHis, monoklonal

Maus anti-Human CD19, monoklonal,
Allophycocyanin (APC) konjugiert

Hersteller/Vertrieb

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
PeproTech Inc, Rocky Hill, NJ, USA

Bayer Healthcare GmbH, Leverkusen, Deutschland
CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
PeproTech Inc, Rocky Hill, NJ, USA

PeproTech Inc, Rocky Hill, NJ, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

MP Biomedicals, Solon, OH, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Hersteller/Vertrieb
CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

Affinity BioReagents™, Golden, CO, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
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Antikorper

Maus anti-Human CD27, monoklonal,
R-Phycoerythrin (R-PE) konjugiert

Maus anti-Human CD38, monoklonal,
R-Phycoerythrin (R-PE) konjugiert

Maus anti-Human CD40, Klon S2C6

Maus anti-Human Faktor VIII A1-Domane, monoklonal
Maus anti-Human Faktor VIII A2-Domane, monoklonal
Maus anti-Human Faktor VIII A3-Doméane, monoklonal
Maus anti-Human Faktor VIII C1-Domane, monoklonal
Maus anti-Human Faktor VIII C2-Domane, monoklonal

Maus anti-Human IgG1, monoklonal, Biotin-SP konjugiert

Maus anti-Human IgG,, monoklonal, Biotin-SP konjugiert

Maus anti-Human IgGs, monoklonal, Biotin-SP konjugiert

Maus anti-Human IgG4, monoklonal, Biotin-SP konjugiert

Maus anti-Human IgG (spezifisch fir y-Kette), monoklonal,

Biotin-SP konjugiert

Maus anti-Human IgM (spezifisch fiir u-Kette), monoklonal,
Biotin-SP konjugiert

Maus IgG+ k, monoklonal, Biotin-SP konjugiert

Maus anti-M13, monoklonal
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert

Ratte anti-Maus IgG (spezifisch fur schwere und leichte
Kette), Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert

Streptavidin, Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert
Streptavidin, Peridinin-Chlorophyll-a (Sav-PerCP)
konjugiert

Ziege anti-6xHis, polyklonal

Ziege anti-6xHis, polyklonal
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) konjugiert

Ziege anti-Human Ig

Ziege anti-Human IgG (spezifisch fur u-Kette),
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert

Ziege anti-Kanninchen IgG (spezifisch fiir schwere und
leichte Kette), Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert
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Hersteller/Vertrieb
BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Mabtech AB, Hamburg, Deutschland

Green Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA
Green Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA
Green Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA
Green Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA
Green Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Amersham Bioscience GmbH, Freiburg,
Deutschland

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

GeneTex Inc., San Antonio, TX, USA

QED Bioscience Inc., San Diego, CA, USA

Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA

Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA
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2.1.7 Vektoren

Bezeichnung
M13KE plll

pEF-IRESp

364H

33

Beschreibung / Verwendungszweck Referenz

Vektor der PH.D-7™, -C7C™ wund -12™ Phage Display- NEB,
Peptidbibliotheken. Die am N-Terminus das plll-Hillproteins  Ipswich, MA,
exprimierten, randomisierten Peptide wurden (ber die USA
Restriktionsschnittstellen Acc651 und Eagl inseriert und sind

durch einen flexiblen G3S-Spacer von plll getrennt. Je Virion

werden fiinf Peptidkopien prasentiert. Die Sequenzierung der

Peptidinserts erfolgt aus dem plll-kodierenden Gen.

Acc651 .

N \
—— Mi13ori l—l/acZ(x'H

Eagl

M13 ori: M13 Ursprung; lacZa: a-Fragment von (-Galaktosidase; Gen
Il kodiert fUr das plll Mantelprotein; “: M13 -96plll Oligonukleotid

Vektor zur stabilen Expression von rekombinanten Proteinen in Hobbs et al.,
Saugerzellen. 1998

Nhel
Xhol
EcoR1
Miul
Xbal
Pstl Notl  HindI1l BamH1

—] pEF-1:1>IL|IntronHMCSHIRlESI pac|{sv40 poly AAmp Rl
L4

pEF1a: humaner Elongationsfaktor 1a; Intron: chiméres Intron; MCS:
multiple Klonierungsstelle; IRES: internal ribosomal entry site; pac:
Puromycin-Resistenz-Gen; SV40 Poly A: SV40 Terminations- und
Polyadenylierungs-Signal; f1: Phage f1 Ursprung; Amp R: Ampicillin-
Resistenz-Gen

pEF-IRESp mit inserierter genetischer Information fiir das C46- Dervillez et
Peptid sowie der C-terminale Multimerisationsdomane der a- al., 2006
Kette des humanen C4-Bindeproteins (C4bp,). Der Vektor

wurde zur stabilen Expression von multimerem C46-Peptid in
Saugerzellen genutzt. Das C46-Peptid und C4bp, sind durch

den Linker -SG4S- getrennt. Der Vektor diente als Basis zur

Klonierung aller Konstrukte dieser Arbeit.

Nhel

Xhol

EcoRI

Miul

Xbal

Notl  HindlIl BamH!1

Pstl
~I pEF-1:1>|l{IntronHMCSHIRIESIpac HSV40 Poly AAmp RI—
L4

Nhel  EcoRI Bglll BspEl Xbal Notl

(sp| ca6 6xHi

Xhol

Sp: Signalpeptid von LNGFR (low-affinity nerve growth factor); 6xHis:
Hexa-Histidin-Markierung
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Bezeichnung
pSP64-FVIII

pcDNA 3.1-FVIIIAB

pEF-IRESp-F8A1

pEF-IRESp-F8A2
pEF-IRESp-F8A3
pEF-IRESp-F8C1
pEF-IRESp-F8C2

pEF-IRESp-C4bp,-12C6

pEF-IRESp-C4bp,-12C6A

pEF-IRESp-C4bp,-12H10

pEF-IRESp-C4bp,-12H10A

pEF-IRESp-C4bp,-p107

pEF-IRESp-C4bp,-C

pcDNA 3.1 V5-FVIIIAB*

Beschreibung / Verwendungszweck

In den Vektor pSP64 (Promega, Madison, WI, USA) wurde FVIII-
cDNA uUber die Restriktionsschnittstelle Sall eingefiigt. Der
Vektor fungierte als Matrize zur Amplifikation der einzelnen,
Domanen-kodierenden DNA-Abschnitte mittels PCR.

N Sall\; . FVIII s R Sall
—{ sp6 )J—| A1 ol A2 |a2] B |a3] A3 |c1|C2HAmp R
¥ — —/ —/ —

Sp6: Sp6-Promotor; A71: A1-Domane; a7: al-Spacer; A2: A2-Domane;
a2: a2-Domane; B: B-Domane; a3: a3-Spacer; A3: A3-Domane; C1: C1-
Domane; C2: C2-Domane; Amp R: Ampicillin-Resistenz-Gen; <
Oligonukleotide zur Amplifikation der Domanen-kodierenden DNA-
Abschnitte (A1, A2, A3, C1 und C2)

B-Doménen deletierte (AB)FVIII-cDNA wurde zunachst tUber die
Schnittstelle Sall kloniert (pSP64-FVIIIAB) und anschlielend in
den Expressionsvektor pcDNA 3.1 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) tber die Schnittstelle Xbal eingefiigt.

Xbal Xbal

%;mp RH 17 k){I FVIIIAB HéxHis K SV40 H Neo i;}
N Y N 14 14

Amp R: Ampicillin-Resistenz-Gen; T7: T7 Promotor; MCS: Multiple
Klonierungsstelle; 6xHis: Hexa-Histidin-Markierung; SV40: SV40
Promotor; Neo R: Neomycin-Resistenz-Gen

Zur Expression der A1-Domane von FVIIl in Sdugerzellen

Zur Expression der A2-Domane von FVIII in Sdugerzellen
Zur Expression der A3-Domane von FVIIl in Sdugerzellen
Zur Expression der C1-Doméane von FVIIl in Sdugerzellen
Zur Expression der C2-Doméane von FVIIl in Sdugerzellen

Zur Expression von multimerem Peptid 12C6 (12C6m) in
Saugerzellen

Zur Expression von multimerem Peptid 12C6A (12C6Awm) in
Saugerzellen

Zur Expression von multimerem Peptid 12H10 (12H10wm) in
Saugerzellen

Zur Expression von multimerem Peptid 12H10A (12H10Ay) in
Saugerzellen

Zur Expression von multimerem Peptid p107 (p107m) in
Saugerzellen

Zur Expression von multimerem Kontrollpeptid C (Cwm) in
Saugerzellen

Zur Expression von mutiertem FVIIIAB in Sdugerzellen

Folge Aminosauren wurden jeweils gegen Alanin ausgetauscht:
Es89, 1591, N597, P596, P59s, K2227, E2228, W2229, D2267, H2269,
Q2270, W2271, R2307, H2309

*Die einzelnen Vektoren fir jede FVIII-Mutante sind nicht angegeben
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Referenz

Toole et al.,
1984
(ATCC
#39812)

Becker et al.,
2004

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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2.1.8 Oligonukleotide

M13 -96pllIl

5’-ccctcatagttagecgtaacg-3’

> Oligonukleotid zur Sequenzierung des am N-terminus des pllI-Hiillproteins auf der

Oberfliche des M13-Phagen présentierten, randomisierten Peptidinserts.

SigPep FOR

5’-ctagccctgttgctgegatgggtgctggteccactggtegtgcgatggacggeccccgectgetgetgetgetgetgcttggtat

gagccttggaggtactc-3’

SigPep REV

5’-tcgagagcacctccaaggctcacaccaagcageageageageageaggegggggecgteecatcgeacgaccagtggeacc

agcacccatcgcagcaacaggg-3’

> Oligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Signalpeptid. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Nhel am 5’-Ende und X0l am 3°-Ende in den Vektor 364H kloniert.

FVIII A1 FOR

5’-gctgagetcgaggccaccagaagatactacctgggtgcag-3’

FVIII A1 6xHis REV

5’-gctgaggeggcectagtgatggteatggteatgaactgagegaatttggataaa-3’

> PCR-Oligonukleotide zur Amplifikation der fiir die A1-Doméne von FVIII kodierenden
cDNA Sequenz aus pSP64-FVIII unter Einfilhrung einer XAol-Restriktionsschnittstelle
am 5’-Ende und einer Notl-Schnittstelle sowie einer 6x-Histidin-Markierung (6xHis)
am 3’-Ende. Das resultierende PCR-Produkt wurde zur Klonierung des Vektors pEF-
IRESp-F8A1 verwendet.

FVIII A2 FOR

5’-gctgagetcgagaagaagcatcctaaaacttgggtacattac-3°

FVIII A2 6xHis REV

5’-gctgaggeggecgectagtgatggtgatggtgatgtettggttcaatggeattgtt-3°

> PCR-Oligonukleotide zur Amplifikation der fiir die A2-Doméne von FVIII kodierenden
cDNA Sequenz aus pSP64-FVIII unter Einfilhrung einer XAol-Restriktionsschnittstelle

am 5’-Ende und einer Notl-Schnittstelle sowie einer 6x-Histidin-Markierung (6xHis)
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am 3’-Ende. Das resultierende PCR-Produkt wurde zur Klonierung des Vektors pEF-
IRESp-F8A2 verwendet.

FVIII A3 FOR

5’-gct gagetcgaggaaatagaagtcacctgggcaaageaagg-3’
FVIII A3 6xHis REV

5’-gctgaggeggecgectaatgatggtgatggtgatgacacttattgetgtacace-3’

>

PCR-Oligonukleotide zur Amplifikation der fiir die A3-Doméne von FVIII kodierenden
cDNA Sequenz aus pSP64-FVIII unter Einflihrung einer XAol-Restriktionsschnittstelle
am 5’-Ende und einer Notl-Schnittstelle sowie einer 6x-Histidin-Markierung (6xHis)
am 3’-Ende. Das resultierende PCR-Produkt wurde zur Klonierung des Vektors pEF-
IRESp-F8A3 verwendet.

FVIII C1 FOR

5’-gctgagetcgagetgggaatggcettetggacacattag-3°
FVIII C1 6xHis REV

5’-gctaaggeggecgectagtggtggtgatggtgatgatttaaatcacageccatcaa-3’

>

PCR-Oligonukleotide zur Amplifikation der fiir die C1-Doméne von FVIII kodierenden
cDNA Sequenz aus pSP64-FVIII unter Einflihrung einer XAol-Restriktionsschnittstelle
am 5’-Ende und einer Notl-Schnittstelle sowie einer 6x-Histidin-Markierung (6xHis)
am 3’-Ende. Das resultierende PCR-Produkt wurde zur Klonierung des Vektors pEF-
IRESp-F8C1 verwendet.

FVIII C2 FOR

5’-gctaagctcgagagttgcageatgecattgggaatggagag-3’
FVIII C2 6xHis REV

5’-gctacggeggecgcectagtgatggteatggtgatggtectgtgaatcgecageccag-3’

>

PCR-Oligonukleotide zur Amplifikation der fiir die C2-Doméne von FVIII kodierenden
cDNA Sequenz aus pSP64-FVIII unter Einflihrung einer XAol-Restriktionsschnittstelle
am 5’-Ende und einer Notl-Schnittstelle sowie einer 6x-Histidin-Markierung (6xHis)
am 3’-Ende. Das resultierende PCR-Produkt wurde zur Klonierung des Vektors pEF-
IRESp-F8C2 verwendet.
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12C6 FOR

5’-gatctaaccccgtggagaacatgatggaccgegacagecagt-3’

12C6 REV

5’-ccggactggcetgtcgeggtecateatgttetccacggggtta-3°

> QOligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Peptid 12C6. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Bglll am 5’-Ende und BspEl am 3’-Ende in den Vektor pEF-IRESp-C4bp,, kloniert.

12C6A FOR

5’-gatctgccgecgecgecaacatgatggaccgegacagecagt-3’

12C6A REV

5’-ccggactggcetgtcgeggtccatcatgttggeggeggeggcea-3’

> Oligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Peptid 12C6A. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Bglll am 5’-Ende und BspEl am 3’-Ende in den Vektor pEF-IRESp-C4bp,, kloniert.

12H10 FOR

5’-gatctcaatctecttggeagacctggttcaccagggecctgt-3°

12H10 REV

5’-ccggacagggecctggtgaaccaggtetgecaaggagattga-3’

> Oligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Peptid 12H10. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Bglll am 5’-Ende und BspEl am 3’-Ende in den Vektor pEF-IRESp-C4bp,, kloniert.

12H10A FOR

5’-gatct caatctectgecgecgecgecttcaccagggcecctgt-3°

12H10A REV

5’-ccggacagggecctggtgaaggeggeggeggcaggagattg a-3’

> Oligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Peptid 12H10A. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Bglll am 5’-Ende und BspEl am 3’-Ende in den Vektor pEF-IRESp-C4bp,, kloniert.

pl07 FOR

5’-gatcttgccacgcectggtccaaccgecgeacctget-3’
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pl07 REV

5’-ccggagcaggtgeggcggttggaccaggegtggcaa-3’

> Oligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Peptid p107. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Bglll am 5’-Ende und BspEl am 3’-Ende in den Vektor pEF-IRESp-C4bp,, kloniert.

CFOR

5’-gatctageggaggeggaggeageggaggeggaggeageggat-3°

CREV

5’-ccggatccgetgectecgecteccgetgecteccgectecgeta-3’

> Oligonukleotide zur Herstellung von dsDNA kodierend fiir das Kontrollpeptid C. Nach
Phosphorylierung und Hybridisierung wird die DNA {iiber die Restriktionsschnittstellen
Bglll am 5’-Ende und BspEl am 3’-Ende in den Vektor pEF-IRESp-C4bp,, kloniert.

pEF-IRESp-Seq

5’-actcccagttcaattacag-3’

> Oligonukleotid zur Ansequenzierung des in pEF-IRESp insertierten DNA-Bereichs aus
Richtung des Signalpeptides.

CpG ODN 2006

5’-tcgtegttttgtegttttgtcgtt-3°

> Oligonukleotid zur Stimulierung von B-Zellen iiber TLR-9. Die einzelnen Nukleotide
sind liber Phosphorothioat-Bindungen verbunden, was die Stabilitdt des Oligonukleotids

sowie die Aufnahme in die Zellen verbessert (Hartmann et al., 2000).

2.1.9 Synthetische Peptide

12C6: NH,-NPVENMMDRDSQSGGGSHHHHHH-COOH

> Synthetisches Peptid korrespondierend zu einem phagenprisentierten Peptid aus dem
Phage Display-Screening des Plasmas von Patient 1. Das Peptid ist durch den Spacer —

SGsS- von einer 6x-Histidin-Markierung getrennt.

12C6I: NH,-NPIENMMDRDSQSGGGSHHHHHH-COOH

> Eine Variante von Peptid 12C6 mit einem Austausch des Valins gegen Isoleucin (V3I).
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12C6A: NH,-AAAANMMDRDSQSGGGSHHHHHH-COOH
> Austausch des NPVE-Motivs in Peptid 12C6 gegen Alanine.

12C6, Alanine Scan
> In Peptid 12C6 wurde jede Aminosdure einzeln gegen Alanin ausgetauscht. Die daraus

resultierenden 12 Peptide sind hier nicht einzeln aufgelistet.

12H10: NH,-QSPWQTWFTRALSGGGSHHHHHH-COOH
> Synthetisches Peptid korrespondierend zu einem phagenprésentierten Peptid aus dem
Phage Display-Screening des Plasmas von Patient 2. Das Peptid ist durch den Spacer —

SGsS- von einem 6x-Histidin-Markierung getrennt.

12H10A: NH,-QSPAAAAFTRALSGGGSHHHHHH-COOH
> Austausch des WQTW-Motivs in Peptid 12H10 gegen Alanine.

12H10, Alanine Scan
> In Peptid 12H10 wurde jede Aminosdure einzeln gegen Alanin ausgetauscht. Die daraus

resultierenden 12 Peptide sind hier nicht einzeln aufgelistet.

p107: NH,-CHAWSNRRTCSGGGSHHHHHH-COOH
> Synthetisches Peptid (Villard et al, 2003) mit Spezifitit fiir den monoklonalen
Antikorper BO2C11, welcher an die C2-Doméne von FVIII bindet. Das Peptid ist durch

den Spacer —SG3S- von einer 6x-Histidin-Markierung getrennt.

C: NH,-SGGGGSGGGGSGSGGGSHHHHHH-COOH
> Synthetisches Kontroll-Peptid, welches durch den Spacer —SG3;S- von einer 6x-Histidin-

Markierung getrennt ist.

12C6-K: NH,-NPVENMMDRDSQSGGKLAKLAKKLAKLAK-COOH
> Synthetisches Peptid 12C6, welches an ein aus D-Aminosiuren (kursiv) bestehendes,

proapoptotisches Peptid (Ellerby et al., 1999) fusioniert wurde.
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C-K: NH,-SGGGGSGGGGSGSGGKLAKLAKKLAKLAK-COOH
> Synthetisches Kontroll-Peptid, welches an ein aus D-Aminoséuren (kursiv) bestehendes,

proapoptotisches Peptid (Ellerby et al., 1999) fusioniert wurde.

2.1.10 Bakterienstimme
E. coli ER2738
F’ prod B lacl’ A(lacZ)M15 zzf-:Tn10(TetY) fhud2 glnV A(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5

E. coli TOP10
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recAl araD139 A(ara-
lew) 7697 galU galK rpsL(Str") endAl i

2.11 Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung / Verwendungszweck Referenz

293T Humane, embryonale Nierenepithelzellen. 293T-Zellen sind Numa et al., 1995
ein Derivat von HEK293-Zellen, welche zusatzlich das grof3e
T-Antigen des Simian Virus 40 (SV40) enthalten. Dies
ermdglicht eine Amplifikation von Vektoren mit diesem
Replikationsursprung.

293T-F8A1 Mit dem Vektor pEF-IRESp-F8A1 stabil transfizierte 293T- Diese Arbeit
Zellen zur Expression der A1-Domane von FVIII

293T-F8A2 Mit dem Vektor pEF-IRESp-F8A2 stabil transfizierte 293T- Diese Arbeit
Zellen zur Expression der A2-Domane von FVIII

293T-F8A3 Mit dem Vektor pEF-IRESp-F8A3 stabil transfizierte 293T- Diese Arbeit
Zellen zur Expression der A3-Domane von FVIII

293T-F8C1 Mit dem Vektor pEF-IRESp-F8C1 stabil transfizierte 293T- Diese Arbeit
Zellen zur Expression der C1-Doméne von FVIII

293T-F8C2 Mit dem Vektor pEF-IRESp-F8C2 stabil transfizierte 293T- Diese Arbeit
Zellen zur Expression der C2-Doméane von FVIII

293T-12C6m Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp -12C6 stabil transfizierte Diese Arbeit
293T-Zellen zur Expression von multimerem 12C6 (12C6w)

293T-12C6Am Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp -12C6 stabil transfizierte Diese Arbeit
293T-Zellen zur Expression von multimerem 12C6A
(12CB6Awm)

293T-12H10m Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp-12H10 stabil transfizierte Diese Arbeit

293T-Zellen zur Expression von multimerem 12H10
(12H10m)
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Bezeichnung
293T-12H10Am

293T-p107y

293T-Cm

293T-12C6/12H10m

2.12 PDB-Dateien

PDB-Datei
3CDZ, FVIII Kristallstruktur

C4bp,,-12C6
C4bp,-12C6A
C4bp,-12H10
C4bp,-12H10A
C4bp,-p107

7x C4bp,-12C6
7x C4bp-12H10
2x C4bp,-12H10

C4bp,-12C6 / C4bp,-12H10

Beschreibung / Verwendungszweck Referenz

Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp -12C6 stabil transfizierte Diese Arbeit
293T-Zellen zur Expression von multimerem 12H10A
(12H10AWm)

Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp -p107 stabil transfizierte Diese Arbeit
293T-Zellen zur Expression von multimerem p107 (p107w)

Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp,-C stabil transfizierte Diese Arbeit
293T-Zellen zur Expression von multimerem Kontrollpeptid C
(Cwm)

Mit dem Vektor pEF-IRESp-C4bp -12C6 und pEF-IRESp- Diese Arbeit
C4bp,-12H10 stabil cotransfizierte 293T-Zellen  zur

Expression des 12C6/12H10-Heteromultimers (12C6m/

12H10wm)

Quelle

Ngo et al., 2008
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3CDZ

Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR Protinfo Structure Prediction Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR Protinfo Structure Prediction Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR Protinfo Structure Prediction Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR Protinfo Structure Prediction Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR Protinfo Structure Prediction Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR ClusPro-Docking Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR ClusPro-Docking Server
Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR ClusPro-Docking Server

Diese Arbeit, de novo Struktur gemaR ClusPro-Docking Server

41
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2.2 Methoden

2.2.1 Patienten

In dieser Arbeit wurde mit Plasma und Zellen von 16 HA-Patienten gearbeitet, von welchen
15 (1-15) Inhibitor-positiv waren. Zur Erreichung der gesetzten Ziel wurde sich jedoch primér
auf zwei Patienten (1 und 2) beschriankt. Eine HA wurde im Fall von Patient 1 im ersten
Lebensjahr festgestellt. Inhibitoren wurden erstmals 20 Tage nach Erstexposition von FVIII
diagnostiziert. Der Inhibitortiter lag in der Spitze bei 1562 BE/ml. Diverse ITI-Versuche
basierend auf dem Bonn- sowie Malmo-Protokoll scheiterten. Im Angesicht gravierender,
lebensbedrohlicher Blutungen wurde ein neues Protokoll etabliert, welches eine Depletion der
B-Zellen durch sieben Rituximab-Infusionen (375mg/m?) beinhaltete (Linde ez al., 2001). Im
Fall von Patient 2 wurde eine HA erst mit 1.9 Jahren diagnostiziert. Nach Verabreichung
eines rFVIII-Praparates war nach 3.75 Jahren erstmals inhibitorische Aktivitdt detektierbar.
Der Inhibitortiter stieg unter Substitution mit pdFVIII in der Spitze bis auf 4500 BE/ml. In der
Folge wurde der Patient auf eine aPPC (FEIBA)-Prophylaxe eingestellt.

2.2.1.1 Inhibitor- sowie CD20" Zellverliufe

Die inhibitorische Aktividt in den einzelnen Plasmaproben der Patienten wurde mittels des
Bethesda-Tests im Zuge der Routinediagnostik gemessen. Ebenso erfolgte die
durchfluBzytometrische Quantifizierung der CD20"-Zellen im peripheren Blut von Patient 1
im Rahmen von Routinetests (FACSCalibur™).

2.2.1.2 Gewinnung von Patientenplasmen

Zur Gewinnung von Plasma wurde Citratblut aus Routineanalysen fiinfzehn Minuten bei
4000rpm zentrifugiert (Rottina 48R). Die obere Plasmafraktion wurde abgenommen und 30
Minuten bei 56°C im Wasserbad hitzeinaktiviert. AnschlieBend wurde das Plasma aliquotiert

und bei -20°C gelagert.
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2.2.2  Arbeiten mit Escherichia coli

2.2.2.1 Kulturbedingungen von E. coli

Die E. coli-Stimme TOP10 und ER2738 wurde in LB-Medium kultiviert. Transformierte
TOP10 E.coli wurden in Gegenwart von Antibiotikum kultiviert. Entsprechend dem
verwendeten Resistenzgen wurde den Ndhrmedien bzw. Agarplatten Ampicillin (100pg/ml)
zugesetzt. Zur Anzucht von E. coli ER2738 wurde LB-Medium bzw. Agarplatten mit
Tetrazyklin (10pg/ml) verwendet.

2.2.2.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli

Hierzu wurden Bakterien auf einer LB-Agarplatte vereinzelt und bei 37°C inkubiert (15h).
Mit einem Einzelklon wurden 4ml LB-Medium angeimpft und bei 37°C auf einem Schiittler
iiber Nacht inkubiert. Mit 1ml dieser Losung wurden 400ml LB-Medium inokuliert und bei
37°C auf einem Schiittler inkubiert, bis die optische Dichte (ODgo9) des Mediums zwischen
0.4 und 0.6 lag. AnschlieBend wurde das Wachstum der Bakterien gestoppt, indem die
Suspension auf Eis gekiihlt wurde. Im nichsten Schritt wurden die Bakterien durch
Zentrifugation pelletiert (10min, 6000rpm). AnschlieBend wurden sie in 100ml eiskaltem
50mM CaCl; resuspendiert und auf Eis inkubiert (15min). Die Zellen wurden dann wie oben
beschrieben erneut pelletiert und in 20ml 50mM CaCl,/10% (v/v) Glyzerin aufgenommen.
Nach Inkubation (4h, 4°C) wurden die Bakterien a 200ul aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.2.3 Transformation chemisch-kompetenter E. coli

Fiir einen Transformationsansatz wurden 50ul chemisch-kompetenter Bakterien verwendet.
Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und dann mit der DNA eines Ligationsansatzes
versetzt. Nachdem die Bakterien auf Eis inkubiert wurden (30min), erfolgte ein Hitzeschock
bei 42°C (35sec). AnschlieBend wurden die Bakterien auf Eis abgekiihlt (2min). Danach
wurden sie in 500ul LB-Medium aufgenommen, im Schiitteler inkubiert (1h, 37°C, 220rpm),
anschlieBend auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten ausplattiert und angeziichtet (iiber
Nacht, 37°C).
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2.2.2.4 Anzucht von Einzelklonen (analytische Plasmidprdparation)
Am Folgetag der Transformation wurden mehrere Einzelkolonien von den LB-Agarplatten fiir
weitere Analysen ausgewdhlt und in 2ml LB-Ampicillin-Medium fiir eine analytische

Plasmid-Miniprédparation angeziichtet.

2.2.2.5 Anzucht von Einzelklonen (prdparative Plasmidpréiparation)
Fiir eine préparative Plasmidpréparation wurden 30ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit
jeweils einem Einzelklon angeimpft und im Schiittler angeziichtet (iiber Nacht, 37°C,

220rpm).

2.2.2.6 E. coli ER2738 Vorkultur

Von dem E.coli-Stamm ER2738 wurde auf einer LB-Agarplatte mit 100ug/ml Tetrazyklin ein
Vereinzelungsaustrich angefertigt und im Brutschrank inkubiert (37°C, iiber Nacht). Am
Folgetag wurde LB-Medium (100ug/ml Tetrazyklin) mit einer einzelnen Kolonie angeimpft
und im Schiittler inkubiert (iber Nacht, 37°C, 220rpm).

2.2.2.7 Lagerung von E. coli

Um die Bakterien dauerhaft zu lagern wurden Glyzerinstocks angelegt. Hierflir wurden die
Zellen in 200ml Ampicillin-haltigem LB-Medium iiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler
inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert (10min, 6000rpm), der Uberstand verworfen und
die Bakterein im Restmedium resuspendiert. Die Suspension wurde mit derselben Menge

80% (v/v) Glyzerin gemischt und bei -80°C gelagert.

2.2.3  Arbeiten mit Bakteriophagen

2.2.3.1 Phage Display-Selektion (Biopanning)

Fiir das Biopanning wurden paramagnetische Kiigelchen (Beads) mit einem biotinylierten
Ziege anti-Human IgG (Fc,-spezifisch) beschichtet. Fiir ein Biopanning wurden 100ul
beschichtete Beads bendtigt (20ul je Selektionsschritt). Je Plasmaprobe wurden sechs
unabhingige Biopannings durchgefiihrt. Zur Beschichtung wurden die Beads zunichst
dreimal in 500ul Biopanning Puffer A gewaschen. Je 100ul Beads wurden 5ug Antikorper
zugegeben (entspricht 100% Uberschuss gegeniiber der maximalen Bindekapazitit) und in

einem Endvolumen von 500ul Puffer A unter Rotation (MACSmix) inkubiert (iiber Nacht,
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4°C). Am Folgetag wurden die Beads fiinfmal in 500ul Puffer A gewaschen und anschlieBend
im Ursprungsvolumen mit Puffer A resuspendiert. Vor jedem Selektionsschritt wurde sowohl
die benotigte Menge Beads als auch das verwendete 2ml Reaktionsgefdl in einem
Endvolumen von 500ul Puffer B geblockt (MACSmix, 30min, RT). Die korrekte Bindung
von anti-Human IgG Antikorpers an die Beads wurde mittels einem FITC-markierten
Kaninchen anti-Ziege Antikorper im Fluoreszenzmikroskop exemplarisch iiberpriift.

Die Anreicherung spezifischer Phagen fiir anti-FVIII Antikorper erfolgte iiber verschiedene,
sich wiederholende Selektionsschritte mit der Phage Display-Methode. Fiir die positive
Selektion wurden die Plasmaproben der zu untersuchenden Patienten verwendet, fiir die
negative Selektion eine Mischung (1:1) aus Plasma eines gesunden Spenders sowie einem
polyklonalen Immunglobulinpriparat (Beriglobin®). Ein komplettes Screening (Biopanning)
einer phagenpréisentierten Peptidbibliothek gegen das Zielprotein umfasste drei positive
Selektionen, zwei negative Selektionen sowie zwei Amplifikationen.

Fiir die durchzufiihrenden Biopannings wurden die zuvor beschichteten paramagnetischen
Beads verwendet. Fiir die erste positive Selektion wurde je Elutionstechnik (pH-shift oder
Kompetition mit FVIII) fiir jede der drei verwendeten Phagenbibliotheken (Ph.D.™-7,
Ph.D.™-C7C, Ph.D.™-12) ein eigener Ansatz vorbereitet. Je 20ul der beschichteten und
geblockten Beads wurden auf sechs 2ml Reaktionsgefdle verteilt. Je Ansatz wurden die
Beads mit Sul Patientenplasma, 50ul Biopanning Puffer C und 445ul ddH,O rotiert (60min,
RT, MACSmix). Im Anschluss wurden die Beads fiinfmal mit Puffer A gewaschen. Je Ansatz
wurden 10ul der Originalphagenbibliothek sowie 50ul Puffer C und 440ul dH,O zugegeben
und inkubiert (iiber Nacht, 4°C, MACSmix).

Am Folgetag wurden die Uberstinde verworfen und die Beads zehnmal mit je 500ul Puffer A
gewaschen. Je Ansatz wurden die gebundenen Phagen anschlieBend mittels pH-shift oder
Kompetition mit FVIII eluiert. Fiir die Elution mittels pH-shift wurde je Ansatz ein 2ml
Reaktionsgefdl mit 15ul Neutralisatiospuffer vorbereitet. Die Beads wurden in je 100ul
Elutionspuffer fiinf Minuten bei Raumtemperatur und Rotation inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und sofort in die vorbereiteten Reaktionsgefdfle mit Neutralisationspuffer
iiberfiihrt. Fiir die kompetitive Elution der gebundenen Phagen mittels hochdosiertem FVIII
wurden je Ansatz Sul FVIII (1000 IE/ml) sowie 20ul Puffer C und 175ul dH,O zugegeben
und inkubiert (30min, RT, MACSmix). Die zugegebene Menge an FVIII-Molekiilen (10")
entspricht einem 100fachen Uberschuss gegeniiber den theoretisch vorhandenen

Antigenbindungsstellen aller plasmatischen Antikorper auf den Beads (2:10"). Im Anschluss
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wurden die Uberstinde abgenommen und ebenso wie die Eluate aus der pH-shift-Elution bei
4°C gelagert.

Fir die negative Selektion wurden paramagnetische Beads wie bereits beschrieben
beschichtet. Je 20ul der Beads wurden mit je 100ul der Eluate aus der pH-Elution bzw. sowie
50ul Puffer C und 350ul ddH,O inkubiert. Von den Eluaten der kompetitiven Selektion
wurden je 190ul sowie 31ul Puffer C und 279ul ddH,O mit den beschichteten Beads
gemischt und inkubiert (iiber Nacht, 4°C, MACSmix).

Am Folgetag wurden die Uberstinde abgenommen und bei 4°C gelagert. Zur Amplifikation
der Phagen wurde eine Ubernachtkultur von E. coli ER2738 1:100 verdiinnt und je 495ul der
Selektionsansdtze wurden mit je 25ml der verdiinnten Vorkultur anschlieBend im Schiittler
inkubiert (5min, RT dann 4.5h, 37°C). AnschlieBend wurden die Kulturen in 50ml Réhrchen
iiberfithrt und die Bakterien pelletiert (10min, 6000rpm). Die Uberstinde wurden in neue
50ml Rohrchen {tberfiihrt und die verbliebenen Bakterien erneut abzentrifugiert. Die
Uberstinde wurden erneut in neue 50ml Roéhrchen iiberfiihrt und mit % des Volumens
50%PEG/5M NaCl gemischt. Die Phagen wurden iiber Nacht bei 4°C ausgefallt.

Am Folgetag wurden die ausgefillten Phagen pelletiert (15min, 4°C, 13000rpm). Die
Uberstande wurden vollstindig abgenommen und verworfen. Die Phagenpellets wurden in
1.5ml 1xPBS resuspendiert und die Phagensuspensionen anschlieBend in 2ml
Reaktionsgefile tiberfiihrt. Durch erneute Zentrifugation (3min, 13000rpm) wurden restliche
Bakterien pelletiert. Der Uberstande wurden in neuen 2ml Reaktionsgefd mit je 500ul
50%PEG/5M NaCl gemischt und die Ansdtze inkubiert (1h, auf Eis). Die ausgefallenen
Phagen wurden pelletiert (15min, 13000rpm). Die Uberstande wurden verworfen und die
Phagenpellets in je 200ul Phagen-Lagerungspuffer resuspendiert und bei 4°C auftbewabhrt.

In der folgenden zweiten positiven Selektion wurden mit Patientenplasma beschichtete Beads
mit je 100ul der amplifizierten Phagen sowie 50ul Puffer C und 350ul ddH,O gemischt und
wie beschrieben inkubiert. Elution, zweite negative Selektion sowie zweite Amplifikation
wurden analog zu den beschriebenen Vorgédngen durchgefiihrt. In die dritte positive Selektion
wurden wiederholt 100ul Phagen aus der zweiten Amplifikation eingesetzt. Die in den

Eluaten der dritten positiven Selektion enthaltenen Phagen wurden vereinzelt (getitert).

2.2.3.2 Vereinzelung von Phagen (Titern)
Zur weiteren Analyse in einem ELISA-Format wurden die selektionierten Phagen vereinzelt
(getitert). Hierzu wurden je 200ul einer E. coli ER2738 Ubernachtkultur mit je 10ul einer

Verdiinnungsreihe (10~ bis 10) des Eluats nach der dritten positiven Selektion fiinf Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiert. 210ul der infizierten Bakterienkultur wurden mit je 3ml 45°C
warmen Topagar, welcher zuvor mit 20ul Xgal und 15ul IPTG versetzt wurde, untergemischt
und der Topagar auf einen vorgewédrmte (37°C) LB-Platte ausgegossen. Nach dem Erkalten
des Topagars wurden die Platten invertiert und im Brutschrank inkubiert (iiber Nacht, 37°C).
Am Folgetag waren die durch einzelne Phagenklone infizierten Bakterien als blaue Plaques
auf der Platte erkennbar. Diese konnten zur Bestimmung des Phagentiters (plaque forming

units, pfu/ml) gezihlt werden.

2.2.3.3 Anzucht von Einzelklonen

Zur Analyse der vereinzelten Phagenklone wurde diese in 96-Loch-Kulturplatten amplifiziert.
Hierzu wurden je Phagenbibliothek und Elutionstechnik je 200ul LB-Medium in die
Vertiefungen einer 96-Loch-Platte (Masterplate) vorgelegt. Einzelne blaue Plaques (siehe
2.2.3.2) wurden mittels einer sterilen Pipettenspitze ausgestochen und diese in eine Medium-
befiillte Vertiefung der jeweiligen 96-Loch-Platte iiberfiihrt. Je Phagenbibliothek und
Elutionstechnik wurden auf diese Weise 96 einzelne Klone gepickt. Die Platten wurden
anschlieBend (nicht luftdicht) abgedeckt und im Schiittler inkubiert (iiber Nacht, 30°C,
150rpm). Am Folgetag wurden die gewachsenen Bakterien in den Platten pelletiert (10min,
2000rpm). Die Uberstinde wurden in den Phagen ELISA eingesetzt. Die Masterplates wurden
luftdicht verschlossen und zur erneuten Anzucht von Phagen bis zu einer Woche bei 4°C
gelagert.

Anzucht von Phagen in groBerem Malistab erfolgte analog zu den beschriebenen
Amplifikationen im Zuge der Biopannings. Zur weiteren Analyse positiver Klone aus dem
Phagen-ELISA (siehe 2.2.5.2) wurden die mit diesen Klonen infizierten Bakterien aus der
Masterplate resuspendiert und 50ul in 10ml Réhrchen mit jeweils 2ml LB-Medium iiberfiihrt
und diese auf dem Schiittler inkubiert (5h, 37°C, 225rpm). AnschlieBend wurden die Kulturen
in 2ml Reaktionsgefafe iiberfiihrt und die Bakterien pelletiert (Smin, 4°C, 13000rpm). 1.8ml
des Uberstands wurden in ein neues 2ml Reaktionsgefill transferiert und verbliebenen
Bakterien erneut wie beschrieben pelletiert. Im Anschluss wurden 1.6ml des Uberstands mit
je Y4 des Gesamtvolumens 50%PEG/5M NaCl gemischt und die Phagen ausgefillt (1h, auf
Eis). Die ausgefillten Phagen pelletiert (15min, 4°C, 13000rpm). Der Uberstand wurde
verworfen und das Phagenpellet in 200ul Lagerungspuffer resuspendiert. Die so generierten

Phagenstocks wurden bei 4°C gelagert.
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2.2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Phagen

Die Konzentrationsbestimmung von Phage erfolgte auer durch das bereits beschriebene,
zeitaufwendige Titern auch photometrisch (Bio Rad Smartspec 3000). Die Phagen wurden
zuvor zweimal mit 50%PEG/5SMNaCl gefillt. Diese wurde in 700ul 1xPBS 1:100 verdiinnt
und in einer 10mm Quarzkiivette einem Absorptionsscan von 240nm bis 320nm unterzogen.
Die regionalen Peaks bei Ass und Az wurden verwendet um einen Kkorrigierten
Absorptionswert (A"y) fiir die Formel zu errechnen: A, = A, — Ay

Ay 6-10"

Daraus ergibt sich: Phagenpartikel/ml =
7223

2.2.4  Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Analytische Plasmidpréiparation
Eine Plasmidpréparation im analytischen Mafstab erfolgte mithilfe des E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kit gemdl dem High Copy Protokoll des Herstellers

2.2.4.2 Praparative Plasmidprdiparation
Eine Plasmidpriiparation im priiparativen MaBstab erfolgte mithilfe des Nucleobond® PC100
AX Kit geméll dem High Copy Protokoll des Herstellers.

2.2.4.3 Gelelektrophorese von DNA

Zur Uberpriifung von Restriktionen und zur Priparation von DNA-Fragmenten wurden diese
auf Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde Agarose in
TAE-Puffer gelost und in einem Mikrowellenofen erhitzt. Nachdem die Losung auf ca. 50°C
abgekiihlt war, wurde sie in eine Flachbettform gegossen. Die DNA wurde durch
Ethidiumbromid (4ul Stammldsung/100ml Gel) bei bei UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.
Vor dem Gellauf wurde die DNA-Proben mit 2ul 6xProbenpuffer gemischt und anschlieBend
in die Geltaschen geladen. Der Gellauf erfolgte bei 100V.

2.2.4.4 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten
Wihrend der Klonierungen wurden die Vektor- und DNA-/Inserts mit dem E.N.Z.A. Cycle
pure Kit iiber eine Silicagelmatrix nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt und in 25-

50ul 65°C-warmen HPLC-H,O eluiert. Um spezifische DNA-Fragmente zu isolieren und fiir



2. Material & Methoden 49

nachfolgende Reaktionen zu verwenden, wurde der jeweilige Restriktionsverdau oder PCR-
Ansatz auf einem Agarosegel aufgetrennt. Der Bereich des Agarosegels, welcher das
gewlinschte Fragment enthielt, wurde ausgeschnitten. AnschlieBend erfolgte die
Aufreinigung der DNA mithilfe des E.Z.N.A. Gel Extraction Kits nach Angaben des

Herstellers.

2.2.4.5 Isolierung von ssDNA aus Phagen

Zur Isolierung von ssDNA zur Sequenzierung wurden 50ul der Einzelphagenpréparationen in
ein neues 1.5ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt, mit 25ul Phenol-Chloroform gemischt und
inkubiert (2min, RT). Die wissrige Phase mit der ssDNA wurde abgeschieden (15min, 4°C,
13000rpm). 40ul dieser oberen Phase wurden in ein neues 1.5ml Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt
und mit 90ul eiskaltem, reinen Ethanol sowie 4ul 4M NaOAc gemischt. Zur Ausféllung der
ssDNA wurden die Ansétze iiber Nacht bei -20°C belassen. Am Folgetag wurde die ssDNA
pelletiert (15min, 4°C, 13000rpm). Die ssDNA-Pellets wurden in 200ul 70% Ethanol
resuspendiert und erneut wie beschrieben pelletiert. Das {iberstehende Ethanol wurde
vorsichtig abgenommen und die Pellets durch Zentrifugation unter Vakuum getrocknet. Die

ssDNA-Pellets wurden in 20ul ddH,O resuspendiert und bei -20°C gelagert.

2.2.4.6 Sequenzierungen

Sequenzierungen erfolgten an einem ABI-PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer mit
fluoreszenzmarkierten dNTPs. Fiir eine Sequenzierung der Phagen-ssDNA zur Analyse der
présentierten Peptide wurden fiir einen PCR-Ansatz 4ul ssDNA, 1ul M13-96 Oligonukleotid,
10ul HPLC H,O, 2ul Premix und 3ul 5x Sequenzpuffer gemischt. Zur Aufreinigung wurden
dem Ansatz anschlieBend 100ul ddH,O, 10ul 3M NaOAc, sowie 250ul absolutes Ethanol
beigegeben. Die Amplifikate wurden pelletiert (15min, 15000rpm), in 250ul 70% Ethanol
gewaschen und erneut wie beschrieben zentrifugiert. Der Uberstéinde wurden verworfen, die
Pellets getrocknet und in 20ul Formamid resuspendiert oder bis zur Sequenzierung bei -20°C
gelagert. Fiir sonstige Sequenzierungen wurden ca. 0.5ug DNA mittels des pEF-IRESp-Seq
Oligonukleotids (10uM/ul) versetzt.

PCR-Programm M13-ssDNA-Sequenzierung

96°C 10sec
45°C Ssec 25 Zyklen
60°C 4min



2. Material & Methoden 50

2.2.4.7 Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Die Phosphorylierung von Oligonukleotiden erfolgte nach dem aufgefiihrten Ansatz und
Inkubation im Brutschrank (90min, 37°C.) Die phosphorylierten Oligonukleotide wurden bei
-20°C gelagert.

Ansatz

2.2.4.8 Hpybridisierung von Oligonukleotiden
Zur Hybridisierung wurden aquimolare Mengen der phosphorylierten, komplementiren
Oligonukleotide in einem Ansatz in PCR-Puffer gemischt, im Heizblock drei Minuten auf

95°C erhitzt und anschlieBend iiber 1.5 Stunden auf Raumtemperatur abkiihlen lassen

2.2.4.9 PCR-Amplifikation einzelner FVIII-Domdnen

Die einzelnen Doménen-kodierenden DNA-Abschnitte von pSP64-FVIII (2.1.7) wurden mit
den unter Abschnitt 2.1.8 angegebenen Oligonukleotiden nach dem unten aufgefiihrten
Protokoll PCR-amplifiziert. Uber die eingesetzten Oligonukleotide wurden die Doménen-
kodierenden DNA-Abschnitte mit den fiir die Klonierung relevanten Schnittstellen sowie der
genetischen Information fiir eine C-terminale 6x-Histidin (6xHis)-Markierung versehen. Die

PCR-Produkte wurden auf einem 1.5% Agarosegel aufgetrennt aufgereinigt.

PCR-Ansatz

PCR-Programm

2.2.4.10 Umklonierung der Signalpeptid-DNA in 364H

Aufgrund der Restriktionsschnittstellen in der DNA der FVIII-Dominen-DNA wurde vor
deren Klonierung der fiir das Signalpeptid kodierende DNA-Abschnitt im Vektor 364H
(2.1.7) verschoben. Signalpeptid-dsDNA wurde durch Hybridisierung von zuvor
phosphorylierten Oligonukleotiden (2.1.8) generiert. Der Vektor 364H wurde mit den
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Restriktionsenzymen X#ol und Nhel geschnitten, dephosphoryliert, und {iber ein 1.5%iges
Agarosegel aufgetrennt. Die Bande mit dem verdauten Vektor wurde ausgeschnitten und die
DNA aus dem Gel eluiert. Der Vektor wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Signalpeptid-dsDNA in die Ligation eingesetzt. Die Ligationsansdtze wurden in chemisch-
kompetente E.coli TOP10 transformiert. Am Folgetag erfolgte eine analytische
Plasmidprédperation  gewachsener Klone, die Plasmid-DNA  wurden mit den
Restriktionsenzymen Nhel und X#hol verdaut. Anschlieend wurden die Ansitze auf einem
1.5%igen Agarosegel analysiert. DNA der in der Gelanalyse korrekten Klone wurden
sequenziert. Von korrekten Klonen erfolgte eine priparative Plasmidpréparation. Ein Klon
wurde fiir die Klonierung der PCR-Fragmente der einzelnen FVIII-Doménen ausgewihlt

(364H-S10).

Verdau von 364H

Ligation der Signalpeptid-dsDNA in 364H

Dephosphorylierung von 364H

2.2.4.11 Klonierung der FVIII-Domdnen

Der Vektor 364H-S10 als auch die PCR-Produkte wurden mit den Restriktionsenzymen X#ol
und Notl geschnitten und aufgereinigt. Dadurch ging aus dem Vektor 364H-S10 der Vektor
pEF-IRESp-S10  hervor. Der Vektor pEF-IRESp-S10 wurde wie beschrieben
dephosphoryliert, mit den PCR-Produkten ligiert und in chemisch-kompetente E.coli TOP10
transformiert. 10ul DNA aus einer analytischen Plasmidpréparation wurden mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Notl verdaut und anschlieBend auf einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt. Weitere Sul DNA wurden sequenziert (pEF-IRESp-Seq). Von korrekten Klonen

erfolgte eine préparative Plasmidpréparation.
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Verdau PCR-Produkte / 364H-S10

Ligation der PCR-Produkte in pEF-IRESp-S10

2.2.4.12 Fusion selektierter Peptidliganden an C4bp,,

Fir die Klonierung der Peptid-kodierenden DNA wurden zunéchst entsprechende
Oligonukleotide (2.1.8), welche fiir eine Proteinexpression in einem eukaryotischen System
Codon-optimiert und von den Restriktionsschnittstellen Bg/II und BspEl flankiert wurden,
phosphoryliert und anschlieBend hybridisiert. Die generierte dSDNA wurden dann in den
Vektor 364HAC46 kloniert. Hierzu wurde der Vektor 364H zunichst mit den
Restriktionsenzymen Bg/Il und BspEl geschnitten, dephosphoryliert, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und aufgereinigt. Dadurch wurde das C46-Insert entfernt und somit der Vektor
364HAC46 generiert. AnschlieBend wurde der Vektor 364HAC46 mit ansteigenden
Konzentrationen der Peptid-DNA in die Ligation eingesetzt. Die Ligationsansédtze wurden in
chemisch-kompetente E. coli TOP10 transformiert und gewachsene Klone fiir eine
analytische Plasmidpréparation hochgezogen. Je 10ul der DNA aus der analytischen
Plasmidpréparation wurden in einen Restriktionsverdau mit den Enzymen Xbal und EcoRI
eingesetzt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Weitere Sul der DNA wurden sequenziert.

Von korrekten Klonen erfolgt eine praparative Plasmidpréparation.

Verdau von 364H

Ligation der Peptid-dsDNA in 364HAC46
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2.2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1 FVlIll-spezifischer Subklassen-Verldufe

Zur Ermittlung der FVIII-spezifischen Subklassen-Verldufe wurden 4nM FVIII (Kogenate™)
in den Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte immobilisiert (iiber Nacht, 4°C). Am
Folgetag wurde die Platte mit 1%BSA in 1xPBS geblockt (2h, 37°C) und anschlieBend mit
1:1000 Verdiinnungen der zu testenden Plasmaproben in Triplikaten inkubiert (2h, 37°C). Die
Platte wurde im ELISA-Washer mit 300ul ELISA-Waschpuffer je Vertiefung gewaschen und
anschlieBend mit 1:2000 Verdiinnungen der biotinylierten anti-Human IgG;.4 Antikdrpern
inkubiert (liber Nacht, 4°C). Am Folgetag wurde die Platte wie beschrieben gewaschen und
im Anschluss mit einer 1:5000-Verdiinnung von Streptavidin-HRP in 1xPBS inkubiert (2h,
37°C). Nach erneutem Waschen wurden die Platten durch Zugabe von 100ul OPD-L&sung je
Vertiefung und  siebenminiitiger  Inkubation im  Dunkeln entwickelt. Die
Farbumschlagsreaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 100ul 0.5M H,SO.4 gestoppt.
Die Auswertung des ELISAs erfolgte mittels ELISA-Readers bei 495nm (Absorption von
OPD) und 620nm (Referenzwellenldnge) Die Konzentrationen der im Plasma enthaltenen
FVIII-spezifischen IgG-Subklassen wurde jeweils mittels Eichgeraden mit humanem IgG.4

bestimmt.

2.2.5.2 Bestimmung der FVIII-Konzentration fiir eine kompetitive Elution

Mit Patientenplasma beschichtete Beads (20ul/Ansatz) wurden mit Phagen (10° pfi/ul) aus
der zweiten Amplifikation inkubiert (iiber Nacht, 4°C). Am Folgetag wurden die Beads wie
beschreiben gewaschen und es erfolgte eine kompetitive Elution mit FVIII- bzw. FIX-
(Mononine®) Konzentrationen von 0-240nM. Eine ELISA-Platte wurde mit den Eluaten
beschichtet (iiber Nacht, 4°C), gewaschen und mit ELISA-Blockpuffer geblockt (2h, 37°C).
Der Blockpuffer wurde dekantiert und die Die Detektion gebundener Phagen erfolgte mittels
100ul/Loch einer 1:5000 Verdiinnung eines Meerrettichperoxidase (HRP)-markierten Maus
anti-M13-Antikorpers. Die Platten wurden inkubiert (2h, 37°C), gewaschen, entwickelt und

mittels eines ELISA-Readers ausgelesen.

2.2.5.3 ELISA mit Phagenpopulationen aus einzelnen Selektionsschritten
Die Phagenkonzentration in der Phagenbibliothek sowie den einzelnen Elutionen wurde wie
beschreiben photometrisch bestimmt. FEine ELISA-Platte wurde mit identische

Phagenkonzentrationen je Vertiefung (10°/100/ul) beschichtet (iiber Nacht, 4°C). Am
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Folgetag wurde die Platte gewaschen, mit ELISA-Blockpuffer geblockt und Patientenplasma
sowie Plasma eines gesunden Spenders in einer 1:1000 Verdiinnung zugegeben und inkubiert
(2h, 37°C). Die Platte wurde gewaschen und anschlieBend mit einer 1:5000 Verdiinnung eines
HRP-markierten Ziege anti-Human IgG Antikdrpers inkubiert (2h, 37°C). Die Platte wurde

gewaschen, entwickelt und ausgelesen.

2.2.5.4 Phagen-ELISA

Im Phagen-ELISA wurden die vereinzelten Phagenklone auf ihre Spezifitét fiir die anti-FVIII-
Antikorper im jeweils verwendeten Patientenplasma getestet. Hierzu wurde je Masterplate
eine 96-Loch-ELISA-Platte mit 100ul/Loch einer 1:1000 Verdiinnung des jeweiligen
Patientenplasmas und eine ELISA-Platte (Kontrolle) mit einer 1:1 Mischung bestehend aus
einer 1:16000 Verdiinnung von Beriglobin und einer 1:1000 Verdiinnung des Plasmas eines
gesunden Spenders beschichtet (iiber Nacht, 4°C). Auf diese Weise konnten gleichzeitig 95
Klone je Phagenbibliothek und Elutionstechnik auf ihre Spezifitét fiir anti-FVIII-Antikorper
getestet werden. In Vertiefung 96 (G12) wurde Wildtypphage als Kontrolle eingesetzt. Am
Folgetag wurden die Platten gewaschen und mit ELISA-Blockpuffer geblockt (2h, 37°C). Der
Blockpuffer wurde dekantiert und je Phagenklon wurden 30ul Uberstand aus der Masterplate
in die korrespondierenden Vertiefungen der mit Patientenplasma beschichteten ELISA-Platte
und der Kontroll-ELISA-Platte iiberfiihrt. Die Vertiefungen wurden anschlieBend mit LB-
Medium auf 100ul aufgefiillt und die Platten inkubiert (iiber Nacht, 4°C). Am Folgetag
wurden die Platten gewaschen. Die Detektion gebundener Phagen erfolgte mittels 100ul/Loch
einer 1:5000 Verdiinnung eines Meerrettichperoxidase (HRP)-markierten Maus anti-M13-
Antikorpers. Die Platten wurden inkubiert (2h, 37°C), gewaschen, entwickelt und mittels

eines ELISA-Readers ausgelesen.

2.2.5.5 ELISA mit ausgewdhlten Phagenklonen

Ausgesuchte Phagenklone wurden fiir einen vergleichenden Phagen-ELISA im 50ml-Mafstab
exprimiert, geféllt sowie deren Konzentration bestimmt. Ebenso wurde mit dem MI3-
Wildtyp-Phage verfahren. Die Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte wurden je Klon in
Triplikaten mit jeweils 10''/100/ul Phagenpartikeln beschichtet (iiber Nacht, 4°C). Die

weitere Vorgehensweise erfolgte wie beschrieben (2.2.5.3).
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2.2.5.6 Inhibitionstest mit ausgewdhlten Phagenklonen

Um festzustellen ob ausgewéhlte Phagenklone aufgrund des exprimierten Peptides in der
Lage sind, die Bindung von anti-FVIII Antikorpern im Patientenplasma an FVIII zu
unterbinden, wurden diese zundchst im 200ml Format amplifiziert und anschlieBend wie
beschrieben gefillt und quantifiziert. Eine 96-Loch-ELISA-Platte wurde mit 4nM rFVIII je
Vertiefung beschichtet (iber Nacht, 4°C) und am Folgetag zweimal mit Waschpuffer
gewaschen, geblockt und anschlieend erneut dreimal gewaschen. Eine 1:1000 Verdiinnung
von Patientenplasma wurde in Triplikaten mit ansteigenden Konzentrationen von Phagen
vorinkubiert (1h, 37°C) und anschlieBend auf die FVIII-beschichtete Platte gegeben. Die
Platte wurde inkubiert (2h, 37°C) und anschlieBend sechsmal gewaschen. Die Detektion der
Bindung von anti-FVIII Antikorpern an FVIII erfolgt wie beschrieben. Der Prozentsatz der
Inhibition der Bindung der anti-FVIII Antikorper an FVIII wurde im Verhiltnis zu Ansdtzen

ohne Phagen errechnet.

2.2.5.7 Relative Konzentrationsangleichung exprimierter FVIII-Domdnen

Vor dem Einsatz der exprimierten FVIII-Doménen zur Epitopkartierung wurde deren korrekte
Faltung durch die Bindung von doménenspezifischen, monoklonalen Antikérpern untersucht.
Hierzu wurden die Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte jeweils mit Kulturiiberstand
von 293T-F8A1, -F8A2, -F8A3, -F8C1 und -F8C2 beschichtet (iiber Nacht, 4°C). Als
Negativkontrolle fungierte der Uberstand einer nicht transfizierten 293T-Kultur. Die Platten
wurden geblockt und anschlieBend mit einer 1:500 Verdiinnung der unterschiedlichen
monoklonalen Antikorper inkubiert (2h, 37°C). Dabei wurde jede Doméne in Triplikaten mit
jeweils allen monoklonalen Antikdrpern inkubiert. Die Platte wurde wie beschrieben im
ELISA-Washer gewaschen und anschlieBend mit einer 1:1000 Verdiinnung eines HRP-
markierten Ziege anti-Maus IgG Antikorpers inkubiert (2h, 37°C). Im Anschluss wurde die
Platte gewaschen, entwickelt und ausgelesen. Die Konzentrationen der im Kulturiiberstand

enthaltenen Domiinen wurde jeweils mittels Eichgeraden mit rFVIII (Kogenate®) bestimmt.

2.2.5.8 Untersuchung der Domdnenspezifitit von Patienten-IgG

Zur Untersuchung der Doménenspezifitit von anti-FVIII Antikdrpern in Patientenplasmen
mittels ELISA wurden Kulturiiberstinde mit dquivalenten Konzentrationen an FVIII-
Dominen eingesetzt und die Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte mit diesen beschichtet
(iiber Nacht, 4°C). Die Platte wurde geblockt und mit einer 1:100 Verdiinnung des jeweiligen

Patientenplasmas sowie Plasma eines gesunden Spenders inkubiert (2h, 37°C). Darauthin
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wurde die Platte gewaschen und eine 1:1000 Verdiinnung eines HRP-markierten Ziege anti-
Human IgG Antikorper zugegeben. Die Platte wurde inkubiert (2h, 37°C), gewaschen,

entwickelt und ausgelesen.

2.2.5.9 Untersuchung der Subklassenverteilung auf FVIII-Domdnen

Die Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte wurden mit Kulturiiberstinde mit dquivalenten
Konzentrationen an FVIII-Dominen beschichtet (iiber Nacht, 4°C). Die Platte wurde geblockt
und mit einer 1:100 Verdiinnung des jeweiligen Patientenplasmas sowie Plasma eines
gesunden Spenders inkubiert (2h, 37°C). Darauthin wurde die Platte gewaschen und die
Detektion von IgG; und IgGy erfolgte wie in 2.2.5.1 beschrieben.

2.2.5.10 ELISA mit synthetischen Peptiden

Zur Immobilisierung synthetischer Peptide in den Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte
wurden diese zundchst mit einem Kaninchen anti-6xHis-Tag Antikorper (50ng/Vertiefung)
beschichtet (iiber Nacht, 4°C). Die Platte wurde zweimal mit Waschpuffer gewaschen und
geblockt. Die Peptide wurden in Konzentrationen von 10ug bis 1ng/Vertiefung zugegeben
und die Platte inkubiert (1h, 37°C). AnschlieBend wurde die Platte gewaschen und Plasma in
einer 1:1000 Verdiinnung in 1% MPBST zugegeben. Die Platte inkubiert (2h, 37°C),

gewaschen und die Bindung der Antikorper im Plasma wurde wie beschrieben detektiert.

2.2.5.11 Inhibitionstest mit synthetischen Peptiden
Die Austestung der Fihigkeit synthetischer Peptide die Bindung von anti-FVIII Antikdrpern

an FVIII zu blockieren erfolgt in einem ELISA-Format analog zur Inhibition mit Phagen.

2.2.5.12 ELISA mit multimeren Proteinen

Analog zu den ELISAs mit synthetischen Peptiden wurden die multimeren Proteine iiber die
6xHis-Markierung auf einer 96-Loch-ELISA-Platte immobilisiert. Die Platte wurde daher
zunichst wie beschrieben mit einem Kaninchen anti-6xHis Antikorper (50ng/Vertiefung)
beschichtet, gewaschen und geblockt. AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreihe der
Zellkulturiiberstinde in Triplikaten zugegeben und inkubiert (2h, 37°C). Anschlieend wurde
die Platte dreimal im ELISA-Washer gewaschen und Plasma in einer 1:1000 Verdiinnung in
1% MPBST zugegeben. Die Platte wurde inkubiert (2h, 37°C), gewaschen und die Bindung
der Antikorper im Plasma wurde wie beschrieben detektiert. ELISAs mit aufgereinigten

Multimeren erfolgten analog.
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2.2.5.13 Inhibitionstest mit multimeren Proteinen

Die Austestung der Féhigkeit aufgereinigter multimeren Proteinen die Bindung von anti-
FVIII Antikérpern an FVIII zu blockieren erfolgt in einem ELISA-Format analog zur
Inhibition mit Phagen.

2.2.5.14 ELISA mit Uberstinden stimulierter Zellen

Die Detektion von sekretiertem Gesamt-IgG, Tetanus-spezifischem IgG, sowie FVIII-
spezifischem IgG  durch stimulierte Zellen erfolgte mit unterschiedlichen
Kulturiiberstandsverdiinnungen analog zur Detektion IgG-sekretierender Zellen im ELISPOT
(2.2.6.12). Die relative 1gG-Konzentration wurde mit einer IgG-Eichgerade (Behriglobin®)

bestimmt.

2.2.5.15 Bethesda-Test mit synthetischen Peptiden

Die Fahigkeit der synthetischen Peptide die Funktion von FVIII im Patientenplasma
wiederherzustellen wurde in einem Bethesda-Test ermittelt. Hierzu wurde das Citratplasma
zunichst so verdinnt, das es in einem Bethesda-Test eine inhibitorische Aktivitdt von ca.
einer Bethesda-Einheit (1 BE/ml) aufwies, was einer Restaktivitit von FVIII von ca. 50%
entsprach. Zu dem so verdiinnten Plasma wurden unterschiedliche Konzentrationen der
synthetischen Peptide gegeben und die Ansdtze vorinkubiert (1h, 37°C). AnschlieBend
wurden verschiedene Verdiinnungen (unverdiinnt, 1:2, 1:4, 1:8) der Ansétze 1:1 mit FVIII-
haltigem Normalplasma (1 IE/ml) gemischt, im Wasserbad inkubiert (2h, 37°C) und die
Koagulation photo-optisch detektiert (BCT®).

2.2.5.16 Polyacrylamid Gelelktrophorese (PAGE)

Zur Uberpriifung der korrekten Expression der rekombinanten Proteine (FVIII-Dominen,
Multimere) durch die selektionierten Einzelklone wurden Kulturiiberstinde und Zelllysate
zundchst gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zelllysate wurden von gleiche Zellzahlen mit
RIPA Lysis Puffer nach Angaben des Herstellers generiert. Die Elektrophorese wurde mit
einem 12%igen Trenngel und 4%igen Sammelgel nach Herstellerangaben durchgefiihrt
(Mini-PROTEAN® 3). Zunichst wurden Zellkulturiiberstéinde sowie Zelllysate durch Zugabe
von 5ul reduzierendem Probenpuffer je Probe und anschlieBendem fiinfminiitigem Aufkochen
vorbereitet. Zur Uberpriifung der korrekten Expression der multimeren Peptide wurden
Zellkulturiiberstinde sowie Zelllysate jeweils unter reduzierendem und nicht-reduzierendem

Bedingungen analysiert. Die Taschen des Gels wurden mit den so vorbereiteten Proben
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beladen und die Gelkammer mit Laufpuffer befiillt. Der Gellauf erfolgt bei 100V (Power Pac
Basic).

2.2.5.17 Western Blot

Fiir den anschlieBenden Western Blot wurden Gel, Nitrozellulose-Membran, Whatman-Papier
und Fiberpads mit Transferpuffer getrdnkt. Der Transfer wurde nach dem Semi-Dry
Verfahren durchgefiihrt (Mini-PROTEAN® 3). Die Proteine wurden auf die Nitrocellulose-
Membran transferiert (1h, 4°C, 400mA). Im Anschluss wurde die Membran in Blockpuffer
geblockt (1h, RT). Die Membran wurde in einer 1:1000 Verdiinnung mit einem Kaninchen
anti-6xHis Antikorper in 1% MPBST inkubiert (iiber Nacht, 4°C). Am Folgetag wurde die
Membran dreimal fiir jeweils 20min in Waschpuffer gewaschen. Es folgt die Inkubation (1h,
RT) der Membran mit einem HRP-markierten Ziege anti-Kaninchen Antikérper (1:2000 in
1% MPBST). Anschlieend wurde die Membran wie beschrieben gewaschen und nach einem
weiteren Waschschritt mit ddH,O mit ECL-Losung auf einem ECL Plus Film entwickelt
(ECL™ Western Blotting System).

2.2.5.18 Aufreinigung und Charakterisierung multimerer Proteine

Die Aufreinigung multimerer Proteine erfolgte aus 500ml Kulturiiberstand mittels HisTrap ™
HP-Sdulen {iiber eine elektronische, peristaltische Pumpe. Die Kulturiiberstinde wurden
zunichst liber einen 0.45um-Filter gefiltert. Die Sdulen (HisTrap™) wurde mit 15ml
Bindungs-Puffer gewaschen und der Proteingehalt von 1ml-Fraktionen des Durchflusses
photometrisch bestimmt (NanoDrop, OD»g). Die Proteine wurden mit 6ml 0.5M Imidazol in
Iml-Fraktionen eluiert. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde wie beschrieben ermittelt. Die
Konzentration an 6xHis-markierten Proteinen in jeder Fraktion wurde im ELISA mit Hilfe
einer Eichgerade mit p53-6xHis bestimmt. Die Fraktionen mit den hochsten Konzentrationen
an 6x-HiS-markierten Proteinen wurden gepoolt {iber 48 Stunden gegen mehrere Wechsel
IxPBS dialysiert (Slide-A-Lyzer). Die Konzentration der aufgereingten Multimere wurde
anschlieBend erncut im ELISA bestimmt, sowie die absolute Proteinkonzentration
photometrisch ermittelt (NanoDrop, OD,go). Die aufgereinigten Proteine wurden aliquotiert
und bei -20°C gelagert. Um den multimeren Charakter der aufgereinigten Multimere néher zu
untersuchen wurden diese vor dem Gellauf mit einem p-Mercaptoethanol-Gradienten (0-
5SmM) in Probenpuffer inkubiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot
detektiert.
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2.2.5.19 Stabilitdtstest mit multimeren Proteinen und Peptiden

Fiir einen vergleichenden Stabilitdtstest von synthetischen Peptiden und multimere Proteine
wurden dquivalente Konzentrationen von 12C6 und 12C6y in humanem Plasma und 1xPBS
iiber sieben Tage bei 37°C inkubiert. An jedem Versuchstag wurde ein Aliquot bei -20°C
gelagert. 10ul jedes Aliquots wurden mit Sul nicht-reduzierendem Probenpuffer aufgekocht,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die 6xHis-markierten Multimere im Western Blot
detektiert. Die Féhigkeit der Multimere zur Bindung von anti-FVIII Antikdrpern im
Patientenplasma im Vergleich zu den synthetischen Peptiden wurde im ELISA detektiert.

2.2.5.20 Markierung von FVIII mit Fluorescein-5-isothiocyanat

Fir die Anfarbung von FVIll-spezifischen Gedédchtnis-B—Zellen und deren
durchfluBzytometrische Analyse wurde FVIII zundchst mit Fluorescein-5-isothiocyanat
(FITC) markiert. Hierzu wurden 1000 IE FVIII (Kogenate®) in 800ul ddH,O iiber 15 Minuten
unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur gelost. Der geloste Faktor wurde gegen 500ml
Bicarbonat-Puffer in Slide-A-Lyzer-Kammern (MWCO 10kDa) dialysiert (2h, 4°C). Der
Puffer wurde nach einer Stunde ausgetauscht. Im Anschluss wurde die dialysierte FVIII-
Suspension mit 50ul frisch gelostem FITC (in DMSO, 2mg/ml) bei leichtem Schiitteln im
Dunkeln inkubiert (8h, 4°C). AnschlieBend wurde Das FVIII/FITC-Gemisch im Dunkeln
gegen 1xPBS dialysiert (liber Nacht, 4°C). Der FITC-markierte Faktor wurde aliquotiert und
bei -20°C im Dunkeln gelagert. Die Konzentration wurde sowohl im ELISA als auch
photometrisch bestimmt. Die FITC-Markierung wurde im Fluoreszenzmikroskop, die
strukturelle Integritidt von FVIII durch die Bindung von monoklonalen anti-FVIII Antikérpern
im ELISA {iberpriift.

2.2.6  Zellkultur

2.2.6.1 Isolierung von PBMCs aus Blut

Die Gewinnung von peripheren mononukledren Zellen (PBMCs) der Patienten erfolgte aus
Restblut der Routineuntersuchungen. Hierzu wurden ca. 10ml Citratblut wie beschrieben vom
Plasma getrennt. Das verbleibende Blut wurde im Verhéltnis 1:1 mit 1xPBS verdiinnt. In ein
50ml Réhrchen wurden 15-20ml Ficoll (Biocoll) vorgelegt und das verdiinnte Blut vorsichtig
darauf pipettiert. Die Ansétze wurden anschlieBend bei minimaler Beschleunigung und ohne

Bremse zentrifugiert (30min, 2000rpm). Aus dem Vier-Phasen-Gradient wurde die griuliche
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Interphase, welche die PBMCs enthielt, mit einer Pipette vorsichtig abgenommen. Diese
Phase wurde in 10ml 1xPBS suspendiert und anschlieend zentrifugiert (20min, 800rpm). Der
Uberstand wurde vorsichtig restlos abgenommen und die pelletierten Zellen erneut wie
beschrieben in 1xPBS gewaschen. AnschlieBend wurden die pelletierten Zellen in 1ml

Zellkultur-Kryo-Medium resuspendiert und eine 1:10 Verdiinnung der Zellen gezéhlt.

2.2.6.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10ul der Zellen mit 90ul Trypanblau-Losung gemischt
(Verdiinnungsfaktor df) und 10ul In eine Zdhlkammer gegeben. Im Lichtmikroskop wurden
neun GroBquadrate ausgezdhlt und der Mittelwert (x, iiberstrichen) errechnet. Die Zellzahl

errechnet sich aus:

x+df 10000 = Zellzahl/ml

2.2.6.3 Anlegen von Kryokulturen
Zellen wurden pelletiert und Zellzahlen von 10°-10” Zellen wurden in FCS/10%DMSO (v/v)
resuspendiert und zunéchst iiber Nacht bei -20°C gelagert. Am Folgetag wurden die Zellen

bei -80°C eingelagert.

2.2.6.4 Auftauen von Zellen
Kryopriservierte Zellen wurden unter leichtem Schwenken in einem Wasserbad (37°C)
aufgetaut und in der Folge mehrfach mit dem jeweiligen Kulturmedium gewaschen (5min,

2000rpm).

2.2.6.5 Kultivierung von PBMCs

PBMCs wurden zur Aussaat in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt und durch fiinfminiitige
Zentrifugation bei 2000rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde im Anschluss in frischem
RPMlIy,, resuspendiert und mehrfach gewaschen. Die Zellzahl wurde ermittelt und die Zellen

in erforderliche Dichte (2.2.6.11) in einem neuen Kulturgefdl3 ausgesit.

2.2.6.6 Kultivierung von 293T-Zellen

Die adhérente Zelllinie 293T wurde subkonfluent in DMEMj,, gehalten und maximal bis zu
einer Dichte von ca. 70-80% wachsen lassen, bevor sie passagiert wurden. Dabei wurde das
verbrauchte Medium entfernt. Die Zellen wurden mit sterilem 1xPBS gewaschen. Es wurde

eine Mindestmenge (Bedeckung des Kulturflaschen-/Schalenbodens) Trypsin EDTA



2. Material & Methoden 61

zugegeben und fiir maximal eine Minute unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Zellen
wurden durch mehrmaliges Pipettieren vereinzelt. Danach wurden die Zellen in frischem
Kulturmedium verdiinnt (je nach Wachstumsgeschwindigkeit 1:4-1:10) und in neue

Kulturgefafe tiberfiihrt.

2.2.6.7 Transiente Transfektion

293T-Zellen wurden mit Kalziumphosphat mit DNA transfiziert (Caphos Transfection Kit).
Am Vorabend wurden je Transfektionsansatz 6:10° Zellen in 10cm Zellkulturschalen
ausgesit. Am Folgetag wurden je Transfektion 30ug DNA (1ug/ul), 50ul Kalziumphosphat
und 430ul ddH,O in einem 1.5ml Reaktionsgefdl gemischt. Weiterhin wurden je
Transfektion 500ul HEPES-Puffer in ein 15ml Roéhrchen vorgelegt und anschlieBend der
DNA/Kalziumphosphat-Ansatz durch Lufteinstrom vorsichtig untergemischt. Nach
Inkubation bei Raumtemperatur (exakt 20min/Ansatz) wurden die Ansétze auf die Zellen

getropft und diese anschlieBend im Brutschrank inkubiert.

2.2.6.8 Expression von FVIII-Domdnen in 293T-Zellen

Zur Expression der einzelnen Doménen von FVIII wurden 293T-Zellen mit den Vektoren
pEF-IRESp-F8A1, pEF-IRESp-F8A2, pEF-IRESp-F8A3, pEF-IRESp-F8C1 und pEF-IRESp-
F8C2 transfiziert. Zur Generierung stabiler, proteinexprimierender Zelllinien erfolgte 24
Stunden nach Transfektion ein Austausch des Kulturmediums gegen DMEMpy,,. Die Zellen
wurden solange in puromycinhaltigem Medium kultiviert, bis im Lichtmikroskop die
Ausbildung resistenter Klone erkennbar war. Diese wurden mittels Trypsin vom Boden der
Kulturschale abgeldst, gezdhlt und in Minimal Dilutions in DMEMpy, in 96-Loch-
Zellkulturplatten ausgesét. Die Platten wurden solange im Brutschrank inkubiert, bis das
Auswachsen von je einem FEinzelklon je Vertiefungen der Platte im Lichtmikroskop
beobachtet wurde. Diese Klone wurden zur weiteren Expansion in 48-Loch-Zellkulturplatten

iiberfiihrt und nach Analyse der Proteinexpression weiter expandiert.

2.2.6.9 Expression von C4bp -Peptid-Multimeren in 293T-Zellen

293T-Zellen wurden jeweils mit pEF-IRESp-C4bp,-12C6, pEF-IRESp-C4bp,-12H10, pEF-
IRESp-C4bp,-12C6A, pEF-IRESp-C4bp,-12H10A, pEF-IRESp-C4bp,-p107 oder pEF-
IRESp-C4bp,-C transfiziert. Die Generierung von Heteromultimeren erfolgte durch Co-
Transfektion dquivalenter Konzentrationen von pEF-IRESp-C4bp,-12HC6 und pEF-IRESp-

C4bp,-12H10. Stabile, proteinexprimierende Zelllinien wurden wie beschrieben generiert.
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2.2.6.10 Férbung von B-Zellen mit FVIII-FITC

Kryopréservierte PBMCs von Patienten und gesunden Spendern wurden aufgetaut,
gewaschen und gezihlt. Es wurden zwischen 5-10* und 1-10° Zellen je Firbung eingesetzt und
in FACS-Ro6hrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden zunichst mit 250ng Maus anti-Human IgG
sowie 0.5-5ul FVIII-FITC (0.6ug/ml) in 100ul FACS-Puffer inkubiert (1h, 4°C).
AnschlieBend wurden die Ansitze zweimal durch Zugabe von je 2ml FACS-Puffer und
fiinfminiitiger Zentrifugation bei 2000rpm gewaschen. Weiterhin wurden die Zellen mit je
20ul APC-markiertem Maus anti-CD19 Antikérper sowie 10ul PerCP-Cy5.5-markiertem
Streptavidin (1:400 Verdiinnung) in 100ul FACS-Puffer inkubiert (30min, 4°C). Im
Anschluss wurden die Zellen zweimal gewaschen und abschlieBend in 300ul FACS-Puffer fiir
die Analyse im Durchflulzytometer (FACSCalibur™) resuspendiert.

2.2.6.11 Férbung und durchflufszytometrische Analyse von B-Zellen mit Peptiden

Kryopriservierte PBMCs von Patienten und gesunden Spendern wurden aufgetaut,
gewaschen und gezdhlt. Zwischen 5-10* und 1-10° Zellen wurden mit 0.5-5ul Peptiden
(10ug/ul) inkubiert (1H, 4°C). Die Ansitze wurden gewaschen und anschlieBend mit FITC-
markierten Kaninchen anti-6xHis Antikorper (1:100 Verdiinnung), 20ul APC-markiertem
Maus anti-CD19 Antikdrper sowie 10ul PerCP-CyS5.5-markiertem Streptavidin (1:400
Verdiinnung) in 100ul FACS-Puffer inkubiert (30min, 4°C). Im Anschluss wurden die Zellen
wie beschrieben zweimal gewaschen und abschlieBend in 300ul FACS-Puffer fiir die Analyse

im DurchfluBzytometer resuspendiert.

2.2.6.12 Polyklonale Stimulation von B-Zellen in PBMCs

Kryopriservierte PBMCs wurden aufgetaut, zweimal in RPMlIs;im gewaschen und gezéhlt. Je

Vertiefung wurden 1.5:10° Zellen in 6-Loch-Zellkulturplatten eingesit. Zur Stimulation

wurden folgende Mixturen ausgetestet:

> PMW 1:100000 (Endkonzentration), 10ug SpA, 3ug CpG OD2006

> F(ab’),-Fragment Ziege anti-Human IgG, 1ul Maus anti-Human CD40 Klon S2C6

> F(ab’),-Fragment Ziege anti-Human IgG/IgM/IgA, 1ul Maus anti-Human CD40 Klon
S2C6

Zusitzlich wurden alle Ansdtze wahlweise noch mit IL-2, IL-4 sowie IL-10 versetzt. Die

Zellen wurden anschliefend fiir sechs Tage im Brutschrank inkubiert (37°C, 5% CO,). Im

Anschluss wurden die Zellen in 2ml Reaktionsgefde iiberfiihrt und dreimal mit je 2ml
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RPMIg;im gewaschen. Die Zellen wurden erneut gezéhlt und anschlieBend in den ELISPOT-

Test eingesetzt.

2.2.6.13 ELISPOT

96-Loch Filterplatten wurden zur Detektion von IgG-sekretierenden Zellen mit 100ul
(4ul/ml) Ziege anti-Human Ig Antikorpern, zur Detektion von Tetanus-spezifischen, 1gG-
sekretierenden Zellen mit 100ul unverdiinntem Tetanol und zur Detektion von FVIII-
spezifischen, IgG-sekretierenden Zellen mit 50ug/ml FVIII (Kogenate®) beschichtet (iiber
Nacht, 4°C). Am Folgetag wurden die Platten dreimal mit 1xPBS gewaschen und
anschliefend mit 1%BSA in 1xPBS geblockt (2h, 37°C). Die Platten wurden erneut wie
beschrieben gewaschen und im Anschluss maximal 1-10° der stimulierten und gewaschenen
Zellen je Vertiefung zugegeben. Die Platten wurden absolut erschiitterungsfrei im
Brutschrank inkubiert (5h, 37°C). Anschlieend wurden die Platten mit 1%BSA/0.1% Tween-
20 (w/v) sechsmal gewaschen und je Vertiefung mit 100ul (1ug/ml) biotinyliertem Maus anti-
Human IgG Antikorper inkubiert (iiber Nacht, 4°C). Am Folgetag wurden die Platten dreimal
mit 1xPBS/0.1% Tween-20 gewaschen und im Anschluss mit 100ul (1:5000 Verdiinnung)
Streptavidin-HRP inkubiert (2h, 37°C). Die Platten wurden erneut dreimal gewaschen und
nach Angaben des Herstellers entwickelt (AEC Staining Kit). Nach dem Trocknen wurden die
Platten fotographiert und die Spots gezdhlt. Ein Spot reprisentiert dabei eine IgG

sekretierende Zelle.

2.2.6.14 Differenzierung stimulierter Zellen

Kryopriservierte PBMCs (1-10°) wurden vor und nach Stimulation mit 20ul APC-markiertem
Maus anti-CD19 Antikorper, 20ul PE-markiertem Maus anti-CD27 Antikorper bzw. 20ul PE-
markiertem anti-CD38 Antikorper inkubiert (30min, 4°C), anschlieBend dreimal in FACS-
Puffer gewaschen, in 300ul FACS-Puffer aufgenommen und durchfluBzytometrisch

analysiert.

2.2.6.15 Detektion der Zellproliferation
Zur Detektion der Zellproliferation nach Stimulation wurden PBMCs vor Stimulation mit
CFSE nach Angaben des Herstellers gefarbt (CellTrace™ CFSE Detection) und

durchfluflzytometrisch analysiert.
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2.2.7 In silico-Analysen

2.2.7.1 Epitopkartierung

Zur Identifizierung von FVIII-Inhibitor Epitopen wurden zunéchst die fiir die présentierten
Peptide kodierenden DNA-Bereiche mittels Lasergene®-Software in die entsprechende
Aminosduresequenzen  libersetzt und diese hinsichtlich des  Auftretens von
Konsensussequenzen analysiert. Gefundene Konsensusmotive wurden zunichst mittels des
Clustal W-Servers (www.ebi.ac.uk/clustalw/) mit der primdren FVIII-AS-Sequenz verglichen.
Anschlielend erfolgt anhand der gefundenen Motive mittels 3DEX-Software (Schreiber ef al.,
2005) die Suche nach konformationellen Epitopen auf der Kristallstruktur von B-Doménen
deletiertem FVIII (Ngo et al., 2008). Dabei wurde primér nach Analogien zwischen AS-
Motiven mit vier Aminosiuren und C,-Atomabstinden zwischen sechs und acht Angstrém
(A) gesucht. Die anhand von 3DEX identifizierten Bereiche auf FVIII wurden mittels
PyMOL®-Software (DeLano Scientific, San Francisco, CA, USA) visualisiert.

2.2.7.2 Klonierungsplanung und Sequenzanalyse

Zur Planung von Klonierungen wurden die Programme Clone Manager 5.0 sowie EnzymeX
3.1 genutzt. Sequenzanalysen wurden mittels Lasergene®- bzw. 4Peaks-Software sowie dem
ExPASy Translate tool (http://www.expasy.ch/tools/dna.html) durchgefiihrt.

Kladogrammanalysen erfolgten mittels des ClustalW-Servers

2.2.7.3 Strukturvorhersagen und Modellierungen

Fiir Strukturvorhersagen wurden mittels des Protinfo Structure Prediction Servers (Hung et
al., 2003, 2005; http://protinfo.compbio.washington.edu/) Protein Data Bank- (PDB-) Dateien
generiert. Vorhersagen von Multimerisierungen wurden mit dem ClusPro-Docking Server

(Comeau et al., 2004, 2005; http://nrc.bu.edu/cluster/) erstellt.

2.2.7.4 Durchflufszytometrie-Daten

Die Analyse von durchflu8zytometrischen Daten erfolgte mit der CellQuest™ Pro-Software.

2.2.7.5 Statistik
Statistische Analysen wurden mittels GraphPad-Software (http://www.graphpad.com/)

vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1  Phage Display-Selektion Inhibitor-spezifischer Peptide und Epitopkartierung

Durch Phage Display-Selektionen sollen Phagenklonen mit Spezifitit fiir anti-FVIII IgG in
polyklonalen Patientenplasmen angereichert werden. Anhand der Sequenzen der prisentierten
Peptide sollen Epitopkartierungen der anti-FVIII Antikdrper vorgenommen werden, wéihrend

die prasentierten Peptide selektierter Klone als Basis fiir synthetische Liganden dienen sollen.

3.1.1 Inhibitorverliufe der HA Patienten

Zur Erreichung der formulierten Ziele der vorliegenden Arbeit wurde sich zur Selektion von
Peptidliganden primér auf Proben von zwei Patienten beschrankt, welche im Folgenden néher
vorgestellt werden. Ein Kriterium bei der Auswahl dieser Patienten bestand in der
Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen Therapieregime auf die Epitopspezifitit
der anti-FVIII Antikérper. Ein weiteres Kriterium bestand in dem moglichen Potential
selektierter Peptidliganden mit Spezifitdt fiir neutralisierende anti-FVIII Antikorper, welche
unterschiedlich stimulierten Immunsystemen entstammen.

Im Fall von Patient 1 wurde nach mehreren ITI-Fehlschldgen mittels des Bonn- und Malmo-
Protokolls mit der Gabe des anti-CD20 Antikorpers Rituximab zur Depletion der B-Zellen
(CD20") ein neuer Therapieansatz etabliert. Bereits nach der initialen Infusion mit Rituximab
wurde die Konzentration von CD20" Zellen im peripheren Blut von 400 auf <10 Zellen/ul
reduziert und waren nach weiteren 20 Tagen nicht mehr durchfluBzytometrisch detektierbar
(Abb. 3.1 A). Dennoch stieg der Inhibitortiter auf annédhernd 300 BE/ml an. In Folge der
zweiten Rituximab Infusion fiel der Titer auf <5 BE/ml und war von da an lediglich transient
nachweisbar. Weitere fiinf Rituximab Infusionen wurden verabreicht, jeweils sobald CD20"
Zellen im peripheren Blut oder FVIII-Inhibitoren detektiert werden konnten. Die
Gesamtdauer der Therapie mit Rituximab erstreckte sich iiber einen Zeitraum von 112 Tagen.
Im Anschluss an die letzte Infusion waren sowohl FVIII Inhibitoren als auch CD20" Zellen
fiir eine Dauer von 168 Tagen nicht nachweisbar. AnschlieBend begann die B-
Zellrepopulation im peripheren Blut wobei FVIII Inhibitoren trotz kontinuierlicher
Verabreichung von pdFVIII fiir weitere 252 Tage nicht detektierbar waren. Im Anschluss an
diese Zeitspanne stieg der Inhibitortiter wieder stark an und erreichte dabei dhnliche Level

wie vor Therapie. Zur Selektion von inhibitorspezifischen Peptidliganden sowie der
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Kartierung von Inhibitorepitopen wurden Patientenplasmen vor Therapie (Probe A: 23
BE/ml) und im Zuge des Inhibitorrezidivs (Probe B: 38 BE/ml) ausgewihlt. Im Fall von
Patient 2 wurde nach Substitution von pdFVIII und beobachteten Inhibitortitern von bis 4500
BE/ml Umstellung auf eine aPPC (FEIBA®)-Prophylaxe vorgenommen (Abb. 3.1 B).
Darauthin ging die inhibitorische Aktivitdt zwar zuriick, ein Inhibitor persistierte jedoch
weiterhin. Zur Selektion von inhibitorspezifischen Peptidliganden sowie der Kartierung von
Inhibitorepitopen wurden Plasmen vor Substitutuion mit pdFVIII (Probe A: 60 BE/ml) und im
Zuge der aPPC-Prophylaxe (Probe B: 26 BE/ml) ausgewéhlt.
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Abb. 3.1 Inhibitorverliufe. (A) Es ist der Inhibitorverlauf von Patient 1 in Verbindung mit der Anzahl der
CD20" Zellen im peripheren Blut im Zeitraum vor und nach den verabreichten Rituximab Infusionen (M)
dargestellt. Zur Selektion Inhibitor-spezifischer Peptidliganden sowie der Epitopkartierung von anti-FVIII
Antikérpern wurde Patientenplasma von einem Zeitpunkt A vor und B nach Therapie ausgewdhlt. (B) Es ist der
Inhibitorverlauf von Patient 2 in Folge mehrerer Priparatwechsel dargestellt. Zur Selektion Inhibitor-
spezifischer Peptidliganden sowie der Epitopkartierung von anti-FVIII Antikérpern wurde Patientenplasma
von einem Zeitpunkt A vor der Umstellung auf pdFVIII und zum Zeitpunkt B der Substitution mit aPPCs
gewdhlt.
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3.1.2 Patientenplasmen enthalten FVIII-spezifisches IgG;- sowie 1gG4

Die polyklonale IgG-Population der FVIII neutralisierenden Antikorper ist meist der IgGs-
sowie IgGi-Klasse zuzuordnen. Die FVIII-spezifische Subklassenverteilung kann einen
serologischer Indikator fiir die immunmodulatorischen Auswirkungen einer ITI darstellen und
ist somit in Verbindung mit den durchzufiihrenden Epitopkartierungen im Therapieverlauf
von Interesse. In diesem Kontext wurden die relativen, antigenspezifischen IgG-
Subklassenverldufe beider Patienten fiir ausgewihlte Plasmaproben im ELISA detektiert.

Vor der initialen Rituximab-Infusion wurde bei Patient 1 deutlich mehr FVIII-spezifisches
IgG4 gegeniiber IgG; nachgewiesen (p<0.003; Abb. 3.2 A). Im Zuge des Inhibitorrezidivs
stiegen antigenspezifisches IgG; und IgGs in den ersten 56 Tagen mit zunehmendem
Inhibitortiter parallel an. Im Anschluss stellte sich zuniichst ein Uberschuss von IgGy
gegeniiber 1gG; ein, wonach die IgGs Konzentrationen konstant blieben (p<0.05). Die 1gG;
Konzentration stieg hingegen mit progressiver inhibitorischer Aktivitdt weiter an. Trotz
deutlich erhohter inhibitorischer Aktivitdt gegeniiber den Messwerten vor Therapie (p<0.001)
konnte insgesamt keine entsprechende Zunahme von antigenspezifischen IgG; und IgGy
beobachtet werden. Mit fallendem Inhibitortiter stellte sich anschlieBend wieder ein
Uberschuss von IgGy4 gegeniiber IgG; ein.

Der relative Verlauf FVIII-spezifischer Subklassen wies im Fall von Patient 2 trotz starker
Schwankungen des Inhibitortiters keine signifikanten Anderungen auf (Abb. 3.2 B). Die
antigenspezifische Subklassenverteilung wird nahezu vollstindig durch einen Uberschuss von
IgGy4 gegeniiber IgG; dominiert (p<0.05). Die wéihrend Substitution mit pdFVIII beobachteten
hohen IgGy-Konzentrationen korrelierten mit der inhibitorischen Aktivitdt der anti-FVIII
Antikorper. Die detektierten IgG;-Konzentrationen blieben hingegen im Therapieverlauf
anndhernd konstant. Nach Umstellung auf ein aPPC-Préparat gingen auch die IgGy-
Konzentrationen mit fallendem Inhibitortiter stark zuriick und niherten sich im Zuge der
aPPC-Prophylaxe den ebenfalls leicht reduzierten IgG;-Konzentrationen an. Sowohl fiir
Patient 1 als auch fiir Patient 2 konnte keine Bindung von IgG; und IgGs; an FVIII

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.2 FVIII-spezifische IgG-Subklassenverliufe. (A) Es ist der relative, antigenspezifische
Subklassenverlauf von Patient 1 im Verhdltnis zum Inhibitortiter dargestellt. Der Verlauf wird durch die
420tdgige Inhibitor freie Zeit im Zuge der B-Zell Depletion mittels Rituximab unterbrochen. (B) Der relative,
antigenspezifische Subklassenverlauf von Patient 2 ist im Verhdltnis zum Inhibitortiter dargestellt. Wie bereits
in Abb. 3.2 sind auch hier nochmals die fiir das Biopanning verwandten Plasmaproben A und B angegeben.

3.1.3 Anreicherung von Phagenpopulationen mit Spezifitit fir IgG in
Patientenplasmen
Die Selektion von Peptidliganden fiir Inhibitoren erfolgte durch das Screening von
phagenprisentierten Peptidbibliotheken mit Patientenplasmen in Biopannings. Fiir diese
wurde zundchst IgG aus Patienten- bzw. Normalplasma auf magnetischen Kiigelchen
immobilisiert und dies mit einem FITC-markierten anti-Human Antikérper im
Fluoreszenzmikroskop bestitigt. In einem Biopanning erfolgten in Summe drei positive
Selektion auf immobilisiertem IgG aus Patientenplasma im Wechsel mit zwei
Negativselektionen mit IgG aus Normalplasma sowie zwei Amplifikationen der jeweils
selektierten Phagenpopulationen in E. coli. In den Positivselektionen gebundene Phagen

wurden je der im Biopanning eingesetzten Phagenbibliothek (Ph.D.™-7, Ph.D.™-C7C,
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Ph.D.™-12) sowohl durch pH-Erniedrigung als auch Kompetition mit FVIII eluiert. Daraus
ergab sich die Durchfiihrung von sechs unabhéngigen Biopannings je Plasmaprobe.

Fiir eine kompetitive Elution mit FVIII wurde basierend auf der theoretisch mdglichen Anzahl
antigenbindender Determinanten der immobilisierten IgGs eine FVIII-Konzentration von
78nM errechnet. Im Anschluss an die zweite Amplifikation wurde die Phagen-Elution durch
die errechnete FVIII-Menge analysiert. Verschiedene Ansdtze mit Inhibitor-postivem Plasma
beschichteter magnetischer Kiigelchen wurden mit einer definierten Phagenpartikelzahl
inkubiert. Nicht gebundene Phagen wurden weggewaschen und die Kiigelchen im Anschluss
mit unterschiedlichen FVIII-Konzentrationen inkubiert. Die eluierten Phagen wurden im
ELISA mittels eines anti-M13 Antikorpers detektiert. Mittels ansteigender FVIII-
Konzentrationen konnten zunehmend mehr Phagen von Patientenplasma-beschichteten
Kiigelchen eluiert werden (Abb. 3.3 A). Ab einer FVIII-Konzentration von 80nM war keine
signifikante Steigerung der eluierten Phagenmenge mehr zu beobachten (p<0.05). Diese
Konzentration entsprach nahezu der berechneten theoretischen FVIII-Menge, welche fiir eine
effektive Elution notig war. Durch dquivalente Konzentrationen von FIX wurde keine
Phagen-Elution erreicht.

Im Anschluss an die dritte positive Selektion wurde die Anreicherung von Phagen mit
Spezifitit fiir IgG in den Patientenplasmen iberpriift. Identische Phagenpartikelzahlen aus
Phagenbibliothek sowie erster bis dritter pH-shift bzw. kompetitiven Elution wurden auf einer
ELISA-Platte immobilisiert und mit Patienten- sowie Normalplasma inkubiert. Gebundenes
IgG wurde mittels eines entsprechenden Peroxidase-markierten, sekundidren Antikorpers
detektiert (Abb. 3.3 B, C). In drei Positivselektionen konnte mit beiden Elutionsmethoden
eine deutliche Anreicherung von Patientenplasma-spezifischen Phagenklonen erreicht werden
(p<0.01). Trotz der gezeigten, effektiven Elution von Phagen durch die eingesetzte FVIII-
Konzentration wiesen kompetitiv eluierte Phagenklone nach drei Selektionsrunden, im
Vergleich zu Phagenklonen aus der pH-shift Elution (Abb. 3.3 B), eine geringere Reaktivitit
mit IgG in Patientenplasma auf (p=0.024; Abb. 3.3 C). Die Reaktivitit der kompetitiv
eluierten Phagenpopulation mit Normalplasma war sehr gering. Durch pH-shift Elution
angereicherte Phagenklone wiesen eine vergleichsweise stirkere Bindung an IgG in

Normalplasma auf.
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3.1.4 Selektierte Einzelklone sind spezifisch fiir IgG in Patientenplasmen

Fiir die gesamten Phagenpopulationen konnte eine Zunahme der Spezifitét fiir Antikdrper in
den verwendeten Patientenplasmen im Verlauf der Biopannings gezeigt werden (Abb. 3.3 B,
C). Zur Analyse der Spezifitit der selektierten Phagen auf klonaler Ebene wurden diese
zunichst im Anschluss an die letzte Elution in einer Blau/Wei3-Selektion vereinzelt. Der
Phagentiter (plaque forming units, pfu) lag im Anschluss an die Biopannings je nach
verwendeter Phagenbibliothek und Elutionstechnik zwischen 10°-10° pfu/ul. In der Folge
wurden einzelne blaue Klone in LB-Medium im 96-Loch-Format angezogen. Die in den
Uberstéinden enthaltenen Phagen sowie der M13-Wildtyp wurden anschliefend im ELISA auf
ihre Bindung an immobilisiertes Patienten- sowie Normalplasma getestet. In Abb. 3.4 ist
exemplarisch ein solcher, charakteristischer Phagen-ELISA dargestellt. Die gemessene
Reaktivitdt (ODags) fast aller Klone mit den Plasmen war ca. drei bis sechsfach hoher als die
des M13-Wildtyps. Klonen deren OD49s mindestens dreifach iiber der des Wildtyps lag,
wurden als ELISA-positv definiert. Ein grofer Anteil der analysierten Einzelklone wies nach

Abschluss der Biopannings eine deutliche Sperzifitit fiir die jeweils in der Selektion
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verwendeten Patientenplasmen auf. Die Reaktivitdt der analysierten Phagenklone lag zumeist
zwischen fiinf und 15fach iiber der mit Normalplasma. Je Patient wurden 282 Einzelklone
analysiert. Screening der drei randomisierten Phagenbibliotheken mit Plasmaprobe A von
Patient 1 bzw. Plasmaprobe B von Patient 2 ergab vornehmlich ELISA-positive Klone,
welche der linearen 7mer und 12mer Phagenbibliothek angehdrten. Im Fall des Screenings
der Plasmaprobe B von Patient 1 bzw. der Probe A von Patient 2 fanden sich zudem Klone,
welche der zyklischen 7mer Phagenbibliothek zuzuordnen waren. Aus Biopannings mit
Plasmaprobe A sowie B von Patient 1 konnten mit pH-shift Elution 97 (33%) bzw. 28 (10%)
ELISA-positive Klone isoliert werden. Durch Kompetition mit FVII wurden aus
Biopannings mit diesen Plasmaproben 16 (6%) bzw. 22 (8%) positive Klone selektioniert.
Aus den Biopannings mit Plasmaprobe A und B von Patient 2 konnten 39 (14%) bzw. 18
(6%) ELISA-positive Klone mit pH-shift Elution gewonnen werden. Die Kompetition mit
FVIII in Biopannings mit diesen Plasmen erbrachte 10 (4%) bzw. 30 (10%) positive Klone.
Bis auf das Screening mit Probe B von Patient 2 konnten demnach aus den Biopannings mit

pH-shift Elution mehr ELISA-positive Klone isoliert werden.

1.00

0.00

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Phagenklone

Abb. 3.4 Phagen-ELISA. Exemplarisch ist die Reaktivitdt von 47 einzelnen, selektierten Phagenklonen aus der
Ph.D.™-]12 Phagenbibliothek mit immobilisiertem Plasma (W) von Patient 1 sowie Normalplasma (O)
dargestellt. Phagenklone, deren OD s mindestens dreifach iiber der des wt lag (---), wurden als ELISA-positiv
definiert und zur weiteren Analyse ausgewdhlt.

3.1.5 Die AS-Sequenzen der selektierten Peptide weisen Konsensusmotive auf

Die Nutzung der selektierten Phagenklone zur Epitopkartierung erfordert eine Analyse der
AS-Sequenzen der am N-Terminus des pllI-Hiillproteins prasentierten Peptide. Die ssDNA
aller ELISA-positiven Klone aus allen durchfiihrten Biopannings wurde extrahiert und

sequenziert. Es wurden 99 (88%) bzw. 37 (74%) der ELISA-positiven Einzelklone aus den



3. Ergebnisse 72

Biopannings mit Plasmen A und B von Patient 1 erfolgreich sequenziert. Von den positiven
Einzelklonen aus den Screenings mit Plasmaproben A und B von Patient 2 ergaben alle bzw.
36 (95%) Klone lesbare Sequenzen. Die AS-Sequenzen der Peptidinserts wurden hinsichtlich
des Auftretens von Konsensus-Motiven sowie der AS-Frequenz analysiert. Die Sequenzen,
welche Konsensusmotiv aufwiesen, sind fiir Patient 1 in Tabelle 3.1 und fiir Patient 2 in

Tabelle 3.2 zusammengefasst.

Tabelle 3.1 Sequenzen ELISA-positiver Klone mit Konsensusmotiv aus dem Screening von Patient 1

Elution Probe A Probe B

pH NPVEWEMSTVNT' (16) NPVEALLRPLGS
NPVENMMDRDSQ® (32) NPVENMMDRDSQ’
NPVEHAVNALRP (2) NPVERLLTSALAT
NPVETYTGLYHV (2) R LMSTVN'T
NPVEGMLTVLAR NPVEHMM" (2)
NPVEIALTVPTR NPVENLT§
NPVESWLTHTRI (10) EEETOV
NPVEHFLSAKLW
NELVIPNITPAR
NPIEALM
NPVETQV®
NPVEMLL
NPVEHMM'
NPVESLL’
CPEVDRATC

Kompetition NMIESMLRTASH NPIESMLRTASH'
NPVEWFMSTVNT' NPIEQLLRASYN
NPIESMLRTASH' NPIENALGVREI
NPVELLL NPVEHMM'
NPVELGI® NPVELGI®

NPVEFHT
NPVESLL’

Hdufigkeit der gefundenen Sequenz in Klammern;, Konsensusmotiv in
verschiedenen, aufiretenden Varianten grau hinterlegt; Andere, frequente
Aminosduren fett gedruckt; Unterschiedliche Klone, welche im Screening von
Probe A und B auftraten %551,

Ein sehr prominentes Konsensusmotiv unter den Sequenzen Phagen-prisentierter Peptide,
welche aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 1 isoliert wurden, umfasste die
Aminosduren NPV/IE (Tab 3.1). Das Motiv trat in 76% der pH-eluierten ELISA-positiven
Klone und in 31% der kompetitiv eluierten Klone aus dem Screening mit Plasmaprobe A auf.

Im Fall des Screenings mit Probe B wurde das Motiv in 32% der pH-shift sowie kompetitiv
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eluierten ELISA-positiven Klone gefunden. Vor allem aus dem Screening mit Probe A
wurden einige Phagenklone in hoher Frequenz isoliert. Die Peptid-kodierenden DNA-
Sequenzen dieser Klone waren identisch. Einige Klone konnten sowohl aus dem Biopanning
mit Plasmaprobe A als auch Probe B isoliert werden. Neben dem Konsensusmotiv traten noch
weitere Aminosduren wie Alanin (A), Arginin (R), Aspartat (D), Leucin (L), Methionin (M),
Threonin (T) und Valin (V) haufiger auf. Vor allem Leucin, Arginin und Alanin ((L)LR(T)A)
fanden sich dabei wiederholt in wechselnder Abfolge und Kombination mit anderen

Aminosiuren.

Tabelle 3.2 Sequenzen ELISA-positiver Klone mit Konsensusmotiv aus dem Screening von Patient 2

Elution Probe A Probe B

pH KMSVPHDRHWRM GSPWSEWLIQHY® (4)
KQFPIANAHWRT SDTWKTWEFQALR'
HWRDRVSPPSPE* ASTWTEWFNFHH
HWRDYTTKPLGS DLAWKEWYALKT
HWRDALR' (6) QSPWQTWFTRAL'
HWRDLLR' (2) SPASPWKLWYLL®
HWRDKLS
CRDWAENTC (2)

CPNKDHWRC
CGLGHWRLC
CPGKHWRAC
CPPFHWRMC
CETRHHWRC (5)
CFPITHWRC
CNPPTHWRC
CEDPHHWRC
CMNPQHWRC
CNPPSHWRC
CPSASHWRC?
CEGRAHWRC
CTPQGHWRC
CQPPNHWRC
CESTHHWRC
CPSPLHWRC?

Kompetition CFPITHWRC SWQEWFSSRFYD
CEDPHHWRC SPWRDWYAQILT?
GSPWSEWLIQHY' (7)
ELTWLEWYSKLG (5)
GESWQTWAMRML
ATMDTWQAWFLR' (3)

Hdufigkeit der gefundenen Sequenz in Klammern;, Konsensusmotiv in
verschiedenen, aufiretenden Varianten grau hinterlegt; Andere, frequente
Aminosdiuren fett gedruckt; Klone mit Sequenzanalogien ™*
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Unter den Peptidsequenzen der ELISA-positiven Klone, welche aus den Biopannings mit den
Plasmaproben A und B von Patient 2 isoliert wurden, konnten zwei unterschiedliche, wenn
auch 4hnliche Konsensusmotive identifiziert werden. Das Motiv, welches in den
Peptidsequenzen aus den Biopannings mit Probe A identifiziert werden konnte, umfasst die
Aminosduren HWR(D) und fand sich in 35 (9%), bzw. 2 (20%) der pH-shift sowie kompetitiv
eluierten, ELISA-positiven Klone (Tab 3.2). Die homologen AS-Abfolgen, welche sich unter
den Peptiden der ELISA-positiven Klone aus Screenings von Probe B fanden, lieBen sich auf
das Konsensusmotiv (SP)YWXEW(F/Y) reduzieren, worunter die Aminosduren WSEW am
hiufigsten auftraten. Das Konsensusmotiv fand sich in 9 (50%) der Klone aus den
Biopannings mit pH-shift Elution und 17 (57%) der ELISA-positiven Klone aus der
kompetitiven Elution. In den Sequenzen aus den Biopannings mit Plasmaprobe A fand sich
neben dem Konsensusmotiv hdufig Proline (P) und Serine (S) sowie Alanine, Leucine und
Arginine (R). Serin und Prolin fanden sich auch in den Sequenzen aus den Screenings mit
Plasmaprobe B und machten damit eine Sequenzanalogie zwischen den isolierten Klonen aus
den Biopannings mit beiden Plasmen aus. Eine weitere Analogie bestand in dem Auftreten
von Leucin, Alanin und Arginin (LAR). Die Ahnlichkeit zwischen den identifizierten
Konsensusmotiven HWR(D) und (SP)WxEW(F/Y) zeigte sich am deutlichsten an Peptid
SPWRDWYAQILT, welches Elemente beider Motive beinhaltete.

Zur weiteren Analyse der Sequenzen wurden multiple Sequenz-Abgleiche (multiple sequence
alignments) durchfithren. In Kladogrammanalysen lassen sich evolutiondre Beziehungen
zwischen den Sequenzen darstellen und somit eventuelle, weitere Analogien identifizieren.
Entsprechende Daten zu den selektierten Sequenzen befinden sich im Anhang dieser Arbeit
(6.1). Anhand der Kladogrammanalysen der multiplen Sequenzabgleiche lieBen sich die
Sequenzen der Peptide, welche aus den Biopannings der Plasmaproben A (6.1.1) und B
(6.1.2) von Patient 1 isoliert wurden, in 5 Gruppen einteilen: Duodecamere sowie heptamere
Sequenzen mit und ohne NPV/IE-Konsensusmotiv sowie Sequenzen aus der C7C-
Phagenbibliothek. Innerhalb dieser Gruppen lieBen sich jedoch keine weiteren
Gemeinsamkeiten in den Peptidsequenzen ELISA-positiver Klone feststellen. AuBler dem
prominenten NPV/IE-Motiv und den wiederholt auftretenden Kombinationen von Alanin,
Leucin und Arginin (LAR) (Tab 3.1) konnten lediglich das hiufigere Auftreten von Glutamat
und Serin (QS) unter den Peptidsequenzen aus dem Biopannings mit Plasmaprobe B
beobachtet werden. Das Kladogramm der Sequenzen aus den Screenings mit Plasmaprobe A
von Patient 2 lie§ sich in vier Gruppen einteilen (6.1.3). Es lieBen sich lediglich duodecamere

sowie heptamere Sequenzen mit dem HWR(D)-Konsensus sowie heptamere Sequenzen ohne
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Konsensus gruppieren. AuBlerdem bilden die zyklischen Heptamere mit dem Konsensus-
Motiv eine weitere Gruppe. Die Sequenzen aus den Biopannings mit Plasmaprobe B (6.1.4)
lieBen sich lediglich in Sequenzen mit und ohne Konsensusmotiv differenzieren. Auch fiir die
Kladogramm-Analyse der Sequenzen aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 2 galt,
dass sich auBler den bereits dargestellten Konsensus-Motiven und Analogien (Tab 3.2) keine
weiteren konservierten Aminosduren identifizieren lieen.

Eine weitere Mdglichkeit der Analyse Phage Display selektionierter AS-Sequenzen bestand in
dem Vergleich der prozentuale Differenz zwischen der AS-Frequenz in den selektierten
Peptiden mit der H&ufigkeit jeder Aminosdure in der gesamten, jeweils verwendeten
Phagenbibliotheken (nach Angaben des Herstellers). Dabei lassen sich Abweichungen von
der AS-Frequenz in den Phagen-présentierten Peptiden der Original-Phagenbibliothek und
den durch das Selektionsverfahren mit unterschiedlichem Probenmaterial generierten
Phagenpopulationen identifizieren. Diese Analyse wurde mit den isolierten Peptiden aus den
Biopannings mit den Plasmaproben A und B von Patient 1 bzw. 2 durchgefiihrt. Aus dem
Vergleich mit der Aminosédureverteilung in den Phagenbibliotheken ging hervor, dass neben
den Aminosduren des Konsensusmotivs (NV/IE) im Fall des Screenings mit Plasmaprobe A
von Patient 1 (Abb. 3.5 A) Arginin (R), Threonin, (T) sowie Aspartat (D) in Peptidsequenzen
der selektierten Klone {iiberrepriasentiert waren (p<0.05). Im Fall der Biopannings mit
Plasmaprobe B (Abb. 3.5 B) war dies fiir die Aminosduren Arginin (R), Leucin (L), Glutamin
(Q) und Tyrosin (Y) zutreffend (p<0.05). Somit war Arginin die einzige Aminosdure, die
neben den Aminosduren des Konsensusmotivs in den isolierten Peptiden iiberreprésentiert
war. Obwohl Prolin ein Bestandteil des Konsensusmotivs war, blieb es aufgrund der hohen
Frequenz von Prolinen in den verwendeten Phagenbibliotheken stets unterreprésentiert. Die
fiir die Sequenzen aus Screenings mit Plasmaprobe B beobachtete, geringere, prozentuale
Abweichungen ist durch die geringere Anzahl selektierter Klone zu erkldren. Die Analyse der
Phagenklone, welche aus den Biopannings mit Plasmaprobe A und B von Patient 2 isoliert
wurden, ergab, dass in den Sequenzen der ELISA-positiven Klone aus den Screenings mit
Probe A neben den Aminosduren des Konsensusmotivs HWR(D) Glycin (G), Prolin (P),
Threonin (T) und Lysin (K) iberreprisentiert waren (p<0.05; Abb. 3.5 C). Im Fall der
Biopannings mit Plasmaprobe B traf dies neben den Aminosduren des frequenten WSEW-
Motivs aullerdem fiir Leucin (L), Serin (S), Glycin, Isoleucin (I), Penylalanin (F) sowie
Tyrosin (Y) zu (p<0.05; Abb. 3.5 D). Neben dem in beiden Konsensusmotiven auftretenden
Tryptophan (W) bestand in Glycin die einzige, weitere Gemeinsamkeit zwischen den

Peptidsequenzen aus allen Biopannings mit Plasmen von Patient 2.
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Abb. 3.5 Abweichung der AS-Verteilung. Exemplarisch ist die prozentuale Abweichung der AS-Verteilung in
den Sequenzen der ELISA-positiven Klone aus dem Screening der Ph.D.™-12 Phagenbibliothek mit den
Plasmaproben A und B von Patient 1 (4, B) und Patient 2 (C, D) im Vergleich zur Hdiufigkeit der einzelnen AS
in der gesamten 12mer Phagenbibliothek dargestellt.

3.1.6 Epitopkartierungen der Konsensusmotive identifizieren konformationelle
Epitope in der A2- und C2-Domiine

Die Kartierung konformationeller Epitope wurde durch das Vorhandensein der
Kristallstruktur von FVIII (Ngo et al, 2008) ermdglicht. Die identifizierten AS-
Konsensusmotive wurden zundchst mit der FVIII-Primdrsequenz und anschlieend mittels
3DEX-Software (Schreiber et al., 2005) mit den PDB-Strukturdaten der Kristallstruktur
verglichen. Eine Uberpriifung der Oberflichenprisenz der Ergebnisse aus den 3DEX-
Analysen erfolgte mit Hilfe der PyMOL-Software.

Der Vergleich der Konsensusmotive aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 1 und 2
mit der primédren AS-Sequenz von FVIII lieferte geringfiigige Sequenziibereinstimmungen.
Fir das NPV/IE-Konsensusmotiv wurde eine die Aminosduren N, P und E betreffende

2225 p2226 2228
, P77 E

Analogie zu Aminosduren der C2-Doméne festgestellt (N ). Allerdings wurde

mittels der PyMOL-Software fiir diese Aminosduren nur eine schwache
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Oberflachenexposition auf der Kristallstruktur von FVIII nachgewiesen. Der Vergleich der
HWR(D)- sowie (SPYWXEW(F/Y)-Motive mit der FVIII-Primérsequenz resultierte lediglich
in Ubereinstimmungen WS (W"*'S"***) und EW-Elementen (E"***W"*") der B-Doméne. Der
Vergleich der gefundenen Konsensusmotive mit der Kristallstruktur von FVIII mittels der
3DEX-Software ermdglichte die Identifikation einer Vielzahl von Homologien mit C,-
Atomabstidnden zwischen sechs und acht Angstrom. Mittels der PyMOL-Software wurde die
Oberflachenexposition dieser diskontinuierlichen Bereiche verifiziert. Somit konnte fiir
Patient 1 ein mogliches anti-FVIII Antikorperepitop in der A2-Doméne und fiir Patient 2
Epitope in der C2-Doméne lokalisiert werden (Abb. 3.6).

Der Vergleich des NPV/IE-Motivs aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 1 mit der
Kristallstruktur von FVIII mittels der 3DEX-Software resultierte in Homologien mit einem
Bereich in der A2-Doméne. Der Abstand der C,-Atome der identifizierten, in der Struktur

589, 1591, N597, P und V! betrug sechs Angstrom. In

benachbarten Aminosiduren E
unmittelbarer Nahe der Aminosduren E,I, V, P und N konnten einige weitere Aminoséuren,
wie die in den analysierten Sequenzen wiederholt auftretenden Aminosiduren (Q)LR(T)A
Q% L%, R, T°%, A>”) identifiziert werden (Abb. 3.6 A).

Der Vergleich des Konsensusmotivs HWRD sowie des primédren Konsensusmotivs WESW
aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 2 mit der Kristallstruktur von FVIII resultierte
in zwei moglichen konformationellen Epitopen in der C2-Doméne, welche in der Struktur in
rdumlicher Ndhe (Abb. 3.6 B) bzw. unmittelbarer Nachbarschaft (Abb. 3.6 C) zueinander

2267 112269 1572271 230 .
T H*, W und R 7lagenm

lagen. Die C,-Atome der identifizierten Aminoséuren D
einem Abstand von acht Angstrom (Abb. 3.6 C). Die Kartierung des WSEW-Motivs ergab
mehrere mogliche Epitope in der Al, A2 und C2 Domine, wobei lediglich die Aminosduren
S E*® und W*¥ (Abb. 3.6 C) sowie E**, $*' und W*" (Abb. 3.6 B) in C2
oberflichenprasent waren. Der Abstand der C,-Atome der strukturell benachbarten
Aminosduren betrug in beiden Fillen sechs Angstrom. In rdumlicher Ndhe zu den
angegebenen moglichen Epitopen konnte eine Reihe weiterer Aminosduren identifiziert

werden (K*?7, Q&'W270 1272 12273 welche mit dem Konsensusmotiv (SP)WXxEW(F/Y)

auftraten und aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht graphisch dargestellt wurden.
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Abb. 3.6 Epitopkartierung. Es sind die mittels 3DEX-sowie PyMOL-Software identifizierten Homologien zu
den Konsensusmotiven aus den Biopannings mit den Plasmen von Patient 1 und 2 auf der Oberfliche der
FVIII-Kristallstruktur mit ihrer Position in der FVIII-Primdrsequenz angegeben. (4) Es sind die Homologien
zum NPV/IE-Motiv (fett) auf der Oberfliche der A2-Domdne sowie zusdtzlich identifizierte Aminosduren
dargestellt. (B) Es sind die AS-Analogien zu dem WSEW-Motiv (fett) sowie HWR(D)-Motiv gezeigt. (C) Es sind
die Homologien zu dem HWR(D)-Motiv (fett) sowie WSEW-Motiv auf der Oberfliche der C2-Domdne
dargestellt.

3.1.7 Bestitigung der Domiinenspezifitit der in silico-Epitopkartierung

Trotz der vielfach erwiesenen Prézision von Epitopkartierungen, welche auf die Selektion von
Peptiden aus Phage Display-Bibliotheken zuriickgehen, bedarf es einer Validierung der auf
diesem Weg generierten Epitopdaten. Eine hierzu angewandte Methode bestand in der
ortsspezifischen Mutation der identifizierten Aminosduren im nativen Antigen. In dem Vektor
pcDNA 3.1-FVIIIAB wurden in FVIII-kodierender DNA ortsgerichtete Mutationen
eingefiihrt, durch welche ein Austausch der Aminoséuren E® P! N*7 und P° %05% in dem
méglichen A2-Epitop sowie K2227, Ezzzs’ W2229, D2267’ H2269’ Q227O, W2271, R und H3® in
den C2-Epitopen gegen Alanine erfolgte. Die AS-Austausche wurden mittels Sequenzierung

iiberpriift und die Konstrukte jeweils in 293T-Zellen transfiziert. Allerdings war es auch nach
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wiederholten Transfektionen und folgenden Neomycin-Selektionen nicht moglich eine
Proteinexpression in Zelllysaten und Uberstinden im Western Blot oder ELISA
nachzuweisen.

Daher erfolgte eine Verfizierung der durch die in silico-Kartierung vorgegebenen
Dominenspezifititen der anti-FVIII Antikorper durch die Untersuchung der Reaktivitit von
IgG in Patientenplasmen mit einzelnen FVIII-Doménen. Hierfiir wurden diese zunéchst
kloniert und rekombinant exprimiert. Die fiir die Dominen Al, A2, A3. Cl und C2
kodierenden DNA Abschnitte aus FVIII-cDNA in pSP64-FVIII wurden PCR-amplifiziert und
iiber die verwendeten Oligonukleotide mit einer C-terminalen 6xHis-Markierung versehen.
Aufgrund der in der Doménen-DNA vorliegenden Restriktionsschnittstellen wurde zunéchst
das Signalpeptid in dem Ausgangsvektor 364H versetzt und anschlieBend der fiir das C46-
Peptid und C4bp-kodierende Bereich entfernt (Abb. 3.7 A). Die Klonierung der PCR-
Produkte (Abb. 3.7 B) von Al (1130bp), A2 (1095bp), A3 (1206bp), C1 (444bp) und C2
(474bp) in den Vektor pEF-IRESp-S10 wurde durch Verdau sowie Sequenzierung
kontrolliert. Die Konstrukte pEF-IRESp-F8A1l, -F8A2, -F8A3, -F8C1, -F8C2 wurden
anschlieBend in 293T-Zellen transfiziert. Durch Zusatz von Puromycin erfolgte die Selektion
resistenter Klone, welche anschlieBend subkloniert wurden. Der Nachweis der Expression der
einzelnen 6xHis-markierten FVIII-Doménen sowie deren Prdsenz im Kulturiiberstand
erfolgten mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen und
nachfolgendem Western Blot. In Zelllysaten gleicher Zellzahlen sowie Kulturiiberstinden
subklonierter 293T-Einzelklone waren Proteine entsprechend der Grofe aller klonierten
FVIII-Doménen nachweisbar. Die Al (37.6 kDa), A2 (36.5 kDa) und A3 Doméne (40.2 kDa)
wurden gut, C1 (14.8 kDa) und C2 (15.8 kDa) deutlich schwécher exprimiert. Eine deutliche
Expression der C1- und C2-Doméne war nach Verdopplung der Expositionszeit des Western
Blots nachweisbar (Abb. 3.7 C).

Fiir eine Analyse der Dominen-Spezifitit der anti-FVIII Antikdrper im Patientenplasma
musste zuniichst eine annihernde konformationelle Ubereinstimmung zwischen den einzeln
exprimierten Domédnen und deren Struktur im FVIII-Protein nachgewiesen werden. Hierzu
wurde die Bindung von Al-, A2-, A3- Cl- sowie C2-spezifischen, murinen, monoklonalen
Antikorpern an die einzelnen FVIII-Doménen im ELISA {iberpriift. Fiir alle Doménen konnte
dabei eine Reaktivitidt mit den monoklonalen Antikérpern nachgewiesen werden. Die 6xHis-
Markierung der Doménen wurde nur unter reduzierenden Bedingungen im Western Blot von
entsprechenden Antikorpern erkannt und eignete sich daher nicht zur Aufreinigung und

Quantifizierung der exprimierten Proteine.
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Abb. 3.7 Klonierung und Expression einzelner FVIII-Domdinen. (4) Schematisch ist die Vorbereitung des
Vektors 364H sowie die Klonierung der FVIII-Domdnen dargestellt. (B) PCR-Produkte der FVIII-Domdnen
Al, A2, A3, CI und C2 wurden vor der Klonierung in pEF-IRESp-S10 auf einem Agarosegel analysiert und
aufgereinigt. (C) Die Konstrukte pEF-IRESp-F8A1, -F8A2, -F8A43, -F8CI, -F8C2 wurden in 293T-Zellen
transfiziert und die Proteinexpression von Einzelklonen in den Kulturiiberstand im Western Blot mittels eines
anti-6xHIS Antikorpers detektiert. Es sind die entsprechenden Blots nach einer Expositionszeit von 30
Sekunden sowie einer Minute dargestellt.

Eine relative Konzentrationsangleichung der einzelnen Dominen in Kulturiiberstinden
erfolgte mittels der monoklonalen Antikdrper anhand einer FVIII-Eichgerade im ELISA. In
der Folge wurde die Reaktivitdt von IgG in Patientenplasmen mit den einzelnen Doménen
untersucht. IgGs in den gestesteten Plasmaproben A (23 BE/ml) und B (38 BE/ml) von
Patient 1 wiesen eine Bindung an die A2-Doméne auf (p<0.003), deren Intensitit mit den
gemessenen inhibitorischen Aktivititen korrelierte (Abb. 3.8 A). AuBlerdem konnte eine
schwache, nicht signifikante Reaktivitdt mit der C1- und C2-Domédne beobachtet werden.
IgGs in den Plasmaproben A (60 BE/ml) und B (26 BE/ml) von Patient 2 zeigten eine starke
Reaktivitit mit der C2-Doméne (p<0.006), wobei die Bindungsintensitit, wie schon fiir
Patient 1 beobachtet, mit dem Inhibitortiter korrelierte (Abb. 3.8 B). Zudem konnten nicht

signifikante, schwache Bindungen an die Al- und A2-Doméne detektiert werden. Diese
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Ergebnisse entsprachen somit den durch die in silico-Epitopkartierungen vorgegebenen

Dominenspezifititen der anti-FVIII Antikdrper in den Patientenplasmen.
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Abb. 3.8 Domiinen-Spezifitiit der anti-FVIII Antikérper in Patientenplasmen. Es ist die Bindung von IgG in
den Plasmaproben A (W) und B (M) der Patienten 1 (3.8 A) und 2 (3.8 B) an die einzelnen FVIII-Domdnen
dargestellt. Weiterhin ist die Bindung von IgG, und IgG, in den Plasmaproben A () und B (M) der Patienten 1
(3.8C, D)und 2 (3.8 E, F) an die A2 und C2-Domdine gezeigt.

Entsprechend den bereits vorgenommenen Untersuchungen hinsichtlich FVIII-spezifischer

Subklassenverteilungen (Abb. 3.2), wurde die Erkennung der A2- sowie C2-Doméne durch
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IgG; sowie IgGy in den Patientenplasmen analysiert. Vor und nach Therapie erfolgte die
Erkennung der A2-Doméne im Plasma von Patient 1 primidr durch IgG4 (p<0.001; Abb. 3.8
D). IgG; wies sowohl vor als auch nach erfolgter B-Zell Depletion eine deutlich schwichere
Reaktivitit mit der A2-Doméne auf (Abb. 3.8 C). Vor Therapie wurde diese von IgG
gegeniiber der C2-Doméne zudem signifikant besser erkannt (p=0.0145). Nach Therapie war
dies nicht der Fall. Auch in den analysierten Plasmen von Patient 2 wurde die C2-Doméne
primédr von IgGs gebunden (p<0.002; Abb. 3.8 F). IgG;-Antikorper zeigten eine deutlich
geringere Reaktivitdit mit den Doménen, wobei das Bindungsprofil aber dem von IgGy
entsprach (Abb. 3.8 E). Die Subklassenverteilung von IgG; und IgGy4 auf der A2- und C2-
Domine im Plasma beider Patienten entsprach den relativen FVIII-spezifischen
Subklassenverldufe (Abb. 3.2. A, B). Lediglich die relative Verteilung von IgG4 im Plasma
von Patient 1 vor und nach Therapie korrelierte nicht mit den auf den Doménen detektierten

Verhéltnissen.

3.1.8 Selektierte Phagenklone binden anti-FVIII Antikorper

Neben der Verwendung von rekombinanten Domédnen wurden die selektierten Phagenklone
fiir eine Bestétigung der in silico generierten Epitopdaten eingesetzt. Hierzu wurden aus der
Menge der selektierten Klone zunéchst iiber vergleichende Bindungsstudien die Phagenklone
mit der stdrksten Reaktivitit mit IgG in den Patientenplasmen ausgewéhlt. AnschlieBend
wurden diese Klone auf ihre Fahigkeit hin tberpriift, die Antikdrper-Bindung an FVIII zu
blockieren.

Aus den ELISA-positiven Phagenklonen der durchgefiihrten Biopannings wurden basierend
auf deren initialen Absorptionswerten (ODa4gs) sowie Sequenzanalysen Klone fiir weitere
Tests ausgewdhlt. Diese wurden zunichst in E.coli vermehrt und aufgereinigt. Im Anschluss
wurde eine definierte Phagenpartikel-Konzentration (10°/ul) je Klon immobilisiert und im
ELISA auf Reaktivitdt mit IgG in Patienten- sowie Normalplasma getestet. Alle Phagenklone
aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 1, welche das NPVE-Konsensusmotiv
aufwiesen, zeigten deutliche Reaktivitdt mit IgG in den autologen Plasmen (p<0.002; Abb.
3.9 A). Auch fiir den Phagenklon c7B12, dessen prisentiertes Peptid einen Teil des
Konsensusmotivs beinhaltete, war eine deutliche Bindung von IgG im Plasma von Patient 1
zu beobachten (p=0.0013). Die Aminosduren, welche neben dem Konsensusmotiv in den
phagenprisentierten Peptiden auftraten, schienen die IgG-Bindung mafgeblich zu

beeinflussen. Allerdings war hierfiir kein Muster zu beobachten. Phagenklon 12C6 wies die
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beste Bindung an IgG im Plasma von Patient 1 auf (p=0.001), gefolgt von Klon 7C12
(p=0.002). Phagenklon 12C6 wurde aus Biopannings mit pH-shift Elution isoliert, wahrend
Klon 7C12 in Screenings mit kompetitiver Elution auftrat. Beide Klone wurden fiir
weiterfiihrende Tests ausgewdhlt. Die Reaktivititen der {ibrigen getesteten Klone waren
deutlich geringer. Fiir die Klone c7F8 und c7C10 war keine spezifische Bindung detektierbar.
Die Phagenklone, 12A6, 12H6 und 12H10 welche aus dem Screening mit Plasmaprobe B von
Patient 2 isoliert wurden, zeigten die stirkste Reaktivitit mit IgG in den Plasmen (p<0.001;
Abb. 3.9 B). Keiner dieser Klone wies das am héufigsten selektierte WESW-Motiv auf. Die
Klone 12H6 sowie 12H10 wurden mit pH-shift Elution selektiert, wihrend Klon 12A6 aus

Biopannings mit kompetitiver Elution hervorging. Klon 12A6 und 12H10 wurden fiir weitere

Analysen ausgewdhlt.
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Abb. 3.9 Funktionalitiit einzelner Phagotope. (4, B) Es ist die Reaktivitit selektierter Phagenklone mit IgG in
Patienten- (M) sowie Normalplasma (0O) gezeigt. Ausgewdhlte Phagenklone aus den Biopannings mit Plasmen
von Patient 1 (A) sowie Patient 2 (B) wurden mit autologen Plasmen getestet. Der M13-Wildtyp (wt), welcher
kein Peptid prdsentiert, fungierte als Kontrolle. (C) Es ist die Blockierung der Antikérper-Bindung an FVIII in
Plasma von Patient 1 durch die Phagenklone 12C6 (W), 7C12 (W) sowie den M13-Wildtyp (O) gezeigt. (D) Es
ist die Inhibition der FVIII-Bindung von anti-FVIII IgG in Plasma von Patient 2 durch die Phagenklone 12HI10
(m), 1246 (W) und den Wildtypphagen (O) dargestellt.
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In direkten Inhibitionstests wurden die Phagen zur Blockierung der Antikdrper-Bindung an
FVIII eingesetzt. Patientenplasma wurde mit ansteigenden Phagenpartikel-Konzentrationen
von 5-10'" bis 2:10'" je 100ul-Ansatz gemischt und priinkubiert. Im Anschluss wurde die
Bindung von IgG im Patientenplasmen an immobilisierten FVIII detektiert. Eine maximale,
getestete Konzentration von 2-10' pfu/ul bewirkte eine effektive Blockierung der IgG-
Bindung an FVIII durch Prédinkubation der Plasmen von Patient 1 bzw. 2 mit den
Phagenklonen 12C6 sowie 12H10 (p<0.03). Trotz der beobachteten, guten Bindung von IgG
im Patientenplasma von Patient 1 durch Phagenklon 7C12, war mittels dieses Klons
gegeniiber dem M13-Wildtyp keine signifikant hohere Inhibition der Antikorper-Bindung an
FVIII moglich (Abb. 3.9 C). Die Inhibition von anti-FVIII Antikérpern im Plasma von
Patient 2 durch Klon 12A6 entsprach zwar den zuvor beobachteten Bindungseigenschaften
von IgG im Patientenplasma, war letztlich jedoch signifikant geringer als die durch Klon
12H10 erzielten Werte (p=0.021; Abb. 3.9 D).

Die Klone 12C6 und 12H10 fungierten demnach als Phagotope fiir anti-FVIII
Antikorperepitope dar, indem die présentierten Peptide fiir eine Antikérperbindung relevante
Bereiche der Epitope scheinbar am Besten nachstellen. Die Inhibitionsversuche wurden nicht
nur zur Verifizierung der Epitopdaten, sondern auch im Hinblick auf die Selektion potenter
Peptidliganden durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Kosten fiir eine synthetische Herstellung
von Peptiden, halfen entsprechende funktionelle Tests auf Phagen-Ebene bei der Auswahl der

viel versprechenden Peptidliganden 12C6 und 12H10.

Zusammenfassung von Abschnitt 3.1

Mittels Biopanning konnten durch Screening von randomisierten, Phagen-prédsentierten
Peptidbibliotheken mit ausgewdhlten FVIII-Inhibitor-positiven HA-Patientenplasmen
Phagenklone isoliert werden, welche spezifisch mit Antikorpern in den Patientenplasmen
reagierten. Die unter den Peptidsequenzen identifizierten Konsensusmotive konnten mittels in
silico-Analysen Bereichen auf der Kristallstruktur von FVIII zugeordnet werden. Die
Bestdtigung der Doménenspezifitdt der so generierten Epitopkartierungen erfolgte mittels
Bindungsstudien an rekombinant exprimierte FVIII-Doménen. Eine weitere Bestédtigung der
Beteiligung der identifizierten Aminosduren an anti-FVIII Antikdrperepitopen erfolgte durch
den Nachweis des Phagotop-Charakters der selektierten Phagenklone 12C6 und 12HI10 in

Inhibitionsstudien.
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3.2 Synthetische Peptidliganden fiir FVIII-Inhibitoren

Aus den Biopannings mit FVIII-Inhibitor-positiven Plasmen konnte eine Vielzahl von
Phagenklonen selektiert werden, welche spezifisch mit IgG aus den Patientenplasmen
reagierten und zudem Konsensusmotive aufwiesen. Von diesen Phagenklonen erwiesen sich
die Klone 12C6 und 12HI10 in weiteren Bindungs- sowie Inhibitionsstudien als besonders
effektiv. Der nichste Schritt bei der Charakterisierung der Liganden bestand in deren Einsatz
ohne die prisentierenden Phagen. Zu diesem Zweck wurden die selektierten Peptide
synthetisch hergestellt und in funktionellen Tests auf ihre Fihigkeit zur Bindung sowie

Blockierung von FVIII-Inhibitoren analysiert.

3.2.1 Synthetische Peptide binden IgG in Patientenplasma

Basierend auf den Daten aus der Selektion potenter Phagenklone (Abb. 3.9) wurden
synthetischen Peptide korrespondierend zu den prisentierten Peptiden auf der Oberfldche der
Klone 12C6 und 12H10 generiert und deren Eigenschaften als Liganden fiir FVIII-Inhibitoren
analysiert. Analog zu den Bindungsexperimenten mit ausgewéhlten Phagenklonen wurde die
Bindung von IgG im Patientenplasma durch die synthetischen Peptide 12C6 und 12H10
getestet. Die Peptide wurden iiber einen S(G);S-Spacer mit einer 6x-His-Markierung
versehen, um eine gute Immobilisierung der Peptide bei gleichzeitig ausreichender Flexibilitét
zur FEinnahme, fiir eine IgG-Bindung entscheidender, Konformationswechsel zu
gewihrleisten. In allen Experimenten mit den Peptiden 12C6 und 12H10 fungierten das
duodecamere Peptid C, korrespondierend zu dem S(G);S-Spacer zwischen 6xHis-Markierung
sowie die Peptide 12C6A und 12H10A, in welchen die jeweiligen Kernmotive (NPVE bzw.
WQTW) durch Alanine ersetzt wurde, als Kontrollen.

Fiir I[gG-Bindungsstudien wurden die Peptide iiber einen anti-6xHis-Antikorper auf ELISA-
Platten immobilisiert und deren Reaktivitit mit Antikdrpern in den Patientenplasmen
detektiert. Die Peptide 12C6 und 12H10 zeigten dabei eine spezifische,
konzentrationsabhédngige Reaktivitit (0-4uM) mit IgG in den Plasmen der Patienten 1 und 2
(p<0.001; Abb. 3.10 A, C). Es wurde keine Bindung von Antikdrpern aus Normalplasma
durch die verwendeten Peptide beobachtet. Antikorper im Plasma von Patient 1 zeigten bei
der hochsten verwendeten Peptidkonzentration von 4uM eine schwache Reaktivitit mit dem
Kontrollpeptid 12C6A (Abb. 3.10 A). Durch das Kontrollpeptid 12H10A wurde kein IgG im
Plasma von Patient 2 gebunden (Abb. 3.10 C). Keines der verwendeten Plasmen wies

Reaktivitdt mit dem Kontrollpeptid C auf (Abb. 3.10 B, D).
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Abb. 3.10 Bindungsstudien mit synthetischen Peptiden. (A) Es ist
12001 die Bindung von IgG in Plasma von Patient 1 an Peptid 12C6 (@)
— 1000+ und 12C6A4 (O) und (C) die Reaktivitit von Peptid 12H10 (@) und
£ 800 12H104 (O) mit IgG in Plasma von Patient 2 gezeigt. (B, D) Die
2 Peptide 12C6 und 12H10 (W) zeigten ebenso wie die entsprechenden
g 600+ Kontrollpeptide 12C6A bzw. 12H10A4 () und das Kontrollpeptid C
> 4004 (O) kaum Reaktivitit mit IgG in Normalplasma. (B) Peptid 12C61 (H)
wies im Gegensatz zu Peptid 12C6 eine signifikant, geringere IgG-
2004 Bindung auf. (E) Die Peptide 12C6 und 12HI0 reagierten nahezu
. ausschlieflich mit IgG .
IgG; 19G,

Aufgrund des wiederholten Auftretens des NPIE-Motivs unter den kompetitiv eluierten
Phagenklonen aus den Screenings mit Plasma von Patient 1, sowie den identifizierten
Homologien zwischen dem NPIE-Motiv und Aminosduren in der A2-Domine von FVIII,
wurde Valin an Position drei von Peptid 12C6 durch Isoleucin ersetzt (VI, 12C6I). Somit
sollten die fiir eine IgG-Bindung offenbar giinstigen, librigen Aminosduren in Peptid 12C6
mit einer noch groBeren Sequenzanalogie zum nativen Antigen kombiniert werden.

Allerdings wurde dadurch keine Steigerung der IgG-Bindungskapazitit durch das Peptid
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erreicht. Vielmehr reduzierte der Aminosdurenaustausch die Antikérperbindung um mehr als
50% (p<0.001; Abb. 3.10 B). Studien zur Subklassenspezifitit der Peptide ergaben, dass
sowohl Peptid 12C6 als auch 12HI10 eine starke Reaktivitit mit IgG; in einer Vielzahl
getesteter Patientenplasmen aufwiesen. Daneben wurde nur sehr schwache Reaktivitdt mit

IgG4 und keine Bindung von IgG; und IgGs; detektiert.

3.2.2 Die IgG-Bindung erfolgt primér durch die Aminosiuren der Konsensusmotive

In Zusammenhang mit bereits durchgefiihrten Experimenten wurde bisher mehrfach {iber die
Rolle der auf die Konsensusmotive folgenden Aminosduren bei der IgG-Bindung spekuliert
(Abb. 3.9, Abb. 3.10 B). Zur Untersuchung der Relevanz des NPVE- bzw. des WTQW-
Motivs sowie der iibrigen Aminosdure der Peptide 12C6 und 12H10 fiir eine Antikdrper-
Bindung, wurden alle Aminoséuren einzeln gegen Alanin ausgetauscht (4/anine Scan). Alle
damit generierten Varianten der Peptide 12C6 und 12H10 wurden in der Folge auf IgG-
Bindung in den Plasmen der Patient 1 und 2 untersucht.

Aus dem Alanine Scan von Peptid 12C6 ging hervor, dass schon der Austausch einer
Aminosdure des NPVE-Motivs (N', P>, V°, E*) die Antikorperbindung durch das Peptid
drastisch reduzierte (Abb. 3.11 A). Die stirkste Reduktion wurde durch den Austausch von
N' gegen Alanin erreicht (p=0.002). AuBerdem fiihrte der Ersatz von D® zu einer deutlichen
Verringerung der Antikorper-Bindung, wihrend der Austausch von M7, R® sowie D'° die IgG-
Bindung ebenfalls beeintrachtigte (p<0.05). Somit beeinflussen auch Aminoséuren auflerhalb
des Konsensusmotivs die IgG-Bindung stark. Der Alanine Scan von Peptid 12H10 zeigte,
dass der Austausch von T sowie W’ eine nahezu vollstindige Reduktion der AntikSrper-
Bindung bewirkte (p<0.003; Abb. 3.11 B). Uberraschenderweise beeintriichtigte der Ersatz
weiterer Aminosiuren des (SP)WxxW(E/Y) Konsensusmotivs wie S, P*, W*, Q° und F* die
IgG-Bindung nicht (p<0.05). Hingegen erfolgte, wie schon fiir Peptide 12C6 beobachtet,
durch einen Austausch von Aminosduren auBerhalb des Konsensusmotivs (R'’) eine
vollstindige Aufhebung der Antikérper-Bindung. Nach dem Ersatz von Q' und S* durch
Alanin wurde eine Zunahme der IgG-Bindung beobachtet, welche jedoch nicht statistisch

signifikant war (p=>0.05).
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Abb. 3.11 Alanine Scan der Peptide 12C6 und 12H10. Es ist die Bindung von IgG aus Plasma von Patient |
bzw 2 an die Peptide 12C6 (A) und 12HI10 (B) sowie deren Alanine Scan Varianten gezeigt. Die jeweils durch
Alanin ersetzte Aminosdure ist auf der x-Achse dargestellt. Die im Text aufgefiihrte Nummerierung der
Aminosduren erfolgt mit eins beginnend von links nach rechts. Das schon in Peptid 12HI0 an Position zwei
enthaltene Alanin wurde durch Valin ersetzt.

3.2.3 Synthetische Peptide blockieren FVIII-Inhibitoren

Fiir die Phagenklone 12C6 und 12H10 wurde in Inhibitionsstudien bereits der Nachweis
erbracht, dass es sich bei diesen um Phagotope von anti-FVIII Antikérperepitopen handelt
(Abb. 3.9 C, D). Der Mimotop-Charakter der synthetischen Peptidliganden wurde ebenfalls
in Inhibitions- bzw. Kompetitionsstudien nachgewiesen. Im Unterschied zu der Prisentation
auf der Phagenoberfliche oder punktueller Oberflichenfixierung in den beschriebenen
Bindungsstudien (Abb. 3.10, 3.11) lagen die Peptidliganden in Inhibitionsstudien frei in
wiassriger Losung vor. Unter diesen Bedingungen galt es zu zeigen, dass die duodecameren
Peptide 12C6 und 12H10 die Bindung von anti-FVIII Antikérpern an FVIII sowie dessen
einzelne, rekombinant exprimierte Domédnen blockieren kdnnen. Ferner sollte der Nachweis
fiir eine Bindung von inhibitorischen anti-FVIII Antikdrper durch die selektierten Liganden
erbracht werden.

Inhibitionsstudien von anti-FVIII Antikérpern wurden analog zu den bereits beschriebenen
Untersuchungen mit einzelnen Phagenklonen durchgefiihrt. Im ELISA wurde die Blockierung
der Bindung von IgG in Patientenplasma an immobilisierten FVIII durch synthetische Peptide
prozentual ermittelt (Abb. 3.12 A, C). Die Peptide 12C6 und 12H10 inhibierten die FVIII-
Bindung von Antikérpern in den Plasmen von Patient 1 bzw. 2 konzentrationsabhidngig. Ab
einer Konzentration des Peptides 12C6 von 100uM wurde die IgG-Bindung in Plasma von
Patient 1 nahezu vollstdndig inhibiert, eine halbmaximale Inhibition war bei einer mittleren
inhibitorischen Konzentration (ICsp) von 50uM erreicht (p=0.003; Abb. 3.12 A). Allerdings

wurden auch durch das Kontrollpeptid bei maximaler, getesteter Peptidkonzentration von
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150uM eine Blockierung der Antikorper-Bindung von knapp 40% beobachtet. Bei einer
maximalen 12C6-Konzentration von 150uM wurde eine 80%ige Inhibition der IgG-Bindung
in Plasma von Patient 1 an die rekombinant exprimierte A2-Domine beobachtet, wiahrend die
Inhibition durch das Kontrollpeptid 12C6A bei 10% lag (p=0.002; Abb. 3.12 B). Eine
Blockierung der Antikorperbindung an die rekombinant exprimierte C2-Doméne in Plasma
von Patient 2 durch Peptid 12C6 war nicht detektierbar. Durch Peptid 12H10 wurde bereits ab
einer Konzentration von 50uM die maximale Inhibition von 60% der FVIII-Bindung durch
Antikorper im Plasma von Patient 2 beobachtet, wihrend die ICsy bei ca. 30uM lag (p=0.001;
Abb. 3.12 C). Das Kontrollpeptid 12H10A beeintrachtigte die Antikorper-Bindung an FVIII
nicht. Bei einer maximalen 12H10-Konzentration von 150uM wurde eine 90%ige Inhibition
der IgG-Bindung in Plasma von Patient 1 an die rekombinant exprimierte C2-Domine
detektiert, wihrend die Inhibition durch das Kontrollpeptid 12H10A bei ca. 6% lag (p<0.02;
Abb. 3.12 D). Eine Blockierung der Antikdrperbindung in Plasma von Patient 2 an die
rekombinant exprimierte A2-Doméne durch Peptid 12H10 war nicht detektierbar. Wie bereits
schon fiir die Phagenklone 12C6 und 12H10 gezeigt werden konnte, blockierten demnach
auch die korrespondierenden Peptide 12C6 und 12H10 spezifisch die Bindung von anti-FVIII
Antikorpern an das Antigen.

Durch Zugabe der Peptide zu Inhibitor-positivem Plasma wurden deren Auswirkungen auf die
gemessenen FVIII-Restaktivititen und damit die Wirkung inhibitorischer Antikorper
beobachtet. Im Bethesda-Test wurden die Peptide 12C6 und 12H10 sowie die entsprechenden
Kontrollpeptide in einer Konzentration von 1mM mit Patientenplasmen gemischt, welche
nach vorheriger Verdiinnung eine FVIII-Restaktivitit von ca. 50% aufwiesen, was einer
inhibitorischen Aktivitdt von ca. 1BE/ml entsprach. Nach Zusatz von Normalplasma wurde
anhand der stattfindenden Koagulation die FVIII-Restaktivitdt ermittelt, wodurch sich die
inhibitiorische Aktivitit der Antikorper in den Patientenplasmen errechnen lie8. Im Gegensatz
zu den entsprechenden Kontrollpeptiden reduzierten sowohl Peptid 12C6 als auch 12H10 die
inhibitorische Aktivitit in Plasmen von Patient 1 und 2 (p<0.01; Abb. 3.12 E, F). Die
detektierte inhibitorische Aktivitdt im Plasma von Patient 1 lag ohne Zugabe von Peptid
sowie nach Zusatz des Kontrollpeptids 12C6A bei 10 BE/ml, nach Inkubation mit Peptid
12C6 bei 6 BE/ml (Abb. 3.12 E). Dies entspricht einer Anhebung der FVIII-Restaktivitit von
0.2 auf 4.5%. Peptid 12H10 reduzierte die inhibitorische Aktivitdt im Plasma von Patient 2
von 12 auf 9 BE/ml (Abb. 3.12 F). Dies entspricht einem nur geringen Anstieg der
detektierten FVIII-Restaktivitit von 0.17 auf 0.3%. GemilB den hier gezeigten Ergebnissen
blockieren die synthetischen Peptide 12C6 und 12H10 die Bindung von FVIII-Inhibitoren an
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FVIII und stellen demnach Mimotope fiir Epitope inhibitorischer Antikdrper in den Plasmen

von Patient 1 und 2 dar.
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Abb. 3.12 Inhibitionsstudien mit den Peptiden 12C6 und 12H10. (4) Es ist die Blockierung der Antikérper-
Bindung in Plasma von Patient 1 durch Peptid 12C6 (@) sowie Kontrollpeptid 12C6A (O) an immobiliserten
FVIII gezeigt. (B) Peptid 12C6 blockierte in Plasma von Patient 1 die IgG-Bindung an die rekombinant
expremierte A2-Domdine. (C) Es ist die Inhibition der FVIII-Bindung von anti-FVIII IgG in Plasma von Patient
2 durch Peptid 12H10 (@) sowie 12H104 (O) dargestellt. (D) Peptid 12H10 inhibierte eine Bindung von IgG
in Plasma von Patient 2 an die rekombinant expremierte C2-Domdne. In Bethesda-Tests wurde die
Auswirkungen von Peptid 12C6 sowie 12HI10 auf die in Plasmen von Patient 1 (C) bzw. 2 (D) detektierte
inhibitorische Aktivitiit ermittelt.
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3.2.3 Die Kombination von Peptiden verbessert deren Inhibitionseigenschaften

Die Peptide 12C6 und 12H10 stellen Mimotope fiir A2- und C2-Inhibitorepitope dar. Die
Moglichkeit einer effektiveren Blockierung solcher Antikdrper in den polyklonalen
Patientenplasmen durch Peptidkombinationen sollte in Inhibitionstudien in ELISA und
Bethesda-Test analog zu bereits beschriebenen Experimenten mit einzelnen Peptiden
analysiert werden.

Die Peptide 12C6 und 12HI10 wurden in &quimolaren Verhiltnissen (jeweils 100uM)
gemischt und mit Plasmen der Patienten 1 und 2 inkubiert. Im Anschluss wurde die
verbliebene IgG-Bindung an immobilisierten FVIII detektiert. Ergdnzend wurde das Peptid
p107 in Kombination mit Peptid 12C6 getestet. Ubereinstimmend mit den bereits gezeigten
Inhibitionstests (Abb. 3.12 A) wurde die IgG-Bindung an FVIII in Plasma von Patient 1
durch Peptid 12C6 in einer Konzentration von 200uM zu 50% reduziert (p=0.003; Abb. 3.13
A). Das Kontrollpeptid C (1%) sowie Peptid 12H10 (4.5%) wiesen kaum Blockierung der
Antikorperbindung auf (p<0.01). Nahezu 40% der IgG-Bindung an FVIII wurden hingegen
durch Peptid p107 blockiert (p<0.007). Entsprechend wurde durch Kombination von Peptid
12C6 und pl107 die deutlichste Steigerung der Inhibition erreicht (p=0.03; 64%). Trotz
lediglich geringfiigiger Inhibition durch Peptid 12H10 konnte in Kombination mit Peptid
12C6 die Blockierung von anti-FVIII Antikdrpern ebenfalls gesteigert werden (p=0.041;
59%). Die erzielten Inhibitionen durch die getesteten Peptidkombinationen entsprachen
allerdings nicht einer Aufsummierung der Inhibitionen durch die einzelnen Peptide. Die
Bindung von anti-FVIII Antikdrper im Plasma von Patient 2 an FVIII wurde durch Peptid
12H10, dhnlich wie schon zuvor beobachtet (Abb. 3.12 C), zu 55% inhibiert (p=0.001; Abb.
3.13 B). Nahezu gleichwertig wurde die Antikorper-Bindung durch das Peptid p107 blockiert
(p=0.0021; 52.5%). Das Kontrollpeptid C (4%) sowie Peptid 12C6 (16.5%) wiesen eine
deutlich geringere Inhibition der IgG-Bindung auf (p<0.03). Die Kombination der Peptide
12C6 und p107 resultierte in keiner signifikanten Steigerung der Inhibition (52.5%). Dies war
ebenso fiir eine Kombination der Peptide 12C6 und 12H10 (56%) zutreffend.

Da durch Kombination der Peptide 12C6 und 12H10 eine Steigerung der Inhibition der FVIII-
Bindung durch IgG in Plasma von Patient 1 erreicht werden konnte, wurden diese Peptide
kombiniert in einem Bethesda-Test mit Plasma von Patient 1 eingesetzt, um die
Auswirkungen auf die inhibitorische Aktivitdt im Plasma zu detektieren. Die Peptide 12C6
und 12H10 sowie die entsprechenden Kontrollpeptide 12C6A und 12H10A wurden in
dquimolaren Verhéltnissen der Konzentration von ImM mit Plasma des Patienten 1 gemischt

und die inhibitorische Aktivitit der Antikorper detektiert. Wie schon aus den bereits gezeigten



3. Ergebnisse 92

Daten der Bethesda-Tests mit einzelnen Peptiden hervorgeht (Abb. 3.12 E, F), reduzierte die
Zugabe von Peptid 12C6 zu Plasma von Patient 1 die Inhibitor-Aktivitdt deutlich (p=0.0083;
Abb. 3.13 C). Gegeniiber der Kontrollen mit PBS (8.8 BE/ml) sowie der Kombination der
Kontrollpeptide 12C6A und 12H10A (8.2 BE/ml) wurden nach Prdinkubation des Plasmas
mit Peptid 12C6 eine inhibitorische Aktivitit von 5.3 BE/ml gemessen. Die Zugabe von
Peptid 12H10 reduzierte die Inhibitor-Aktivitit deutlich geringer (p=0.02; 7.4 BE/ml), in
Kombination mit Peptid 12C6 wurde hingegen die geringste inhibitorische Aktivitét detektiert
(p=0.034; 4.5 BE/ml).
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Im Hinblick auf eine Verwendung der selektierten Mimotope als Basis fiir therapeutische
Ansitze, ist deren Relevanz als generelle Liganden fiir FVIII-Inhibitoren, deren Einsatz nicht
nur auf Antikdrper im Plasma von zwei Patienten beschrinkt bleibt, von Interesse. Analog zu
den bereits gezeigten Experimenten mit Peptidkombinationen (Abb. 3.13 A, B) wurde die
Inhibition von anti-FVIII Antikorper durch die einzelnen Peptide sowie deren Kombination in

einer Reihe von Plasmen verschiedener Inhibitor-positiver HA-Patienten analysiert.
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Die Antikorper-Bindung an immobilisierten FVIII wurde in allen getesteten Plasmen durch
kombinierte Zugabe von Peptid 12C6 und 12H10 deutlich reduziert (p>0.05; Abb. 3.14). Eine
80%ige Inhibition der FVIII-Bindung von Antikérpern in Plasmen der Patienten 3, 5 und 6
wurde durch Zugabe der Peptide 12C6 und 12H10 erreicht. Eine Inhibition der IgG-Bindung
an FVIII >50% durch die Kombination der Peptide 12C6 und 12H10 wurde neben Patient 1
und 2 fiir Plasmen weiterer vier Patienten (8, 9, 11, 14) beobachtet. Im Fall der iibrigen fiinf
Patienten (4, 7, 10, 12, 13) lag die prozentuale Blockierung der FVIII-Bindung durch
Antikodrper im Plasma zwischen 30 und 50%. Ohne Beriicksichtigung einer unspezifischen
Inhibition (10%) der Bindung von anti-FIX Antikdrpern an immobiliserten FIX durch Peptid
12C6 und 12H10 entsprach in den meisten Féllen die durch kombinierte Zugabe von 12C6
und 12H10 erreichten Inhibitionswerte nicht der Aufsummierung der Inhibitionen durch die
einzelnen Peptide. Lediglich fiir die Blockierung der Antikdrper in den Plasmen der Patienten

5, 10 und 12 war dies zutreffend.
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Abb. 3.14 Inhibition mit heterologen Plasmen. Es ist die prozentuale Inhibition der Bindung von anti-FVIII
Antikorpern in den Plasmen von Patient 1 und 2 sowie 12 weiteren Patienten an immobilisierten FVIII durch
die Peptide 12C6 (W) und 12H10 (1) sowie deren dquimolare Kombination (B) dargestellt. Als Kontrolle (K)
fungierte ein Himophilie B-Patient mit Inhibitoren gegen FIX.

Zusammenfassung von Abschnitt 3.2

Die von den Phagenklonen 12C6 und 12H10 présentierten Peptide zeigten auch als
synthetische Peptidliganden spezifische Reaktivitdt mit IgG in den Plasmen der Patienten 1
und 2. Aminosduren der jeweiligen Konsensusmotive als auch einzelne Aminosduren
aullerhalb dieser sind fiir eine Antikdrperbindung relevant. Die Peptide blockierten die
Bindung von IgG an FVIII und die einzelne A2- bzw. C2-Doméne. Ferner reduzierten die
Peptide die inhibitorische Aktivitdt von anti-FVIII Antikorpern in den Patientenplasmen. Die

Blockierung von FVIII-Inhibitoren konnte durch Kombination der Peptide gesteigert werden
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und die Relevanz der selektierten Peptide 12C6 und 12H10 als generelle, potente
Peptidliganden fiir FVIII-Inhibitoren wurde durch Kreuzreaktivitdt mit heterologen Plasmen

gezeigt.

3.3  Optimierung und Stabilisierung der Peptidliganden durch Multimerisierung

Die Arbeit mit synthetischen Peptiden erweist sich aufgrund deren Instabilitit sowie
Flexibilitdt oft als schwierig. Im Zuge der Identifikation von Peptidliganden fiir FVIII-
Inhibitoren sollte ein Konzept erprobt werden, welches eine Stabilisierung der Peptide bei
gleichzeitiger Beibehaltung der Sperzifitit gewéhrleistet. Hierzu wurden die selektierten
Peptide durch Fusion mit der C-terminalen Multimerisierungsdomidne der o-Kette des
humanen, plasmatischen C4-Bindproteins (C4bp,) fusioniert und in Zellkultur in multimerer

Form exprimiert.

3.3.1 Durch Fusion an C4bp,, lassen sich die Peptide multimerisieren und binden IgG
in Patientenplasmen

Zur Expression der Peptidliganden 12C6 und 12H10 in multimerer Form wurden diese auf
DNA-Ebene im eukaryotischen Expressionsvektor 364HAC46 an den N-Terminus von C4bp,,
fusioniert (Abb. 3.15 A, B). Hierzu wurden durch Hybridisierung von Oligonukleotiden
zundchst dsDNA-Stiicke, welche fiir die Peptide 12C6, 12H10 sowie das Kontrollpeptid C
kodierten, hergestellt. Die Peptid-kodierende DNA wurde von den Restriktionsschnittstellen
Bglll und BspEl flankiert. Aus dem Vektor 364H wurde mittels eines Bg/ll/BspEl-
Restriktionsverdaus zunichst das C46-Peptidinsert (48AS, 144bp; Dervillez et al., 2006)
entfernt und anschlieBend die DNA kodierend fiir die Peptide 12C6, 12H10, 12C6A,
12H10A, p107 bzw. C (12 AS, 36bp; Abb. 3.15 A) iiber die Schnittstellen Bg/Il und BspEIl
eingesetzt. Die Klonierung der Peptidinserts wurde durch einen analytischen
Restriktionsverdau sowie Sequenzierung iiberpriift.

Zur Expression von multimeren Peptiden wurden die Vektoren pEF-IRESp-C4bp,-12C6, -
12C6A, -12H10, -12H10A, -p107 sowie -C jeweils mittels Kalziumphosphat in 293T-Zellen
transfiziert. Unter Puromycin wurden resistente Klone selektiert, welche anschlieBend zur
Generierung von Einzelklonen subkloniert wurden. Die Zellkulturiiberstinde erfolgreich
selektierter Einzelklone wurden hinsichtlich der Proteinexpression im Western Blot durch
Detektion der 6xHis-Markierung von C4bp, mittels eines entsprechenden Antikorpers

analysiert. In den Uberstinde nahezu aller Einzelklone lieB sich die Expression von 6xHis-
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markiertem C4bp, nachweisen (Abb. 3.15 C). Gemill dem verwendeten Proteinstandard
lagen die exprimierten Proteine unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einer Gréfle von
ca. 70kDa im Zellkulturiiberstand vor. Dies entsprach anndhernd der Grofe in heptamerer
Form exprimierter C4bp -Peptid-Fusionsproteine, wenn fiir ein Monomer eine Gréf3e von ca.
9.2 kDa angenommen wurde. Dieser Wert ergab sich aus der Summe der Aminoséuren von
C4bp, mit 6xHis-Markierung und SG4S-Linker (73 AS) sowie dem entsprechenden Peptid
(12 AS) unter der Annahme von einer durchschnittlichen GroBe von 110 Dalton je
Aminosdure. Unter reduzierenden Bedingungen war im Western Blot ab einer f-
Mercaptoethanol-Konzentration von 3.5mM eine Bande bei ca. 10 kDa zu detektieren, was in

etwa der theoretischen Grofe der Peptid-C4bp,-Monomere entsprach.

A
C4bp(l: PVAAMGAGATGRAMDGPRLLLLLLLGVSLGGATGWETPEGCEQVLTGKRLMQCLPNPEDVKMALEVYKLSLEIEQLELQRDSARQSTLDKELIHHHHHH
12C6: . . .NPVENMMDRDSQSGGGS . . . pEF-IRESp-C4bp,,-12C6
12C6Ay: .. .AAAANMMDRDSQSGGGS . . . pEF-IRESp-C4bp,-12C6A
12H10y: .. .OSPWOTWFTRALSGGGS . . . PEF-IRESp-C4bp,-12H10
12H10Ay: .. .QSAAQTAFTRALSGGGS. . . pEF-IRESp-C4bp,-12H10A
p107y: . . .CHAWSNRRTCSGGGS. . . pEF-IRESp-C4bp,-p107
Cu: . . .SGGGGSGGGGSGSGGGS. . . pEF-IRESp-C4bp,-C

B

x

x
Nhel EcoRl Bgill BspEl Xbal Notl
Cc46 6xHis
Xhol

Nhel  EcoRl Eg/ll Es‘pEl Xbal Notl
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Abb. 3.15 Fusion von Peptid-kodierender DNA an C4bp, in pEF-IRESp. (4) Die Peptide wurden zwischen
Signalpeptid (grau) und C4bp,, kloniert. Die fiir die Multimerisierung verantwortlichen Cysteine in C4bp,, sind
rot eingefirbt. (B) Das Schema zeigt den Ersatz des C46-Peptides im Vektor 364H durch die selektierten
Peptide. (C) Wie hier exemplarisch gezeigt, wurden in den Zellkulturiiberstinden aller selektierten Einzelklone
im Western Blot unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen O6xHis-markierte Proteine
detektiert.

Neben der Expressionsanalyse im Western Blot wurde die Bindung von Antikérpern in den
Plasmen der Patienten 1 und 2 durch die in den Zellkulturiiberstinden der selektierten

Einzelklone enthaltenen, exprimierten Proteine untersucht (Abb. 3.16). Hierzu wurden die im
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Uberstand enthaltenen, C4bp,_-Peptid-Fusionsproteine auf zuvor mit einem anti-6xHis
Antikorper beschichteten ELISA-Platten immobilisiert und anschlieBend auf Reaktivitdt mit
IgG in Patientenplasma iiberpriift. Hierbei konnte eine spezifische Bindung von IgG im
Plasma von Patient 1 an multimeres Peptid 12C6 sowie selektive Reaktivitit von Antikdrpern
im Plasma von Patient 2 mit der multimeren Form von Peptid 12H10 beobachtet werden
(p<0.001). Weiterhin wurde keine spezifische Bindung von IgG aus Normalplasma an die
exprimierten Proteine detektiert (p<0.001). Antikorper in keinem der getesteten Plasmen
wiesen eine Reaktivitit mit den multimeren Kontrollpeptiden Cy sowie 12C6Ayn und
12H10AM auf (p<0.002). Weiterhin konnte, trotz deutlicher, im Western Blot detektierbarer
Expression, keine Bindung von IgG in den getesteten Plasmen an multimeres Peptid p107
(p107y) nachgewiesen werden. Neben den hier gezeigten Multimeren wurden noch weitere
Varianten mit verschiedenen Linkern zwischen Peptiden und C4bp,, sowie einzelnen AS-
Austauschen in C4bp, kloniert, welche trotz deutlicher Expression in keiner oder schwacher

IgG-Bindung resultierten.
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Abb. 3.16 Bindungsstudien mit Peptidmultimeren. Im Zellkulturiiberstand enthaltenes multimeres Peptid
12C6 (12C6yy) bzw. 12HI0 (12H10,,) reagiert selektiv mit IgG im Plasma von Patient 1 (B) bzw. 2 (W). Keine
Reaktivititen mit Antikérpern in den getesteten Plasmen waren fiir p107y, 12C6A,, 12HI10A,, sowie Cy zu
beobachten. Keine der expremierten Proteine zeigten Reaktivitdit mit in Normalplasma enthaltenen
Antikorpern (O). Alle gezeigten Daten sind exemplarisch fiir die analysierten Zellkulturiiberstinde von
selektierten Einzelklonen.

Einzelklone, welche gemdf der im Western Blot detektierten Proteinmengen sowie den Daten
aus den Bindungsstudien eine besonders hohe Expression IgG-bindender Proteine aufwiesen,
wurden expandiert. Die 6xHis-markierten multimeren Peptide wurden mittels Affinitéts-
Chromatographie iiber Nickel-Chelat-Sdulen und nachfolgender Elution mit Immidazol aus
den Zellkulturiiberstanden aufgereinigt. Vor einem Einsatz in weiteren Experimenten wurden

die aufgereinigten Proteine mittels eines (-Mercaptoethanol-Gradienten hinsichtlich ihrer
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multimeren Struktur analysiert. Die Detektion der dabei entstehenden Proteinbestandteile
erfolgte mittels eines anti-6xHis Antikorpers im Western Blot. Ab einer -Mercaptoethanol—
Konzentration von 0.4 mM konnten neben der Bande fiir die C4bp -Peptid-Fusionen in
heptamerer Form (64.9 kDa) fiinf weitere Banden detektiert werden (Abb. 3.17 A). Diese
entsprachen der Grofe von hexa- (ca. 55.4 kDa), penta- (ca. 46.2 kDa), tera- (ca. 36.9 kDa),
tri- (ca. 27.7 kDa) und dimeren (ca. 18.5 kDa) Fragmenten. [-Mercaptoethanol—
Konzentrationen >0.4 mM resultierten in einem Bandenmuster korrespondierend zu Di- sowie
Monomeren (9.2 kDa), bis schlieBlich ab einer f-Mercaptoethanol-Konzentration von 3.5

mM nur noch Monomere detektiert wurden.

7x (64.9 kDa)
6x (55.4)
5x (46.2)

4x (36.9)
3x (27.7)

2x (18.5)

1x (9.2)

0 04 08 3.5
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Abb. 3.17 Expression multimerer Peptide. (A) Die multimere Struktur der expremierten Proteine wurde mittels
eines P—Mercaptoethanol-Gradienten aufgeschliisselt und die einzelnen C4bp -Ketten im Western Blot mittels
eines anti-6xHis Antikorpers nachgewiesen. (B) Struktur-Modelle von 12C6y; und (C) 12HI10,, ergaben eine
Oberfldachenprisenz des NPVE- sowie WQTW-Motivs. Diese sind auf jeweils einer Untereinheit der Heptamere
rot hervorgehoben.

Zur Erlangung einer strukturellen Vorstellung der heptameren, C4bp -fusionierten Peptide
sowie zur Uberpriifung der Oberflichenprisenz der Inhibitor-bindenden Aminosduren,
wurden mittels des Protinfo Structure Prediction Servers sowie des ClusPro-Docking Servers

de novo-Strukturmodelle erstellt. Analog zur nativen Form von C4bp ergaben diese Modelle
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fiir die C4bp,-Peptid-Multimere eine spinnenartige Struktur (Abb. 3.17 B, C). Die
Strukturvorhersagen ergaben sowohl fir 12C6y als auch fiir 12HIO0y eine
Oberflachenprisenz des NPVE- bzw. des WQTW-Motivs. Entsprechende Analysen von
pl07y sowie den diversen Linker-Varianten und Modifikationen in C4bp, resultierten

hingegen in einer kryptischen Lage der relevanten Aminosauren.

3.3.2 Die Multimerisierung der Peptide verbessert die Bindung von FVIII-Inhibitoren
Durch die Multimerisierung der Peptide wurden Proteine generiert, welche iliber mehrere
Valenzen fiir einen Antikorper verfiigen. Desweiteren sollte die Expression der Peptide im
Kontext mit C4bp, im Gegensatz zu den einzelnen, duodecameren, synthetischen Peptiden zu
einer Reduktion der Flexibilitét fithren. Die Auswirkungen dieser beiden Eigenschaften auf
die IgG-Bindung wurden im Folgenden untersucht.

Analog zu funktionellen Tests mit synthetischen Peptidliganden, wurden die exprimierten,
aufgereinigten C4bp -Peptid-Multimere in Bindungsstudien analysiert. Hierzu wurde
zunichst deren relative Konzentration anhand einer Eichgerade mit 6xHis-markiertem Protein
53 (p53-6xHis) ermittelt. Im Anschluss wurden &quivalente Konzentrationen der
aufgereinigten Multimere mittels eines anti-6xHis Antikorpers auf ELISA-Platten
immobilisiert und die IgG-Bindung in den Plasmen von Patient 1 und 2 sowie Normalplasma
detektiert. Aufgereinigtes 12C6y (Abb. 3.18 A) sowie 12H10y (Abb. 3.18 B) wiesen eine
nahezu exklusive, konzentrationsabhéngige Reaktivitit mit Antikdrpern in den Plasmen der
Patienten 1 bzw. 2 auf (p<0.003). Es wurde keine Bindung von IgG in Normalplasma
detektiert. Wie bereits aus Experimenten mit Kulturiiberstinden von Einzelklonen hervorging
(Abb. 3.16), konnte auch fiir aufgereinigtes 12C6Ay, 12H10Ay sowie Cy keine Reaktivitét
mit Antikorpern in den Plasmen nachgewiesen werden. Mit den einzelnen, synthetischen
Peptide 12C6 bzw. 12H10 wurde ab einer Konzentration von ca. 2uM eine maximale 1gG-
Bindung in Plasmen von Patient 1 und 2 erreicht (Abb. 3.10 A, C). 12C6y und 12H10m
erreichten ab einer Konzentration von 40nM eine maximale Bindung von Antikdrpern in den
Plasmen von Patient 1 bzw. 2. Damit liegt die IgG-Bindungskapazitit der Multimere ca.
50fach, bei Beriicksichtung der potentiellen sieben Valenzen der Multimere noch ca.

siebenfach iiber der fiir einzelne, synthetische Peptide.
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Abb. 3.18 Bindungsstudien mit aufgereinigten, multimeren Peptiden. (A) Es ist die IgG-Bindung im Plasma
von Patient 1 (@), Patient 2 (®) sowie Normalplasma (O) an multimeres Peptid 12C6 und (B) 12H10 gezeigt.

3.3.3 Die Peptide 12C6 und 12H10 lassen sich in einem Heteromultimer kombinieren
Die Multimerisierung von Liganden durch Fusion an C4bp, bietet die Moglichkeit zur
Expression von Proteinen, welche unterschiedliche Spezifititen in einer Struktur vereinen
(Oudin et al., 2000). Dies ist im Besonderen daher interessant, da fiir FVIII-Inhibitoren in
polyklonalem Patientenplasmen bereits gezeigt werden konnte, dass diese durch
Peptidkombinationen im Gegensatz zu Einzelpeptiden noch effektiver blockiert werden
konnten (Abb. 3.13, 3.14).

Im Anschluss an den Nachweis der selektiven IgG-Bindung durch multimeres Peptid 12C6
und 12H10 (Abb. 3.18) wurde, basierend auf der guten Kreuzreaktivitit der kombinierten
synthetischen Peptide 12C6 und 12H10 mit heterologen Plasmen, durch Cotransfektion von
pEF-IRESp-C4bp,-12C6 und pEF-IRESp-C4bp,-12H10 in 293T-Zellen ein 12C6/12H10-
Heteromultimer (12C6/12H10p) generiert. Im Anschlufl an die Subklonierung Puromycin-
resistenter Klone wurden die Zellkulturiiberstinde von Einzelklonen hinsichtlich der
Expression eines Proteins, welches sowohl Reaktivitit mit IgG in Plasma von Patient 1 als
auch Patient 2 aufwies, untersucht. Von allen 24 analysierten Einzelklonen, exprimierten
dabei lediglich zwei Klone ein Protein, welches iiber diese Eigenschaften verfiigte.
Vergleichende IgG-Bindungsstudien zwischen 12C6/12H10y sowie 12C6y und 12H10y
wurden analog zu den bereits beschriebenen Bindungsexperimenten mit Multimeren
durchgefiihrt. Durch Kombination dquivalenter Konzentrationen von 12C6y und 12H10y
wurden Antikorper in beiden Plasmen gebunden (Abb. 3.18 A). Erwartungsgeméil
unterschied sich die Reaktivitdt der Antikdrper in den beiden Plasmen dabei nur unwesentlich

von der mit den einzelnen Multimeren. Durch Kombination der beiden Peptide in einem
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Heteromultimer (12C6/12H10y) wurde gleiche Reaktivitit mit AntikOrpern in beiden
Plasmen erreicht (Abb. 3.18 B). Die Bindung von Antikdrpern im Plasma von Patient 1 durch
12C6/12H10y entsprach dabei anndhernd der beobachteten Reaktivitit mit 12C6y; (p=0.002).
Die IgG-Bindung durch 12C6/12H10y in Plasma von Patient 2 lag hingegen deutlich {iber der
detektierten Reaktivitit mit 12H10y (p=0.0012). Wie bereits fiir die einzelnen
Homomultimere beobachtet, wurde die maximale IgG-Bindung ab einer Konzentration von

40nM im Ansatz erreicht.
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Abb. 3.19 Bindungs- und Inhibitionsstudien mit Heteromultimeren. 293T-Zellen wurden mit pEF-IRESp-
C4bp -12C6 und pEF-IRESp-C4bp ,-12H10 cotransfiziert. (A) Es ist die IgG-Bindung im Plasma von Patient
1 (@), Patient 2 (®) sowie Normalplasma (O) durch die kombinierten Multimere 12C6,, und 12H10), sowie
(B) das 12C6/12H10yHeteromultimer gezeigt. (C) Es ist die Inhibition der IgG-Bindung in Plasma von

Patient 1 bzw. (D) Patient 2 durch 12C6y; (A), 12HI10y (V) sowie 12C6/12H10,, (®) an immobilisierten
FVIII dargestellt.

Inhibitionsstudien mit aufgereinigten Multimeren wurden analog zu entsprechenden Studien
mit synthetischen Peptiden durchgefiihrt. Dabei wurde die Blockierung der
Antikorperbindung an FVIII in Plasmen von Patient 1 und 2 durch die Zugabe von 12C6y,
12H10yp sowie des Heteromultimers 12C6/12H10y; vergleichend getestet. Durch den Zusatz
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der Multimere wurde in den getesteten Plasmen eine konzentrationsabhéngige Inhibition der
IgG-Bindung an immobilisierten FVIII beobachtet. In Plasma von Patient 1 wurde die
Antikorperbindung an FVIII durch das Heteromultimer bei einer maximalen, getesteten
Konzentration von 8uM am stérksten inhibiert (p=0.003; 95%). Die Homomultimere 12C6y
sowie 12H10y blockierten lediglich 70% bzw. 40% der IgG-Bindung an FVIII (p<0.012). In
Plasma von Patient 2 wurde durch 12H10m bei einer maximalen, getesteten Konzentration
von 4uM eine Inhibition von 94% der Antikorperbindung erzielt (p=0.02). 12C6/12H10m
blockierte 80%, 12C6y: lediglich 20% der IgG-Bindung an FVIII (p<0.03). Fiir anti-FVIII
Antikorper in den Plasmen beider Patienten lag die beobachtete 1Csy fiir 12C6p, 12H10y
sowie 12C6/H10y bei ca. 2uM.

3.3.4 Die Expression der Peptide in multimerer Form verlingert deren Halbwertszeit
Ein wesentliches Ziel bei der Expression selektierter, FVIII-Inhibitor spezifischer Peptide in
multimerer Form bestand in einer Verbesserung deren Stabilitit bei gleichzeitiger
Beibehaltung der Spezifitit.

Konzentrationen von Peptiden und Multimeren gleicher Reaktivitdit mit IgG in
Patientenplasmen wurden {iber einen Zeitraum von 144 Stunden bei 37°C in humanem
Plasma sowie 1xPBS inkubiert. Alle 24 Stunden wurden Proben entnommen und bei -20°C
gelagert. Diese Proben wurden im Anschluss auf ihre IgG-Bindung in Patientenplasmen
untersucht. Die Degeneration der Multimere {iber die Zeit wurde im Western Blot unter nicht-
reduzierenden Bedingungen mittels eines anti-6xHis Antikorpers verfolgt. Nach 48stiindiger
Inkubation der Multimere in Plasma sowie PBS ergab die Analyse im Western Blot eine
deutliche Degeneration der multimeren Peptide (Abb. 3.20 A). Dabei konnten, auller der
detektierten, heptameren Form, keine anderen Formen nachgewiesen werden. Nach
96stlindiger Inkubation in Plasma bzw. PBS wurden nahezu keine C4bp,-Peptid-Multimere
detektiert. Eine IgG-Bindung konnte fiir einen identischen Zeitraum wie die im Western Blot
nachgewiesene Prisenz von heptameren C4bp,-Peptid-Fusionsproteinen beobachtet werden
(Abb. 3.20 B). Nach 72stiindiger Inkubation in PBS bzw. Plasma fiel gemif der gemessenen
Absorptionswerte (ODags) die Reaktivitit der Multimere mit Antikdrpern in den
Patientenplasmen stark ab und war nach 144 Stunden nicht mehr nachweisbar (p<0.02). Die
IgG-Bindung durch synthetische Peptide reduzierte sich hingegen bereits innerhalb der ersten

24 Stunden drastisch und war bereits nach 72 Stunden nicht langer {iber dem Hintergrund
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detektierbar (p<0.03). Die Halbwertszeit funktioneller Peptidliganden wurde durch die

Multimerisierung somit von ca. 12 auf 60 Stunden erhoht.
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Abb. 3.20 Stabilitit der Multimere. (1) Die Prisenz von C4bp ,-Peptid-Multimeren wurde wihrend Inkubation
bei 37°C in 24-Stunden-Intervallen im Western Blot ermittelt. (B) Die Multimere (@) wurden weiterhin auf ihre
Fihigkeit zur IgG-Bindung in Patientenplasma im Vergleich zu synthetischen Peptiden (O), welche unter
identischen Bedingungen inkubiert wurden, untersucht.

Zusammenfassung von Abschnitt 3.3

Durch Fusion der selektierten Peptidliganden 12C6 und 12H10 mit C4bp, konnten diese in
293T-Zellen in heptamerer Form exprimiert werden. Durch Co-Transfektion der Vektoren
pEF-IRESp-C4bp,-12C6 und -12H10 wurde ein Heteromultimer generiert, welches beide
Peptidliganden  beinhaltet. =~ Die = Multimere ~ wurden  aus  Zellkulturiiberstand
affinitdtschromatographisch aufgereinigt. In Bindungsstudien wies das Heteromultimer
identische Reaktivitdt mit Antikorpern in den Plasmen der Patienten 1 und 2 auf. Die C4bp,-
Peptid-Heptamere wiesen eine deutlich verbesserte Halbwertszeit von ca. 60 Stunden

gegeniiber den einzelnen, synthetischen Peptidliganden (ca. 12 Stunden) auf.

3.4  Targeting von Gedichntnis-B-Zellen

Das antigenspezifische Targeting von B-Zellen kann via des hochaffinen BCRs mit Phage
Display selektierten Peptiden erfolgen (Buhl et al., 2002). Diese Liganden koénnen durch
rekombinante Fusion mit toxischen Doméinen (/igand-toxin-conjugates, LTCs) Zellen
spezifisch deletieren (Ellerby et al., 1999; Kelly and Jones, 2003). Fiir die Ethablierung eines
Ansatzes zum Targeting von FVIII-spezifischen Geddchtnis-B-Zellen, sollten FVIII-bindende
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Gedichtnis-B-Zellen (CD19°CD27'1gG") in PBMC-Priparationen von Patienten
nachgewiesen werden. Desweiteren sollten B-Zellen in Priparationen peripherer Zellen mit
selektierten synthetischen Peptiden angefarbt werden. Fiir eine gezielte Depletion von FVIII-
spezifischen B-Zellen mittels der selektierten Peptide 12C6 und 12H10 sollten diese an ein,
aus D-Aminosduren bestehendes apoptotisches Peptid D(KLAKLAK), fusioniert werden
(Mai et al., 2001; Kelly and Jones, 2003). Zur Entwicklung eines funktionellen Testsystems,
in welchem sich die Depletion von FVIII-spezifischen B-Zellen durch diese LTCs (12C6-
KLAK, 12H10-K) nachweisen lieBBe, sollten Gedachtnis-B-Zellen in Zellkultur restimuliert
und deren Differenzierung zu antigenspezifischen, Antikorper-sekretierenden Plasmazellen

mittels der ELISPOT-Technologie tiberpriift werden.

3.4.1 CD19'IgG" B-Zellen in PBMC-Priparationen lassen sich mit FVIII-FITC oder
synthetischen Peptiden anfiarben
Antigenspezifische Geddchtnis-B-Zellen lassen sich durch das native Antigen detektieren,
wenn dieses an ein durchfluzytometrisch detektierbares Fluorochrom gekoppelt ist. Eine
rFVII-Préparation wurde zur durchfluBzytometrischen Nutzung mit Fluorescein-5-
Isothiocyanat (FITC) markiert. Kryopriservierte PBMCs von HA Patienten, darunter Patient
1 sowie gesunden Spendern wurden mit FVIII-FITC sowie einem APC-markierten Antikdrper
gegen CD19 und biotinylierten, anti-Human IgG Antikérpern gefolgt von Sav-PerCP-
markiertem Streptavidin geférbt. Bei der durchflulzytometrischen Analyse wurden zunéchst
die Lymphozytenpopulation von den iibrigen Zellen in den PBMC-Préparationen und in der
Folge die CD19" Zellen abgegrenzt und auf eine Bindung von FVIII-FITC bei gleichzeitiger
Bindung von anti-IgG Antikdrpern untersucht. Je nach Zellzahl sowie Zellqualitit in den
PBMC-Priparationen wurden zwischen 2:10* und 10° Lymphozyten je Ansatz
durchfluBzytometrisch analysiert (Abb. 3.21). Die Population der CD19" Zellen umfasste ca.
10+2% der gesamten Lymphozytenpopulation. Eine IgG-Expression konnte auf 8 +3% der
CD19" Zellen nachgewiesen werden. Fiir die Firbung mit FVIII-FITC wurden zunichst
unterschiedliche Konzentrationen ausgetestet. Mit einer FVIII-FITC-Konzentration von 4nM
lieBen sich positive und negative Populationen gut voneinander differenzieren. Abziiglich
einem Hintergrund von ca. 2% CD19'IgG" Zellen in PBMCs von gesunden Spendern bzw.
Inhibitor-negativen HA-Patienten ergab dies, im Gegensatz zu Kontrollen wie unmarkiertem
FVIII sowie einem FITC-markierten Antikérper, eine Firbung von 1-2% der CD19'1gG" B-

Zellen der analysierten Inhibitor-positiven HA-Patienten.
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Abb. 3.21 Firbung von B-Zellen mit FVIII-FITC. CD19" B-Zellen aus PBMC-Préiparationen von Patienten
und gesunden Spendern wurden durchflufszytometrisch auf Expression von IgG und gleichzeitiger Bindung von
FVII-FITC untersucht.

Untersuchungen der zielgerichteten Ansteuerung von  Gedéchtnis-B-Zellen in
kryopréservierten PBMC-Préparationen durch synthetische Peptide wurde entsprechend der
Farbungen mit FVIII-FITC durchgefiihrt. Die Detektion gebundener Peptide erfolgte mittels
eines FITC-markierten anti-6xHis Antikorpers. Fiir die Farbung mit Peptiden wurden diese
zunichst in unterschiedliche Konzentrationen ausgetestet. Mit einer Peptidkonzentration von
50uM lieBen sich positive und negative Populationen gut voneinander differenzieren. Bei der
durchfluflzytometrischen Analyse wurden CD19'1gG" Zellen aus den
Lymphozytenpopulationen ausgeschlossen und auf gebundene Peptide untersucht. Farbungen
von verschiedenen PBMC-Préparationen von Patient 1 mit Peptid 12C6 resultierte in 3 = 2%
positiven Zellen. Peptid 12C6A, 12H10 sowie pl07 zeigten keine Bindung an CD19'IgG"
doppeltpositive Zellen. Keine Reaktivitit mit allen getesteten Peptiden konnte fiir Zellen von
gesunden Spendern nachgewiesen werden. In PBMC-Priparationen von Patient 2 wurden
1+0.5% der CD19'IgG" Zellpopulation mit Peptid 12H10 gefirbt, wihrend keine Firbung
durch die Peptid 12H10A nachweisbar war. In Zellpopulationen weiterer Patienten war keine

Bindung der Peptide 12C6 und 12H10 detektierbar.
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Abb. 3.22 Firbung von B-Zellen mit Peptid 12C6. (A, B) CDI19'IgG" B-Zellpopulationen aus PBMC-
Prdparationen von Patienten und (C, D) gesunden Spendern wurden durchflufszytometrisch auf Bindung von
Peptid 12C6 (A, C) sowie 12C6A (B, D) untersucht.

3.4.2 Gedichtnis-B-Zellen in PBMC-Priparationen lassen sich polyklonal stimulieren
Gedidchtnis-B-Zellen konnen als Folge eines polyklonalen Stimulus zu IgG-sekretierenden
Zellen differenzieren (Bernasconi ef al., 2002). Zur Etablierung dieser Methode wurden aus
Griinden der einfacheren Verfiigbarkeit zundchst Gedéchtnis-B-Zellen in PBMC-
Priparationen gesunder Spender stimuliert. Da in der Literatur unterschiedliche polyklonale
Stimulationen beschrieben sind, wurden verschiedene Stimuli in unterschiedlicher
Kombination ausgetestet. Die durch die Stimulation induzierte Differenzierung zu
Plasmazellen wurde durchfluBzytometrisch verfolgt. Die IgG-Sekretion von einzelnen Zellen
wurde mittels des ELISPOT-Verfahrens nachgewiesen. Dabei entspricht ein Spot einer 1gG-
sekretierenden Zelle, welche jeweils aus einer stimulierten Gedéchtnis-B-Zelle hervorgeht.
Das im Laufe der Stimulation sekretierte Gesamt-IgG im Kulturiiberstand wurde mittels
ELISA quantifiziert.

Es wurden jeweils 1-1.5-10° Zellen aus PBMC-Priparationen mit unterschiedlichen
Kombinationen von Pokeweed Mitogen (PMW), rekombinanten Protein A von
Staphyloccocus aureus (SpA), dem Oligonukleotid CpG OD2006, CD40-Ligand, Antikérpern
gegen humanes CD40, IgG, IgM und IgA sowie Interleukinen 2 stimuliert. Nach sechstigiger
Stimulation wurden maximal 2:10° Zellen in die, mit einem anti-Human Ig Antikorper

beschichteten Vertiefungen einer ELISPOT-Platte eingesét und die IgG-Sekretion durch die
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Zellen nach fiinf Stunden detektiert. Aus den ELISPOT-Ergebnissen ging hervor, dass die
deutlichste Stimulation wiederholt durch die Zugabe von PWM, SpA und CpG-
Oligonukleotide erreicht wurde (Abb. 3.23 A). Dabei wurden zwischen 100 und 400 IgG-
sekretierende Zellen in ca. 1-10° stimulierten PBMCs detektiert, welche ca. 160ng/ml IgG
produzierten. Der Zusatz von anti-IgG, IgM und IgA F(ab’),-Fragmenten, CD40-Ligand
sowie anti-CD40 Antikorpern fiihrte zu einer kaum nachweisbaren IgG-Sekretion. Durch die

Zugabe von IL-2 lieB sich die beobachtete IgG-Sekretion nicht steigern.

A + PWM
+ SpA + anti-IgG + anti-lgG/M/A
+ CpG + anti-CD40 + anti-CD40 -
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Abb. 3.23 Stimulation von Gediichtnis-B-Zellen. (1) PBMC-Prdparationen wurden mit Pokeweed Mitogen
(PWM), rekombinantem Stapylococcus aureus Protein A (SpA), CpG OD2006, anti-humanem IgG, einem Mix
aus anti-humanem 1gG, IgM und IgGA sowie anti-CD40 Antikérpern fiir sechs Tage inkubiert. AnschliefSend
wurden das durch die einzelnen, zu Plasmazellen differenzierten Geddchtnis-B-Zellen sekretierte 1gG im
ELISPOT detektiert. (B) PBMC-Priparationen vor und nach Stimulation mit PWM, SpA und CpG OD2006
wurden hinsichtlich der Prisenz von Geddchtnis-B-Zell (CD19"CD27") bzw. (C) Plasmazellpopulationen
(CD19°CD38") durchflufizytometrisch untersucht. (D) Ferner wurde die Zellproliferation nach Stimulation
durch Farbung mit CFSE analysiert.
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Die durch die Stimulation mit PWM, SpA und CpG-Oligonukleotiden induzierte
Differenzierung der Gedichtnis-B-Zellen (CD19'CD27") zu frilhen Plasmazellen
(CD19°CD38") wurde durchfluBzytometrisch iiberpriift. Hierzu wurden in PBMC-
Praparationen vor und nach Stimulation Gedéchtnis-B-Zell sowie Plasmazellpopulationen
detektiert. Vor Stimulation waren Gedichtnis-B-Zellen als eine CD19'CD27 -Population in
den PBMC-Priparationen deutlich detektierbar (Abb. 3.23 B). Nach Stimulation war diese
Population nahezu vollstindig verschwunden. Es war lediglich weiterhin eine deutlich
CD27"-Population zu detektieren. CD19°CD38"-Plasmazellen waren in den PBMC-
Praparationen vor Stimulation nicht zu detektieren (Abb. 3.23 C). Es konnte lediglich eine
deutlich CD19"-B-Zellpopulation nachgewiesen werden. Nach sechstigiger Inkubation mit
PMW, SpA und CpG-Oligonukleotiden konnten jedoch sowohl CD19" als auch schwach
CD38"-Zellen detektiert werden. Dies belegte die Existenz einer Population friiher
Plasmazellen, welche im Verlauf der Stimulation generiert wurde. Desweiteren konnte nach
Stimulation von CFSE-gefarbten PBMC-Priaparationen mit PMW, SpA und CpG-
Oligonukleotiden im Gegensatz zu den iibrigen, verwendeten Stimulantien eine deutliche

Zellproliferation beobachtet werden (Abb. 3.23 D).

3.4.3 Nachweis antigenspezifischer Gedichtnis-B-Zellen im ELISPOT

Die Detektion antigenspezifischer Gedéchtnis-B-Zellen wurde zundchst anhand des
Nachweises Tetanus-spezifischer Gedéchtnis-B-Zellen in PBMC-Préparationen gesunder
Spender getestet. Die Zellen wurden wie beschrieben iiber sechs Tage stimuliert und im
Anschluss alle IgG- sowie Tetanus-spezifisches IgG-sekretierende Zellen im ELISPOT
nachgewiesen. Dabei konnten in ca. 300 Plasmazellen (Abb. 3.24 A) zwischen eine und fiinf
Zellen, welche Tetanus-spezifisches IgG sekretierten, detektiert werden (Abb. 3.24 B). Dies
entspricht einer Frequenz von 0.3-1.5% Tetanus-spezifischer Gedichtnis-B-Zellen. Allerdings
war es unter Verwendung gleicher Stimulationsbedingungen wiederholt nicht mdglich FVIII-
spezifischen Gedéchtnis-B-Zellen im ELISPOT zu detektieren. Trotz der nicht erfolgten
Detektion FVIII-spezifischer B-Zellen im ELISPOT konnte jedoch nach Stimulation eine
schwache FVIII-spezifische IgG Sekretion im ELISA nachgewiesen werden. Daher sollte der
Effekt von D(KLAKLAKj)-gekoppelten Peptiden auf die Sekretion von anti-FVIII IgG
untersucht werden. Hierzu wurde Zellen einer PBMC-Préparation von Patient 1 zunéchst 24
Stunden mit 100uM der Peptide 12C6-K, 12C6A-K sowie 12C6 prdinkubiert und

anschliefend wie beschrieben iiber sechs Tage stimuliert. Gegeniiber den nicht stimulierten
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Zellen konnte bei Zellen, die vor Stimulation mit PBS, Peptid 12C6 oder Peptid 12C6A-K
prainkubiert wurden, eine schwache Expression FVIII-spezifischen I1gGs detektiert werden
(Abb. 3.24 C). Im Falle einer Priainkubation mit 12C6-K verringerte sich die Reaktivitit von
IgG im Kulturiiberstand mit FVIII. Allerdings war diese beobachtete Reduktion der
Reaktivitdt nicht statistisch signifikant. Die Population der in den unterschiedlichen Ansétzen
stimulierten B-Zellen sekretierten ca. 180ng/ml IgG (Abb. 3.24 D). Die Pridsenz der
D(KLAKLAK))-gekoppelten Peptide fiihrte nicht zu einer Reduktion der Gesamt-IgG-
Produktion durch diese Zellen. Weiterhin wurde keine unspezifische Reduktion der
Expression von anti-Tetanus IgG nach Prdinkubation der Peptide und nachfolgender

Stimulation von Zellen gesunder Spender beobachtet.
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Abb. 3.24 Detektion antigenspezifischer Gediichtnis-B-Zellen im ELISPOT. (A) Detektion von Geddchtnis-B-
Zellen in PBMC-Prdparationen gesunder Spender, welche nach Stimulation zu (B) anti-Tetanus IgG
sekretierenden Plasmazellen (Pfeile) differenzieren. Da im ELISPOT-Verfahren keine FVIII-spezifischen
Geddchtnis-B-Zellen detektiert werden konnten, wurde der Effekt von D(KLAKLAK;)-gekoppelten Peptiden
(12C6-K, 12C6A4-K) im ELISA auf die Sekretion von (C) anti-FVIII IgG sowie (D) Gesamt-IgG im Vergleich zu
Peptid 12C6, PBS sowie nicht stimulierten Zellen (-Stim) untersucht.
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Zusammenfassung von Abschnitt 3.4

Mittels FITC-markiertem FVIII lieBen sich in PBMC-Préparationen von Patienten 0.05-0.1%
der CD19'IgG" Zellen anfirben und durchfluBzytometrisch detektieren. In PBMC-
Priparationen von Patient 1 und 2 farbten die Peptide 12C6 sowie 12H10 im Gegensatz zu
den verwendeten Kontrollen 3+2% bzw. 1:0.5% der CD19'1gG" Zellpopulationen.
Gedidchtnis-B-Zellen in PBMC-Priparationen lieBen sich mit SpA, PWM sowie CpG-
Oligonukleotiden polyklonal stimulieren. Im ELISPOT-Verfahren konnten Tetanus-
spezifische Zellen detektiert werden. Trotz schwacher Expression von anti-FVIII IgG in den
Uberstand stimulierter PBMCs, konnte keine FVIII-spezifischen B-Zellen nachgewiesen
werden. Das D(KLAKLAK,)-gekoppelte Peptid 12C6 bewirkte eine Reduktion von anti-
FVIII IgG im Uberstand stimulierter Zellen, welche jedoch nicht statistisch signifikant war.
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4. Diskussion

4.1. Phage Display als Methode der Wahl zur Identifizierung konformationeller
Epitope FVIII neutralisierender Antikorper

Seit der erstmaligen Beschreibung des Auftretens von FVIII neutralisierenden Antikorpern als
Resultat der FVIII-Ersatz Therapie besteht ein grofles Interesse in der Kartierung der Epitope
dieser Antikorper. Rontgenstrukturanalysen und ortsgerichtete Mutagenese stellen die
Ansitze fiir eine moglichst prizise Kartierung von Epitopen dar. Kristallographische Studien
erfordern groBe Mengen hochreinen Proteins, welches fiir eine Epitopkartierung in moglichst
nativer Konformation mit dem entsprechenden Antikérper komplexiert sein muss. Zudem
erschweren dessen Heterogenitdt und Sensitivitit gegeniiber Proteolyse solche Studien
erheblich  (Stoilova-McPhie et al, 2002). Allerdings gelang bereits eine
Rontgenstrukturanalyse der C2-Doméne im Komplex mit dem Fab-Fragment des IgGux
monoklonalen Antikdrpers BO2C11. Diese Analysen lieferten sehr detaillierten Aufschluss
iiber die an der Antikorperbindung beteiligten Aminosduren (Spiegel ef al., 2001). Dennoch
konnten sich mit Rontgenstrukturanalysen nur Momentaufnahmen einer mdglicherweise
dynamischen Antigen-Antikorper-Interaktion festhalten lassen.

Des Weiteren wurde die Analyse eines Inhibitorepitops mittels eines ortspezifischen
Austauschs (site directed mutagenesis, SDM) von Aminosiduren gegen Alanine (Alanine
Scan) vorgenommen (Lubin et al., 1997). SDM-Analysen stellen einen hochauflosenden
Ansatz zur Kartierung von antigenen Bereichen oder zur Bestitigung von bereits generierten
Epitopdaten auf der Ebene einzelner Aminoséuren dar. Im Zuge dieser Analysen muss der
Verlust einer Antikdrperbindung jedoch nicht zwangsldufig durch ein erfolgreich mutiertes
Epitop bedingt sein, sondern kann vielmehr durch, von den verdnderten Aminosduren
hervorgerufene, konformationelle =~ Wechsel erfolgen. Fiir eine aussagekriftige
Epitopkartierung mittels ortsgerichteter Mutagenese muss daher ein gleichzeitiger Nachweis
konformationeller Stabilitit und/oder Funktionalitit des Antigens erfolgen (Rowley et al.,
2004). Auch in dieser Arbeit wurden zur Bestdtigung der generierten Epitopdaten ein Alanine
Scan der auf Basis von Phage Display-Ergebnissen in silico identifizierten Aminoséuren
durchgefiihrt. Es war allerdings nicht moglich eine Expression der FVIII-Mutanten in
Zellkultur nachzuweisen. Ein Grund hierfiir kann sein, dass im FVIII-Gen bereits einzelne

Punktmutationen einen Verlust der Funktionalitit bedeuten und in einer HA resultieren
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konnen, indem diese die Expression von FVIII unterbinden oder zur Sekretion eines
fehlgefalteten Proteins fiihren (Bogdanova et al., 2001; Bril et al., 2006).

In den Anfingen der Untersuchung von Inhibitorepitopen erfolgte eine Lokalisation vielfach
mittels des Immunoblot-Verfahrens auf rekombinanten oder mittels Thrombinverdau
generierten FVIII-Fragmenten (Scandella et al., 1988, 1989, 1995; Fulcher et al., 1985, 1987).
Diese Ansitze liefern jedoch nur eine relativ unprizise Vorstellung von der Lokalisation eines
Antikorperepitops und beschranken sich lediglich auf die Identifizierung der
Domainenspezifititen polyklonaler Antikorperpopulationen. Fiir eine Verifizierung der, durch
die in silico-Analysen vorgegebenen Doménenspezifitit der in dieser Arbeit identifizierten,
moglichen FVIII Inhibitorepitope, wurde auf diese Ansétze zuriickgegriffen. In 293T-Zellen
wurden einzelne FVIII-Doménen exprimiert und deren Reaktivitit mit IgG in den
verwendeten, polyklonalen Patientenplasmen untersucht (Abb. 3.8). Die verwendeten
Dominen wiesen eine gute Reaktivitdt mit monoklonalen, doménenspezifischen Antikdrpern
sowie spezifische Bindung von IgG in einer Vielzahl getesteter Patientenplasmen auf (Daten
nicht gezeigt). Es kann angenommen werden, dass die Konformation der einzelnen Doménen
deren Faltung im gesamten FVIII-Protein nahe kommt.

Gegenwirtig werden vor allem synthetische Peptide, welche sich entweder von der priméren
Aminosduresequenz von FVIII ableiten oder randomisierten Peptidbibliotheken entstammen,
zur Epitopkartierung eingesetzt. Die Identifizierung von Inhibitorepitopen mittels
iiberlappender, linearer FVIII-Peptide auf so genannten PepSpot-Membranen (Albert et al.,
2003; Kopecky et al., 2006) gilt gegeniiber der Phage Display-Technologie als wesentlich
weniger zeitintensiver, alternativer Ansatz (Reineke et al., 1999). Allerdings ergeben sich
durch dieses Verfahren zwei entscheidende Unterschiede. Die linecaren, von der
Primérsequenz des Antigens abgeleiteten Peptide binden aufgrund ihrer Sequenz zwar IgG,
die Analogie solcher Strukturen zur Oberfliche von FVIII ist allerdings denkbar gering.
Damit reduziert sich die Wahrscheinlichkeit einer Kartierung konformationeller Epitope
deutlich (Kopecky et al., 2006). Weiterhin resultiert aus diesem Umstand ein hohes Mal3 an
falsch-positiven Signalen, welche sich erst in aufwendigen, weiterfithrenden Experimenten
ausschlieBen lassen (Palmer et al., 1997; Kopecky et al., 2006).

Phage Display-Selektionen von Inhibitor-spezifischen Peptiden aus randomisierten
Peptidbibliotheken wurden fiir einem monoklonalen Antikorper sowie aufgereinigtes,
polyklonales IgG bereits erfolgreich angewandt (Villard et al., 2003; Miihle et al., 2004).
Allerdings konnten bisher keine Bestandteile konformationeller Epitope FVIII

neutralisierender Antikorper aus polyklonalen Plasmen identifiziert werden. Mittels Phage
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Display-Selektionen lassen sich, wie in dieser Arbeit erfolgt, Peptide selektieren, welche als
strukturelle und funktionelle Mimotope des nativen Epitops fungieren. Die selektierten
Peptidsequenzen lassen sich fiir eine Epitopkartierung nutzen. Fiir eine erfolgreiche
Lokalisation struktureller Epitope mittels selektierter Mimotope sind Kenntnisse der
dreidimensionalen Struktur des nativen Antigens aus Rontenstrukturanalysen, NMR oder
Homologiemodellen sowie eventuell vorhandenen Informationen hinsichtlich der ungefdhren
Lage antigener Bereiche von Vorteil (Rowley et al., 2004). In dieser Arbeit war es unter
Verwendung von Strukturdaten anhand entsprechender Software-Losungen moglich, auf
Basis der selektierten Peptide bzw. homologer Motive, mdogliche strukturelle Epitope zu
identifizieren.

Keine der bisher in der Literatur beschriebenen Techniken hat sich bei der Lokalisation
struktureller Epitope als universell erfolgreich erwiesen. Neben Rontgenstrukturanalysen
kann mittels Phage Display jedoch die grofite Informationsfiille fiir eine Epitopkartierung
generiert werden. Dennoch lésst die Kartierung konformationeller Epitope dabei immer Raum
fiir Interpretation offen (,,[...] hence epitope identification has remained as much an art as a

science.” Rowley et al., 2004).

4.2  Phage Display-Selektion von strukturellen und funktionellen Mimotopen mittels
kompetitiver sowie pH-shift Elution

Fir die Selektion von FVIII Inhibitor-spezifischen Peptidliganden wurden zwei
unterschiedliche Elutionstechniken angewandt. Zum einen wurden die gebundenen, Peptid-
prasentierenden Phagenklone nach erfolgter positiver Selektion mittels eines pH-shifts
abgelost, zum anderen erfolgte die Elution durch Kompetition mit hochdosiertem FVIII.

Die Untersuchung der IgG-Bindung von Phagen in den unterschiedlichen Eluaten im
Anschluss an die Positivselektionen ergab eine deutlich bessere Reaktivitdt pH-shift eluierter
Phagenklone mit Antikdrpern in den verwendeten Plasmen (Abb. 3.3). Dies wurde durch
dquivalente Untersuchungen mit einzelnen Phagenklonen bestitigt (Abb. 3.4). Die Mehrzahl
der per Definition ELISA-positiven Klone entstammte Selektionen mit pH-shift Elution.
Folglich gingen auch die beiden Peptidliganden 12C6 und 12H10, welche in weiterfithrenden
Experimenten eine besonders hohe Reaktivitdt mit IgG in den Plasmen aufwiesen (Abb. 3.9),
aus Selektionen mit pH-shift Elution hervor.

Unterschiede hinsichtlich der in den Biopannings verwandten Elutionen lieen sich auch

anhand der AS-Sequenzen der Peptide, welche von ELISA-positven Klonen prisentiert
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wurden, feststellen. So konnte unter den Sequenzen der kompetitiv eluierten Klone eine
hohere Frequenz des NPIE-Motivs gegeniiber dem NPVE-Motiv, das primér unter pH-shift
eluierten Klonen auftrat, beobachtet werden (Tab 3.1). Interessanterweise konnten beiden
Motiven Homologien auf der Oberflidche der FVIII-Kristallstruktur zugeordnet werden (Abb.
3.6). Unter den Sequenzen aus den Biopannings mit Plasmen von Patient 2 lieBen sich keine
so offensichtliche Unterschiede hinsichtlich der verwendeten Elutionstechniken ausmachen
(Tab 3.2). Allerdings traten unter den kompetitiv eluierten Klonen aus den Screenings mit
Plasmaprobe B vermehrt Sequenzen auf, welche Glutamat (E) in dem (SP)WxXxEW(F/Y)-
Konsensusmotiv beinhalteten. Im Zuge der Epitopkartierungen wurden primdr Homologien
zwischen dem WXEW-Motiv und der FVIII-Oberflache identifiziert (Abb. 3.6).

Peptidsequenzen von Klonen, welche aus einer kompetitiven Elution hervorgehen, scheinen
sich demnach eher fiir eine Epitopkartierung zu eignen. Die sequenziellen und
konformationellen Homologien zwischen den présentierten Peptiden dieser Klone und FVIII
konnten deren Selektion begiinstigen. Das Antigen eluiert vornehmlich solche Klone, deren
Peptid aufgrund Sequenz und Konformation mit dem gleichen Bereich der Komplement
determinierenden Region (complement determining region, CDR) des Antikorpers wie das
native Antigen in Kontakt tritt (Heiskanen et al., 1999). Diese Peptide stellen strukturelle
Mimotope der nativen Epitope dar. Eine kompetitive Elution von Phagenklonen stellt einen
zweiphasigen Prozess dar. Zunéchst dissoziieren gebundene Phagenklone spontan von ihrem
Bindungspartner, dann kann der zur Elution eingesetzte native Ligand mit der Zielstruktur
interagieren und somit eine erneute Bindung der Phagenklone blockieren. Damit sind fiir eine
erfolgreiche, kompetitive Elution sowohl die Zeitspanne der spontanen Dissoziation (Smith
und Petrenko, 1997) als auch eine hohe Affinitdt des nativen Liganden zur Zielstruktur
entscheidend (Pini et al., 2006). Liganden mit hoher Affinitit zur Zielstruktur bendtigen im
Gegensatz zu solchem mit niedrigerer Affinitét fiir eine spontane Dissoziation einen langeren
Zeitraum und konnen vom nativen Liganden nur verdringt werden, wenn dessen Affinitit die
der Phagenklone iibersteigt. Die Schwiche einer kompetitiven Elution besteht damit in einer
ungeniigenden Gewinnung von hochaffinen Bindern, da diese aufgrund der geringeren
Affinitdt des nativen Liganden nicht eluiert werden konnen (Pini et al, 2006). Die
schwichere Affinitit kompetitiv eluierter Liganden wird einerseits am Beispiel der geringeren
Reaktivitdt der mittels kompetitiver Elution angereicherten Phagenpopulationen (Abb. 3.3)
sowie am Ersatzes des NPVE-Motivs in Peptid 12C6 durch das NPIE-Motiv deutlich, welcher

eine deutliche Verringerung der Reaktivitidt mit IgG in Patientenplasma nach sich zog (Abb.
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3.10 B). Peptide, welche aus Biopannings mit pH-shift Elution selektiert werden, fungieren
aufgrund ihrer stdrkeren Reaktivitit mit anti-FVIII IgG daher eher als funktionelle Mimotope.
Aus der parallelen Anwendung beider Elutionsstrategien resultiert eine Redundanz der
isolierten Peptidsequenzen. Die dadurch generierte, grofere Informationsfiille ermdglicht
einen breiteren Einblick in die Natur der zu untersuchenden Protein-Protein Interaktion

(Heiskanen et al., 1999; Paradis-Bleau et al., 2005).

4.3  Beteiligung der identifizierten Aminosiuren an strukturellen, funktionellen
Epitopen FVIII neutralisierender Antikorper

Konformationelle Epitope umfassen meist flexible (Tainer et al., 1984; Geysen et al., 1987),
oberflichenprisente Bestandteile des Antigens (Atassi und Lee, 1978; De L Milton RC und
van Regenmortel, 1979) welche in der Tertidrstruktur hiufig gut zugénglichen Schleifen
sowie hervorstechenden Bereichen entsprechen (Westhof er al., 1984). Die beteiligten
Aminosduren befinden sich in einem Radius von ca. 23A (Rowley et al., 2004). Der
Vergleich der gefundenen Konsensusmotive aus den durchgefiihrten Biopannings (Tab 3.1,
3.2) mit der Kristallstruktur von FVIII mittels der 3DEX-Software ermdglichte die
Identifikation von Homologien mit C_-Atomabstinden zwischen sechs und acht Angstrom
zwischen strukturell benachbarten Aminosduren. Damit liegen die identifizierten
Aminoséduren in einem, fiir konformationelle Epitope iiblichen Radius und bilden gemaf3 den
Darstellungen durch PyMOL-Software oberfldchenprisente, exponierte Bereiche in der A2-
sowie der C2-Doméne aus (Abb. 3.6). Weiterhin konnten in unmittelbarer Nihe zu diesen
Aminosduren auf der Oberfliche der FVIII-Kristallstruktur weitere AS-Reste lokalisiert
werden, welche zusammen mit den gefundenen Konsensusmotiven identifiziert wurden, aber
keine weiteren, eigenstindigen Motive ausbildeten. Bereits in anderen Studien wurde die
Ergénzung eines Epitops, welches durch Homologien zu einem Konsensusmotiv kartiert
wurde, durch zusitzliche, in den Peptidsequenzen frequente Aminosduren, beschrieben
(Luzzago et al., 1993).

Ein Abgleich der mittels 3DEX- und PyMOL-Software auf Basis der Konsensusmotive
generierten Epitopdaten mit den in der Literatur beschriebenen antigenen Bereichen auf FVIII
ergab eine unmittelbare Néhe des moglichen anti-FVIII Antikorperepitops in der A2-Doméne
L T8 B P QP2 R PO NPT PP A% V) zu einem bereits bekannten antigenen
Bereich (R*™-I’"). Neben den Regionen S*°%-Q°® sowie R*®-S"'° (Abb. 4.1 A) entspricht
dieser Bereich auBerdem einer FIX-Interaktionsstelle (Fay und Scandella, 1999). Da die
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Bindung von FVIII an FIX primir {iber Regionen in der A3-Doméne gewdhrleistet wird,
blockieren Antikorperbindungen an die A2-Domine laut Studien von Fay und Scandella
weniger die Bildung des Tenase-Komplexes, als einen konformationellen Wechsel im aktiven
Zentrum von FIX, welcher durch de A2-Domine induziert wird. Eine IgG-Bindung an das in
dieser Arbeit identifizierte, mogliche Epitop wiirde die beschriebene Interaktion zwischen der
A2-Domine und FIX mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls blockieren. Dafiir sprechen
aulerdem Epitopdaten des monoklonalen FVIII Inhibitors R8B12, welcher in einem Bereich
von S***-R°* an die A2-Domine bindet (Ansong et al., 2006). Somit iiberlappen das in dieser

Arbeit identifizierte sowie das R8B12-Epitop partiell.

Abb. 4.1 Vergleich der Epitope mit bekannten Daten. (4) Es ist die Lage des identifizierten, moglichen FVIII
Inhibitorepitops (weif3) in der A2-Domdne im Kontext mit bereits beschriebenen FIX-Interaktionsstellen (rot;
R¥.PY” §75.0°%  R.§) dargestellt. (B) In der C2-Domine iiberlappen Aminosiuren (pink) des
identifizierten Epitops (weif3) mit einer Bindungsstelle an vWF bzw. Phospholipide (rot; T""-Y"%).

Die identifizierten, moglichen anti-FVIII Antikérperepitope  (D*"H?®W*7'R>"7,

§A1PE28W2 | gROSPIPWSY ip der C2-Domine itiberschneiden sich partiell mit einer

vWF-Bindungsstelle (Abb. 4.1 B) in C2 (T*”-Y**?). Eine Antikdrperbindung in diesem

Bereich konnte eine FVIII-vWF-Interaktion nicht nur direkt inhibieren, sondern aullerdem die

1649 11689
-R

zweite VWF-Bindungsstelle im sauren a3-Spacer (E ) sterisch blockieren (Saenko et

2303 2332
-Y

al., 1994). Weiterhin stellt der Bereich um die Aminosduren T eine Bindungsstelle

fiir Phospholipide dar. Da eine Reihe von FVIII-Inhibitoren an einen Bereich der C2-Doméne,

2248-82312

welcher die Aminosduren V umfasst, binden, wird angenommen, dass eine effektive

Blockierung einer FVIII-Bindung an Phospholipide ein Uberlappen des Epitops mit der
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Phospholipid-Bindungsstelle erfordert (Scandella et al, 1995). Die in dieser Arbeit
identifizierten Aminoséuren iiberlappen demnach ebenso mit einer Phospholipid-
Bindungsstelle. AuBerdem konnte eine partielle Ubereinstimmung mit dem Epitop (F*'*°-
Q****) des monoklonalen FVIII neutralisierenden Antikorpers BO2C11 festgestellt werden
(Spiegel et al., 2001; Moreau et al, 2006). Dieser Umstand bestitigt sich durch die
beobachtete, dhnliche Blockierung von anti-FVIII Antikérper durch Peptid 12H10 und Peptid
pl07 (Abb. 3.13 B). Peptid p107 geht aus Phage Display-Selektionen mit BO2C11 hervor
(Villard et al., 2003).

Innerhalb eines strukturellen Epitops wird die Energie fiir eine Antikdrperbindung nur von
drei bis fiinf sehr gut zuginglichen Aminosiuren im Radius von ca. 9A, welche als
funktionelles Epitop bezeichnet werden, aufgebracht (Jin ef al., 1992; Benjamin und Perdue,
1996). Mittels der Phage Display-Technologie lassen sich verhéltnisméBig kleine
Peptidfragmente isolieren, welche eine starke Reaktivitét mit den entsprechenden Antikdrpern
aufweisen. Tatsdchlich haben sich Phage Display-Selektionen als effektives Verfahren zur
Identifikation kritischer Kontakt-Aminosduren erwiesen (Rowley et al., 2004). Die in dieser
Arbeit selektierten duodecameren Peptidliganden haben sich als potente Kompetitoren bei der
Bindung von IgG an FVIII und bei der partiellen Wiederherstellung dessen Aktivitét in
Patientenplasma erwiesen (Abb. 3.12, 3.13). Die dafiir nétige Bindung an FVIII Inhibitoren
in den Plasmen wird dabei von einzelnen Aminosiuren in den Konsensusmotiven der Peptide
12C6 und 12H10 vermittelt (Abb. 3.11). Bereits der Ersatz einzelner Aminosduren innerhalb
der Konsensusmotive fiihrte zu einem nahezu vollstindigen Verlust der IgG-Bindung,
wihrend beobachtete Bindungsreduzierungen durch Alaninaustausche von Aminosduren
auBlerhalb der Motive wahrscheinlich mit konformationellen Wechseln einhergehen, welche
die IgG-Bindung beeinflussen. Damit ist es sehr wahrscheinlich, dass die AS-Reste der
Konsensusmotive kritische Kontakt-Aminosduren und damit Bestandteile funktioneller

Inhibitorepitope in der A2- sowie C2-Doméne darstellen.

4.4  Beteiligung der identifizierten Aminosiuren an immundominanten Epitopen
FVIII neutralisierender Antikorper

Das Ziel einer Immunantwort besteht in der Neutralisierung eines Fremdproteins. Antikorper

binden bevorzugt an Regionen, welche eine moglichst effektive Neutralisation gewéhrleisten

(Ertl et al., 2003). Obwohl im Fall von Proteinantigenen deren gesamte Oberfldche potentiell

immunogen ist, richten sich die generierten Antikdrper zumeist nur gegen eine begrenzte
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Anzahl immundominanter Epitope (Berzofsky, 1985). Diese Eingrenzung der Spezifitit der
Immunantwort geht mit der Antikorperreifung einher (Brown et al., 1980; Fish ef al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurden anti-FVIII Antikorper in Plasmaproben von Patienten im
Verlauf unterschiedlicher ITI-Versuche auf ihre Epitopspezifitit untersucht. Im Fall von
Patient 1 bot sich die Moglichkeit der Untersuchung der Epitopspezifitit von FVIII
Inhibitoren gegeniiber dem fortwéhrend verabreichten Antigen FVIII im Zuge einer
Erradierung des B-Zellsystems mittels des monoklonalen anti-CD20 Antikorpers Rituximab
(Abb. 3.1 A). Nach erfolgter Depletion der CD20'-Zellen, verbunden mit einem
Verschwinden der FVIII neutralisierenden Antikorper, begann die B-Zellrepopulation im
peripheren Blut wobei FVIII Inhibitoren trotz kontinuierlicher Verabreichung von pdFVIII fiir
weitere 252 Tage nicht detektierbar waren. Im Anschluss an diese Zeitspanne erreichte der
Inhibitortiter wieder ein dhnliches Level wie vor Therapie. Unter den Peptiden aus den Phage
Display-Selektionen wurde lediglich ein prominentes Konsensusmotiv identifiziert (Tab 3.1).
Dies ldsst auf gleiche oder sehr dhnliche Spezifitit fiir das mdgliche anti-FVIII

Antikorperepitop um die Aminosduren E**-v"!

vor Therapie und nach erfolgter
Repopulation des B-Zellsystems schlieBen (Abb. 3.6, 3.8). IgG aus Plasmen im
Therapieverlauf wiesen Kreuzreaktivitit mit dem selektierten Peptid 12C6 auf. Jedoch wurde
in Plasmen nach Therapie sowohl in Bindungs- als auch Inhibitionsexperimenten eine
geringere Reaktivitidt von Antikdrpern mit dem Peptid beobachtet (Daten nicht gezeigt). Aus
diesen Daten resultiert die Frage, ob die Beibehaltung der Epitopspezifitit der anti-FVIII
Antikorper auf serologischem, immunologischem Gedéchtnis beruht, fiir welches sowohl
langlebige Plasma- als auch Gedéchtnis B-Zellen verantwortlich sind (Slifka und Ahmed,
1996). Langlebige FVIII-spezifische Plasmazellen wiirden aufgrund nicht vorhandener CD20-
Expression von Rituximab nicht beeintrachtigt werden und sollten daher iiber Jahre stabile
Antikorpertiter generieren (Slifka und Ahmed, 1996; Bernasconi et al., 2002; Manz et al.,
2005). Das Verschwinden der FVIII Inhibitoren innerhalb von 112 Tagen (Abb. 3.1 A) lésst
jedoch eher auf die Existenz einer kurzlebigen Plasmazellpopulation schlieBen (Martin und
Chan, 2006). FVIII-spezifischen Geddchtnis-B-Zellen sollten nach Restimulation durch das
Antigen innerhalb kiirzester Zeit zu ASCs differenzieren. Allerdings scheinen gerade
Gedidchtnis-B-Zellen eine erhohte Sensitivitit gegeniiber Rituximab aufzuweisen (Szodoray et
al., 2004). Daraus resultiert eine Beeintrdchtigung der primiren sowie sekunddren
Immunantwort gegeniiber Gedéchtnisantigenen (recall-antigens; Gonzales-Stawinski et al.,
2001; van der Kolk ef al., 2002). Auch im Falle einer Resistenz gegeniiber dem anti-CD20
Antikorper sind Gedichtnis-B-Zellen nicht in der Lage, das B-Zellsystem zu repopulieren
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(Anolik et al., 2004; Leandro et al., 2006). Weiterhin konnte in einem HA-Maus-Modell
gezeigt werden, dass hohe Dosen FVIII die Re-Stimulation FVIII-spezifischer Gedédchtnis-B-
Zellen inhibieren (Hausl et al, 2005). Allerdings ist es sehr fraglich, ob die hierbei
verwendeten Dosen jemals in einem HA-Patienten wihrend einer ITI erreicht werden.
Aufgrund des kontinuierlich prisenten Antigens kann anhand der Verldufe des Inhibitortiters
und CD20"-Zellen angenommen werden, dass die beobachtete Beibehaltung der
Epitopspezifitit nicht auf immunologischem Gedéchtnis beruht. Vielmehr liegt die
Vermutung nahe, dass im Zuge einer neu etablierten B-Zellimmunantwort dasselbe bzw. ein
mit E589-A599 stark iiberlappendes, immundominantes Epitop in der A2-Doméne erkannt
wurde. Die Hypothese einer neu etablierten Immunantwort wird durch die beobachteten
FVIII-spezifischen Subklassenverldufe gestiitzt (Abb. 3.2 A), da der parallele Verlauf von
IgG; und IgGs den héufig am Beginn einer initialen ITI detektierten Subklassenverldufen
entspricht (van Helden et al., 2005). Interessanterweise wurde das NPVE-Motiv auch in einer
anderen Arbeit in Epitopkartierungsversuchen unter den Peptidsequenzen aus Phage Display-
Selektionen identifiziert (Miihle et al., 2004). Da sich das Augenmerk dieser Arbeit jedoch
nicht auf die Lokalisation konformationeller Epitope richtete, konnte es bei dem Vergleich
mit der FVIII-Primirsequenz nicht identifiziert werden (Miihle et al., 2004). Gegeniiber
Peptid 12C6 wies das Peptid I-A1 (NPVERSL; Miihle et al., 2004) in vergleichenden
Bindungsstudien zwar ein dhnliches Bindungsprofil mit heterologen Plasmen, jedoch eine
deutlich schwichere IgG-Bindung auf (Daten nicht gezeigt).

Im Fall von Patient 2 wurde die Epitopspezifitdit im Zuge mehrerer Priparatwechseln
analysiert (Abb. 3.1 B). Unter den Peptidsequenzen ELISA-positiver Klone, welche aus den
Phage Display-Selektionen mit Plasmen von Patient 2 hervorgingen, lieBen sich zwei
unterschiedliche Konsensusmotive, HWR(D) sowie (SP)WXEW(F/Y), identifizieren (Tab
3.2). AS-Analogien zu diesen Motiven (D**H?®WH'RPY  SHPEEHIWE,
E*%SPPW3P) wurden auf der C2-Domine mit grofer rdumlicher Nihe zueinander
lokalisiert (Abb. 3.6). Die Nihe der identifizierten Aminoséduren sowie die beobachtete
Kreuzreaktivitdt von IgG aus Plasmen im Therapieverlauf mit dem selektierten Peptid 12H10
(Daten nicht gezeigt) unterstiitzen die Hypothese einer kontinuierlichen Epitopspezifitét fiir in
groBBen Teilen iiberlappende Epitope. Deren beschriebene, mogliche Relevanz (Abb. 4.1 B)
spricht sehr fiir eine gemeinsame, immundominante Position der identifizierten Aminosauren.
Wie auch in dieser Arbeit beobachtet, richten sich FVIII Inhibitoren ungeachtet deren
immunologischen Ursprungs zumeist gegen die A2- und C2-Doméne (Lollar, 2004).

Aufgrund der vermuteten Immundominanz der identifizierten, moglichen A2- und C2-Epitope
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wurden die entsprechenden Peptidliganden 12C6 und 12H10 kombiniert und deren
Kreuzreaktivitit mit einer Vielzahl heterologer Plasmen untersucht (Abb. 3.14). Eine mehr
als 50%ige Blockierung der Antikdrperbindung an FVIII wurde dabei bei neun der 14
getesteten Patientenplasmen beobachtet. Diese Beobachtung unterstreicht die Relevanz der
Peptide als Mimotope moglicher, immundominater Epitope FVIII neutralisierender
Antikorper. So spricht auch die momentane Datenlage aus groferen Studien (Recombinate
und Kogenate Study Groups), welche allerdings lediglich eine Untersuchung der
Antikorperspezifitit anhand rekombinanter FVIII-Domidnen beinhaltete, sehr dafiir, dass
einzelne FVIII Inhibitoren gemeinsame oder dhnliche Epitope in rdumlicher Nihe innerhalb
der A2- sowie C2-Doméne erkennen (Prescott et al., 1997). Mehr Aufschluss hinsichtlich der
Feinspezifitit von FVIII-Inhibitoren ist aus den Daten der laufenden ObsITI-Studie zu

erwarten (Kreuz et al.).

4.5 Relevanz der Peptide 12C6 und 12H10 als funktionelle Mimotope FVIII
neutralisierender Antikorper

Phage Display-Selektionen von phagenprisentierten Peptidbibliotheken wurden bereits in
grofler Bandbreite zur Identifikation von Peptidliganden fiir Antikdrper verwendet (Scott,
1990; Chen et al., 1996; Heiskanen et al., 1999; Konigs et al., 2000; Murray et al., 2001).
Generell zeichnen sich selektierte Peptidliganden durch eine hohe Spezifitit sowie
Selektivitit aus. Allerdings erschweren sie funktionelle Tests durch ihre Flexibilitdt (Pini et
al., 2006) und weisen gerade im Zuge von in vivo-Einsétzen sehr geringe Stabilitdt und damit
verbundene, niedrige Halbwertszeiten auf (Bracci ef al., 2003).

Aufgrund der beschriebenen, mit synthetischen Peptidliganden verbundenen Schwierigkeiten
wurden in dieser Arbeit auch Versuche zur Selektion von entsprechenden, anti-idiotypischen
scFv-Fragmenten fiir FVIII-Inhibitoren unternommen. Aus einer phagenpréisentierten,
vollsynthetischen scFv-Bibliothek konnten einige wenige Fragmente, welche eine Reaktivitdt
mit IgG in Patientenplasmen aufwiesen, isoliert werden. Allerdings konnten mittels der in £.
coli exprimierten und aufgereinigten scFvs keine verldsslich reproduzierbaren Bindungs-
sowie Inhibitionsdaten generiert werden.

Die Arbeit mit den synthetischen Peptidliganden 12C6 und 12H10 wurde tatsdchlich durch
die beschriebenen Nachteile beeintrichtigt. Die Etablierung zuverldssiger Bindungs- und
Inhibitionstest gestaltete sich im Gegensatz zu analogen Experimenten mit den

entsprechenden Phagenklonen als schwierig und war nach anfianglichen Versuchen mit einem
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Biotin-Streptavidin-System erst durch den FEinsatz von 6xHis-markierten Peptiden in
Verbindung mit anti-6xHis Antikorpern moglich. Der Nachweis der Funktionalitdt der
Peptidliganden erfolgte durch die Blockierung der Antikdrperbindung in den
Patientenplasmen an FVIIL. Allerdings gelang es mit den Peptiden nicht, eine 100%ige
Inhibition zu erreichen. Die beobachteten Inhibitionswerte lagen unter Beriicksichtigung
unspezifischer Inhibition durch die Kontrollpeptide bei ca. 60% (Abb. 3.12 A, C). Trotz
Screening von polyklonalen Plasmen konnte bei den nachfolgenden, unterschiedlichen
Analysen der Sequenzen aus den Biopannings jeweils nur ein Konsensusmotiv identifiziert
werden. Dies konnte aus einer Limitierung des Phage Display-Verfahrens resultieren, da
dessen System offenbar die Selektion von wenigen, hochaffinen Liganden begiinstigt. Daher
ist von der Prdsenz weiterer anti-FVIII Antikérper in den polykonalen Plasmen auszugehen.
In Bindungstests mit rekombinanten FVIII-Domdnen wurde eine, fiir FVIII Inhibitoren
iibliche Reaktivitidt mit A2- und C2-Domaéne, detektiert (Lollar, 2004). In dem sehr sensiblen,
ELISA-basierten System der etablierten Inhibitionstests konnten bereits schwach bindende
Antikorper die beobachtete Inhibition verringern. Allerdings wurde auch in Inhibitionstests
mit der einzelnen A2- bzw. C2-Domine keine 100%ige Inhibition erreicht (Abb. 3.12 B, D).
Dies kann ebenso auf Polyklonalitit der Plasmen sowie eine Beeintrichtigung der
biologischen Aktivitit der frei in Losung vorliegenden Peptide aufgrund deren Flexibilitét
zuriickgehen. Letzteres war bereits in anderen Studien fiir ein Scheitern von
Inhibitionsexperimenten mit synthetischen Peptiden aus Phage Display-Selektionen
verantwortlich. In weiterfithrenden Experimenten konnte allerdings eine deutliche Spezifitit
der Peptide nachgewiesen werden (Pini ef al., 2006).

Auch der erfolgreiche Einsatz der Peptide im Bethesda-Test erwies sich als schwierig. Dieser
Test, welcher die FVIII-Aktivitit anhand erfolgter plasmatischer Koagulation detektiert,
zeichnet sich generell durch begrenzte Sensitivitit und eine starke Schwankung der
Messwerte aus. Aufgrund der geringen Sensitivitit des Tests konnte Patientenplasma nur in
geringer Verdiinnung bzw. unverdiinnt eingesetzt werden, was den Einsatz von hohen
Peptidkonzentrationen erforderte. Fiir einen Nachweis der Bindung der Peptide 12C6 und
12H10 an neutralisierende anti-FVIII Antikoérper war dieser Test allerdings unerldsslich
(Abb. 3.12 E, F). In diesen Experimenten zeigte sich, dass die zugegebenen Peptide zwar die
Bindung von FVIII-Inhibitoren blockieren, die Interaktion zwischen FVIII und FIX sowie
Phospholipiden und damit den Ablauf des intrinsischen Reaktionsweges der plasmatischen

Koagulation jedoch offenbar nicht beintrachtigen (Villard et al., 2003). Im Gegensatz hierzu
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blockierten von der Primirsequenz abgeleitete Peptidfragmente der C2-Doméne die Bindung
von FVIII an Phospholipide (Foster et al., 1990).

Die experimentell gewonnenen Erkenntnisse stellen den Charakter von Peptid 12C6 und
12H10 als funktionelle Mimotope fiir FVIII-Inhibitoren heraus. Die Peptide weisen einerseits
eine selektive, hohe Reaktivitdt mit neutralisierenden anti-FVIII Antikoérpern auf, verfiigen
andererseits jedoch nicht iiber ein so hohes Mal an Analogie zum nativen Antigen, dass sie

dessen Bindungsstellen auf Phospholipiden oder FIX besetzen wiirden (Villard ef al., 2003).

4.6 Bindung von IgG; und IgG4 anti-FVIII Antikorpern durch die funktionellen
Mimotope

Die polyklonale IgG-Population der FVIII neutralisierenden Antikdrper ist der Th2-
induzierten 1gGy4- sowie Thl-induzierten I1gG,-Klasse zuzuordnen (Fulcher et al., 1987). Es
scheint eine Korrelation zwischen einer massiven, humoralen Immunantwort gegen FVIII und
vornehmlich Th2-induzierten Subklassen (IgGs4) zu bestehen, wéhrend Thl-induzierte
Subklassen (IgG;) primér fiir die Aufrechterhaltung einer Langzeitimmunantwort gegen das
Protein verantwortlich sind (Reding ef al., 2002). Die Subklassenverldufe der Patienten 1 und
2 im jeweiligen Therapieverlauf bestdtigten eine Existenz von anti-FVIII Antikorpern der
Subklassen IgG; sowie IgG4 (Abb. 3.2). Entsprechende Antikorper der iibrigen Subklassen
wurden nicht detektiert. Insbesondere im Fall von Patient 2 wurde deutlich, dass der 1gGy-
Verlauf unmittelbar mit hoher Inhibitor-Aktivitit (BE/ml) korrelierte, wéhrend IgG; bei
hohen wie niedriger Aktivitdt nahezu konstant blieb.

Bei der Analyse der Dominenspezifititen der anti-FVIII Antikdrper in den getesteten
Plasmen wurden die A2- bzw. C2-Doméne primér von IgGy erkannt, wihrend IgG, deutlich
weniger reaktiv war (Abb. 3.8 C, D). Die Peptide, die potentielle, funktionelle Mimotope
immundominanter Inhibitorepitope auf der A2- bzw. C2-Doméne darstellten, wiesen in
Bindungsstudien jedoch nahezu ausschlieBlich Reaktivitdt mit IgG; auf (Abb. 3.10 E).
Allerdings war mit diesen Peptiden trotz primdrer Erkennung des Antigens durch IgG, eine
deutliche Blockierung der Antikdrperbindung an FVIII moglich (Abb. 3.12). Tatséchlich ist
iiber Epitopspezifititen der unterschiedlichen IgG-Subklassen wenig bekannt. Gegeniiber
Proteinantigenen wird nach einer initialen IgG;-Antwort IgGs als Folge einer
Langzeitexposition eines Antigens gegeniiber dem Immunsystem induziert. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Bindung von IgG, an das Antigen eine gleichzeitige 1gG;-Bindung

blockiert und damit IgG;-vermittelte, immunpathogene Effekte reduziert (Aalberse und



4. Diskussion 122

Schuurman, 2002). Somit sollten antigenspezifisches IgG; und IgGy ein gleiches oder sehr
dhnliches Epitop erkennen. Dabei konnen antigenspezifische Antikdrper verschiedener
Subklassen Unterschiede in ihrer Feinspezifitit aufweisen. Diese Unterschiede resultieren
offenbar aus einem komplexen Zusammenspiel der variablen und konstanten Regionen der
schweren IgG-Ketten, welche eventuelle auf Variationen der F(ab’),-Struktur beruhen (Torres
et al., 2005). Weiterhin wurde gefunden, dass IgGs eher zu einer Erkennung komplexer,
konformationeller Epitope in der Lage ist (Olsson et al., 2001). Dies kann durch die
Bispezifitit der Antikorper der IgGs-Population bedingt sein (Schuurman et al., 1999), welche
diese zu einer Bindung unterschiedlicher, distinkter Regionen, gerade auf groflen
Proteinantigenen wie FVIII, befdhigt. Dahingegen vermag IgG; hauptsichlich lineare Peptide
zu erkennen (Olsson et al., 2001) und bindet diese, vor allem in immobilisierter Form im
Gegensatz zu IgGs (Horgan et al, 1993), deutlich besser. Aufgrund der eventuell
erforderlichen Konformationen fiir eine Bindung von IgGs sowie dessen schlechterer
Reaktivitdt mit linearen Peptiden konnte demnach eben diese in Bindungsstudien mit 12C6
und 12H10 nicht detektiert werden. Wie aus den Inhibitionsdaten hervorgeht, muss durch die
Peptide in Losung jedoch eine Antikdrperbindung ungeachtet deren Subklassenzugehorigkeit
und daraus resultierender, eventueller Unterschiede hinsichtlich deren Feinspezifitét erfolgen.
Es wurde bereits gezeigt, dass Antikdrper mit Variationen in deren variablen Regionen
Antigen in Losung im Gegensatz zu immobilisiertem Antigen deutlich besser binden kénnen
(Horgan et al., 1992). Tatsdchlich konnen die Peptide 12C6 und 12H10 somit funktionelle
Mimotope flir antigene Determinanten eines gleichen oder dhnlichen IgG; sowie IgGs-Epitops

darstellen.

4.7  Multimerisierung der Mimotope als Basis zur Entwicklung therapeutisch
nutzbarer Proteine
Die Multimerisierung von funktionellen Peptidliganden hat sich als wirkungsvolle Strategie
zur Generierung stabiler, multivalenter Proteine erwiesen. Allerdings wird bei vielen dieser
Multimerisierungsverfahren, beispielsweise mittels Polyethylen-Glykol (PEG), Dextran,
Streptavidin oder Heyptalysin nach wie vor auf synthetische Peptide zuriickgegriffen und
erfordert demnach eine kostenintensive Generierung grofler Mengen der Liganden (Tam,
1988; Renschler et al., 1994; Libyh et al., 1997). Die Multimerisierung von Peptidliganden
durch deren Fusion an die Multimerisierungsdomidne der o-Kette des humanen C4-

Bindeproteins und deren Expression in einem eukaryotischen System vereint mehrere
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Vorteile in sich (Libyh et al, 1997; Dervillez et al., 2006). Durch die rekombinante
Expression der Peptide in Verbindung mit C4bp, erfolgt die Multimerisierung nicht durch ein
aufwendiges Verfahren, sondern auf natiirlichem Weg iiber die fusionierte
Multimerisierungsdomédne innerhalb der Zelle. Die trunkierte Multimerisierungsdomine
verfligt iiber keinerlei biologische Funktion und entstammt einem humanem, natiirlich im
Plasma vorliegen Protein, so dass wahrscheinlich keine Immunogenitit zu erwarten ist (Libyh
et al., 1997). Die eukaryotische Expression der Proteine ermdglicht aulerdem die Einfiihrung
von post-translationalen Modifikationen, welche fiir einen Mimotopcharakter der
présentierten Peptide entscheidend sein konnten.

Die Expression der Peptide 12C6 und 12H10 in multimerer Form resultierte in Strukturen
(12C6p, 12H10y), welche im Vergleich zu monomeren, synthetischen Peptiden hinsichtlich
des Dosis-Wirkungszusammenhangs eine S50fach, bei Beriicksichtigung der mdglichen
Valenzen der Heptamere siebenfach, verbesserte IgG-Bindung in Patientenplasmen sowie ca.
20fach (ca. dreifach) verbesserte Inhibition von anti-FVIII Antikorpern aufwiesen (Abb. 3.18,
Abb. 3.19 C, D). Diese Beobachtungen gehen einerseits auf die Multivalenz der in
heptamerer Form (Abb. 3.17 A) exprimierten Peptide zuriick und entsprechen den
Beobachtungen in anderen Studien (Pini et al., 2006). Andererseits beeinflusst wohl auch die
strukturelle Integritit (Abb. 3.17 B, C), welche die Peptide in multimerer Form erlangen, die
IgG-Bindung. Die N-terminale Fusion der Peptide an C4bp, konnte einen konformationellen
Kontext ergeben, welcher dem, der ebenfalls N-terminalen Fusion an das pllII-Hiillprotein des
M13-Phagen entspricht. Die dadurch verminderte Flexibilitit der Peptide resultiert gegeniiber
den synthetischen Monomeren in einer gesteigerten biologischen Aktivitdt (Pini et al., 2006;
Dervillez et al., 2006). AuBlerdem konnten post-translationale Modifikationen in den
exprimierten C4bp,-Peptid-Multimeren zu einer Verstirkung des Mimotopcharakters der
Peptide fiihren. Trotz gleicher Anzahl von Aminosduren der C4bp,-Peptid-Monomere
konnten bei der Analyse verschiedener multimerer Proteine unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen im Western Blot unterschiedliche Molekulargewichte detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Eine Ursache hierfiir konnten post-translational eingefiihrte
Glykosylierungen sein. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Glykosylierungsmuster von
Peptiden einen Einfluf} auf deren biologische Aktivitdt haben (Dervillez et al., 2006).

Im Hinblick auf eine effektive Blockierung einer polyklonale Population von FVIII
Inhibitoren erscheint der Einsatz von Peptidmixturen, welche funktionelle Mimotope
immundominanter Epitope darstellen, interessant. Da sich die Population der FVIII

Inhibitoren zumeist gegen die A2- und C2-Doméne richten (Lollar, 2004) und die selektierten
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Peptide 12C6 und 12H10 funktionelle Mimotope potentiell immundominanter Epitope
darstellen, wurden diese in Inhibitionstests kombiniert. Sowohl im Bethesda-Test (Abb. 3.13
C) als auch ELISA-basierten Inhibitionstests konnte hierdurch die FVIII-Bindung durch anti-
FVIII Antikorper noch effektiver inhibiert werden (Abb. 3.13 A, 3.14). Durch Cotransfektion
der Vektoren pEF-IRESp-C4bp,-12C6 und pEF-IRESp-C4bp,-12H10 wurden in 293T-
Einzelklonen heteromere Proteine exprimiert (12C6/H10y). Im Gegensatz zu einer
dquimolaren Kombination der beiden Homomultimere (Abb. 3.18 A), wiesen diese
(12C6/H10y) gleiche Reaktivitdt mit IgG in Plasma von Patient 1 und 2 auf (Abb. 3.18 B). In
Bindungsstudien war bei gleicher Konzentration die Reaktivitdt von IgG in Plasma von
Patient 2 mit 12C6/H10y gegeniiber 12H10y deutlich besser. Da sich die Strukturen von
12C6ym und 12H10y in den in silico-Vorhersagen doch offensichtlich unterscheiden (Abb.
3.17 B, C), besteht die Mdglichkeit, dass im heteromultimeren Kontext die Einnahme einer,
fiir die Antikoérperbindung noch giinstigeren Konformation von Peptid 12H10 erfolgt. In silico
generierte Strukturmodelle von C4bp,-12C6/C4bp,-12H10-Dimeren wiesen im Gegensatz zu
C4bp,-12H10-Dimeren eine deutlich bessere Exposition von Peptid 12H10 auf (Daten nicht
gezeigt). Gemdl den erhaltenen Inhibitionsdaten durch eine Kombination der synthetischen
Peptide 12C6 und 12H10 in Plasma von Patient 1 (Abb. 3.13 A), wurde durch das
Heteromultimer gegeniiber den Homomultimeren eine verbesserte Inhibition erreicht (Abb.
3.19 C). Mit dem Heteromultimer gelang im Gegensatz zu synthetischen Peptiden eine
nahezu 100%ige Inhibition von anti-FVIII Antikérpern, was auf die bereits beschriebene,
verbesserte biologischen Aktivitdt der Peptide im multimeren Kontext zuriickgehen kann
(Pini et al., 2006; Dervillez et al, 2006). Im Fall von Patient 2 wurde eine maximale
Inhibition bereits durch das 12H10-Homomultimer erreicht (Abb. 3.19 D). Wie bereits aus
der Kombination der Peptide 12C6 und 12H10 hervorging (Abb. 3.13 B), resultierte auch aus
deren gemeinsamer Expression in einem Heteromultimer keine effizientere Inhibition (Abb.
3.19 D). Fiir die leichte Kette (A3-C1-C2) von FVIII wurde bereits beschrieben, dass diese
hiufig in der Lage ist, die volle Inhibitor-Aktivitit in Patientenplasmen zu blockieren
(Nordfang et al., 1987). Eventuell ist dhnliches fiir Peptid 12H10 bzw. 12H10y als
funktionelle Mimotope eines potentiell immundominanten Epitops der leichten Kette
anzunehmen.

Durch die Multimerisierung der selektierten Peptidliganden iiber C4bp, wurden Proteine
generiert, welche, entsprechend den Beobachtungen aus anderen Studien (Oudin ef al., 2000),
bereits im Kulturiiberstand bei 4°C iiber mehrere Monate stabil waren (Daten nicht gezeigt).

Gegeniiber synthetischen Peptiden konnte unter Inkubation bei 37°C eine deutliche
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Verbesserung der Halbwertszeiten von ca. 12 auf 60 Stunden bei gleichzeitiger Beibehaltung
der biologischen Aktivitdt sowohl in PBS als auch humanem Plasma gezeigt werden (Abb.
3.20). Auch in anderen Studien erwiesen sich multimerisierte Peptidliganden gegeniiber
Proteasen und Peptidasen als sehr stabil. Aus der Multimerisierung resultiert eine Zunahme an
Masse, welche den Abbau der Proteine durch im Plasma prisente, vornehmlich gegen kurze
Peptide agierende Metallo-Oligopeptidasen verhindert (Bracci ef al., 2003).

Die Multimerisierung der Peptide 12C6 und 12H10 erweist sich somit als effektives Konzept
zur Generierung sehr stabiler, multivalenter Proteine mit hoher Spezifitdt fiir anti-FVIII
Antikorper. Die Moglichkeit der Kombination mehrerer funktioneller Mimotope
immundominanter Epitope ermoglicht die Erstellung multispezifischer Strukturen, welche vor

allem fiir einen Einsatz gegen polyklonale Inhibitorpopulationen interessant erscheinen.

4.8  Mimotop-vermitteltes Targeting antigenspezifischer B-Zellen

Die gezielte Ansteuerung (Targeting) von antigenspezifischen B-Zellen wird durch deren,
hochaffinen B Zellrezeptor ermdglicht. Als Liganden kommen neben dem nativen Antigen,
bzw. dessen Derivaten (Proby et al., 2000; Zocher et al., 2003; Reiners et al., 2004; Stocker et
al., 2005) oder anti-idiotypischen Antikorpern (Sasaki et al., 1989) auch Peptide in Frage
(Renschler et al., 1994; Buhl et al, 2002). B-Zellrezeptoren von Gedéchtnis B-Zellen
bestehen neben IgA, IgD und IgM primér aus membranstindigem, affinititsgereiften IgG.
Dieses entspricht den von Plasmazellen sekretierten Antikdrpern. Mittels des Phage Display-
Verfahrens selektierte Peptidliganden sollten demnach neben der Bindung mit IgG in Plasma
oder Serum auch eine Erkennung der entsprechenden Gedichtnis-B-Zellen ermdglichen
(Renschler et al., 1994; Buhl et al., 2002).

Zum Nachweis von Gedichtnis-B-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit die Marker
CD19, CD27 sowie membranstindiges IgG detektiert. Verschiedene Kombinationen dieser
Marker erwiesen sich zur Detektion FVIII-spezifischer sowie Peptid-bindender B-Zellen als
unterschiedlich geeignet. So lieBen sich in PBMC-Préparationen von Inhibitor-positiven
Patienten 1-2% FVIII-spezifische Gedéchtnis-B-Zellen (CD19'1gG") durchfluBzytometrisch
am deutlichsten nach vorheriger Abgrenzung der CD19" Zellen detektieren (Abb. 3.21). Mit
den Peptiden 12C6 sowie 12H10 lieBen sich 3+2% der CD19'IgG" Zellen in PBMC
Priparationen von Patient 1 (Abb. 3.22) bzw. 1+0.5% dieser Zellpopulation von Patient 2
anfarben. Fiir beide Patienten war in unterschiedlichen PBMC-Préparationen im Gegensatz zu

den verwendeten Kontrollpeptiden sowie PBMCs von gesunden Spendern wiederholt eine
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spezifische, durchfluBzytometrische Detektion peptidgefarbter Zellen mdglich, die
Frequenzen variierten jedoch stark. Am eindeutigsten lieBen sich entsprechende Zellen durch
vorherige Abgrenzung der CDI19'1gG" Population und anschlieBender, gleichzeitiger
Betrachtung von membranstindigen IgG sowie gebundenem Peptid detektieren. Sowohl
Peptide als auch anti-IgG Antikorper sollten dabei an membranstindiges IgG auf der
Zelloberfliche binden. Ein &hnlicher Ansatz erwies sich zur Detektion von
antigenspezifischen Zellen durch gleichzeitige Fiarbung mit unterschiedlich markiertem
Antigen als sehr effektiv (Townsend et al., 2001).

Ein generelles Problem bei der Detektion von FVIII-spezifischen sowie Peptid-bindenden
Gedidchtnis-B-Zellen bestand in deren niedriger Frequenz im peripheren Blut sowie der
schwierigen Verfligbarkeit von ausreichendem, und aufgrund der erfolgten Kryopréservation,
qualitativ hochwertigen Zellmaterial der himophilen Patienten. Die beobachteten Frequenzen
antigenspezifischer B-Zellen entsprechen den in anderen Studien mit humanen PBMCs
evaluierten Werten von 0.04-2% IgG", Antigen bindender Zellen (Leyendeckers et al., 2002;
Crotty et al., 2004). Ein Ansatz zur Umgehung der niedrigen Frequenz antigenspezifischer
Gedidchtnis-B-Zellen im peripheren Blut bestand in der Immortalisierung der B-
Zellpopulation mittels des Epstein-Barr-Virus (EBV). EBV-transformierte B-Zellen weisen
eine deutliche Expression von B-Zellrezeptoren auf (Lavens et al., 2004). Dieser Ansatz
erschien vor allem daher interessant, da er Unabhédngigkeit von rarem Patientenmaterial sowie
konstante =~ Voraussetzungen flir weiterfilhrende Experimente versprach. Mittels
Zellkulturiiberstinden einer EBV-exprimierenden Zelllinie (B95-8; Miller und Lipman, 1973)
konnten B-Zellen aus PBMC Populationen iiber einen Zeitraum von mehr als sechs Wochen
am Leben erhalten werden. Geméll den Beobachtungen in anderen Studien (Wiesner et al.,
2008), wurde dabei ein Auswachsen von B-Zellen mit charakteristischem Phidnotyp EBV-
transformierter Zellen sowie Ansduerung des Kulturmediums festgestellt. In dieser Zeit war
zwar eine schwache IgG-Expression nachweisbar, FVIII spezifisches IgG liel sich jedoch
nicht detektieren (Daten nicht gezeigt). Wie von Stocker et al. beschrieben, erfordert eine
erfolgreiche Anreicherung von immortalisierten, antigenspezifischen B-Zellen allerdings
deren wiederholte Selektion. Dies war jedoch aufgrund der geringen, vorhandenen
Zellmengen nicht moglich.

Da es nicht gelungen war, mittels immortalisierter B-Zellen aus Patienten konstante
Versuchsbedingungen fiir weitere Experimente zu gewéhrleisten, sollte der Nachweis einer
zielgerichteten Ansteuerung FVIII-spezifischer Geddchtnis-B-Zellen in PBMC-Préparationen
durch die selektierten Peptide in einem funktionellen Test auf Basis des ELISPOT-Verfahrens
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erfolgen. Dies war vor allem zur Untersuchung eines spezifischen, toxischen Effektes der
D(KLAKLAK))-gekoppelten Peptide von Interesse. Nach polyklonaler Stimulation
(Bernasconi et al., 2002; Crotty et al., 2004) konnten in PBMC-Prédparationen gesunder
Spender 0.3-1.5% Tetanus-spezifische Gedédchtnis-B-Zellen detektiert werden (Abb. 3.24 A,
B), was der beobachteten Frequenz dieser Zellen in anderen Studien entspricht (Oshiba et al.,
1994). Allerdings war es unter Verwendung gleicher Stimulationsbedingungen, trotz Messung
einer schwachen Expression von anti-FVIII IgG im ELISA, nicht mdglich, FVIII-spezifische
Gedéchtnis-B-Zellen im ELISPOT zu detektieren. In anderen Studien zur Detektion FVIII-
spezifischer Gedédchtnis-B-Zellen gelang dies nur in PBMCs von einem aus sechs getesteten
Patienten. Dieser Patient wies einen Inhibitortiter von 1000 BE/ml auf, wihrend die
inhibitorische Aktivitit in den Plasmen der iibrigen Patienten ca. 30 BE/ml betrug (Lang et
al., 2006). Dies entspricht den momentanen, gemessenen Inhibitortitern (< 30 BE/ml) der
Patienten, deren Zellen in dieser Arbeit fiir Stimulation sowie ELISPOT-Tests verwendet
wurden. Aufgrund des limitierten Zellmaterials war fiir DurchfluBzytometrie- sowie
ELISPOT-Analysen die Verwendung von Zellen unterschiedlicher Therapie-Zeitpunkte
unumginglich. Griinde fiir die nicht erfolgte Detektion FVIII-spezifischer B-Zellen sind
einerseits in starken Frequenzschwankungen zirkulierender Gedéchtnis-B-Zellen aufgrund
unterschiedlicher Restimulation mit FVIII, andererseits in der Sensitivitit des ELISPOT-
Verfahrens zu suchen (Lang et al., 2006). In Kulturiiberstinden stimulierter Zellen von
Patienten sowie gesunden Spendern, welche mit D(KLAKLAK,)-gekoppelten Peptid 12C6
(12C6-K) prainkubiert worden waren, wurde die Expression von Gesamt-IgG (Abb. 3.24 D)
sowie die Sekretion von anti-Tetanus IgG nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Dagegen
wurde in Uberstinden stimulierter Zellen von Patient 1 eine Reduktion von FVIII-
spezifischen IgG beobachtet (Abb. 3.24 A). Da keine der verwandten Kontrollen diesen
Effekt aufwies, mag dies trotz mangelnder, statistischer Signifikanz auf eine erfolgreiche

Depletion FVIII-spezifischer Zellen hindeuten.

4.9  Schlussfolgerung

Mittels des Phage Display-Verfahrens lieBen sich Peptide selektieren, welche eine hohe
Spezifitit fiir FVIII neutralisierende Antikorper aufwiesen. Wahrend aus Selektionen mit pH-
shift Elution vornehmlich potente, funktionelle Liganden isoliert wurden, welche FVIII-
Inhibitoren blockieren konnten, wurde durch die parallele Anwendung kompetitiver Elutionen

mit hochdosiertem FVIII eine Redundanz der selektierten Peptidsequenzen erreicht, welche
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gerade fiir eine Feinkartierung von anti-FVIII Antikorperepitopen hilfreich war. Die hierzu
angewandte Kombination einer Software-basierten Kartierung, basierend auf den selektierten
Konsensusmotiven, mit einer Verifizierung der vorgegebenen Doménenspezifitit sowie dem
Vergleich mit existierenden Epitopdaten ldsst eine sehr wahrscheinliche Beteiligung der
identifizierten Aminosduren an konformationellen Inhibitorepitopen vermuten. Die
Identifikation gleicher oder sehr dhnlicher Epitope im Verlauf, sowie die Kreuzreaktivitdt
entsprechender funktioneller Mimotope lassen zudem auf eine Immundominanz der
moglichen Inhibitorepitope schliefen. Basierend auf der in dieser Arbeit beschriebenen
Vorgehensweise zur Epitopkartierung von anti-FVIII Antikoérpern werden von unserer
Arbeitsgruppe mittlerweile Epitop-Spezifititen von FVIII-Inhibitoren in Plasmen einer
Vielzahl von Patienten im Rahmen der internationalen Observational ITI Study (ObsITI)
analysiert. Daneben werden noch weitere immunologische Parameter wie antigenspezifische
IgG-Subklassen sowie die Frequenz FVIII-spezifischer Gedédchtnis-B-Zellen evaluiert.

Wie aus der Kombination der selektierten Peptide 12C6 und 12H10 hervorgeht, ist fiir eine
effektive Blockierung einer polyklonalen FVIII-Inhibitor-Population ein Mix von Mimotopen
immundominanter Epitope interessant. Vor diesem Hintergrund erscheint das in diesem
Kontext eingefithrte ~Multimerisierungskonzept attraktiv. Gegeniiber synthetischen
Peptidliganden gewdhrleistet es nicht nur eine Expression von Mimotopen mit hoherer,
biologischer Aktivitdt, sondern auflerdem eine kombinierte Expression von Peptidliganden
mit unterschiedlicher Spezifitit in einem hochstabilen Protein. Inwiefern selektierte Inhibitor-
spezifische Peptide tatsdchlich in der Lage sind FVIII-spezifische Gedéichtnis-B-Zellen
anzusteuern und diese, mittels Fusion an eine toxische Domine zu depletieren, konnte nur im
Ansatz gezeigt werden. Auch in diesem Kontext erscheinen die Peptidmultimere interessant,
da multimerisierte Peptidliganden durch Bindung an den B-Zellrezeptor in B-Zellen Apoptose
zu induzieren vermdgen (Renschler et al., 1994). Die grofite Hiirde besteht hierbei allerdings
in der Entwicklung eines addquaten, funktionellen Testsystems fiir diese, sehr rare
Zellpopulation. Eine Losungsmoglichkeit bestlinde in in vivo-Studien in einem humanisierten,

hédmophilen Mausmodell.
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6.1

6.1.1

Kladogrammanalysen der Sequenzen ELISA-positiver Phagenklone

Patient 1 (A)

NPVEHMM
NPVETQV

—— NPVENLT
L NPVEFHT

NPVESLL
NPVELGI
YQOSEDRPPVRLP
NPIENALGVRIE
CLDKLWTSC
CPVHLWPSC
CHTRGIQSC
CHADRSPHC
CGYTTKLHC
CVDGQKLTC
STGHFAQDFLAG
LVSPPSY
NPVEWLMSTVNT
NPVENMMDRDSQ
DNETSSMQRPVT
NPVEALLRPLGS
NPIEQLLRASYN
NPVERLLTSALA
NPIESMLRTASH
WTQSLPT
NIGQSHMKSVPY
SQNPGPL
TTSMTYELVGPY
TYNPGITLLLPL
NATSNHALLYPA
SQONHQCNYCARP
IAPSLYK
SDKVRPVSSAYF
HTTPSFQ
LTVTQHVATSGR
CLHTSHQGC
QQHOIGTHYNDF
HSGTHLT
LPKDHSSHLTLH
OSTFPYSFAYGW
CGRASASAC
CMDSKTSAC
QQADVTSPKSNL
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6.1.2 Patient 1 (B)

NPVEWFMSTVNT

pH/FVIIT

NPVEHFLSAKLW pH

NPVEHAVNALRP
NPVESWLTHTRI
NPVEGMLTVLAR
NPVEIALTVPTR
NPVETYTGLYHV
NPVENMMDRDSQ
NMIESMLRTASH
MPPSNILVLPNI
LPPNPSPMSRFI
NELVIPNITPAR
TPLKGPQATAHI
NPIEALM
NPVETQV
NPVEHMM
NPVEMLL
NPVESLL
NPVELLL
NPVELGI
GIADYAA
DIRSSSL
VHCSPVH
LTWHPPV
SELPLTM
CELATQLHC
CPEVDRATC
CPSPQLRTC
CLTVWEHGC
CTKLSSQAC
ATPLLGAETGYT
TTSEILITPHIY
NTLAARTLPMVA
KLLPHGTYHNSP
SVLPPSIQDLLR
FKNIQTDLPLPR

FVIIL

pH
FVIII
pH
pH
pH
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6.1.3 Patient 2 (A)

MSFGPPGAFQQL
KSLSRHDHIHHH

KMSVPHDRHWRM

KQFPIANAHWRT
TMLPWVNGTPL

SSLHHLRTVPSP

FHEKWPLPLKAT

r——————HWRDKLS
HWRDALR

 — HWRDYTTKPLGS
HWRDRVSPPSPE

L——————————HWRDTLPGKQTP

YPLTLPP

LSKAPTP

ey

FSHVKLP
LSSTKSL

THWAEHP

LTPPPLI
MTSYPRA

MTIHTPL

FARPTNV
CSKLHNTPC

CPPFHWRMC

CPGKHWRAC
CGLGHWRLC

CRDWAENTC

CKFADMKHC
CITPLPASC

CFPITHWRC

CTPQGHWRC
CNPPSHWRC

IL

CNPPTHWRC

CQPPNHWRC
CPSPLHWRC

CPSASHWRC

CPNKDHWRC

CMNPQHWRC
CEDPHHWRC

CESIHHWRC
CETRHHWRC

ﬁl

CEGRAHWRC

FVIII
pH
pH
pH
FVIII
pH
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6.1.4 Patient 2 (B)

————————YPSITNW

—‘ L YPQLPNY
MHGLPPR
CPLEPLIGC
4‘—: CSLENLRLC
FPIGALNSLRLA
CPSLMTRTC
GVNTTPRFLSAL
GSIASLRSVSIK

{ GSPWSEWLIQHY
ASTWTEWFNFHH
L DLAWKEWYALKT
ELTWLEWYSKLG

SDTWKTWFQALR

—l ——— OSPWQTWFTRAL
L GESWETWAMRML

H ATQHKTNTETGL
SPASPWKLWYLL

ATMDTWQAWFLR
SPWRDWYAQILT

SWQEWFSSRFYD

FVIII
FVIII
FVIIL
pH
FVIII
FVIII
FVIII
pH
pH
FVIII
pH
pH
FVIII
pH
pH
FVIII
FVIII
pH
FVIII
FVIII
FVIII
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6.2  Abkiirzungsverzeichnis

Amp R Ampicillin Resistenz

APC Allophycyanin

APC Antigen présentierende Zelle (antigen presenting cell)
AS Aminoséure

ASC Antikorper sekretierende Zelle (antibody secreting cell)
ATCC American tissue culture collection

BE Bethesda Einheit

bp Basenpaare

BCR B-Zell Rezeptor (B cell receptor)

BSA Bovines Serumalbumin

cDNA complementire DNA

ddH,O Autoklaviertes Reinstwasser

DMEM Dulbesso’s Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dsDNA doppelstringige DNA

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ER endoplasmatisches Retikulum

FV Faktor V

FIIV Faktor VII

FVIII Faktor VIII

FIX Faktor IX

FX Faktor X

FXI Faktor XI

FACS Flureszenzaktivierte Zellsortierung (fluorescence-activated cell sorting)
FCS Fotales Kilberserum (fetal calf serum)
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

gp4l 41kDa grofes Glykoprotein von HIV-1
h Stunde

HA Hamophilie A
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HEPES
HIV
IE
IRES
ITI

kb

kDa
MCS
min
mRNA
Neo R
pII
PAGE
PBMC
PBS
PCR
PDB
PE
pEFla
RNA
RT

sec

SP
ssDNA
SV40
TAE
TCR

\7A%

w/v

wt
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N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsdure
Humanes Immundefizienzvirus

Internationale Einheit (FVIII-Konzentration, 200ng/ml)
Internal ribosomal entry site

Immuntoleranz-Induktion (immune tolerance induction)
Kilobase

Kilodalton

Multiple cloning site

Minute

messenger RNA

Neomycin Resistenz

Hiillprotein III des Phagen M13
Polyacrylamid-Gelelktrophorese

Periphere mononukledre Blutzellen

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (phosphat buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Protein Data Bank Dateiformat

Phycoerythrin

Humaner Elongationsfaktor 1a (elongation factor 1)
Ribonukleinsédure

Raumtemperatur

Sekunde

Signalpeptid

einzelstriangige (single stranded) DNA

Simian virus 40

Tris-Acetat-EDTA

T-Zell Rezeptor (T cell receptor)

Verhéltnisangabe Volumen zu Voumen (volume per volume)
von Willebrand Faktor

Verhiltnisangabe Gewicht zu Voumen (weight per volume)

Widtyp
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6.3 Einbuchstabencode fiir Aminosiuren

- o o T s g a >

cA

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin

< 2 <20 ®mOTZZ
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Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Thryptophan
Thyrosin
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