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1. Zusammenfassung

S100A12 ist ein Entzindungsmarker, der inflammatorische Prozesse prazise
anzeigt. Entzindungsprozesse mit erhohten S100A12 Konzentrationen spielen
vor allem bei Autoimmunerkrankungen wie der der rheumatischen Arthritis
(RA), autoinflammatorischen Erkrankungen wie der juvenilen idiopathische
Arthritis (JIA) oder weiteren Erkrankungen wie dem familiaren Mittelmeerfieber
(FMF) eine wichtige Rolle. Das S100A12 Protein besitzt drei verschiedene
Konformationen: das Dimer, das Tetramer und das Hexamer. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werde, dass das Hexamer an proinflammatorische
Rezeptoren wie dem Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) und dem ,receptor for the
advanced glycation end products® (RAGE) bindet und so die Produktion von
weiteren Entzindungsmediatoren stimuliert. Daher besitzt die S100A12
Hexamerkonformation eine entscheidende Rolle in Entzindungsprozessen.
Das Ziel bestand somit in der Selektion von Peptiden oder ,single chain variable
fragment® (scFv)-Konstrukten, die exklusiv an die hexamere Konformation von
S100A12 binden.

Mittels Biopanning von Peptid- und scFv-Phagen Bibliotheken konnten Peptide
und scFvs selektiert werden. Die selektierten Peptide und die selektierten scFvs
wurden in ELISAs weiter auf ihre Bindungseigenschaften charakterisiert. Durch
Umklonierung in einen Fc-Konstrukt Vektor konnten die scFvs als vollstandige
scFv-Fc-Konstrukte exprimiert werden. Die Bindung der selektierten Peptide
bestatigte sich als Biotin-Fusion im anschlieRenden ELISA. Es zeigte sich eine
sehr hohe Bindungsspezifitdt der Peptide und der produzierten scFv-Fc-
Konstrukte an das S100A12 Hexamer.

Mit den selektierten Liganden ist es gelungen einen Test zu entwickeln: an
Streptavidin immobilisierte Peptide binden spezifisch das S100A12 Hexamer
aus dem Testmedium und mittels selektiertem scFv-Fc-Konstrukten lassen sich
die gebundenen S100A12 Proteine detektieren. Ein Detektionsantikdrper
ermoglichte die Visualisierung der gebundenen scFv-Fc-Konstrukte mittels
Farbreaktion. Das S100A12 Hexamer konnte durch den Testaufbau auch im
Plasma spezifisch detekiert werden.

Dieser Test konnte es ermdoglichen, die exakte Diagnose und vor allem das

Uberwachung von Patienten mit steigenden Entziindungsmarkern, wie im
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Rahmen der autoinflammtorischen Erkrankung JIA oder einer Erkrankung wie
dem FMF, zu verbessern. Mit einem verbessertem Krankheitsmonitoring konnte
ebenfalls die Therapie im frihen Stadium optimiert werden.

Zusatzlich konnte ein mdgliches therapeutische Potential der S100A12
Hexamer Liganden getestet werden. Sollten die hexamerspezifischen Liganden
die Interaktion von S100A12 mit ihren Rezeptoren wie TLR-4 oder RAGE
blockieren, ist eine therapeutische Verwendung in der Behandlung von

Autoimmun- und autoinflammatorischen Erkrankungen moglich.



Summary

S100A12 is an inflammatory marker that indicates inflammatory processes
precisely. Inflammatory processes with increasing S100A12 titers play an
important role in autoimmune diseases like rheumatoid arthritis (RA),
autoinflammatory diseases like juvenile idiopathic arthritis (JIA) or diseases like
familial mediterranean fever (FMF). S100A12 can be present in the
conformation of a dimer, tetramer or hexamer. As in several studies shown, the
hexamer binds to inflammatory receptors like TLR-4 and RAGE and stimulates
the production of further inflammatory mediators. S100A12 hexamer plays a
crucial role in inflammatory processes. Therefore, it was the goal to isolate
peptides and antibody fragments that bind only S100A12 hexamer.

By affinity selections of phage librarys expressing random peptide sequences of
7 to 12 amino acids or single chains Fv fragments, one peptide and two scFv
fragments were isolated. In ELISA the binding characteristics of the selected
peptide und scFv fragments were further analysed. The scFv fragments were
cloned in an IgG-antibody vector and produced as a complete scFv-Fc-
construct in human embryonic kidney cells. The peptide was connected with a
linker and biotin. The ELISAs showed a specific binding characteristic for
S100A12 hexamer of the produced scFv-Fc-constructs and peptide.

Due to the selected candidates we were able to develop a diagnostic test to
measure S100A12 hexamer titers in plasma: the selected peptide were
immobilized with streptavidin. S100A12 hexamers were bound on immobilized
peptide and bound S100A12 proteins were detected with selected scFv
fragments. In the final step, detection antibodies visualized bound scFv
fragments by color reaction.

This test could allow to improve the exact diagnosis and the monitoring of
patients with increased inflammatory markers like in autoimmune diseases as
JIA or diseases as FMF. An improved monitoring also could allow to guide
therapeutic strategies. Furthermore, the therapeutical potential of our S100A12
hexamer specific peptide and scFv-Fc-constructs could be tested in the future.
If our hexamer specific constructs block the interaction of S100A12 with their
receptor like TLR-4 or RAGE a therapeutical use in the treatment of

autoimmune diseases could be possible.
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2. Einleitung

2.1. Autoimmunerkrankungen

Es gibt eine Vielzahl an verschiedenen Autoimmunerkrankungen mit
unterschiedlichsten Organbeteiligungen: von Erkrankungen der Schilddrise
beim Morbus Basedow oder Beteiligungen des Pankreas beim Diabetes
mellitus Typ 1 bis hin zu Autoimmunerkrankungen der Gelenke wie
beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis. Ausloser von
Autoimmunerkrankungen ist eine Fehlfunktion des Immunsystems. Das
Verstandnis fir die zugrunde liegende Atiologie der Autoimmunerkrankungen
hat sich in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert. Doch noch immer ist die
genaue Pathophysiologie nicht vollstandig verstanden.

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts konnte Paul Ehrlich zeigen, dass das
Immunsystem zwischen korpereigen und korperfremd unterscheiden kann.
Ehrlich injizierte Versuchstieren Blut von artfremden Tieren und konnte
anschlielfend hamolytische Antikdrper nachweisen. Bei der Injektion von Blut
eines artgleichen Tieres zeigte sich stattdessen keine Ausbildung von
Antikérpern. Paul Ehrlich schloss darauf, dass das Immunsystem im Stande ist
zwischen eigen und fremd zu unterscheiden und sich so vor Autoaggression
schitzen kann. Er pragte den Begriff des ,Horror autotoxicus®, welcher
beschreibt, dass zum Schutze vor Selbstzerstérung Immunreaktionen nicht
auftreten (1, 123).

1956 setzte Sir Macfarlane Burnet die Forschung der komplexen
Immunprozesse fort und entwickelte die klonale Selektions-Theorie. Diese
beschreibt die Ausreifung von antikorper-produzierenden Vorlauferzellen durch
spezifische Antigen-Antikorper Stimulation. Burnet's Theorie besagt, dass
aufgrund einer fehlerhaften Selektion von Antikérper-produzierenden
Vorlauferzellen Autoantikdrper produziert werden koénnen, welche an
korpereigene Antigene binden und autoimmune Reaktionen auslosen (2).

Paul Ehrlich und Macfarlane Burnet legte mit inren Theorien schon frih wichtige
Meilensteine, welche fur die moderne Immunologie von grof3er Bedeutung sind.
Als Ursache fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen fasste 2015
Lifeng Wang (3) den aktuellen Forschungsstand als ein Zusammenspiel aus

genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren zusammen. So konnten
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Soumya Raychaudhuri und Chikashi Terao zeigen, dass
Autoimmunerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis haufig mit Variationen
der Haupthistokompatibilitatskomplex-Gene (MHC-Gene) verknlpft sind (4,
109). Bei dem familiaren Mittelmeerfieber konnte bereits 1997 das
Marenostrin/Pyrin (MEFV) Gen als genetischer Ausléser fir die Uberaktivitat
der Granulozyten identifizieren werden (5). Bei der juvenilen idiopathischen
Arthritis hingegeben wird vermutet, dass der Trigger fur die Autoimmunreaktion
in viralen oder bakteriellen Infektionen liegt (6). Aslan beschrieb 2009, dass
bakterielle Infekte eine Zytokinausschittung verursachen, welche bei der JIA
als Trigger fungieren und den klinischen Verlauf verschlechtern kdnne (7).
Sener und Afsar kamen 2012 ebenfalls zu der Erkenntnis, dass
Mikroorganismen wie Viren, Bakterien und Parasiten einen wichtigen Part in der
Entstehung von immunvermittelten rheumatischen Erkrankungen darstellen.

Die klinische Prasentation von Autoimmunerkrankungen ist aufgrund der
verschiedenen  Organbeteiligungen  sehr unterschiedlich und kann
beispielsweise bei der Hashimoto Thyreoditis die Schilddrise (107), beim
Diabetes mellitus Typ 1 den Pankreas (108) und bei rheumatologischen
Erkrankung vor allem die Gelenke (110) betreffen. Auch das Erkrankungsalter
ist sehr variabel und bei der juvenilen idiopathischen Arthritis, dem familiaren
Mittelmeerfieber oder der rheumatoiden Arthritis typischerweise im Kindesalter.
Haufig kommt es zu schwerwiegenden Symptomen und Langzeitfolgen im
Krankheitsverlauf. So besteht bei Patienten, welche bereits in jungen Jahren an
einer rheumatoiden Arthritis erkrankt sind, das erhohte Risiko fur
Kardiomegalien, Retinopathien und progredienter GelenkverschleiRe (111). Bei
dem familiaren Mittelmeerfieber kdonnen sich nach langjahriger Erkrankung
Amyloidosen entwickeln (112), welche durch Anreicherung und Ablagerungen
von Proteinen flir Kardiomyopathie, Nierenfunktionsstérungen und

Neuropathien verantwortlich sind (113).

2.1.1. Juvenile idiopathische Arthritis

Die juvenile idiopathischen Arthritis ist eine heterogene Gruppe von
Gelenkerkrankungen unklaren Ursprungs. Die ILAR (International League of
Associations for Rheumatology) fasst unter dem Begriff der JIA 7 Untergruppen

zusammen: oligoartikulare JIA, seropositive polyartikulare JIA, seronegative
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polyartikulare JIA, systemische-onset JIA, enthesitis-assoziierte Arthritis,
juvenile psoriasis Arthritis und die undifferenzierte JIA (8).

Allen Untergruppen gemeinsam ist die klinische Manifestation der Symptomen
bereits vor dem 16. Lebensjahr und das Persistieren der Arthritiden flir mehr als
sechs Wochen (9).

Diagnostisch basiert die JIA auf klinischen Parametern. Hierzu zahlen vor allem
Fieber, Hautausschlag und Arthritiden (siehe Anhang: 7.1. Klassifikation der
ILAR) (9). Abgesehen von klinischen Symptomen fehlen bis heute spezifische
Diagnoseparameter zur Sicherung der Diagnose. So kommt es haufig zur
deutlichen Verzdégerung bis die Diagnose der JIA gestellt wird (9). Ein
vielversprechender Marker zur Verbesserung der initialen Diagnose, sowie dem
Therapiemonitoring, stellt das S100 Protein S100A12 dar (10).

Therapeutisch liegt das Ziel vor allem in der Unterdrickung der
Inflammationsreaktion, in der Aufrechterhaltung der Funktionalitat durch
Schmerztherapie und Starkung der Muskelfunktion sowie der Pravention von
Komplikationen wie Wachstumsstorungen und Uveiitis (11, 114).
Hauptbestandteil der JIA Therapie sind vor allem Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs (NSAIDs), Cortocosteroide sowie Methotrexate. In den
letzten 15 Jahren haben sich durch die Weiterentwicklung von Biologika wie
Etanercept oder Infliximab neue therapeutische Ansatze aufgetan. Etanercept
beispielsweise schwacht durch die Bindung an I6slichem TNF-alpha die TNF-
Rezeptor-vermittelten Signalweiterleitung ab. Dadurch werden vor allem in
Patienten mit polyartikularer Arthritis gute, antiinflammatorische Ergebnisse
erzielt (12). Eine rechtzeitige Therapieanpassung stellt einen wichtigen
Baustein da, um den Leidensdruck der Patienten zu minimieren. Die Kriterien
fur eine medikamentdse Eskalation oder Deeskalation werden heutzutage vor
allem an der Klinik festgemacht, da auch im Krankheitsmonitoring spezifische

Biomarker fehlen.

2.1.2. Familiares Mittelmeerfieber

Das familiare Mittelmeerfieber (FMF) ist ein hereditdres Fiebersyndrom,
welches vor allem im o&stlichen Mittelmeerraum vorkommt. Ursachlich fur das
FMF ist eine Mutation im MEFV-Gen, welches fur das Protein ,Pyrin“ codiert

und eine regulatorische Funktion im angeborenen Immunsystem besitzt (13).
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Pyrin sorgt mittels Interaktion mit dem Zytoskelett flr eine Modulation der
Inflammation, wobei der genaue Wirkmechanismus noch Bestandteil aktueller
Forschung ist (115).

Klinisch prasentiert sich die FMF vor allem durch inflammatorische Attacken mit
Fieber, welche in der Regel nach 1-3 Tagen selbstlimitierend sind und in einem
Intervall von Wochen bis Monate sich wiederholen kénnen. Zusatzlich kdnnen
Peritonitis (90%), Pleuritis (<50%), Perikarditis (1-2%), Arthritis (>50%) und
Erysipel-ahnliche Exantheme auftreten. Nicht selten zeigen die Patienten bei
Diagnosestellung multiple abdominelle Narben, da die Patienten aufgrund der
Peritonitis klinisch ein typisches Bild eines lleus prasentieren (13).

Die Diagnose der FMF beruht vor allem auf der Anamnese und der Klinik sowie
auf inflammatorischen Markern und der Genetik. Eine genetische Testung wird
vor allem in nicht-endemischen Landern empfohlen, um eine valide Information
Uber die Schwere der Erkrankung und das Risiko fur Komplikationen
abzuschatzen (14). Da diese molekularen Tests fur die MEFV-Mutation eine
erhohte Fehleranfalligkeit besitzen und mussen die Ergebnisse immer im
klinischen Zusammenhang gewertet werden. Laborchemische Parameter wie
die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), das C-reaktive Protein (CRP), das
Serumamyloid A (SAA) und Fibrinogen kénnen durch ihren Anstieg wahrend
einer Fieberepisoden ebenfalls als Marker flir die Schwere einer Attacke
verwendet werden. Allerdings ist die Beurteilung von Akut-Phase-Proteinen wie
BSG oder CRP nur eingeschrankt mdglich aufgrund der Unspezifitat fur FMF.
Aus diesem Grund steigt zunehmend die Bedeutung von spezifischen
Inflammationsmarkern wie S100 Proteine (15).

Falls die Diagnostik keine eindeutige Bestatigung des FMFs liefert, kann ein
Therapieversuch mit Colchicin fir 3-6 Monate erfolgen mit anschlielender
Evaluation des Therapieansprechens (13). Die Therapie der FMF basiert auf
dem Mitosehemmer Colchicin (13). Fur Colchicin gibt es gute Datenlagen und
langjahrige Erfahrungswerte unter anderem durch die Verwendung in der Gicht-
Therapie (116). Allerdings besitzt Colchicin auch relevante Risiken. So besteht
bei Uberdosierung (>10 ng/ml) die Gefahr einer Toxizitdt mit
Multiorganversagen bis zum Tod (13). Weiterhin tritt bei 20 % der Patienten im
Verlauf eine Intoleranz gegenuber Colchicin auf und durch die Nebenwirkungen

wie Diarrhoe (10 %), Leukopenie (1 %), Niereninsuffizienz (1,3 %) und
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Myopathien (0,5 %) kann eine therapeutische Umstellung nétig sein (13). Als
Alternative zur Colchicin-Therapie liegen vielversprechende Daten fur die
Therapie mit den Interleukin (IL)-1 Antagonisten Anakinra, Canakinumab and
Rilonacept vor. Erste Ergebnisse zeigen eine signifikante Reduktion der Anzahl
von Fieberattacken und eine Verbesserung der Lebensqualitat (16, 17).
Allerdings ist die Studienlage bisher noch gering und Daten Uber die langfristige
Effizienz und Sicherheit der Biologika fehlen.

Auch beim FMF spielt das Therapiemonitoring eine entscheidende Rolle, um
den Leidensdruck fir die Patienten zu minimieren. Da als Laborparameter
allerdings lediglich unspezifische Akut-Phase-Proteine wie BSG und CRP

vorliegen, gestaltet sich eine friihzeitige Therapieanpassung haufig schwierig.

2.1.3. Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Multisystemerkrankung (117). Klinisch
prasentieren sich die Patienten vor allem durch geschwollene Gelenke und
morgendliche Gelenksteifigkeit (18). Neben den typischen Gelenkbeteiligungen
konnen auch extraartikulare Manifestationen wie ein pulmonaler Befall oder
Vaskulitiden (19) auftreten. Vor allem durch eine insuffiziente Behandlung
kénnen im Verlauf zunehmende extraartikulare Manifestationen auftreten. So
kann es durch das chronisch-inflammatorische Stadium der rheumatoiden
Arthritis zur Entstehung von sekundaren Amyloidosen, Lymphomen (20) und
kardiovaskularen Risiken (21) und einer daraus folgenden erhéhten Mortalitat
(22) kommen.

Die regelmalRige Evaluation der Krankheitsschwere spielt bei RA-Patienten eine
entscheidende Rolle, um eine adaquate Therapieanpassung zu gewahrleisten
und langfristig Komplikationen zu verhindern (23). Zur Evaluation der
Krankheitsschwere bei der RA wurden verschiedene Scores entwickelt: der
,disease activity score 28“ (DAS28) verrechnet 28 Gelenke mit weiteren
Komponenten zu einer komplexen Rechnung (24) wohingegen der ,simplified
disease activity index“ (SDAI) und der ,clinical disease activity index“ (CDAI)
eine kontinuierliche Skala aus der Krankheitsaktivitat liefern (25, 26) (siehe
Anhang: 7.2. Klassifikationskriterien fir die RA). Um den Progress von

Gelenkerosionen zu detektieren, konnen Ultraschall-Untersuchungen (27)
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sowie Magnetresonanztomographie (MRT) Untersuchungen (28) verwendet
werden.

Therapeutisch basiert die Behandlung vor allem auf Methotrexat (MTX) und
niedrig dosierten Glukokortikoiden (29). Supportiv kénnen ,non-steroidal anti-
inflammatory drugs“ (NSAIDs) verwendet werden, um eine Reduktion der
Schmerzen und Gelenksteifigkeit herbeizufuhren. Neben der Therapie mit MTX
und Glukokortikoiden werden zunehmend auch Biologika verwendet. Die
Biologika sind TNF Inhibitoren (Adalimumab, Etanercept, Infliximab),
Interleukin-6-Rezeptor Inhibitoren (Tocilizumab), T-Zell Co-Stimulationsblocker
(Abatacept) und B-Zell Depletoren (Rituximab). In Studien konnte gezeigt
werden, dass eine Monotherapie mit Biologika im Vergleich zu einer
Monotherapie mit MTX Uberlegen ist und der Progress von strukturellen
Destruktionen effektiver gehemmt werden kann (30). Daruber hinaus zeigten
weitere Untersuchungen, dass eine Kombination von Biologika mit MTX noch
bessere klinische und funktionelle Ergebnisse erzielen als eine Biologika-
Monotherapie (30, 31, 32, 33).

Ahnlich wie bei der JIA und dem FMF basiert die initiale Diagnostik und das
Therapiemonitoring vor allem auf den klinischen Symptomen und dem
Leidensdruck der Patienten, welche in Scores zusammengefasst werden.
Unterstitzend konnen laborchemische Faktoren wie der Rheumafaktor (RF)
und der anti-citrullinierte-Protein-Antikorper (ACPA) zur Diagnostik verwendet
werden. Allerdings zeigten bei der initialen Diagnostik lediglich 44 % der
Patienten erhdhte Rheumafaktoren und 39 % erhohte anti-citrullinierte-Protein-
Antikorper im Serum. Das CRP war lediglich in 39 % der erhobenen Falle
erhoht  (118).  Spezifische  Laborparameter fur eine  fruhzeitige
Therapieanpassung und eine valide initiale Diagnostik, welche im Idealfall noch

vor Symptombeginn signifikant erhoéht sind, sind nicht vorhanden.

2.2. Diagnostik und Monitoring bei der JIA, dem FMF und der RA

Entscheidend ist fur die Patienten, die an einer Autoimmunerkrankung leiden,
ein frlhzeitiger und adaquater Therapiebeginn. Wichtig sind hierfur vor allem
eine frlhe und solide initiale Diagnose. Laura Aoust (34) konnte 2017 in
Frankreich fur die autoinflammatorische Erkankung der JIA zeigen, dass es im

Durchschnitt 3 Monate dauert bis die richtige Diagnose gestellt wurde.
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Zusatzlich wurden in 99 % der untersuchten Falle zunachst unnétige
Diagnostiken durchgeflihrt und falsche Diagnosen ausgestellt.

Auch eine exakte Krankheitsuberwachung mit regelmafRigen diagnostischen
Untersuchungen tragt maRgeblich zu einem gunstigen Krankheitsverlauf bei.
Durch ein genaues Monitoring kann die Therapie frihzeitig eskaliert oder
deeskaliert werden - im Idealfall noch vor Symptomausbruch, um den
Leidensdruck der Patienten auf ein Minimum zu reduzieren. Die Bedeutung der
Krankheitsiberwachung konnte 2020 auch von Lisa Buckley (35) im
Zusammenhang mit der JIA gezeigt werden.

Neben dem klinischen Monitoring spielen bei autoimmun- und
autoinflammatorischen Erkrankungen auch Inflammationsmarker eine grolde
Rolle. Ein Inflammationsmarker der bereits 2009 von Olga V. Moroz (36)
entdeckt wurde und sich im Verlauf als sehr sensibel fur die JIA, das FMF und
die RA erwies, ist das S100A12 Protein.

2.3. S100-Proteine

S100-Proteine wurden 1965 von B.W. Moore (37) zum ersten Mal beschrieben.
Die 10-12 kDa groRRen Proteine kommen in Wirbeltieren vor und haben
aufgrund ihrer Loslichkeit in 100 %iger Ammoniumsulfat-Losung ihren Namen
erhalten.

Bis heute sind 25 Gruppen von S100-Proteinen bekannt (siehe Anhang: 7.3.
S100 Proteine). Einige davon werden bereits heute genutzt; so konnte sich
beispielsweise S100A8/A9 (Calprotectin) als Biomarker fir chronisch
entzindliche Darmerkrankungen etablieren (38). Auch das S100 Protein
S100B hat sich in der Klinik etabliert, da es einen validen Biomarker fur das
Ausmald der zerebralen Schadigung im Rahmen eines Schadelhirntraumas
darstellt und als langfrister Prognosefaktor in der Klinik Verwendung findet
(119). Eine weitere Eigenschaft von S100 Proteinen ist die Bindung an Calcium.
Die Calciumbindung ist wichtig fur die Struktur der Proteine, da diese fur die
Entstehung von neuen, funktionellen Bindungsstellen verantwortlich ist und
dadurch eine Interaktion mit weiteren Zielproteinen und Rezeptoren ermdglicht
(39). Die Calciumbindung ist vor allem bei dem S100-Protein A12 flr eine

entscheidende Konformationsanderung verantwortlich.
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2.3.1. S100A12 Protein

Das S100A12 Protein gehort zur Familie der S100-Proteine. Das S100A12
Protein spielt vor allem bei der Autoimmunerkrankungen der RA (41), der
autoinflammatorischen Erkrankung der JIA (40) und dem FMF (42) eine groRRe
Rolle in der Inflammationskaskade. Chang-Bum Bae (43) konnte 2014 zeigen,
dass das S100A12 Protein sehr genau mit der Inflammationsstarke im Still-
Syndrom (systemische juvenile idiopathische Arthritis von Kindern und
Jugendlichen) korreliert.

Die Expression des S100A12 Proteins wird Uber die Entziindungsrezeptoren
.receptor for the advanced glycation end products® (RAGE) (44) und ,toll-like
receptor 4“ (TLR-4) (45) in den Granulozyten aktiviert. Nach der Expression und
Sekretion aktiviert S100A12 das Endothel flir die Diapedese von
Entzindungszellen, stimuliert Granulozyten und aktiviert Mastzellen (45). Die
Aktivierung und Stimulierung von inflammatorischen Zellen findet ebenfalls Uber
die Rezeptoren TLR-4 und RAGE statt, sodass im Sinne einer positiven
Ruckkopplung zusatzlich eine weitere Expression von S100A12 Proteinen
verursacht wird (45). Das S100A12 Protein besitzt demnach eine starke
proinflammatorische Wirkung.

Eine Besonderheit im Vergleich zu anderen Proteinen der S100-Familie stellen
die verschiedenen Strukturen dar. S100A12 Proteine kdnnen als Monomer,
Dimer, Tetramer oder Hexamer vorliegen. Die kleinste Einheit eines S100A12
Proteins stellt ein S100A12 Monomer dar (molekulares Gewicht eines S100A12
Monomers: 10 kDa (47)). Die Aminosaurenketten von zwei S100A12
Monomeren lagern sich zu einem S100A12 Dimer zusammen. Fur die
Polymerisation zu einem S100A12 Tetramer sind Zink lonen entscheidend.
Moroz beschrieb 2009 (36), dass Zink lonen fir eine Konformationsanderung
zweier S100A12 Dimere verantwortlich sind und die Anlagerung zu einem
S100A12 Tetramer ermoglichen. Ein S100A12 Dimer und ein S100A12
Tetramer konnen anschlieBend zu einem S100A12 Hexamer polymerisieren.
Die Anlagerung zu einem S100A12 Hexamer wird durch eine
Konformationsanderung initiiert, bedingt durch eine ausreichend hohe
Konzentration an Calcium lonen (mehr als 2 mM Calcium lonen) (36) (siehe

Anhang: 7.4. Konformationsanderung von S100A12).
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In Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem das S100A12 Hexamer flr
die Bindung an die proinflammatorischen Rezeptoren wie RAGE (49) oder TLR-
4 (50) verantwortlich ist. Das S100A12 Hexamer stellt somit nicht nur ein
Indikator fur Inflammationsprozesse dar, sondern spielt zusatzlich als Stimulator
von Entzindungsreaktionen eine Schltsselrolle.

Im Vergleich zu anderen Entziindungsmarkern wie dem Akute-Phase-Protein
CRP zeigt sich das S100A12 Protein als Indikator fur Inflammationsprozesse
bei der JIA und dem FMF Uberlegen. So konnte Kallinich 2010 bei Patienten mit
FMF zeigen, dass das S100A12 Protein bei subklinischen
Entzindungsprozessen signifikant erhoht ist und somit bereits bei
symptomlosen Patienten beginnende Inflammationsprozesse anzeigt (42). Eine
frlhzeitige und adaquate Therapieanpassung konne so schon sehr frah
erfolgen. Eine S100A12 Uberexpression von rund dem 290-fachen iber dem
Normwert zeigt auch eine signifikant hohere Expression als andere
Inflammationsmarker wie die Blutsenkungsgeschwindigkeit, das CRP oder das
Serumamyloid A (42).

2018 konnte von Orcyk und Smoleska gezeigt werden, dass S100A12 aufgrund
von einer sehr hoher Spezifitdt von 100 Prozent (bei einem Grenzwert Level
von 10,73 ng/ml eines 3 Monats-Beobachtungsintervall) und einer Sensitivitat
von 100 % als Indikator fur eine Exazerbation (bei einem Grenzwert Level von
5.48 ng/ml wahrend eines 3 Monats-Beobachtungsintervall) groRes Potential
besitzt ein wichtiger Faktor bei Therapieentscheidungen fir die JIA zu werden
(51).

2.4. Zielsetzung der Arbeit

In Studien konnte gezeigt werden, dass das S100A12 Protein ein sehr potenter
Biomarker in der Autoimmunerkrankungen RA, in der autoinflammatorischen
Erkrankung JIA und in dem FMF darstellt. Wie Moroz 2002 und Kessel 2018
zeigen konnten, stellt das S100A12 die entscheidene Konformation fur die
Bindung an proinflammatorische Rezeptoren wie RAGE und TLR-4 dar (49, 50).
Das S100A12 Hexamer ist also die entscheidende Struktur des S100A12
Proteins, welche eine entzindungsférdernde Wirkung in den Erkrankungen der
JIA, RA und FMF besitzt.
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Aus diesem Grund war es das Ziel dieser Arbeit, Liganden zu finden, die nur
das S100A12 Hexamer aber nicht das Tetramer oder Dimer binden. Mit
hexamerspezifischen Bindern ware es mdglich einen Test aufzubauen, welcher
die Diagnostik von Erkrankungen wie der JIA, der RA oder dem FMF
verbessern konnte. Neben der initialen Diagnostik konnte vor allem auch das
Monitoring von Erkrankungen optimiert werden und eine patientengerechte
Therapieanpassung gewahrleistet werden. So kodnnte eine medikamentdse
Eskalation oder Deeskalation noch vor Symptombeginn ermoglicht werden.
Zusatzlich konnte das therapeutische Potential der selektierten Hexamer
spezifischen Liganden getestet werden. Wenn die hexamerspezifischen Binder
die Interaktion des S100A12 Hexamers mit den proinflammatorischen
Rezeptoren blockieren, ware eine therapeutische Anwendung denkbar. Die
Bindung des Hexamers an seine Rezeptoren konnte dann bei Patienten gezielt
unterdrickt werden und die proinflammatorische Signalkaskade unterbrochen
werden.

Zur Selektion von hexamerspezifischen Bindern wurde methodisch eine
Affinitatsselektion durchgefuhrt. Es wurden verschiedene Bibliotheken von
Peptid- und scFv-Phagen verwendet, welche in mehreren Runden aus Positiv-
und Negativselektion aufgereinigt wurden. Durch die identischen Monomer-
Untereinheites des S100A12 Hexamers, Tetramers und Dimers waren die
Anforderungen der Affinitatsselektion sehr hoch und eine Selektion eines
spezifischen Liganden an das S100A12 Hexamers gestaltete sich sehr
herausfordernd. Zur anschlieenden Evaluation der hexamerspezifischen
Bindungseigenschaften wurden die selektierten Liganden in ELISAs getestet.
Die hexamerspezifischen Liganden wurden schliel3lich in einem ELISA zu
einem hexamerspezifischen Testaufbau zusammengefasst. Die Etablierung des
Tests stellte ebenfalls eine komplexe Aufgabe dar, um eine optimale Detektion
des S100A12 Hexamers im Vergleich zum Tetramer oder Dimer in

verschiedenen Medien zu erreichen.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien:

Laborgeréte und Einwegartikel

Gerate, Materialien, Chemikalien

Hersteller/ Vertrieb

96 Loch-Kulturplatte (flate bottom)

Sarstedt AG & Co., 51582 Nuimbrecht,

Deutschland

Zellkultur-/Agarplatten (10cm, 25¢cm)

Sarstedt AG & Co., 51582 Nimbrecht,

Deutschland

AKTAprime plus

GE Healthcare, 60313 Frankfurt am

Main, Deutschland

Sterilisator VX-55

Systec GmbH, 90475 Nurnberg,

Deutschland

Biofuge fresco

Heraeus Instruments GmbH, 63450

Hanau, Deutschland

Biofuge primo R

Heraeus Instruments GmbH, 63450

Hanau, Deutschland

Biosphere Pipettenspitzen, gestopft,
0,5-20ul, 200ul, 1000yl

Sarstedt AG & Co., 51582 Numbrecht,

Deutschland

CO8000 Densitometer

Biochrom GmbH, 23617 Stockelsdorf,

Deutschland

Tecan SunriseTM Microplate Reader

Tecan Group AG, Mannedorf,

Schweiz

96 Loch-Mikrotiterplatte, Greiner Bio-
One MICROLON™@g00

Fisher Scientific GmbH, 58239

Schwerte, Deutschland

ELISA-Plate-Washer EIx405 Select

BioTek Instruments GmbH, 74177
Bad Friedrichshall, Deutschland

Galaxy Mini Tischzentrifuge

VWR International GmbH, 64295

Darmstadt, Deutschland
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Inkubator Function Line

Heraeus Instruments GmbH, 63450

Hanau, Deutschland

Lab-860 pH-Meter

S| Analytics, 82362 Weilheim,
Deutschland

MACSmix Rotationsmischer

Miltenyi Biotec, 51429 Bergisch
Gladbach, Deutschland

Mikrowelle

Siemens AG, 80333 Munchen,
Deutschland

Millex-GS,0,22pm,

Zellulosemischester

Merck Millipore von Merck KGaA,
64293 Darmstadt, Deutschland

Kreisschiittler MSI

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, 79219

Staufen, Deutschland

Multichannel Pipette Research® 30-
300l

Eppendorf SE, 22339 Hamburg,

Deutschland

Kahlzentrifuge Multifuge 1 S-R

Heraeus Instruments GmbH, 63450

Hanau, Deutschland

Multipette® E3/E3x

Eppendorf SE, 22339 Hamburg,

Deutschland

Multiply® Reaktionsgefale, 0,2ml

Sarstedt AG & Co., 51582 Nimbrecht,
Deutschland

NanoDrop® 1000 Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific, 58239

Schwerte, Deutschland

Nunc Kryoréhrchen 1.8ml

Thermo Scientific Nalgene von Fisher
Scientific GmbH, 58239 Schwerte,

Deutschland

DNA engine Dyad® peltier thermal

cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622

Feldkirchen, Deutschland

Pipetboy acu

Integra Biosciences AG, 7205 Zizers,

Schweiz
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Pipette Research® 0,2-10 pl, 2-20 yl,
10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Eppendorf SE, 22339 Hamburg,

Deutschland

Pipettenspitzen 200ul, 1000ul

Greiner Bio-One International GmbH,

4550 Kremsmiinster, Osterreich

Pipettenspitzen mit Filtereinsatz, 20
pl, 200 pl, 1000 pl

Starlab GmbH, 22143 Hamburg,

Deutschland

Reglo Digital, Peristaltik-Pumpe

Ismatec von Cole-Parmer GmbH,
97877 Wertheim, Deutschland

Rotilabo 5ml Reaktionsgefalie

Carl Roth GmbH + Co. KG, 76185

Karlsruhe, Deutschland

SafeSeal® Reaktionsgefale 1,5ml,
2ml

Sarstedt AG & Co., 51582 Numbrecht,

Deutschland

Sartorious Universal U4800P Waage

Sartorius AG, 37079 Gottingen,

Deutschland

SealPlate® Verschlussfolien flir

Mikrotiterplatten

Excel Scientific, 18350 George Blvd.
Victorville, CA 92394 USA

Serologischen Einweg-Pipetten 5 ml,
10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning Incorporated, NY 14831, USA

Inkubationsschuttler SM-30 + TH 30

Edmund Bihler GmbH, 72411

Bodelshausen, Deutschland

UV-Kivetten semi-micro

Brand GmbH & Co. KG, 97877
Wertheim, Deutschland

Vortex Genius 2

VWR International GmbH, 64295

Darmstadt, Deutschland

Wasserbad WB-10

P-D Industriegesellschaft mbH, 01159

Dresden, Deutschland

Erlenmeyerkolben 50ml, 400ml

S| Analytics, 82362 Weilheim,

Deutschland
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NALGENE™ wiederbenutzbare

Flaschenaufsatzfilter

Thermo Scientific Nalgene von Fisher
Scientific GmbH, 58239 Schwerte,

Deutschland

Brutschrank Typ BB 16 CU

Heraeus Instruments GmbH, 63450
Hanau, Deutschland

biologische Sicherheitswerkbanke,

HeraSafe™

Heraeus Instruments GmbH, 63450
Hanau, Deutschland

ChemiDoc XRS™ Bildgebungssystem

Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622
Feldkirchen, Deutschland

Mini Trans-Blot® Zelle

Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622

Feldkirchen, Deutschland

Mini-PROTEAN® 4 Zellen

Elektrophorese System

Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622
Feldkirchen, Deutschland

Autoklav 2540 EL

Tuttnauer Europe b.v., Hoeksteen 11,
4815 PR Breda, Niederlande

Falcon® 14ml Polypropylene Round-

Bottom Tubes

Becton Dickinson, Trankling Lakes,
NJ, USA

Falcon® Blue Max 15ml, 50ml

Polypropylene Conical Tube

Becton Dickinson, Trankling Lakes,
NJ, USA

HiTrap Protein A HP Saule, 1ml

GE Healthcare, 60313 Frankfurt am
Main, Deutschland
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Chemikalien, Puffer- und Medienbestandteile

Medium Zusammensetzung

1:10 10x PBS® (phosphate buffered
1x PBS

saline) in H20

16 g Trypton®), 10 g Hefeextrakt®), 5
2x YT Agar 9P I ) J

NaCl®), 15 g Agar® aufgefiillt auf 1 |

dH20, pH 7.0

16 g Trypton®), 10 g Hefeextrakt®, 5 g

NaClI®), 15 g Agar®, 5% Glukose 2M®),
2x YT Agaramp/Glu - L

Ampicillin©) in Lésung (100 mg/ml),

aufgefullt auf 1 | dH20, pH 7.0

16 g Trypton®), 10 g Hefeextrakt®), 5
2x YT Medium 91rvp J J

NaCI® auf 1 1 dH20, pH 7.0

2X TY amp/iciu Medium

2x YT-Medium(©), 5 % Glukose-L6sung®)
(2 M), Ampicillin(® (1:1000 Verdlnnung

der Ampicillin Losung)

2X Y Tamp/ikan Medium

2x YT-Medium(©), Ampicillin©) Lésung
(100 mg/ml), Kanamycin® (1:1000

Verdlinnung der Kanamycin Lésung)

Ampicillin Lésung

100 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz(©)

(kristallines Pulver) in H20

Glucose Losung, 2 M

396 g Glukose(©), aufgefiillt auf 1 | H20

Glycerol/PBS

50 % Glycerol© (Kristallines Pulver), 50
% 1x PBS

Kanamycin Losung

50 mg/ml Kanamycinsulfat® in H20

NaCl Lésung, 5 M

73.05 g NaCI®), aufgefiillt mit 250 ml H20

NaNs-Stock, 2 %

1 g Natriumazid®), aufgefillt mit 50 ml
PBS
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PBS/NaN3-Stock, 2 %

5 ml 10x PBS®), 0.5 ml NaN3®)-Stock, ad
50 ml H20

PEG-Stock, 50 %

125 g Polyethylenglycol (PEG) 6000®),
ad 250 ml H20

PEG/ NaCl

1:1 Gemisch der NaCI®)- and PEG®-

Stocklésung

Top-Agar

250 mg MgCl2®)x 6 H20, 1.75 g Agar ™ |
auf 250 ml YTmedium

Trypsin Lésung, 10 mg/ml

50 mg Trypsin®) aufgefullt mit 5 ml Tris-
HCI Puffer® (50 mM)

LB Medium

20 g LB Medium(©), aufgefiillt mit 1 | H20

LBamp Agar

1| LB Medium© + 15 g Agar®),
Ampicillin®© (100 ng/ml Losung)

LBamp Medium

20 g LB Medium(©), aufgefillt mit 1 | H20
Ampicillin®) (100 ng/ml Lésung)

Herstellerangaben:

[A] - VWR Chemicals von VWR International GmbH, 64295 Darmstadt,

Deutschland

[B] — Merck Millipore von Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Deutschland
[C] — Thermo Scientific Nalgene von Fisher Scientific GmbH, 58239

Schwerte, Deutschland

[D] - Biowest, 49340 Nuaillé, Frankreich

Verwendete Losungen des Pannings

Glycin-HCI

Carl Roth GmbH und Co., 76185

Karlsruhe, Deutschland

IPTG

Carl Roth GmbH und Co., 76185

Karlsruhe, Deutschland
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5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
galactopyranosid
(kurz: XGal)

Carl Roth GmbH und Co., 76185

Karlsruhe, Deutschland

Verwendetes Material der Antikdrper-Aufreinigung

NaH2PO4 Lésung, 200 mM

15.6 g NaH2PO4x 2 H20,
(Merck KGaA, 64293 Darmstadt,
Deutschland), aufgefullt mit 500 ml H20

Protein A Bindepuffer 20x (pH
7.0),
200 mM Natriumphosphat-Puffer

305 ml NazHPOs-Solution (200 mM),
195 ml NaH2PO4-Solution (200 mM)

Protein A Bindepuffer 2x (pH 7.0),
20 mM Natriumphosphat-Puffer

305 ml NazHPO4s-Solution (200 mM),
19,5 ml NaH2PO4-Solution (200 mM),
aufgefullt mit 500 ml H20

Protein A Elutionspuffer (pH 3.0)

0.1 M Zitronensaure

6.23 ml Zitronensaure (8.03 mol/l), mit
500 ml H20 aufgefullt

Protein A Neutralisationspuffer (pH
9.0) 1 M TRIS

12.11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS) (121.14 g/mol), mit 100 ml H20
aufgefullt

Protein G Elutionspuffer (pH 2.7),
0.1 M Glycine

1.88 g Glycine (75.07 g/mol), mit 250 ml
H20 aufgeflllt

Vivaspin 20 Konzentrator, 30 kDa

Sartorius AG, 37079 Gattingen,

Deutschland

1x Coupling Puffer (Affi-Gel®
Kit) + 10 mM
CaClz

100 ml 10x Coupling Puffer (Affi-Gel® Kit,
1.1 g CaClz (110.99 g/mol), aufgefullt mit
11H20; pH 5.5

BSA-Stock, 10 %, in Coupling
Puffer (Affi-Gel® Kit)

500 mg bovinem Serumalbumin (BSA)
mit 5 ml Coupling Puffer aufgeflit,
Aliquots werden gelagert bei -20°C

Buffer A (Aquilibration buffer)

10 mM MES, 5 mM CaCl2, 2 mM NacCl;
pH 6
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Buffer B (Waschpuffer) von Affi-
Gel® HZ

10 mM MES, 5 mM CaCl2, 100 mM NacCl;
pH 6

Buffer C (Elutionspuffer) von Affi-
Gel® HZ

10 mM MES, 5 mM CaClz, 1 M NaCl, 50
% Ethylenglykol; pH 6

Buffer D (Regenerationpuffer) von
Affi-Gel® HZ

10 mM MES, 5 mM CaClz, 1 M NaCl, 75
% Ethylenglykol; pH 6

Glycerol Stock, 50%, in Coupling
Puffer (Affi-Gel® Kit)

2 ml Glycerine (92.09 g/mol; 1.26 g/cm3)
mit 4 ml Coupling Puffer; gefilterte
Aliquots werden gelagert bei 4°C

NaCl Lésung, 5 M

292,2 g NaCl (58,44 g/ mol), mit 1 I H20

NalO4 Lésung (Affi-Gel® Kit)

25 mg NalO4, mit 1.2 ml H20

Poly-Prep® Chromatographie

Saule

Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622

Feldkirchen, Deutschland

Tween20 10 %

5 ml Tween20 aufgefullt auf 50 ml H20

Waschpuffer des Affi-Gel®

220 mM Tris, 0.01 % Tween, 10 mM
CaCl2, 150 mM NacCl, 0.02 % NaNs;
pH 7.4

Verwendetes

Material der ELISA

BSA

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Austria

Milchpulver

Carl Roth GmbH und Co., 76185

Karlsruhe, Deutschland

o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid
(OPD)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, 89555
Steinheim, Deutschland

OPD Loésung

40 mg OPD gel6st in 100 ml 0,05 M
Phosphate-Citrate Puffer, aktiviert mit 40
Ml H202
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Phosphat-Citrat Puffer Tabletten

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, 89555

Steinheim, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H202) 30 %

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, 89555

Steinheim, Deutschland

Merck Millipore von Merck KGaA, 64293

Tween-20

Darmstadt, Deutschland
PBST 0.05 % Tween-20 in 1xPBS
MPBST 5 % 5 % Milchpulver in PBST

Streptavidin, 2 mg/ml Stockldsung

Jackson ImmunoResearch; Dianova® ,
BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Leipziger Stralde 4, 85386 Eching,

Deutschland

HEPES gepufferte Saline (HBS)

Medicago AB, Danmark Berga 13, SE-
755 98 Uppsala, Schweden

sonstiges Materialien

1 kb DNA High-Range Ladder

GeneRuler™, Fermentas

(Thermo Scientific)

25-700 bp DNA Low-Range
Ladder

GeneRuler™, Fermentas

(Thermo Scientific)

6x Orange DNA Loading Farbstoff

6x DNA-Ladepuffer, orange - Thermo

Scientific™

Agarose

AppliChem GmbH, 64291 Darmstadt,
Deutschland

CaClz Lésung (100 mM
CaCl2x2H20 in H20)

AppliChem GmbH, 64291 Darmstadt,

Deutschland

CaClz/ Glycerol

15 % Glycerol (v/v) (kristallines Pulver) in

CaClz Lésung

CutSmart® Buffer

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland
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dH20

Destilliertes Wasser

Ethanol (70%)

70 ml Ethanol, mit H2O auf 100 ml
aufgefullt

H2SO4

TitriPur® Merck (0.5 mol/l (1 N))

Restriktionsenzyme Not1 + Nco1

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland

Polymerase-Kettenreaktion (PCR-)
Buffer

10x Standard Taq Reaction Buffer (New
England Biolabs GmbH, 65926 Frankfurt

am Main, Deutschland)

dNTPs

Deoxynucleotide (ANTP) Solution Mix;
New England Biolabs, 10mM

Tac-Polymerase (Tag DNA
Polymerase with Standard Taq
Buffer (5.000 U/ml))

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland

TAE-Puffer (TRIS-Acetat-
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-
Puffer)

40 mM TRIS, 20 mM Essigsaure, 1 mM
EDTA, pH 8.0

Carl Roth GmbH + Co. KG, 76185

ROTI®GelStain

Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore von Merck KGaA, 64293
GFP-M420

Darmstadt, Deutschland

Verwendetes Material der Zellkultur

Dulbecco's Phosphate-Buffered Solution
DPBS

(DPBS), ohne Calcium, ohne Magnesium
DMEM - ITS DMEM (Gibco): Glukose, 1 % 10x Insulin-

Transferrin Selenium (ITS) (Gibco), 1 %
Penicillin-Streptomycin (10.000 Einheiten
Penicillin; 10 mg Streptomycin pro ml),

2 % L-Glutamine, 200 mM
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Polyethylenimine (PEI)

MW 40.000 linear, Polysciences Europe
GmbH, Badener Str. 13, 69493
Hirschberg an der Bergstrasse,
Deutschland

Verwendete Kits

Kits

Hersteller/ Vertrieb

peqGOLD Gelextraktionskit

PEQLAB Biotechnologie GmbH von
VWR International GmbH, 64295

Darmstadt, Deutschland

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |

PEQLAB Biotechnologie GmbH von
VWR International GmbH, 64295

Darmstadt, Deutschland

Q5@ Site-Directed Mutagenesis Kit

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland

Quick LigationTM Kit

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland

Nucleobond Kit PC500 Plasmid DNA

Preparation Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG, 52355 Diren, Deutschland

Affi-Gel® Hz Immunoaffinity Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622

Feldkirchen, Deutschland

Phagen-Bibliotheken

Bibliothek

Hersteller/ Vertrieb

Ph.D.-7 Phage Display Peptide
Library E8102L (52)

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland

Ph.D.-C7C Phage Display Peptide

New England Biolabs GmbH, 65926
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Library E8121L (52)

Frankfurt am Main, Deutschland

Ph.D.-12 Phage Display Peptide
Library E8111L (52)

New England Biolabs GmbH, 65926

Frankfurt am Main, Deutschland

Tomlinson J Phagen Library (52, 120)

BioScience, Nottingham, England;
Human Single Fold scFv Libraries | +
J (1.37x108, NNK diversification)

Tomlinson | Phagen Library (52, 120)

BioScience, Nottingham, England;
Human Single Fold scFv Libraries | +
J (1.47x108, DVT diversification)

HuScL-2 Phagen Library (52, 120)

Creative Biolabs Inc., 167-169 Great
Portland Street, London, England
(1x10"® PFU/mI, Lagerung bei -80°C
(diversity: 1,42x10°))

HuScL-3 Phagen Library (52, 120)

Creative Biolabs Inc., 167-169 Great
Portland Street, London, England
(1x10"3 PFU /ml, Lagerung bei -80°C
(diversity: 1,6x109))

S100A12 Proteine

S100A12 Proteine

Hersteller/ Vertrieb

S100A12 Dimer (crosslinked)

Produziert und aufgereinigt vom Labor
fur padiatrische Rheumatologie und
Immunologie, Universitatsklinikum
Munster, Deutschland (121)

S100A12 Tetramer (crosslinked)

Produziert und aufgereinigt vom Labor
fur padiatrische Rheumatologie und
Immunologie, Universitatsklinikum
Minster, Deutschland (121)
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S100A12 Hexamer (crosslinked) Produziert und aufgereinigt vom Labor
fur padiatrische Rheumatologie und

Immunologie, Universitatsklinikum
Munster, Deutschland (121)

Auf inigt Labor fu
S100A12 Hexamer (Wildtyp) Higereinigt vom Labor fur
padiatrische Rheumatologie und

Immunologie, Universitatsklinikum

Munster, Deutschland (121)

Uberblick zur Produktion und Aufreinigung des S100A12 Hexamers, Tetramers
& Dimers:

Fir die Produktion der S100A12 Proteine wurde eine humane S100A12
Sequence (NCBI Reference Sequence: NP_005612.1) in ein pET11b Vektor
intergriert und schlieBlich in ein E.coli BL21 (DE3) transformiert und kultiviert.
Die Aufreinigung der S100A12 Proteine erfolgte mittels
lonenaustauschchromatographie und Calcium-abhangiger hydrophober
Interaktionschromatographie. Zum Entfernen von Endotoxinen wurde eine 50
kDa Filtermembran verwendet, welche zu einem vollstandigen Entfernen von
Lipopolysacchariden flhrte. Um das endotoxin-freie S100A12 Protein in den
jeweiligen Konformation als Hexamers, Tetramers und Dimers bei Raumluft zu
stabilisieren, wurde Bis(sulfosuccinimidyl)suberat als chemischer Crosslinker
verwendet (121). Zur Qualitatskontrolle wurde nach Produktion der S100A12
Hexamere, Tetramere und Dimere ein Chromatogramm aus Gelfiltration
durchgefliihrt. Die Grolie der aufgereinigten Konstrukte entsprach den
erwarteten Gro3en der unterschiedlichen Multimere (siehe Abbildung 22,
Daten Munster, PD Dr Kessel, S. Fuhner)

Verwendete Antikbrper

Antikorper Hersteller/ Vertrieb

HRP-konjugierten anti-M13-Antikorper | GE Healthcare, 60313 Frankfurt am

(monoklonal, Wirtsart: Maus, primarer | Main, Deutschland

Antikorper, HRP-konjugiert
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anti-S100A12-antibody

(monoclonal, Wirtsart: Ratte)

selektiert vom Labor fur padiatrische
Rheumatologie und Immunologie,
Universitatsklinikum Munster,
Deutschland

(erstmal 2018 publiziert (122))

anti-Ratte-HRP-konjugierter
Antikorper

(Spezies: Rat, Wirtsart: Ziege,
sekundarer Antikorper, polyklonal,
HRP-konjugiert)

Thermo Fisher Scientific,
58239 Schwerte, Deutschland

anti-Maus-HRP-konjugierter
Antikorper

(Spezies: Ziege, Wirtsart: Maus,
sekunadarer Antikorper, polyklonal,
HRP-konjugiert)

Dianova GmbH, 22087 Hamburg,

Deutschland

Synthetisierte Peptide

Peptide Sequenzen und Hersteller
Sequenz: EGLSWQYMLDLW

Peptid 4 g

(N-Terminus: Biotin,

C-Terminus: Amid-Sequenz,

Linker: Trioxatridecan-succinamic acid
(Ttds)

Reinheit: >70% )

(siehe Anhang: 7.5. Biotin-Struktur der
Peptide und 7.6. Linker-Struktur der
Peptide)

BioTides™; JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin,

Deutschland

Kontroll-Peptid 4
(N-Terminus: Biotin,
C-Terminus: Amid-Sequenz,
Linker: Ttds

Sequenz: WLWGESLLYQMD

BioTides™; JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin,
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Reinheit: >70% )

(siehe Anhang: 7.5. Biotin-Struktur der
Peptide und 7.6. Linker-Struktur der
Peptide)

Deutschland

Peptid 10

(N-Terminus: Biotin,

C-Terminus: Amid-Sequenz,

Linker: Ttds

Reinheit: >70% )

(siehe Anhang: 7.5. Biotin-Struktur der
Peptide und 7.6. Linker-Struktur der
Peptide)

Sequenz: EPMRWTDMVGLF

BioTides™; JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin,

Deutschland

Kontroll-Peptid 10

(N-Terminus: Biotin,

C-Terminus: Amid-Sequenz,

Linker: Ttds

Reinheit: >70% )

(siehe Anhang: 7.5. Biotin-Struktur der
Peptide und 7.6. Linker-Struktur der
Peptide)

Sequenz: MMFGERDPVTWL

BioTides™; JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin,

Deutschland

Bakterien-, Phagen und Zelllinien

Bakterien- Phagen und Zelllinien

Hersteller/ Vertrieb

E. coli strain TG1

Komponente der HuScl-Library Kits
(lac-proAB) supE thi hsdD5/F’ traD36
proA+B laclq lacZ*M15)
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Invitrogen, Fisher Scientific GmbH,
58239 Schwerte, Deutschland

(F- mcrA *(mrr-hsdRMS-

E. coli Top10
mcrBC)+80lacZ*M15 *lacX74 recA1
araD139 *(araleu) 7697 galU galK
rpsL (StrR) endA1 nupG)
Transformationsprodukt einer

HEK 293T menschlichen embryonalen

Nierenzelle mit SV40 T Antigen;
Referenz # ATCC CRL-11268

KM13 Helferphage

Komponente des Tomlinson library
Kits
BioScience, Nottingham, England

Plasmide, Primer

Plasmide und Primer

Beschreibung/Hersteller

Primer 96 glll Sequenzierungsprimer

New England Biolabs, Frankfurt,

Deutschland

pCMX2.5-mIgG2c-Fc-XP

eukaryotischer Expressionsvektor

einer Fc Region von einem IgG2c aus

der Maus (siehe Abbildung 21)
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Primer mit Sequenzen

Primer Rich- | Basen | Tm | GC
Sequenz
tung | -lange | (°C) | (%)

ScFv-Phage | for- |22 55 150 | 1GTTCGTACACAGTACGCAGAC
41 ward
ScFv-Phage

9 rever | 21 50 143 | CCATCACGATGAATATCTGAG
41 o
ScFv-Phage

9% |for- |23 59 |57 | GTCAACTATTCAGCCTCGGGGTC
42 ward
ScFv-Phage

9 rever | 18 55 |67 | ACCCACTCCAGCCCCTTC
42 s
OMHI 65 - |20 5» |50 | CCCTCATAGTTAGCGTAACG
OMHI 66 - |48 50 |56 |GGCTCGTATGTTGTGTGG
OMHI 427 -9 55 |59 | TGTTCGTACACAGTACGCAGAC
OMHI 433 -9 55 |50 | GTCTGCGTACTGTGTACGAACA
OMHI 429 - |og 59 |57 | CTCAACTATTCAGCCTCGGGGTC
OMHI 434 - | og 59 |57 | GACCCCGAGGCTGAATAGTTGAG
Legende:

Tm: Schmelzpunkt in Grad Celcius (°C)
GC(%): Anteil an Guanin (G) und Cytosin (C) an gesamten Nukleinbasen

Alle Primer wurden bestellt bei: Sigma-Aldrich von Merck KGaA, 64293 Darmstadt,

Deutschland
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3.2. Methoden

3.2.1. Affinitatsselektion von Peptid- und scFv-Phagen

Die Affinitatsselektion der Phagen mit Expression von Peptidstrukturen (Peptid-
Selektion) wurde mit drei Peptid-Bibliotheken durchgefihrt (Ph.D-12, -7 and
C7C, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland). Es wurden drei
Affinitatsselektionen mit jeweils einer negativen und einer positiven Selektion
durchgefuhrt.

1. Runde
Phagen Bibliothek

2./3. Runde .!; l ot
o "
Phagen Eluat der *

vorangegangenen Runde

— I

Amplifikation Negativselektion

‘o '

.

=y | W=
” i =~ S - I
mit Escherichia coli Positivselektion Vertiefung mit Tetramer

¥ T
g < 1_\" <::D

- 9 ¢y

Vertiefung mit Hexamer

Abbildung 1: Schema der Affinitatsselektion

Fur die Negativselektion wurden 1 ug pro Vertiefung S100A12 Tetramer in PBS
auf Masterplatten beschichtet. Fir die Positivselektion der Peptid-
Affinitatsselektion wurde S100A12 Hexamer immobilisiert. Die
Hexamerkonzentration wurde pro Runde jeweils reduziert: von 1 pg pro
Vertiefung in der ersten Runde, zu 0,5 ug pro Vertiefung in der zweiten Runde
zu schlieBlich 0,1 pg pro Vertiefung in Runde drei. Die Inkubation der
immobilisierten Hexamer und Tetramer Vertiefungen wurde Gber Nacht bei 4 °C
durchgefuhrt. Am nachsten Tag wurden die Vertiefungen dreimal mit je 200 pl
0,1 % PBST gewaschen. Hierfur wurde ein Mikrotiterplatten-Washer verwendet.
AnschlieRend wurden die ELISA-Vertiefungen fir 2 h bei Raumtemperatur mit 5
% Milchpulver (5 % MPBST) geblockt. Hiermit sollen unspezifische Bindungen
der Phagen an die ELISA-Vertiefungen verhindert werden. Anschlielend
wurden 10 ul der Peptid-Phagen-Bibliothek in 140 pl MPBST verdunnt und zu
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den Vertiefungen mit immobilisiertem  Tetramer (Negativselektion)
hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde flir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Phagenldsung vorsichtig
entnommen und die Vertiefungen mit immobilisiertem Hexamer hinzugegeben
(Positivselektion). Dieser Ansatz wurde bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Versuchstag wurden die Vertiefungen zehnmal mit 0,1 % PBST
gewaschen. Zur Elution der gebundenen Phagen wurde 200 ul Glycine-HCI
hinzugegeben. Zu der entnommenen Phagenlésung wurde nun je 30 pl
Neutralisationspuffer (Tris-HCI 1M, pH 9.1) hinzugegeben und so das saure
Milieu des Elutionspuffer neutralisiert. Die Escherichia coli (E. coli) (ER2738)
Ubernachtkultur wurde anschlieRend mit der Phagenldsung infiziert und nach 5-
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur fur 4,5 h bei 37 °C mit 225 rpm
(Umdrehungen pro Minute) geschittelt. Fiir die E. coli Ubernachtkultur wurde
am Vortag 25 ml LB-Medium mit 25 pyl Tetrazyklin und einer E. coli Kultur
vermischt. Diese wurde dann bis zum nachsten Tag bei 37 °C und 225 rpm
geschuttelt. Der Phagen-Medium Ansatz wurde nach 4,5 h Inkubation im
Schuttler in 50 ml Rohrchen gefullt und fur 15 min bei 10.000 g bei 4 °C
zentrifugiert. Durch das Abzentrifugieren der infizierten Bakterien bildete sich
am Boden des Rohrchens ein Bakterienpellet. Der Uberstand wurde
abgenommen, in ein neues Rohrchen Uberfuhrt und erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut zentrifugiert. Nach dem zweiten Zentrifugieren wurde
abermals der Uberstand entnommen und mit jeweils 8 ml PEG vermischt und
die Phagen Uber Nacht bei 4 °C gefallt. Am vierten Versuchstag wurde das
PEG-Phagen Gemisch bei 10.000 g und 4 °C fir 20 min zentrifugiert.
AnschlieRend blieb nach Entnehmen des Uberstandes ein weilk-graues
Phagenpellet Uber. Dieses wurde mit 1,6 ml PBS resuspendiert und in 2 ml
ReaktionsgefalRe gefillt. Das resuspendierte Phagenpellet wurde erneut fur 5
min bei 13.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in ein neues
Reaktionsgefalie Uberfuhrt und erneut mit PEG gefallt. Hierzu wurden 400 pl
PEG/NaCl hinzugegeben und nach mehrmaligen invertieren fir 1 h auf Eis
gelagert und erneut fir 15 min bei 13.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden erneut verworfen und das Phagenpellet wurde
anschlielend in 200 pl 1x PBS 0,02 % NaNs resuspendiert. AbschlielRend

konnte die gewonnene Phagenkonzentration mittels Nanodrop gemessen
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werden (Absorption 269 bis 320 nm). Der Ablauf wurde anschlieRend zweimal
wiederholt, sodass insgesamt drei Runden aus Positivselektion und
Negativselektion durchgefuhrt wurden. In der zweiten und dritten Runde der
Affinitatsselektion wurde fir die Negativselektion jeweils 1x10"" Phagen aus
der jeweils vorhergehenden Runde pro Vertiefung hinzugegeben.

Die Affinitatsselektion der Phagen mit scFv-Fragmenten auf der Oberflache
wurde mit den Phagen-Bibliotheken Tomlinson | und Tomlinson J sowie mit den
Phagen-Bibliotheken HuScl-2 und HuScl-3 durchgefuhrt. Die Durchfuhrung der
Affinitatsselektion erfolgte analog der Selektion mit den Peptid-Phagen-
Bibliotheken. Fur die Negativselektion wurde bei der Affinitatsselektion der
scFv-prasentierenden Phagen jeweils 3x10'" Phagen zu immobilisierten
Proteinen gegeben. Die Konzentration von S100A12 Tetramer pro Vertiefung
war entsprechend der Affinitatsselektion mit Peptid-prasentierenden Phagen.
Fur die Positivselektion wurde die Elution der gebundenen scFv-
prasentierenden Phagen vom S100A12 Hexamer mit 200 ul Elutionspuffer pro
Vertiefung durchgefihrt und fiir 5 min inkubiert. Der Uberstand wurde
anschliefend zu 30 pl Neutralisationspuffer sowie 50 pl Trypsinstock und 220
pl PBS gegeben und fir 10 min bei Raumluft belassen. Trypsin spaltet als
Serin-Enzym Proteine an den Positionen der basischen Aminosauren Arginin
und Lysin. Im Kontext der Phagen mit Expression von scFv- und
Peptidfragmenten ermoglichte Trypsin durch die enzymatische Entfernung des
Oberflachenproteins plll die Elution der zuvor gebundenen Phagen. Im
nachsten Schritt wurde 250 ul Eluat mit 1,75 ml einer TG1-Kultur vermischt und
fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die TG1-E. coli Kultur wurde im linearen
Wachstum (OD 492-620 nm von 0,3 bis 0,4) infiziert. Nach der Inkubation von TG1
und dem Eluat wurde eine Verdlinnungsreihe mit 1:10, 1:100 und 1:1000 in
PBS angelegt. Von den jeweilligen Verdinnungen wurden schlieBlich 20 upl auf
kleinen 2x TYawpicLu-Platten ausgestrichen und am nachsten Tag der Titer
bestimmt. Das restliche Eluat wurde fur 30 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Von
den jeweiligen Verdunnungen wurden schlieBlich 20 pl auf kleinen 2x
TYawmp/cLu-Platten ausgestrichen. Das restliche, resuspendierte Phagenpellet
wurde auf einer groRen 2x TYawmpcLu-Platte verteilt. Alle Platten wurden Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit jeweils 5- 7 ml 2x TYawmp/cLu-Medium wurde der

Bakterienrasen abgeschwemmt. AnschlieRend wurden 50 yl enthommen in 50

38



ml 2x TYawvp/cLu-Medium Uberflhrt und bei 37 °C und 60 rpm bis zu einer ODag-
620 nm von 0,3 bis 0,4 geschuttelt. Aus dieser Kultur wurden 10 ml enthommen
und mit 5x10"° KM13 Helferphagen versetzt, fiir 30 min bei 37 °C infiziert und
anschliel3end fir 10 min bei 3000 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in jeweils
50ml 2x TYawvricLu-Medium resuspendiert und zur Phagenproduktion bei 30 °C,
225 rpm Uber Nacht inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde bei 10.000 xg fiir 30
min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde mit 10ml PEG/NaCl
vermischt und anschlieRend fur 1 h auf Eis gefallt. Im nachsten Schritt wurde
der Ansatz fiir 30 min bei 10.000 xg zentrifugiert und der Uberstand vollstéandig
verworfen. Das Phagenpellet wurde in 1 ml PBS/NaNs resuspendiert. Um die
letzten Bakterienreste zu entfernen, wurden anschlieend die resuspendierten
Phagen zentrifugiert (30 min, 13.000 rpm). Der Uberstand wurde entnommen
und die Phagenkonzentration im Nanodrop gemessen. Die Lagerung der
Phagen erfolgte bei 4 °C. Insgesamt wurden drei negative und drei positive

Selektionen durchgeflnhrt.

3.2.2. Vereinzelung von Phagenklonen

Um die selektierten Phagen aus den Pannings weiter zu analysieren, mussen
diese vereizelt (,titriert) werden. Dazu wurden die Eluate der letzten positiven
Selektion 10 bis 10-% in PBS verdlnnt. Parallel wurden Roéhrchen mit je 4 ml
Top-Agar beflllt und im Wasserbad flissig gehalten. 20 pl Xgal und 20 ul IPTG
wurden in Reaktionsgefalie vorgelegt. IPTG flhrt zu einer Induktion des lac-
Promotors auf den Phagenplasmiden. Durch Aktivierung des lac-Promotors
wird eine [R-Galactosidase exprimiert. Die entstehende [R-Galactosidase
schneidet das Galactosid Xgal wodurch ein blauer Farbstoff entsteht. IPTG und
Xgal verursachen dadurch eine Blaufarbung der erfolgreich infizierten
Bakterien. Zu Xgal und IPTG wurden noch 200 pl einer E. coli (ER2738)
Ubernachtkultur sowie 10 ul einer Phagenverdiinnung hinzugegeben. Im
nachsten Schritt wurde das Gemisch mit dem Top-Agar vermischt und auf LB-
Agarplatten aufgetragen. Nach Abkuhlung und Ausharten wurden die Platten
invertiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Infizierte Bakterienhéfe erscheinen
blau, so dass diese gezahlt und als ,plaque forming units® (pfu) pro 10 pl

bestimmt wurden.
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Die Titrierung der scFv-Phagen wurde entsprechend der Titrierung der Peptid-
Phagen durchgefihrt. Jedoch wurden Kolonien statt pfus gezahlt und
Selektionsmedium anstatt Topagar verwendet. Aullerdem wurde die
Verdliinnung der gewonnen Phagen in einem Bereich von 107 bis 107
angesetzt, um eine Phagenkonzentration von 10" bis 10° Phagen pro Milliliter
zu erhalten. Die Phagenverdinnungen wurden anschlieend mit einer TG1-
E. coli-Kultur in 2x TY-Nahrmedium vermischt. Die TG1-Bakterienkultur wurde
zuvor in 2x TY-Medium 1:100 mit einer Ubernachtkultur verdinnt und
anschlieRend bis zu einer ODa4g2-620 nm von 0,3 bis 0,4 inkubiert. Von der
inkubierten Bakterienkultur wurde schlielBlich 900 uyl mit je 100 pl der
Phagenverdinnung vermischt und anschlieRend bei 37 °C fir 30 min inkubiert.
Von jedem Ansatz der infizierten Bakterien wurden jeweils 20 pl auf 2x
TYauwr/cLu Agarplatten ausplattiert. Die Nahrplatten wurden Gber Nacht bei 37
°C gelagert.

3.2.3. Amplifikation der vereinzelten Peptid- und scFv-prasentiderenden
Phagenklone

Die blauen Plaques beziehungsweise die Bakterienklone wurden von den
Titrationsplatten mit sterilen Pipettierspitzen ausgestochen und in eine mit 200
pl LB-Medium beziehungsweise 2x TYawmpcLu-Medium geflllte Vertiefung einer
ELISA-Platte gegeben und Uber Nacht bei 30 °C und 150 rpm im Schuttler
inkubiert. Der Ansatz mit Peptid-prasentierenden Phagen konnte am nachsten
Tag fir 10 min bei 3220 xg =zentrifugiert werden und der gewonnen
Phagenuberstand anschliel3end fur den Capture-ELISA verwendet werden.

Fir den Ansatz mit scFv-exprimierten Phagen wurde die jeweils 5 pl
Ubernachtkultur mit 200 pl pro Vertiefung 2x TYawmpicLu-Medium vermischt und
fur circa 2 h bei 37 °C vorsichtig im Schuttler geschittelt. Im nachsten Schritt
wurden jeweils 25 pl 2x TYawricLu-Medium und 1x10° KM13-Helferphage pro
Vertiefung hinzugefugt. Fur die Infektion mit Helferphagen wurden die ELISA-
Platten 30 min bei 37 °C vorsichtig im Schuttler geschuttelt. Anschlieend
wurden die Platten bei 2000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Die Uberstande
wurden enthommen und verworfen und schlieRlich die Vertiefungen jeweils mit
200 pl 2x TYavpkan-Medium ersetzt. Entsprechend den Peptid-prasentierenden

Phagen wurde die Phagenproduktion Uber Nacht bei 30 °C, 150 rpm
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durchgefiihrt und die Platten fir 10 min bei 3220 xg zentrifugiert und der
Uberstand mit den amplifizierten Phagen anschlieRend fiir den Capture-ELISA
abgenommen werden.

Eine weitere Amplifikation zur Vorbereitung des Bestatigungs-ELISAs wurde
analog der Amplifikation der vereinzelten Phagenklone vor Capture-ELISA
durchgefuhrt mit der Ausnahme, dass flr die Peptid-prasentierenden Phagen
nicht ausgestochene Bakterien, sondern 50 pl infizierte Bakterienlésung aus der
Kulturplatte entnommen und zu 3 ml LBrer-Medium gegeben wurden. Nach
funf-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Amplifikation bei 30
°C und 225 rpm Uber Nacht. Am nachsten Tag wurden die Kulturen in 2 ml
Reaktionsgefale Uberflhrt und fir 5 min bei 4 °C und 13.000 xg zentrifugiert.
1,6 ml des Uberstandes werden anschlieRend in ein neues Reaktionsgefal
transferiert und mit 400 yl PEG/NaCl-Fallungspuffer versetzt. Die Phagenfallung
wurde fur 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei
13.000 xg, 4 °C fir 15 min. Der Uberstand wurde verworfen und das
gewonnene Phagenpellet vorsichtig mit 200 ul PBS-NaNs resuspendiert.

Bei dem Ansatz mit scFv-prasentierenden Phagen wurden ebenfalls 50 pl
infizierte Bakterienldsung aus der Kulturplatte enthommen und zu jeweils 2 ml
2x TYampcLu-Medium in Kulturréhrchen gegeben und bei 30 °C Uber Nacht mit
60 rpm inkubiert. Am Folgetag wurde 4 ml 2x TYawmpicLu-Medium mit 40 pl
Ubernachtkultur in Kulturréhrchen gemischt (Verhaltnis 1:100) und bei 30 °C bis
eine ODa4g2-620 nm von 0,3 bis 0,4 geschittelt. Pro Ansatz wurden anschliel3end
2x10'°-Helferphagen hinzugegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach 30-mindtiger
Inkubationszeit wurden die Ansatze bei 3000 xg fur 10 min zentrifugiert und 4
ml des Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde mit den restlichen 2 ml
Medium resuspendiert und jeweils 1 ml mit je 5 ml 2x TYawpikan-Medium
vermischt und zur Phagenproduktion Uber Nacht bei 30 °C bei 60 rpm
geschittelt. Am Folgetag wurde die Ubernachtkultur mit 4600 xg fir 60 min
zentrifugiert, um anschlieRend den Uberstand zu entnehmen und mit 1,5 ml
PEG/NaCl (1:1-Lésung) zu vermischen und 1 h auf Eis zu lagern. Nach der
Fallung mit PEG/NaCI erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 15 min bei
10.000 xg. Der Uberstand wurde vollstandig entnommen und das gewonnen
Phagenpellet in 250 yl PBS/ NaNs resuspendiert. Die erhaltene Phagenlésung

wurde nach Umfullung in Reaktionsgefal’e erneut fur 10 min bei 13.000 xg
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abzentrifugiert, um letzte Bakterienreste zu entfernen. Der Uberstand wurde in
ein  neues Reaktionsgefald gefullt. Zur Bestimmung der gewonnen
Phagenkonzentration konnte abschliefend der Phagentiter im Nanodrop

bestimmt werden.

3.2.4. Capture ELISA

Um die selektierten Phagen auf ihre Bindungseigenschaften zum S100A12
Hexamer und Tetramer zu testen, wurde ein Capture ELISA durchgefuhrt.
Hierfr wurden auf ELISA-Platten 0,08 ug Hexamer und 0,1 pg Tetramer in 100
pl PBS pro Vertiefung Uber Nacht bei 4 °C immobilisiert. Um zu verhindern,
dass durch eine unspezifische Bindung an das S100A12 Monomer ein hdheres
Bindungssignal beim S100A12 Hexamer durch die hohere Monomer-Anzahl im
Vergleich zum Tetramer generiert (sechs Monomere beim Hexamer vs. vier
Monomere) wurde die beschriebene Konzentration an immobilisiertem Hexamer
und Tetramer gewahlt. Am nachsten Tag wurden die ELISA-Vertiefungen 3x mit
je 200 pl 0,05 % PBST im Platewasher gewaschen. Anschlielend wurden die
restlichen Bindungsstellen durch die Zugabe von je 200 ul 5% MPBST fuar 2 h
bei Raumtemperatur geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
zunachst 70 pl PBS pro Vertiefung vorgelegt und anschliel3end je 30 pl eines
phagenhaltigen Uberstandes (siehe 3.2.3. Amplifikation der vereinzelten Peptid-
und scFv-prasentiderenden Phagenklone) hinzugegeben. Die anschlieRende
Inkubationszeit betrug 2 h bei Raumtemperatur. Nach einem Waschschritt
erfolgte die Detektion mit einem anti-M13-HRP-konjugiertem Antikérper (1:5000
Verdunnung in 5 % MPST) fur 1 h bei 37 °C. Nach einem weiteren
Waschvorgang konnten die gebundenen Phagen mit OPD visualiert werden.
HierfGr wurde OPD in Citratpuffer geldst (0.5 mg/ml OPD in 0.1 M Citratpuffer)
und mit 4 pl 30 %igem H202 aktiviert. Pro Vertiefung wurden 100yl OPD-
Ldsung pipettiert. Nach circa sechs-minutiger Entwicklung in Dunkelheit wurde
die Farbreaktion mit jeweils 100 uyl 1,0 M H2SO4 pro Vertiefung beendet. Die
Farbreaktion konnte mittels mit dem Mikroplatten-Lesegerat Sunrise™ Tecan

bei einer Wellenlange von 492 nm und 620 nm ausgewertet werden.
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3.2.5. Bestatigungs-ELISA

Um die S100A12 Hexamerspezifitat der selektierten Phagen zu bestatigen
wurde ein Bestatigungs-ELISA durchgefuhrt. Der Bestatigungs-ELISA wurde
entsprechend des Capture ELISAs (Kapitel 3.2.4. Capture ELISA) durchgefiihrt
mit dem Unterschied, dass die selektierten und aufgereinigten Phagen in einer
Konzentration von circa 1x10'° PFU in jeweils 100 ul PBS-Puffer pro Vertiefung
hinzugegeben wurden anstatt einer undefinierten Phagenkonzentration im
Capture-ELISA.

3.2.6. Sequenzierung

Die DNA wurde aus isolierten und amplifizierten Phagenklonen (siehe Kapitel
3.2.3. Amplifikation der vereinzelten Peptid- und scFv-prasentiderenden
Phagenklone) isoliert. Die DNA-Praparation wurde mit Hilfe des peqGOLD
Plasmid Miniprep Kit entsprechend der Herstellerangaben durchgefuhrt. Fir die
Sequenzierung wurde Primer 96glll verwendet (New England Biolabs). 2,5 pl
des Primers wurden jeweils mit 5 pl der jeweiligen DNA und 2,5 pl destilliertem

Wasser vermischt.

3.2.7. Kompetitions-ELISA

Als Vorversuch des Kompetitions-ELISAs wurde die konzentrationsabhangige
Bindung an  S100A12 Hexamer getestet, um die optimale
Phagenkonzentrationen zu ermitteln, die sich im linearen Bereich des Signals
befindet. Die Durchfihrung des ELISAs erfolgte entsprechend den
vorangegangenen ELISAs. Pro ELISA Vertiefung wurden 0,08 ug S100A12
Hexamer immobilisiert und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dem Blocken
mit 5 % MPBST fur 2 h bei Raumtemperatur wurden Phagenverdinnungen in
folgenden Konzentrationen in die ELISA Vertiefungen pipettiert: 1:25, 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1600 (Peptid-prasentierende Phage 4:
2,675x10" Phagen/ml Stocklosung; Peptid-prasentierende Phage 10:
3,655x10'? Phagen/ml Stocklosung). Nach zwei stiindiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur erfolgte die Detektion der gebundenen Phagen mit einem anti-
M13-HRP-konjugiertem Antikorper in einer 1:5000 Verdinnung (in 5 % MPBST,
100 pl pro Vertiefung) fir 2 h bei Raumtemperatur. Die Detektion und

Visualisierung mit OPD wurde entsprechend den vorangegangenen ELISA
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durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen Pipettierschritten wurde die ELISA
Platten im Platewasher entsprechend den Angaben in den vorangegangenen
ELISAs gewaschen.

Zur weiteren Analyse der Hexamerspezifitat der selektierten Phagen wurde ein
Kompetitions-ELISA durchgefiihrt. Hierbei wurde die Bindung der selektierten
Phagen an das S100A12 Hexamer mit der Bindung an das S100A12 Tetramer
und S100A12 Dimer verglichen. Die | wurde analog des Capture-ELISAs
(Kapitel 3.2.4. Capture ELISA) durchgefuhrt mit einer Konzentration von 0,08 ug
Hexamer pro Vertiefung. Nach dem Blocken der ELISA Platte mit 5 % MPBST
fur 2h bei Raumtemperatur wurden die Phagen mit S100A12 Tetramer sowie
S100A12 Dimer gemeinsam in den jeweiligen Ansatzen pipettiert.

Die  Dimer und  Tetramerkonzentrationen  entsprechen  einem
Konzentrationsverhaltnis von dem 0,01-fachen bis zum 100-fachen an Dimer
und Tetramer pro Vertiefung verglichen mit der Konzentration an
immobilisiertem Hexamer (Verdlinnungsschritte jeweils 1:10 ausgehend von der
hochsten Konzentration (1x10-1° mol pro Vertiefung).

Fur die Peptid-prasentierenden Phagen wurde eine Phagenkonzentration von
5x10%8 bis 3x107 Phagen pro Vertiefung verwendet. Fir die scFv-
prasentierenden Phagen lag die Konzentration zwischen 8x10° bis 2x10"!
Phagen pro Vertiefung. Die jeweiligen Phagenverdiunnungen wurden so
berechnet, dass sich die Konzentrationen im linearen Bereich befinden,
entsprechend den Ergebnissen des Vorversuches.

Die Verdinnungen wurden in 5 % MPBST hergestellt. Jeder
Kompetitionsansatz wurde mit der Bindung des jeweiligen Phagen an das
S100A12 Hexamers ohne Kompetition mit S100A12 Tetramer oder S100A12
Dimer verglichen.

Die Kompetitions- und Kontrollldsungen wurden fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 2h wurden die ELISA-Vertiefungen 3x im Platewasher mit je 200
pl 0,05 % PBST gewaschen. Zur Detektion der gebundenen Phagen wurde
erneut anti-M13-HRP-konjugierter Antikérper verwendet (1:5000 Verdinnung in
5 % MPBST, jeweils 100 pl pro Vertiefung). Die Detektion und Visualisierung
mit OPD wurde entsprechend des Captures ELISAs (Kapitel 3.2.4. Capture
ELISA) durchgefuhrt. Zwischen den einzelnen Pipettierschritten wurde die
ELISA Platten jeweils mit 200 ul 0,05 % PBST 3x im Platewasher gewaschen.
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3.2.8. Bindung von synthetischen Peptiden und Kontrollpeptiden an S100A12
Die in der Affinitatsselektion selektierten Phagen wurden als biotinylierte
Peptide bestellt und auf ihre Bindung an das S100A12 Hexamer getestet.
Zusatzlich wurden Kontrollpeptide genutzt mit den jeweils gleichen
Aminosauren jedoch in randomisierter Reihenfolge (siehe Material:
Synthetisierte Peptide).

Fur den Peptid-ELISA wurden 10 pmol Streptavidin pro Vertiefung immobilisert.
Streptavidin wurde daflr in destilliertem Wasser verdunnt (100 ul pro
Vertiefung). Nachdem Uber Nacht bei 37 °C das destillierte Wasser verdunstet
war, konnten die ELISA Vertiefungen am nachsten Tag geblockt werden. Als
Blockpuffer wurde 2% BSA in PBST (2% BSA/ PBST) fir 2 h bei
Raumtemperatur in die Vertiefungen gegeben. AnschlieRend wurden die
Vertiefungen 3x mit je 200 pl 0,05 % PBST im Platewasher gewaschen. Im
nachsten Schritt wurden je 400 pmol der Peptide 4 und 10 und der jeweiligen
Kontrollpeptide hinzugegeben. Nach einstindiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Vertiefungen im Platewasher erneut gewaschen.
Anschlielend wurden 3,4 pmol pro Vertiefung Hexamer in 2 % BSA/PBST
hinzugegeben und Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Am dritten Versuchstag
erfolgte nach einem Waschvorgang im Platewasher die Detektion mit einem
anti-S100A12-Antikorper (Stocklosung: 0,382 mg/ml) in einer 1:1000
Verdinnung in 2 % BSA/PBST (100 ul pro Vertiefung). Nach zwei-stiindiger
Inkubation bei Raumluft wurde zur Detektion der gebundenen anti-S100A12-
Antikorper ein anti-Ratte-HRP-konjugierter-Antikdrper (Stocklosung: 1 mg/ml) in
einer 1:500 Verdunnung in 2% BSA/ PBST (100 pl pro Vertiefung) verwendet.
Dieser zweite Detektionsantikdrper wurde ebenfalls fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Der ELISA wurde abschlieBend, wie in vorangegangenen ELISA
bereits beschrieben, mit 100 yl OPD pro Vertiefung entwickelt und mithilfe des
ELISA-Readers ausgewertet.

3.2.9. Konzentrationsabhangige Bindung der Peptide an das Hexamer
Die biotinylierten Peptide 4 und 10 wurden im Folgenden auf ihre Spezifitat an
das S100A12 Hexamer im Vergleich zu dem Tetramer getestet. Um die

Bindungsspezifitat zu testen, wurde die ELISA-Platte zunachst mit 10 pmol
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Streptavidin Uber Nacht in destilliertem Wasser bei 37 °C immobilisiert (100 pl
pro Vertiefung). Nachdem Uuber Nacht das destillierte Wasser vollstandig
verdunstet war, konnten die Vertiefungen mit 2 % BSA/PBST fur 2 h bei
Raumtemperatur geblockt werden. Nach einem Waschvorgang im Platewasher
wurden die Peptide 4 und 10 hinzugegeben. Hierbei wurden 200 pmol Peptide
pro Vertiefung in PBST verdinnt und jeweils 100 upl pro Vertiefung
hinzugegeben. Die Peptide wurden fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt im Platewasher wurde Hexamer und Tetramer
hinzugegeben. Das S100A12 Hexamer wurde in sechs Verdinnungsschritten
von 3,4 pmol bis 0,001 pmol pro Vertiefung in 2 % BSA/PBST verdinnt (jeweils
1:5 Verdunnungen ausgehend von 3,4 pmol). Das S100A12 Tetramer wurde in
6 Verdunnungsschritten von 5,1 pmol bis 0,0016 pmol pro Vertiefung in 2%
BSA/PBST verdunnt (jeweils 1:5 Verdunnungen ausgehend von 5,1 pmol). Die
S100A12 Proteine wurden Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Die Konzentrationen
wurden wie in vorangegangenen ELISAs an die jeweiligen S100A12
Monomeruntereinheiten angepasst (siehe 3.2.4. Capture ELISA). Pro
Vertiefung wurden jeweils 100 pl des jeweiligen Ansatzes pipettiert. Am
nachsten Versuchstag wurden die ELISA Vertiefungen mit 0,05 % PBST im
Platewasher gewaschen. Die gebundenen S100A12 Proteine wurden
schlieBlich mit einem anti-S100A12-Antikoérper in 2 % BSA/PBST (1:1000-
Verdunnung einer 0,392 mg/ ml Antikorper-Losung) fur 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde der anti-S100A12-
Antikdrper mit einem anti-Ratte-HRP-konjugierte-Antikorper in 2 % BSA/PBST
(1:500 Verdinnung einer 1 mg/ml Antikorper-Losung) fur 2 h bei
Raumtemperatur detektiert. Die Visualisierung erfolgte wie in vorherigen
ELISAs mittels OPD. Die Auswertung der Farbreaktion wurde mit einem ELISA-
Reader durchgefihrt.

3.2.10. Peptid ELISA mit TetramerUberschuss

In diesem ELISA wurde getestet welche S100A12 Tetramerkonzentration ein
vergleichbares Hexamersignal erreicht. Analog zu der Beschreibung des
bereits beschriebenen Peptid ELISAs (Kapitel 3.2.10. Peptid ELISA mit
Tetramertberschuss) wurde Streptavidin  immobilisiert und Peptid 10

hinzugegeben. Nach einem Waschschritt wurden das Hexamer und das
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Tetramer hinzugegeben. Je 100 pyl Hexamer (0,68 pmol) in 2 % BSA/PBST
wurden in die Vertiefung gegeben. Das Tetramer wurde im 5, 25 und 125-
fachen molaren Uberschuss im Vergleich zum Hexamer (0,68 pmol) eingesetzt
(entspricht 5,1 pmol, 25,5 pmol und 127,5 pmol). Der Ansatz wurde Uber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Versuchstag wurden die Vertiefungen mit 0,05
% PBST im Platewasher gewaschen. Gebundene Hexamere und Tetramere
wurden mit 100 pl anti-S100A12-Antikérper (0,392 mg/ml) in einer 1:1000
Verdinnung in 2 % BSA/PBST detektiert. Nach 2 h Inkubation bei
Raumtemperatur wurden gebundene anti-S100A12-Antikérper mit 100 pl anti-
Ratte-HRP-konjugierte-Antikdrpern (2 pg/ml) in 2 % BSA/PBST detektiert. Die
Entwicklung erfolgte mit OPD analog zu den vorangegangenen ELISA (Kapitel
3.2.4. Capture ELISA).

3.2.11. scFv-Fc-Konstrukt Produktion

Die selektierten scFv-Fragmente (scFv) 41 und 42 wurden als scFv-Fc-
Konstrukt kloniert. Die scFv-Fc-Konstrukt Produktion verlief in verschiedenen
Schritten ab: zuerst musste das in der scFv kodierenden DNA-Sequenz
enthaltene Stop-Codon entfernt werden. Im zweiten Schritt wurden die
veranderten Sequenzen in einen Vektor integriert, der die Information fir das
vollstandige scFv-Fc-Konstrukt besitzt. AnschlieRend wurden die Vektoren in
Zellen transformiert, um das scFv-Fc-Konstrukt zu produzieren. Fur die
Mutation des Plasmids wurde auf die DNA-Praparation von der scFv
Sequenzierung zurtckgegriffen (siehe 3.2.7. Sequenzierung).

Die Mutierung des Stopcodons UAG (sog. Amber-Stopcodon mit die
Basenabfolge CAG) wurde mit Hilfe des Quik-Change Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit durchgefiihrt. Die Basenfolge CAG ist codierend fir die
Aminosaure Glutamin. Als Primer wurden ,forward‘- und ,reverse“-Primer
verwendet (siehe Material: Primer mit Sequenzen). Entsprechend den
Herstellerangaben wurden die forward- und reverse-Primer, die Plasmid-DNA
der scFvs mit dem PCR-Enzym-Gemisch (Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master
Mix) und Nuklease-freies Wasser vermischt. AnschlieRend wurden die PCR-

Zyklen wie folgt durchgefuhrt:
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Schritt Temperatur [°C] Zeit [sek]

Zyklus 1: 98 30
Initiale Denaturierung
Zyklus 2-26:
Amplifikationszyklen:
- Denaturierung 98 10
- Primerhybridisierung 50-72 10-30
- Amplifikation 72 20-30
Zyklus 27: 72 120
Finaler Schritt
Zyklus 28: Ende 4-10

Nach Beenden der PCR wurden das PCR Produkt, zusammen mit dem 2x KLD
Reaktionspuffer und dem 2x KLD Enzym-Mix (Kinase, Ligase, Dpnl) mit
Nuklease-freiem Wasser vermischt. Parallel wurde eine Charge NEB 5-alpha
kompetente E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 5 ul des
Ansatzes aus PCR-Produkt und Enzym-/Puffer-Mix zu den aufgetauten E. coli
gegeben, vorsichtig 4-5x invertiert und 30 min auf Eis gelagert. Nach 30-
minutiger Inkubation bei 42 °C folgte erneut die Lagerung auf Eis flir 5 min. Im
nachsten Schritt wurden 950 pl des SOC-Medium hinzugegeben und flr 60 min
bei 37 °C und 250 rpm geschdttelt. 50 yl der transformierten E. coli wurden auf
LBawvp-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C gelagert. Am nachsten
Tag wurden pro Konstrukt acht Einzelklone ausgewahlt und mit jeweils 4 ml
LBavp-Medium vermischt und dber Nacht bei 37 °C, 60 rpm inkubiert.
Anschlie3end wurde eine DNA-Praparation mit Hilfe des DNA-Praparationskits
PEQ-GOLD durchgefuhrt. Die Mutation wurde durch DNA-Sequenzierung
verifiziert.

Die erfolgreich mutierten DNA Sequenzen wurden schliel3lich amplifiziert.
Hierfur wurden die jeweiligen Einzelklone in 4 ml LBamp-Medium vermischt und
Uber Nacht bei 37 °C vorsichtig geschuttelt. Am nachsten Versuchstag wurden
die Ubernachtkulturen verwendet, um flr jeden Ansatz mehrere DNA-

Praparationen durchzufihren. Die DNA-Praparationen wurden mit Hilfe des
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PEQ-GOLD Kits durchgefuhrt. Die gewonnene DNA wurde anschlielend far
eine 3-Stufen PCR verwendet.

Die erste PCR wurde zur Amplifikation des DNA-Abschnittes durchgeflhrt,
welche fir die Bindungsstelle des scFv-Fragmentes codiert. Pro scFv-Fc-
Konstrukt wurden jeweils 2 PCRs mit einem forward- und einem reverse-Primer

vorbereitet:

scFv-Fc-Konstrukt 41 Ansatz:
PCR1= OMHI-427 (forward-Primer) + OMHI-65 (reverse-Primer)
PCR2= OMHI-433 (reverse-Primer) + OMHI-66 (forward-Primer)

scFv-Fc-Konstrukt 42 Ansatz:
PCR1= OMHI-429 (forward-Primer) + OMHI-65 (reverse-Primer)
PCR2= OMHI-434 (reverse-Primer) + OMHI-66 (forward-Primer)

In jedes PCR-Reaktionsgefald wurde schliel3lich 5 pul PCR-Puffer, 5 yl 2 mM
dNTP-Solution Mix, 5 ul Primer 1, 5 ul Primer 2, 1 pl Tag-Polymerase sowie 125
ng der jeweiligen DNA vermischt und mit dH20 auf 50 ul aufgefiillt. Die PCR

wurde wie folgt durchgefihrt:

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sekK]

Zyklus 1: 95 120

Initiale Denaturierung

Zyklus 2-35:
Amplifikationszyklen:
- Denaturieurng 94 60
56 60
- Primerhybridisierung
- Amplifikation 72 120
Zyklus 36: 72 420
Finaler Schritt
Zyklus 37: Ende 4
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Das PCR Produkt wurde im nachsten Schritt in einer Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Gel wurde aus 120 ml TAE-Puffer (TRIS-
Acetat-EDTA-Puffer), 1,8 g Agarose und 7ul ROTI®GelStain hergestellt. Pro
Gel-Tasche wurden 50 pyl PCR-Produkt und 10 ul 6xOrange-DNA-Ladepuffer
pipettiert. Als Standard wurden 5 ul High-Range- und 5 ul Low-Range-Ladder
verwendet. Die Gelelektrophorese wurde fur 21 min bei 100 Volt durchgefuhrt.
AnschlieRend wurden die Banden unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein 2 ml
Reaktionsgefald gegeben. Zur anschlielenden DNA-Aufreinigung wurde das
GeneJET™ Gel-Extraktionskit verwendet. Entsprechend der Herstellerangaben
wurde der Bindungspuffer im gleichen Verhaltnis zur Menge an
ausgeschnittenem Gel vermischt (1:1 Verhaltnis von Milligramm Gel zu Milliliter
an Bindungspuffer). Zur Auflosung des Gels wurde der Ansatz bei 55 °C fur 10
min im Wasserbad erhitzt. Das aufgeloste Gel wurde anschlielend auf die
Genedet-Purifikations-Saule aufgetragen, bei 12.000 xg fur eine Minute
zentrifugiert, dann fur 1 min mit 700 yl Waschpuffer bei 12.000 xg gewaschen
und abschlieRend mit 12.000 xg fur 1 min trocken zentrifugiert. Die Elution der
aufgereinigten DNA erfolgte mit 30 yl angewarmtem, destilliertem Wasser (circa
50 °C) in einem Reaktionsgefald. Die DNA Konzentration konnte mit Hilfe eines
Nanodrops ermittelt werden. Im nachsten Schritt wurde die zweite PCR
vorbereitet.

Zur Vorbereitung wurden die DNA-Fragmente mit Restriktionsenzymen
geschnitten. Hierfir wurden die PCR-Reaktionsgefale erneut mit 5 yl PCR-
Puffer, 5 yl dNTP Solution Mix, 5 pl Primer 1 (OMHI 65), 5 pl Primer 2 (OMHI
66), 1 ul Tag-Polymerase und die zwei gewonnen DNA-Fragmente aus der
ersten PCR vermischt. Da fur die PCR die DNA-Fragmente jeweils aquimolar
vorliegen muissen, wurden fir den scFv-Fc-Konstrukt 41 Ansatz 125 ng der
700-Basenpaar-Fragmente und 64,43 ng der 360-Basenpaar-Fragmente
eingesetzt. FUr den scFv-Fc-Konstrukt 42 Ansatz wurde ebenfalls 125 ng der
700-Basenpaar-Fragmente sowie 62,5 ng der 350-Basenpaar-Fragmente
eingesetzt. Beide PCR-Ansatze wurden mit destilliertem Wasser auf 50 pl
aufgeflllt. Die zweite PCR wurde wie folgt durchgefihrt:
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Schritt Temperatur [°C] Zeit [sekK]

Zyklus 1: 95 120
Initiale Denaturierung
Zyklus 2-35:
Amplifikationszyklen:
- Denaturierung 94 60
56 60
- Primerhybridisierung
72 120
- Amplifikation
Zyklus 36: 72 420
Finaler Schritt
Zyklus 37: Ende 4

Die PCR-Produkte wurden anschlielend erneut in der Gelelektrophorese
aufgetrennt, anschliellend ausgeschnitten und mit Hilfe des GeneJET™ Gel-
Extraktionskit aufgereinigt. Die Durchfuhrung wurde entsprechend der
vorherigen Elektrophorese durchgefuhrt. Die gewonnene Konzentration der
aufgereinigten DNA wurde anschliel3end erneut im Nanodrop gemessen.

Die DNA wurde im Anschluss mit den Restriktionsenzymen Nco1 und Not1
geschnitten. Hierfir werden pro Ansatz 20 pl DNA-Fragmente (DNA-
Konzentration zwischen 72ng/ul bis 145 ng/ul) mit 2,5 ul 10x CutSmart® Puffer,
0,5 pl destilliertem Wasser und je 1 yl der Restriktionsenzyme Nco1 und Not1
vermischt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde das DNA-Enzym
Gemisch mit je 5 yl Ladepuffer versetzt und in die Gelelektrophorese gegeben.
Als Standard wurde erneut ein Low-Range- und ein High-Range-Marker
verwendet. Nach einer Laufzeit von 20 min bei 100 Volt wurde die
Gelelektrophorese gestoppt und das Bandenmuster ausgewertet. Die 750
basenpaargrolle Bande wurde anschlieBend ausgeschnitten und mit dem
GeneJET™ Gel-Extraktionskit aufgereinigt. Die gewonnene DNA-Konzentration
wurde im Nanodrop ermittelt. Im nachsten Schritt wurden die ausgeschnittenen
DNA-Fragmente mit dem Vektor ligiert. Als Vektor wurde der pCMX2.5-mlgG2c-
Fc-XP-Vektor (siehe 7.2. Plasmidkarte eines pCMX2.5-migG2c-Fc-XP)
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verwendet. Dieser codiert fur die Fc-Region eines IgG2c-Antikdrpers einer
Maus. Fur die Ligase wurden 0,8 pl Vektor-DNA mit 10 ul Ligase-Pufferlésung,
1 pl Ligase und die geschnittenen scFv-Fc-Konstrukt-Fragmente (3,2 ul scFv-
Fc-Konstrukt 41 Fragment, 2,5 ul scFv-Fc-Konstrukt 42 Fragment) vermischt.
Das Verhaltnis von scFv-Fc-Konstrukt-Fragment zu Vektor betrug 3:1. Mit
destilliertem Wasser wurden die Ansatze auf 20 pl aufgeflllt. Die
Inkubationszeit fur die Ligation betrug 30 min bei 37 °C. AnschlieRend wurden
die ligierten Plasmide in E. coli transformiert. Die Transformation wurde analog
zu der bereits beschriebenen Transformation durchgefihrt mit dem
Unterschied, dass pro Ansatz 20 ul Plasmid-Lésung mit 200 pl E. coli Kultur
vermischt wurden und nach der abwechselnden Inkubation auf Eis und 42 °C
jeweils 950 pyl SOC-Medium hinzugegeben wurde.

Im nachsten Schritt erfolgte eine Kolonie-PCR zur Kontrolle der ligierten
Plasmide. Hierfir wurden fur die Ansatze der scFv-Fc-Konstrukte jeweils
mehrere Einzelklone gepickt und in einen PCR-Ansatz vermischt. Die PCR-
Ansatze bestanden jeweils aus 115 pl 10xTaq-Puffer, 23 pl Primer 1 (OMHI 67),
23 pl Primer 2 (OMHI 253), 23 uyl dNTPs, 23 pl Tag-Polymerase und 943 l
destilliertem Wasser. Das PCR-Programm wurde folgendermalien
durchgefuhrt:

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sekK]

Zyklus 1: 95 300

Initiale Denaturierung

Zyklus 2-30:
Amplifikationszyklen:
- Denaturierung 95 60
55 45
- Primerhybridisierung
72 55
- Amplifikation
Zyklus 31: 72 300
Finaler Schritt
Zyklus 32: Ende 4
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Die PCR-Produkte wurden in einer Gelelektrophorese analysiert. 10 ul der
PCR-Ansatze wurde mit 2 ul Ladepuffer vermischt und in die Gelelektrophorese
gegeben. Die Durchfuhrung verlief entsprechend der vorherigen
Elektrophorese. Das Bandenmuster wurde anschlieBend analysiert. Die
Einzelklone, die die erwartete GréRe und damit ein vollstandiges Plasmid mit
dem fur das scFv-kodierende Teil besalien, wurden in je 4 ml LBamp-Medium
gegeben und Uber Nacht bei 37 °C und 30 rpm amplifiziert. Es folgte die DNA-
Praparation aus den amplifizierten Einzelklonen (siehe 3.2.7. Sequenzierung).
Die Plasmide wurden anschliellend sequenziert und die Sequenz Uberpruft.
Von den Einzelklonen, welche einen vollstandigen Vektor besallen, wurde im
nachsten Schritt eine DNA-Praparation mit dem NucleoBOND PC500 Kit
durchgefuhrt. Die Einzelklone wurden mit je 250 pl LBamp-Medium gemischt und
Uber Nacht bei 37 °C und 60rpm geschittelt. Die Ubernachtkulturen wurden am
nachsten Tag fur 15 min bei 6.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Anschliel3end
wurden das Bakterienpellet mit Puffer S1 und RNAse A resuspendiert. Im
nachsten Schritt wurde zu der Resuspension nacheinander Buffer S2 und S3
hinzugegeben und vermischt. AnschlieRend wurde nach Benetzen des Filters
sowie der Saule mit Buffer N2, das Lysat aufgetragen und bei 10.000 xg fur 15
min zentrifugiert. Danach wurde mit 32 ml Buffer N3 die Saule mit den gleichen
Einstellungen zentrifugiert und gewaschen. Die Elution erfolgte anschliefend
mit 15 ml Buffer N5 in der Zentrifuge (10.000 xg, 15 min). Die eluierte DNA
wurde im nachsten Schritt gefallt. Dazu wurde Isopropanol gegeben und bei
10.000 xg fur 50 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und 70 %
Ethanol zum Pellet hinzugegeben und resuspendiert. Die Resuspension wurde
bei 10.000 xg fur 20 min zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurde der Ethanol
steril enthommen und das Roéhrchen bei Raumtemperatur fir 10-20 min
getrocknet. Das gewonnene DNA-Pellet wurde mit 400 pl dH20 bei 4 °C Uber
Nacht aufgeldst. Die DNA-Konzentration wurde abschlieRend im Nanodrop
gemessen.

Im letzten Abschnitt der scFv-Fc-Konstrukt Produktion wurden die DNA-
Plasmide in embryonale Zellen transformiert und die produzierten scFv-Fc-
Konstrukte schliel3lich geerntet und aufgereinigt. Zur Vorbereitung wurden auf
Zellkulturplatten je 2,5 bis 5° HEK-Zellen in DMEM-ITS Medium ausgesat und
Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO:2 im Brutschrank gelagert. Am nachsten Tag
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folgte die DNA-Transfektion. Hierflir wurde pro Ansatz 1 ml aufgewarmtes ITS-
Medium mit 50 ul PEI (Polyethylenimin) und 5 ul der jeweiligen DNA vermischt.
Das Gemisch wurde anschliellend auf die Zellen getraufelt und Uber Nacht bei
37 °C gelagert. Als Kontrolle wurde GFP-M420 mit 50 pl PEI vermischt und auf
eine Platte ausgesater Zellen hinzugegeben. Am nachsten Versuchstag wurde
von den Zellkulturplatten das Medium entnommen, einmal mit 10 ml PBS
vorsichtig gespult und durch je 8 ml frisches ITS-Medium ersetzt. Die
Zellkulturplatten wurden Uber Nacht wieder bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.
Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen und bei -80°C gelagert. Es
wurde ein weiteres Mal frisches ITS-Medium hinzugegeben und am nachsten
Tag abgenommen. Die Uberstande wurden fiir 10 min bei 2.000 xg zentrifugiert
und die gewonnenen Uberstande anschlieRend erneut abgenommen und bei -
80 °C gelagert. Die im Uberstand enthaltenen Antikdrper wurden auf lhre
Bindung getestet (siehe 3.2.12. Bindung der scFv-Fc-Konstrukte an S100A12
Hexamer). AnschlieRend erfolgte die weitere Aufreinigung der produzierten
scFv-Fc-Konstrukte. Hierfir wurde das Affi-Gel® Immunoaffinity Kit verwendet.
Entsprechend den Herstellerangaben wurde der Zellkulturiberstand mit 1:20
mit dem Protein A Bindepuffer (20x) vermischt und steril filtriert. Die gefilterte
Lésung wurde 1 h auf Eis inkubiert und anschlieBend erneut gefiltert. Als
nachstes wurde eine HiTrap Protein A HP Saule Uber Nacht mit den gefilterten
Uberstanden beladen. Am Folgetag wurden die gebundenen Antikorper eluiert
und die Fraktionen in Reaktionsgefalen mit 250 ul Protein-A-
Neutralisationspuffer aufgefangen. Die Eluate mit den scFv-Fc-Konstrukten
wurden mittels Zentrifugalkonzentratoren in PBS umgepuffert und abschlielend
die Konzentration im Nanodrop bestimmt. Die produzierten und aufgereinigten
scFv-Fc-Konstrukte  konnten schlieBlich in  weiteren Tests auf ihre

Hexamerspezifitat getestet werden.

3.2.12. Bindung der scFv-Fc-Konstrukte an S100A12 Hexamer

Die produzierten scFv-Fc-Konstrukte wurden vor der Aufreinigung auf ihre
Funktionalitat getestet. Hierfir wurden die ELISA-Platten mit Hexamer und
Tetramer immobilisiert. Wie in vorherigen ELISAs wurden 0,08 pg Hexamer und
0,1 pg Tetramer pro Vertiefung in PBS immobilisiert und Gber Nacht bei 4 °C

inkubiert. AnschlieBend erfolgte nach einem Waschschritt die Blockung der
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Vertiefungen mit 5 % MPBST fur 2 h bei Raumtemperatur. Nach einem
weiteren Waschschritt wurden die scFv-Fc-Konstrukte in 5 % MPBST
hinzugegeben, 2 h inkubiert und erneut gewaschen. Gebundene scFv-Fc-
Konstrukte wurden mit einem anti-Maus-HRP-konjugierter Antikérper (1:2000-
Verdinnung einer 0,4 mg/ml Stockldsung) detektiert. Die Visualisierung der

gebundenen Antikdrper erfolgte wie oben beschrieben.

3.2.13. Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42

Um die Hexamerspezifitat des ELISA-Aufbaus noch weiter zu optimieren wurde
Peptid 10 mit den selektierten scFv-Fc-Konstrukten 41 und 42 kombiniert. Die
Immobilisierung von Streptavidin und Peptid erfolgte analog zum Peptid ELISA
(Kapitel 3.2.10. Peptid ELISA mit TetramerUberschuss) mit der Ausnahme, dass
4pmol pro Vertiefung Streptavidin und 18 pmol biotinyliertes Peptid verwendet
wurde. AnschlieBend wurden 3,4 pmol Hexamer, 5,1 pmol Tetramer und 10
pmol Dimer in 2 % BSA/PBST oder PBS hinzugefugt und 1 h bei 37 °C
(alternativ 2 h bei Raumtemperatur) inkubiert. Die Konzentrationen an
Hexamer, Tetramer und Dimer orientiert sich nach der Anzahl der S100A12
Monomere der jeweiligen Peptide. Nach einem weiteren Waschschritt wurden
60-100 ng pro Vertiefung (entsprechen 0,5-1 pmol pro Vertiefung) scFv-Fc-
Konstrukte 41 und 42 in 2 % BSA/PBST oder PBS hinzugegeben. Die scFv-Fc-
Konstrukte wurden fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die gebundenen scFv-Fc-
Konstrukte wurden nach einem weiteren Waschschritt im Platewasher mit anti-
Maus-HRP-konjugiertem Antikdrper (1:1000 Verdinnung einer 15 pg/ml
Ldsung) detektiert. Im letzten Schritt folgte nach einem weiteren Waschvorgang
die Visualisierung mit OPD entsprechend der Beschreibung in

vorangegangenen ELISAs.

3.2.14. Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42

mit Tetrameruberschuss
Entsprechend der Beschreibung des vorangegangenen ELISAs (Kapitel 3.2.13.
Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42) wurde die Immobilisation von
Streptavidin und des Peptides durchgefuhrt. Anschlieend wurden 0,435 pmol
pro Vertiefung Hexamer mit 1,02 pmol, 5,1 pmol, 25,5 pmol und 127,5 pmol
Tetramer in 2 % BSA/PBST verglichen (100 pl pro Vertiefung). Die
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Inkubationszeit betrug 1 h bei 37 °C. Die gebundenen S100A12 Proteine
wurden anschliefend mit den 0,6 pg/ml scFv-Fc-Konstrukt 41 und 1,1 ug/ml
scFv-Fc-Konstrukt 42 in 2 % BSA/PBST detektiert (100 pl pro Vertiefung). Nach
einstiindiger Inkubationszeit bei 37 °C und einem Waschschritt erfolgte die
Detektion mit anti-Maus-HRP-konjugiert Antikorpern. Die Auswertung des
ELISA wurde entsprechend der vorangegangenen ELISAs durchgefuhrt.

3.2.15. Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 in gespiktem Plasma

Entsprechend der Beschreibung des vorangegangenen ELISAs (Kapitel 3.2.14.
Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 mit Tetramertberschuss) wurde
die Immobilisierung von Streptavidin und des Peptides durchgefluhrt.
AnschlieRend wurden 3,4 pmol Hexamer, 5,1 pmol Tetramer und 10pmol Dimer
pro Vertiefung vermischt mit dem Standardpuffer 2 % BSA/PBST oder PBS und
einer 10 % sowie 5 % Plasmaverdinnung. Die S100A12 Verdinnungen wurden
fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Detektion der gebundenen
S100A12 Proteine mit den scFv-Fc-Konstrukten 41 und 42 entsprechend der
Beschreibung in vorangegangenen ELISAs (Kapitel 3.2.15. Peptid 10 und scFv-
Fc-Konstrukte 41 und 42 in gespiktem Plasma). Die weitere Detektion und
Auswertung wurde ebenfalls analog zum vorangegangenen ELISA durchgefihrt
(Kapitel 3.2.14. Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 mit

Tetrameruberschuss).

3.2.16. Peptid 4 mit crosslinked Hexamer versus ,Wildtyp“ Hexamer

Zur Testung von crosslinked Hexamer im Vergleich zu ,Wildtyp“ Hexamer ohne
Crosslinker wurde zunachst 10pmol Streptavidin pro ELISA-Vertiefung
immobiliziert. Entsprechend den Beschreibungen des vorangegangenen
ELISAs (3.2.15. Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 in gespiktem
Plasma) wurde die ELISA-Platte bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten
Versuchstag wurde 2% BSA/PBST zum Blocken auf die ELISA-Platte
hinzugegeben und flr 2 Stunden inkubiert. Nach einem Waschvorgang im
Platewasher mit PBST wurden je 200pmol Peptid 4 hinzugegeben und flr
weitere 2 Stunden beim Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
anschlielienden Waschvorgang wurde jeweils 3,4pmol crosslinked bzw.

LWildtyp“ Hexamer pro Ansatz hinzugegeben. Fir den crosslinked Hexamer
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Ansatz wurde 2 % BSA/PBST verwendet. Fur den ,Wildtyp“ Hexamer Ansatz
wurde Hepes gepufferte Saline (HBS) verwendet, aufgrund der hdheren
Calciumkonzentration. Die anschliel3ende Inkubation wurde bei 4 °C Uber Nacht
durchgeflihrt. Der folgende Waschschritt wurde mit BSA/PBST bzw. HBS Puffer
durchgefliihrt. Im nachsten Schritt erfolgte die Gabe von 100 ul anti-S100A12-
Antikorper (0,392 mg/ml) in einer 1:1000 Verdinnung in 2 % BSA/PBST bzw. in
HBS Puffer zur Detektion gebundenem S100A12 Hexamer. Nach 2 h
Inkubation bei Raumtemperatur wurden gebundene anti-S100A12-Antikorper
mit 100 pl anti-Ratte-HRP-konjugierte-Antikdrpern (2 ug/ml) in 2 % BSA/PBST
bzw. HBS detektiert. Wie in vorangegangenen ELISAs beschrieben erfolgte die
Auswertung mittels OPD und H2SOa.
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4.Ergebnisse

4.1.1. Capture-ELISA

Nach Beendigung der Affinitatsselektion mit den Phagenbibliotheken (Peptid-
prasentierenden Phagen: Ph.D.-7 Phage Display Peptide (lineare sieben
Aminosaure Sequenz), Ph.D.-C7C Phage Display Peptide (zyklische sieben
Aminosaure Sequenz), Ph.D.-12 Phage Display Peptide (lineare 12 Aminosaure
Sequenz)) (scFv-prasentierenden Phagen: Tomlinson J, Tomlinson |, HuScL-2,
HuScL-3) wurden insgesamt 17 Phagen mit Peptid-prasentierenden Phagen
und 48 scFv-prasentierenden Phagen isoliert und auf die Bindung uberpruift.
Von 17 Peptid-prasentierenden Phagen zeigten 17 Phagen (100%) eine
spezifische Reaktivitat mit dem S100A12 Hexamer im Capture ELISA. Funf
Peptid-prasentierende Phagen bestatigten die Hexamerspezifitat im weiteren
Verlauf (29,4%). Von 48 scFv-prasentierenden Phagen zeigten 48 Phagen
(100%) eine spezifische Reaktivitat mit dem S100A12 Hexamer. Zwei scFv-
prasentierende Phagen bestatigten die Hexamerspezifitat im weiteren Verlauf
(4,1%).

Von der Affinitatsselektion der Phagen mit Expression von linearen Heptamer-
Peptiden (lineare sieben Aminosaure-Sequenz) zeigte sich im Capture-ELISA
ein Binder mit besserer Bindung an das S100A12 Hexamer im Vergleich zum
S100A12 Tetramer. Aus der Phagenbibliothek mit prasentiertem, zyklischem
Heptamer (zyklische c7c Aminosaure-Sequenz) konnte kein Binder isoliert
werden, der spezifisch an das Hexamer bindet. Aus der Phagenbibliothek mit
prasentiertem Duodecamer (lineare 12 Aminosaure-Sequenz) konnten 17 Klone
mit spezifischer Hexamerbindung isoliert werden. Aus dem Biopanning der vier
Phagenbibliotheken mit prasentierten scFvs konnten aus der HuScl-2-
Phagenbibliothek 39 Klone, aus der Tomlinson-I-Phagenbibliothek ein Klon und
aus der Tomlinson-J-Phagenbibliothek 8 Klone mit spezifischer

Hexamerbindung isoliert werden (Abbildung 2 und 3).

Die isolierten Klone wurden wie folgt benannt:

Phagenbibliotheken Heptamer: Peptid-Phagenklon 1
Phagenbibliotheken Duodecamer: Peptid-Phagenklone 2 bis 17
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

HuScl-2 Bibliothek: scFv-Phagenklone 1 bis 39
Tomlinson | Bibliothek: scFv-Phagenklon 40
Tomlinson J Bibliothek: scFv-Phagenklone 41 bis 48

Fur die weitere Analyse wurden die 17 Phagenklone mit spezifischem Peptid
und die 48 Phagenklone mit spezifischem scFv zunachst amplifiziert und

anschliel3end in einem Bestatigungs-ELISA weiter analysiert.

W - Mesamer

I | | | | ‘ i ‘ | | I:.Iﬂl.:'-n-r
1 2 3 4 5 & 7 B 9 ] 11 12 12 14 15 16 17

Einzelklone von Peptid-Phagen

Absorption OD 492-620

Abbildung 2: Bindung der Peptid-prasentierenden Phagen an immbolisiertes S100A12 Hexamer (Capture-ELISA)
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Einzelklone von scFv-Phagen

Abbildung 3: Bindung der scFv-pasentierenden Phagen an immobilisiertes S100A12 Hexamer (Capture-ELISA)

4.1.2. Bestatigungs-ELISA
Die 17 Phagenklone mit spezifischem Peptid und die 48 Phagenklone mit
spezifischem scFv, welche im Capture-ELISA gute Bindungssignale an das

Hexamer zeigten, wurden nun in einem Bestatigungs-ELISA erneut getestet.
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

Die Ergebnisse des Bestatigungs-ELISAs zeigten, dass die selektierten Phagen
ein hohes Signal auf immobilisiertem Hexamer aufweisen. Im Vergleich zum
Hexamersignal erreichten die Bindungen der Bakteriophagen auf
immobilisiertes Tetramer niedrige Level und blieben deutlich unterhalb der
Hexamersignale.

Einzelne Phagen, wie beispielsweise scFv-Phage 40 oder Peptid-Phage 8 und
15, zeigten schwachere Hexamerbindungssignale im Vergleich zu den

durchschnittlichen Hexamersignalen. (Abbildung 4 und 5)
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Einzelklone von Peptid-Phagen

Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

Abbildung 4: Bindung der Peptid-prasentierenden Phagen an
immbolisiertes S100A12 Hexamer (Bestatigungs-ELISA)
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Einzelklone von scFv-Phagen
Abbildung 5: Bindung der scFv-prasentierenden Phagen an

immbolisiertes S100A12 Hexamer (Bestatigungs-ELISA)

4.1.3. Sequenzierung
Fur die weitere Analyse wurde das glll Gen der selektierten Phagen mit den

entsprechenden Inserts sequenziert. Die nachfolgenden Tabellen zeigen die

60

pre



Aminosauresequenzen der selektierten Peptiden und scFvs. Analysen auf

gleiche Aminosaure-Muster der selektierten Sequenzen ergaben Kkeine

Ergebnisse.
Selektierte Peptide Sequenzen und Bibliothek
Sequenz: WPFYLLH
Peptid 1 Phagen-Bibliothek:
Ph.D.-7 Phage Display Peptide
Sequenz: IDLTFWWRPLLA
Peptide 2, 5, 7, 9, 11, 13,
14 und 15 Phagen-Bibliothek:
Ph.D.-12 Phage Display Peptide
Sequenz: EGLSWQYMLDLW
Peptide 3 und 4 Phagen-Bibliothek:
Ph.D.-12 Phage Display Peptide
Sequenz: EPMRWTDMVGLF
Peptide 6, 8 und 10 Phagen-Bibliothek:
Ph.D.-12 Phage Display Peptide
Sequenz: ACTVRTSADC
Peptide 12 und 16 Phagen-Bibliothek:
Ph.D.-c7c Phage Display Peptide
Sequenz: GNNPLHVHHDKR
Peptide 17 Phagen-Bibliothek:
Ph.D.-12 Phage Display Peptide

Herstellerangaben der Peptide: JPT Peptide Technologies GmbH,

Volmerstrasse 5, 12489 Berlin, Deutschland
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Selektierte

scFvs

Sequenzen und Bibliothek

scFv 1-39

Sequenz:
MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSDIHRDGVRTX
YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCAKGIGLFDYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGD
RVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIY
HASYLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSLQNPRTFGQGTKVEIKR

Phagen-Bibliothek: HuScl-2

scFv 40

Sequenz:
MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YAMSWVRQAPGKGLEWVSDITSNGAATYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AKTNSSFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSI
SSYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASGLQSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQTNATPS
TFGQGTKVEIKR

Phagen-Bibliothek: Tomlinson |

scFv 41

Sequenz:
MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YAMSWVRQAPGKGLEWVSDIHRDGVRTXYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AKGIGLFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGG
GGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIS
SYLNWYQQKPGKAPKLLIYHASYLQSGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSLQNPR
TFGQGTKVEIKR

Phagen-Bibliothek: Tomlinson J
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Sequenz:
MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YAMSWVRQAPGKGLEWVSTIXPRGQSTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AKSRTRFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSG
scFv 42 GGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSI
SSYLNWYQQKPGKAPKLLIYWASLLQSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAASPPP
TFGQGTKVEIKR

Phagen-Bibliothek: Tomlinson J

scFv 43, 44,45, 46,47 und | keine Sequenzierungsergebnisse
48

4.1.4. Kompetitions-ELISA

Zunachst wurde als Vorbereitung in einem Hexamer-Phagen ELISA die
konzentrationsabhangige Bindung bestimmt, um die Konzentrationen fur eine
lineare, nicht gesattigte Bindung zu evaluieren. Getestet wurden die Peptid-
Phagenklone 4 und 10 sowie die scFv-Phagenklone 41 und 42, da diese eine
spezifischere Bindung an das S100A12 Hexamer zeigten verglichen mit den
restlichen, selektierten Liganden. Abbildung 6 zeigt die Bindungskurve fur
verschiedene Konzentration der Phagenklone mit spezifischem Peptid. Die
optimale Konzentration zeigte sich fir Phagenklon 4 bei einer Konzentration
von 1,672x10° Phagen pro Vertiefung und fiir Phagenklon 10 bei einer
Konzentration von 4,569x10° Phagen pro Vertiefung. Abbildung 7 zeigt die
Bindungskurve fur verschiedene Konzentration der Phagenklone mit
spezifischem scFv. Die optimale Konzentration zeigte sich fir Phagenklon 41
bei einer Konzentration von 8,192x10° Phagen pro Vertiefung und fir

Phagenklon 42 bei einer Konzentration von 2,658x10'" Phagen pro Vertiefung.
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Abbildung 6: Konzentrationsabhédngige Bindungskurve der Peptid-
prasentierenden Phagen an immobilsiertes S100A12 Hexamer
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Abbildung 7: Konzentrationsabhingige Bindungskurve der scFv-prasentierenden Phagen
an immobilsiertes S100A12 Hexamer

In dem Kompetitions-ELISA wurden die Bindungssignale der Peptid- oder
scFv-exprimierenden Phagen auf immobilisiertes Hexamer mit in Medium
befindlichem Tetramer und Dimer kompetitiert. Entsprechend der
Bindungskurven der Peptid- oder scFv-exprimierenden Phagen (Abbildung 6
und 7) wurden die optimalen Konzentrationen fir einen linearen

Bindungsbereich gewahlt. Peptid- oder scFv-exprimierenden Phagen wurden
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

mit Dimer oder Tetramer in Verdiinnungsstufen von 8ug pro Vertiefung bis 0,8
ng pro Vertiefung auf das Hexamer gegeben.

Im Peptid-Kompetitions-ELISA erreichten die Peptid-exprimierenden Phagen 4
und 10 auch in Anwesenheit von Dimer und Tetramer annahernd die gleichen
Signale wie die verwendete Kontrolle ohne Anwesenheit von Dimer oder
Tetramer. Lediglich bei dem 100-fachen Uberschuss von Tetramer zeigte sich
eine leichte Reduktion der Bindung an das Hexamer (Abbildung 8).
Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich bei der Kompetition von scFv-
exprimierenden Phagen. Die scFv-exprimierenden Phagen 41 und 42
erreichten bei der Kompetition mit Tetramer und Dimer annahernd die Signale
wie die verwendeten Kontrollen ohne Kompetition. ScFv-exprimierende Phage
41 zeigte eine leichte Signalabschwéachung bei einem 100-fachen Uberschuss
von Dimer und Tetramer. ScFv-exprimierende Phage 42 zeigte bei jeder
Konzentration von Dimer und Tetramer eine unveranderte Bindung an das

Hexamer (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 8: Kompetitions-ELISA mit den Peptid-prasentierenden Phagen 4 und 10
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)
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Abbildung 9: Kompetitions-ELISA mit den scFv-prasentierenden Phagen 4 und 10

4.1.5. Bindung von synthetischen Peptiden und Kontrollpeptiden an S100A12
Die biotinylierten Peptide mit der Aminosauresequenz der Peptide 4 und 10
wurden in einem ELISA auf die Bindung an immobilisiertes Hexamer getestet.
Zusatzlich wurden die Kontrollpeptide mit den identischen Aminosauren jedoch
in zufalliger Reihenfolge genutzt.

Die Ergebnisse zeigten ein sehr hohes Bindungssignal von Peptid 4 und 10 an
das Hexamer im Vergleich zu den Kontrollpeptiden. Die Kontrolle zeigte ein

niedriges Hintergrundsignal (Abbildung 10).

W - Peptid-Sequent
1 [1- Scraenble-Pepiid-
S L IR T
B - Eantrolleabme
5100413 Hexamer

Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

Kontroll - Kontroll-

. : Kontrolle
Peptid 4  peptid 4 Peptid 10  peptid 10

Abbildung 10: Bindung von synthetischen Peptiden an immobilsiertes S100A12 Hexamer
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

4.1.6. Konzentrationsabhangige Bindung der Peptide an das Hexamer

Um die Bindungseigenschaften der bestellten, biotinylierten Peptide 4 und 10
zu testen, wurde in einem ELISA die Bindung an das Hexamer mit dem
Tetramer verglichen. Es zeigten sich deutlich héhere Signale bei der Bindung
an das Hexamer im Vergleich zu der Bindung an das Tetramer. Mit steigenden
Hexamerkonzentrationen stieg die Signalhdhe an. Das Tetramersignal blieb in
jeder Verdunnungsstufe auf sehr niedrigem Niveau (Abbildung 11). Lediglich in
der hochsten Konzentration des Tetramers (5,1 pmol pro Vertiefung) von Peptid
10 zeigte sich ein diskret erhohtes Tetramersignal oberhalb der Kontrolle .

B - Hemamer
1- Telramar

B - Kontrabs choe
La0dadl

Verdiinnungsstufen:
1.) 3,4pmol Hexamer
5,1pmol Tetramer

2.) 0,69pmol Hexamer
1,02pmol Tetramer
3.) 0,136pmol Hexamer
0,204pmol Tetramer
4.) 27,2nmol Hexamer
40,8nmol Tetramer
I 5.) 5,7nmol Hexamer
. [ | - - - . - - - 8,1nmol Tetramer
5 B 1 | 3 1 5

1 2 3. _ 5 R 6.) 1nmol Hexamer
Peptid 4 Peptid 10 1,6nmol Tetramer

Abbildung 11: Konzentrationsabhédngige Bindung der Peptide an das Hexamer

4.1.7. Peptid-ELISA mit Tetramerliberschuss

Um im nachsten Schritt zu untersuchen, bei welcher Tetramerkonzentration das
gleiche Bindungssignal zu einer bestimmten Hexamerkonzentration erreicht
wird, wurde ein ELISA mit hohen Tetramerkonzentrationen durchgefiihrt. Die
einfache Hexamerkonzentration wurde hierbei mit der 5-, 25- und 125-fachen
Tetramerkonzentration (bezogen auf die S100A12 Monomeruntereinheiten des
S100A12 Hexamers und Tetramers) verglichen. Es zeigte sich ein deutlicher
Anstieg der Bindungssignale bei steigender Tetramerkonzentration. Die 125-
fache Tetramerkonzentration Uberstieg die einfache Hexamerkonzentration mit

einer ODa4g2-620 nm von 0,7.
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B - Hexamer
(0,68pmol pro Vertiefung)

Tetramer-Konzentrationen:

B - 5,1 pmolpro Vertiefung
[ - 25,5 pmol pro Vertiefung
- 127,5 pmol pro Vertiefung

Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

Peptid 10

Abbildung 12: Peptid ELISA mit Tetrameruiberschuss

4.1.8. scFv-Fc-Konstrukt Produktion
Nachdem die Bindung der produzierten scFv-Fc-Konstrukte an das S100A12
Hexamer in einem ersten Bindungstest bestatigt wurde, wurden die scFv-Fc-

Konstrukte aufgereinigt.

Abbildung 13: Aufreinigung von scFv-Fc-Konstrukt 41 iiber AKTA™
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Abbildung 14: Aufreinigung von scFv-Fc-Konstrukt 42 iiber AKTA™

Nach erfolgreicher Aufreinigung konnten folgten Konzentrationen fur die scFv-

Fc-Konstrukte 41 und 42 gemessen werden:

scFv-Fc- Konstrukt 41: 4,0 mg/ml
scFv-Fc- Konstrukt 42: 6,3 mg/ml

4.1.9. Bindung der scFv-Fc-Konstrukte an S100A12 Hexamer

Die produzierten scFv-Fc-Konstrukte wurden auf immobilisiertes S100A12
Hexamer und Tetramer gegeben und gebundene Konstrukte anschliefend
mittels anti-Maus-HRP-konjugierten Antikérpern detektiert. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit des Hexamers und Tetramers wurde zunéchst die
Spezifitat zum Hexamers im Vergleich zum Tetramer getestet. Die
Bindungseigenschaften der selektierten Liganden zum Dimer wurden in den
folgenden ELISAs getestet.

Ein Bindungs-ELISA der produzierten scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 vor
Aufreinigung zeigte ein spezifisches Bindungssignal an immobilisiertes
Hexamer. Das Tetramersignal blieb bei der Testung des scFv-Fc-Konstrukt 42

auf dem Niveau der verwendeten Kontrolle ohne S100A12 Protein. Bei dem

69



Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)

scFv-Fc-Konstrukt 41 lag das Tetramersignal leicht oberhalb der Kontrolle.
(Abbildung 15)

- Hexamer
- Tetramer

BEOm

- Kontrolle ohne
5100A12

&

scFv-Fc-Konstrukt 41 scFv-Fc-Konstrukt 42

Abbildung 15: Bindung der scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 an S100A12 Hexamer

4.1.10. Sandwich-ELISA mit Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42

Um die Hexamerspezifitat weiter zu erhéhen, wurden die Peptide und die scFv-
Fc-Konstrukte 41 und 42 in einem ELISA kombiniert: auf Streptavidin wurde
Peptid 10 immobilisiert, anschlielend S100A12 Hexamer, Tetramer und Dimer
hinzugegeben und mit den scFv-Fc Konstrukten 41 und 42 detektiert. Der anti-
S100A12-Antikérper wurde somit durch die hexamerspezifischen scFv-Fc-
Konstrukte 41 und 42 ersetzt.

In diesem Testaufbau zeigten sich deutlich héhere und spezifischere Hexamer
Bindungssignale im Vergleich zu den Tetramer- und Dimersignalen. Fur das
scFv-Fc-Konstrukt 41 entspricht das Hexamersignal dem circa 5,5-fachen
Tetramersignal und dem 22-fachen Dimersignal. Fur das scFv-Fc-Konstrukt 42
entspricht das Hexamersignal dem circa 4-fachen Tetramersignal und dem 8-
fachen Dimersignal. Die Bindungssignale des Tetramers uberschritten nicht die
ODu492-620 nm von 0,2 und blieben deutlich unterhalb der Hexamersignale. Die
Dimerbindungssignale blieben auf dem Niveau wie die verwendeten Kontrollen
ohne S100A12 Protein (Abbildung 16).
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)
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scFv-Fc-Konstrukt 41 scFv-Fc-Konstrukt 42

Abbildung 16: Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42

4.1.11. Bindung von Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 mit
Tetrameruberschuss

In der Kombination mit Peptid 10 und den scFv-Fc-Konstrukten 41 und 42
wurde ein ELISA mit einem Tetramerlberschuss durchgefihrt. Die
Hexamerkonzentration wurde mit dem 1-, 5-, 25- und 125-fachen
Tetrameruberschuss (bezogen auf die S100A12 Monomer-Untereinheiten von
Hexamer und Tetramer) verglichen.

Fur das scFv-Fc-Konstrukt 42 zeigte sich in Anwesenheit von Tetramer ein
Anstieg der Bindungssignale mit steigenden Konzentrationen. Selbst im 125-
fachen Uberschuss des Tetramers konnten Bindungssignale von maximal %
des Hexamersignals erreicht werden.

Fur das scFv-Fc-Konstrukt 41 zeigte sich im Tetrameriberschuss ebenfalls ein
Anstieg der Bindungssignale mit steigenden Konzentrationen. Die 125-fache
Tetramerkonzentration erreichte eine ODag2-620 nm von circa 0,3 und blieb damit

deutlich unterhalb des Hexamersignals von uber 0,6. (Abbildung 17)
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Absorption OD 492-620
(mit Standardabweichung)
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scFv-Fc-Konstrukt 41 scFv-Fc-Konstrukt 42

Abbildung 17: Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 mit Tetrameriiberschuss

4.1.12. Bindung von Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 mit S100A12
Hexamer, Tetramer und Dimer versetztem Plasma

Die Moglichkeit mit Peptid 10 und den scFv-Fc-Konstrukten 41 und 42
Hexamer, Tetramer und Dimer im Plasma zu detektieren wurde mit 5 %iger und
10 %iger Plasmaverdiunnungen in PBS bzw. 2 % BSA/PBST getestet. 3,4 pmol
pro Vertiefung Hexamer, 5,1 pmol pro Vertiefung Tetramer und 10 pmol pro
Vertiefung Dimer wurden in PBS bzw. 2 % BSA/PBST mit 5 %iger und 10 %iger
Plasmaverdiinnungen auf das immobilisierte Peptid gegeben und mit den scFv-
Fc-Konstruken detektiert. Die Ergebnisse zeigten eine geringere Bindung im
Plasma im Vergleich zu reinem Puffer. Das Hexamersignal fiel mit steigendem
Plasmaanteil deutlich ab. Bei der Verwendung des scFv-Fc-Konstruktes 41 fiel
bei einem Plasmaanteil von 10 % das Hexamersignal unter die OD492-620 nm VON
0,2. Bei der Detektion mit scFv-Fc-Konstrukt 42 waren mit einer ODa492-620 nm vON
0,4 deutlich hdhere Hexamersignale in 10%iger Plasmaverdinnung messbar.
Die Bindung von Tetramer und Dimer zeigte sich bei hoheren
Plasmakonzentrationen ebenfalls schwacher. In der 10-prozentigen
Plasmaverdinnung fielen die Dimer- und Tetramersignale bis auf die Hohe der
verwendeten Kontrollen ohne S100A12 Proteine ab. Fur den Testaufbau mit
scFv-Fc-Konstrukt 41 zeigten sich in der 5 % Plasmaverdinnung 5,2fach

hohere Hexamersignale verglichen mit dem Tetramersignal. Ohne
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Absorption OD 492-620
(m|t Standardabwelchung)

Plasmaverdinnung zeigt sich das Hexamer 6,8fach erhoht verglichen mit dem
Tetramersignal.

FUr den Testaufbau mit scFv-Fc-Konstrukt 42 zeigten sich in der 5 %
Plasmaverdinnung 6,8fach hdhere Hexamersignale verglichen mit dem
Tetramersignal. Ohne Plasmaverdinnung zeigt sich das Hexamer 5,0fach

erhoht verglichen mit dem Tetramersignal. (Abbildung 18)

I - Hezamor [3,4pmalfwell]
H - Tetramer |5, 1pmolfeell]

El Dirnr | 10penal Sasell]

] - Eontralle
ohne 510413

Lo, kLo

Puffer- 5% 10% Puffer- 10%
l6sung Plasma Plasma l6sung Plasma Plasma
scFv-Fc-Konstrukt 41 scFv-Fc-Konstrukt 42

Abbildung 18: Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukt 41 und 42 in gespiktem Plasma

4.1.13 Peptid 4 mit crosslinked Hexamer versus ,Wildtyp“ Hexamer

Da die verwendeten S100A12 Proteine zur Stabilisierung der jeweiligen
Konformation mit Crosslinkern stabilisiert wurden, wurde abschliefend die
Bindung des selektierten Peptids 4 an das crosslinked Hexamer mit der
Bindung an das ,Wildtyp“ Hexamer verglichen. Als ,Wildtyp“ Hexamer wird im
Folgenden das S100A12 Hexamer ohne Stabilisierung mit
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat-Crosslinkern beschrieben. Die Abbildung 19 zeigt
die Bindungssignale von gecoatetem Peptid 4 an crosslinked Hexamer im
Vergleich zu ,Wildtyp“ Hexamer. Es zeigte sich ein deutlich héheres ,Wildtyp*
Hexamer Signal mit einer OD Uber 1,0 im Vergleich zum crosslinked Hexamer

mit einer OD von unter 0,4. Die Kontrolle fiel mit einer OD unter 0,1 negativ aus.
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Abbildung 19: Peptid 4 mit crosslinked Hexamer versus ,,Wildtyp*“ Hexamer

74



5. Diskussion

5.1. Aktueller Stand der Diagnostik und Monitoring von JIA, FMF und RA
Autoimmunerkrankungen wie die rheumatische Arthritis, autoinflammatorische
Erkrankungen wie die juvenile idiopathische Arthritis und die Erkrankung des
familiare Mittelmeerfieber sind schwerwiegende Erkrankungen mit grof3em
Leidensdruck fur die noch jungen Patienten. Das FMF, die JIA und die RA
verlaufen in der Regel in Schiben. Bei der JIA zeigen sich wochenlange
Gelenkentzindungen mit Knorpeldestruktionen und Langzeitfolgen wie
Wachstumsverzogerungen bis zum Wachstumsstillstand durch den vorzeitigen
Epiphysenschluss. Patienten mit FMF leiden unter heftigen Bauchschmerzen
zusammen mit hohem Fieber. Haufig ist bei den Patienten mit FMF eine
Appendektomienarbe sichtbar, da ein inflammatorischer Schub als akutes
Abdomen fehlinterpretiert wurde (8, 9).

Die spate Diagnostik stellt nachwievor ein grof3es Problem bei der JIA, der RA
und dem FMF dar. Laura Aoust konnte 2017 zeigten, dass bei Patienten mit
einer JIA es initial durchschnittlich 3 Monate dauerte bis die richtige Diagnose
gestellt wurde und in 99% der untersuchten Falle zunachst falsche Diagnosen
ausgestellt wurden (34). Die Diagnostik der JIA basiert noch heute vor allem auf
der klinischen Evaluation der Patienten. Erganzend koénnen unspezifische
Inflammationsmarker wie die Blutsenkungsgeschwindigkeit bestimmt werden
(54). Auch bei der RA steht die klinische Beurteilung im Vordergrund. Zur
Sicherung der Diagnostik kdnnen aufwendige Antikdrperbestimmungen wie die
Bestimmung von anti-CCP-(cyclisches citrulliniertes Peptid) und antinuklearen
Antikorpers sowie die Bestimmung von Rheumafaktoren hinzugezogen werden
(55). Und bei der FMF ist die Verifizierung der Diagnose in der Regel nur durch
die genetische Analyse des MEFV-Gens mdglich (56).

Ein  weiterer sehr wichtiger Aspekt bei autoimmunen und
autoinflammatorischen Erkrankungen stellt das Krankheitsmonitoring dar. Durch
ein exaktes Monitoring kann die Therapie fruhzeitig eskaliert oder deeskaliert
werden - im Idealfall noch vor Symptomausbruch. Ein adaquates
Therapiemanagement durch ein valides Monitoring ist mal3geblich flr einen
gunstigen Krankheitsverlauf ~ verantwortlich. Die Bedeutung des

Krankheitsmonitorings konnte 2020 auch von Lisa Buckley (35) im
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Zusammenhang mit der juvenilen idiopathischen Arthritis gezeigt werden. Das
Monitoring wird heutzutage vor allem durch regelmafige klinische Kontrollen
durchgefuhrt. Hierbei werden bei der JIA neben Gelenkschwellungen und
Gelenkschmerzen auch die Blutsenkungsgeschwindigkeit bestimmt (57).
Entscheidend ist auch die regelmafRige Augendruckmessung, um die JIA-
assozierte Uveitis zu kontrollieren, welche sich bei circa 13% der betroffenen
Patienten entwickelt (58).

Bei dem familiaren Mittelmeerfieber besteht das Monitoring ebenfalls aus
regelmaBigen klinischen Kontrollen. Zusatzlich kénnen zur Abschatzung der
Krankheitsschwere und der damit verbundenen Prognose das Serumamyloid A
sowie das CRP bestimmt werden. Die empfohlenen Kontrollintervalle kbnnen
sich bei Symptomexazerbation und anschlielender Therapieeskalation auf
einen Abstand von drei Monaten verkurzen (59). Auch bei der rheumatoiden
Arthritis spielt die klinische Evaluation eine wichtige Rolle im Monitoring der
Krankheitsaktivitat. Unterstitzt wird die Evaluation durch bildgebende
Untersuchungen der Gelenke vor allem durch die Gelenksonographie aber
auch durch die Magnetresonanztomographie. Smolen konnte 2011 fur die RA
zeigen, welche wichtige Bedeutung ein gutes Monitoring fir das Erreichen der

Behandlungsziele spielt (60).

5.2. S100A12 Hexamer als potenter Inflammationsmarker

Die Etablierung eines neuen krankheitsspezifischen und validen
Inflammationsmarkers, welcher bei den betroffenen Patienten mit JIA, FMF
oder RA signifikant erhoht ist und im besten Fall bereits vor Symptombeginn
eine  Krankheitsexazerbation  anzeigt, hatte das Potential das
Therapiemanagement und den Krankheitsverlauf deutlich zu verbessern. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von
S100A12 Proteinen in den Erkrankungen der JIA (40), der RA (41) und dem
FMF (42) deutlich erhoht ist und vor allem in der JIA (43) sowie beim FMF (42)
sehr exakt mit dem Inflammationsstatus der betroffenen Patienten korreliert.

Die circa 10-12 kDa grof3en S100-Proteine wurden 1965 von B.W. Moore zum
ersten Mal beschrieben (37). Moore entschied sich aufgrund der Ldslichkeit in

100 %iger Ammoniumsulfat-Losung fur den Namen S100. Bis heute sind circa
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25 verschiedene S100-Proteine bekannt (siehe Anhang: 7.3. S100 Proteine),
unter anderem das S100A12 Protein.

Tilmann Kallinich konnte 2010 bei Patienten mit FMF zeigen, dass das
S100A12 Protein bei subklinischen Entziindungsprozessen signifikant erhoht ist
und somit bereits bei symptomlosen Patienten schon beginnende
Inflammationsprozesse anzeigt (42). Kallinch konnte mit einer S100A12
Konzentration von rund dem 290-fachen Uber dem Normwert zeigen, dass
S100A12 deutlich hoher exprimiert wird im Rahmen eines inflammatorischen
Ereignisses bei FMF-Patienten im Vergleich zu anderen Inflammationsmarkern
wie der Blutsenkungsgeschwindigkeit, dem CRP oder dem Serumamyloid A
(42). Orczyk prognostizierte 2018, dass das S100A12 Protein aufgrund einer
sehr hoher Sensitivitat und Spezifitat groles Potential besitzt ein wichtiger
Faktor bei Therapieentscheidungen fur die JIA zu werden (51).

Bereits 2009 konnte Moroz zeigen, dass das S100A12 Protein in drei
verschiedenen Konformationen vorliegen kann: das S100A12 Hexamer, das
S100A12 Tetramer und das S100A12 Dimer (36). Entscheidend ist fur die
Ausbildung der verschiedenen Konformationen die Konzentration an Zink und
Calciumionen (36) (siehe Anhang: 7.4. Konformationsanderung von S100A12).
In Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem das S100A12 Hexamer flr
die Bindung an proinflammatorischen Rezeptoren wie RAGE (49) und TLR-4
(50) verantwortlich ist. Durch die Aktivierung von RAGE und TLR-4 wird die
Expression weiterer S100A12 Proteine in Granulozyten stimuliert und die
inflammatorische Kaskade verstarkt (44, 45, 61). Das S100A12 Hexamer
besitzt somit eine Schlusselfunktion in Entzindungsreaktionen, da es nicht nur
ein Indikator fur den inflammatorischen Status ist, sondern auch ein
malfgeblicher Aktivator inflammatorischer Signalkaskaden darstellt.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es Liganden zu finden, die spezifisch das
S100A12 Hexamer und nicht das S100A12 Tetramer oder Dimer binden, da
nach der aktuellen Literatur nur das Hexamer fur die Bindung an
proinflammatorische Rezeptoren verantwortlich ist. Hexamerspezifische Binder
wlrden es ermdoglichen einen Test aufzubauen, der S100A12 Hexamertiter in
Patientenplasmen spezifisch detektiert. Durch einen hexamerspezifischen Test
konnte die Diagnostik und das Monitoring von Erkrankungen wie der JIA, der

RA und dem FMF verbessert und neue Moglichkeiten einer individuellen
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Therapieanpassung  erdffnet  werden, welche im Idealfall  eine
Therapieeskalation oder —deeskalation noch vor Symptombeginn erlauben.
Aullerdem  konnte das therapeutische Potential der selektierten
hexamerspezifischen Liganden getestet werden. Wenn die
hexamerspezifischen Binder die Interaktion des S100A12 Hexamers mit den
proinflammatorischen Rezeptoren blockieren wirden, ware eine therapeutische
Anwendung denkbar. Die Hexamer-Rezeptor Bindung konnte dann bei den
Patienten gezielt unterdrickt werden und die proinflammatorische

Signalkaskade unterbrochen werden.

5.3. Entwicklung eines hexamerspezifischen Tests

Das Biopanning beschreibt eine biotechnologische Methode zur Selektion von
Bindungspartner an ein Zielprotein. Als Basis fur die Selektionsschritte werden
rekombinante Bibliotheken mit einer hohen Diversitat aus Bakteriophagen
verwendet, welche eine Vielzahl an verschiedenen Peptiden oder
Antikorperfragmenten auf ihrer Oberflachen prasentieren. Den Grundstein fur
die Entwicklung des Biopannings wurde 1985 von George P. Smith gelegt (62).
George P. Smith ist es gelungen Fremd-DNA in ein Protein Il (plll)-Plasmid von
Bakteriophagen zu fusionieren. Das Proteinprodukt der Fremd-DNA wurde
exprimiert und auf dem plll-Protein der Bakteriophage prasentiert. Stephen F.
Parmley baute 1988 (63) auf den Ergebnissen von Smith auf und entwickelte
eine Affinitatsselektion von Peptiden und Antikérperfragmenten, die er an das
plll-Protein koppelte. Durch eine hohe Vielzahl an verschiedenen Peptid-
Sequenzen und Antikdrper (scFv)-Fragmente, die von den Bakteriophagen
prasentiert werden, entstehen sogenannte rekombinante Bibliotheken. Diese
konnen in einem Selektionsprozess aus Negativ- und Positivselektion
ausgelesen werden, um spezifische Binder an eine Zielstruktur zu gewinnen. In
dieser Arbeit wurde das Biopanning verwendet, um eine Affinitatsselektion von
Bindern fur das S100A12 Hexamer durchzufuhren.

Die rekombinanten Bibliotheken aus Peptid- und scFv-prasentierenden Phagen
wurden zunachst einer Negativselektion zugefigt. Diese wurde mit dem
S100A12 Tetramer durchgefihrt. Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit

des Tetramers im Vergleich zum Hexamer (36) wurde sich fur eine
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Negativselektion mit Tetramer entschieden. Das Dimer wurde anschliel3end in
weiterflhrenden Test analysiert.

Nach drei Runden der Affinitatsselektion aus Negativ- und Positivselektion
wurden die selektierten Peptid-prasentierenden Phagen und scFv-
prasentierenden Phagen in einem Capture-ELISA getestet. Hierbei zeigten sich
mit 17 Peptid-exprimierenden Phagen und 48 scFv-exprimierenden Phagen
einige Liganden mit hohen Bindungssignalen an das S100A12 Hexamer. Die
selektierten Phagen zeigten zu dem S100A12 Tetramer ebenfalls
Bindungssignale, jedoch fielen diese deutlich geringer aus im Vergleich zu den
Hexamerbindungssignalen (Abbildung 2 und 3). Angesichts der strukturellen
Verwandtschaft des S100A12 Hexamer zum Tetramer durch die gleichen
Monomere (36), war es nicht verwunderlich, dass die selektierten Phagen
ebenfalls eine schwache Bindung an das Tetramer zeigten. In einem
Bestatigungs-ELISA verifizieren sich die 17 Peptid-prasentierenden Phagen
und 48 scFv-prasentierenden Phagen (Abbildung 4 und 5). Wie im Capture-
ELISA zeigten die Bakteriophagen hohe Hexamersignale und niedrige
Tetramersignale.

Die selektierten Peptid- und scFv-prasentierenden Phagen wurden
anschlieflend in einem Kompetitions-ELISA mit ansteigenden Konzentrationen
des Tetramers und Dimers getestet (Abbildung 6 bis 9). Von allen getesteten
Phagen zeigte die scFv-prasentierende Phage 42 die vielversprechensten
Ergebnisse: trotz Anwesenheit sehr hohen Dimer- und
Tetramerkonzentrationen in Losung zeigte sich die Bindung an das
immobilisierte Hexamer nicht gestort. Die Peptid-exprimierenden Phagen 4 und
10 sowie die scFv-exprimierende Phage 41 zeigten lediglich bei sehr hohen
Tetramerkonzentrationen eine Abschwachung des Bindungssignals. Bei sehr
hohen Dimerkonzentrationen blieb das Hexamerbindungssignal bis auf die
scFv-exprimierende Phage 41 anndhernd so hoch wie die Kontrolle ohne
Dimerkompetition. Die selektierten Phagen, allen voran scFv-exprimierende
Phage 42, zeigten demnach trotz hoher Tetramerkonzentration in Losung eine
gute Bindung an das immobilisierte Hexamer. Diese Ergebnisse demonstrieren
eine hohe Hexamerspezifitat. Lediglich die geringe Signalabschwachung der
Peptid-exprimierenden Phagen 4 und 10 und der scFv-exprimierenden Phage

41 bei sehr hohen Tetramerkonzentrationen deuten auf eine leichte
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Kreuzreaktivitdt zum Tetramer hin. ScFv-exprimierende Phage 41 zeigte
ebenfalls eine geringe Kreuzreaktivitat zum Dimer. Die geringe Kreuzreaktivitat
konnte bereits im vorangegangenen Capture- und Bestatigungs-ELISA
beobachten werden und lasst sich am ehesten aufgrund der gleichen
Grundbestandteilen an S100A12 Monomeren und somit identischen
Aminosauresequenz begrinden (36). Eine hohere Kreuzreaktivitat zum
Tetramer im Vergleich zum Dimer koénnte auf die hdhere strukturelle
Verwandtschaft des Hexamer zum Tetramers ruckgefuhrt werden (36). Um zu
verhindern, dass hohere Bindungssignale durch potentiell, vermehrte
Bindungsstellen im Tetramer und vor allem im Hexamer aufgrund der héheren
Anzahl an Monomeruntereinheiten verursacht werden, wurden die S100A12
Proteinkonzentrationen jeweils an die Monomereinheiten angeglichen.

Eine Analyse der Aminosauren der selektierten Peptide und scFvs konnte kein
gemeinsames Aminosauremuster identifizieren.

Ziel war es in einem Vergleich zwischen Peptid und Kontrollpeptid zu
untersuchen, ob die selektierte Peptidsequenz verantwortlich fur die Bindung an
das Hexamer ist oder durch unspezifische, einzelne Aminosauren zustande
kommt. Die Ergebnisse (Abbildung 10) zeigten, dass die Kontrollpeptide nur ein
sehr schwaches Hexamersignal erzeugen, welches annahernd auf dem Niveau
der Kontrolle blieb. Die selektierten Peptide zeigten hingegen ein hohes
Hexamerbindungssignal. Folglich konnte aus den Ergebnissen darauf
geschlossen werden, dass die selektierten Peptidsequenzen verantwortlich sind
fur die hexamerspezifische Bindung.

Basierend auf den selektierten Peptiden 4 und 10 wurde ein Testaufbau
konzipiert, welcher wie folgt aufgebaut wurde: die selektierten Peptide 4 und 10
wurden auf einer mit Streptavidin-beschichteten ELISA-Platte immobilisiert.
Nachdem S100A12 Proteine hinzugegeben wurden, folgte eine Detektion mit
einem unspezifischen anti-S100A12-Antikorper, welcher zu S100A12 Hexamer,
Tetramer und Dimer jeweils ahnliche Bindungsaffinitaten besitzt.

In einem Vergleich von Hexamer und Tetramer konnte eine sehr hohe
Hexamerspezifitat gezeigt werden (Abbildung 11): die Hexamersignale waren
signifikant erhdéht und die Tetramersignale blieben in fast jeder Konzentration
auf dem Niveau der Kontrollen ohne S100A12 Proteine. Da in diesem

Versuchsaufbau das Peptid 10 bei ahnlicher Konzentration hohere
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Bindungssignale liefert als Peptid 4, wurde dies als bessere Bindungsstarke des
Peptids 10 zum Hexamer gewertet. In nachfolgenden Tests wurde sich daher
auf das Peptid 10 konzentriert.

Um im nachsten Schritt die Kreuzreaktivitat des vorlaufigen Testaufbaus zum
Tetramer zu testen, wurde eine Hexamerkonzentration mit ansteigenden
Tetramerkonzentrationen (5-, 25- und 125-fache Konzentration — bezogen auf
die monomeren Untereinheiten der S100A12 Proteine) verglichen. Es zeigte
sich bei der 125-fachen Tetramerkonzentration ein hoheres Bindungssignal als
die 1-fache Hexamerkonzentration (Abbildung 12). Die 100-fache
Tetramerkonzentration wirde in etwa die gleichen Bindungssignale erreichen
wie die 1-fache Hexamerkonzentration. In diesem Testaufbau liegt die Grenze
der Hexamerspezifitat somit bei circa 1:100 bezogen auf die Konzentrationen
von Hexamer zu Tetramer.

In einem parallelen Ansatz wurden die selektierten, hexamerspezifischen,
scFv-prasentierenden Phagen 41 und 42 zu scFv-Fc-Fusionsproteinen kloniert
und schlieBlich als Konstrukte produziert. In einem anschlieRenden ELISA
bestatigten die produzierten scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 bereits die
Hexamerbindung (Abbildung 15).

Im nachsten Schritt wurde nun versucht die Hexamerspezifitat des Testaufbaus
zu steigern. Ziel war es das hexamerspezifische Peptid 10 und die
hexamerspezifischen scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 in einem ELISA zu
kombinieren, um so die Spezifitat fir das S100A12 Hexamer deutlich zu
erhdhen. Damit dies gelang, hatten sich die Peptide nicht blockieren dirfen und
es hatte eine Mdglichkeit flr die Detektion der gebundenen Hexamere geben
mussen.

Nach einigen Versuchen von verschiedenen ELISA-Konzepten wurde
schlieBlich auf den vorherigen Testaufbau zurtickgegriffen. Es wurde versucht
in dem ELISA Aufbau aus immobilisierten Peptiden, die scFv-Fc-Konstrukte 41
und 42 als Detektionskomponente zu integrieren. Gebundene scFv-Fc-
Konstrukte 41 und 42, welche einen Fc-Teil einer Maus besitzen, kdonnen
anschlielend mit einem HRP-konjugierten anti-Maus-Antikdrper detektiert und
visualisiert werden.

In einem ersten Vergleich zwischen Hexamer und Tetramer zeigten sich keine

groRen Unterschiede verglichen mit dem vorherigen Testaufbau (Abbildung 11
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vs. Abbildung 16): hohe Hexamersignale standen niedrigen Tetramer- und
Dimerbindungssignalen gegenuber (Abbildung 16). Um diesen neuen
Testaufbau nun weiter auf die Hexamerspezifitat zu testen, wurde erneut ein
ELISA mit Tetrameruberschuss durchgeflhrt. Die 1-fache
Hexamerkonzentration wurde wieder mit den 1-, 5-, 25- und 125-fachen
Tetramerkonzentrationen verglichen. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls ein
Anstieg der Tetramersignale mit steigenden Konzentrationen (Abbildung 17).
Allerdings blieben die Signalh6hen der Tetramerkonzentrationen weit unter den
Level verglichen mit den Ergebnissen des vorherigen Testaufbaus (Abbildung
12 vs. Abbildung 17). Vor allem bei der Detektion mit scFv-Fc-Konstrukt 41
lagen die Tetramerbindungssignale deutlich unterhalb des Hexamersignals.
Das Bindungssignal der 1-fache Hexamerkonzentration wurde erst bei etwa der
250-fachen Tetramerkonzentration erreicht. Im Vergleich zu den Ergebnissen
des vorherigen Testaufbaus bedeutet dies eine deutliche Verbesserung der
Hexamerspezifitat.

Es zeigte sich demnach, dass der Testaufbau funktionstichtig war und sich
Peptid 10 und die scFv-Fc-Konstrukte nicht gegenseitig blockieren. Dies ist
moglicherweise ein Hinweis dafir, dass sich die Bindungsstellen des Peptids 10
und der scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 an das S100A12 Hexamer voneinander
unterscheiden. Die Ergebnisse bestatigen jedoch vor allem die Uberlegung,
dass die Hexamerspezifitat erhoht werden kann, durch die Kombination beider
Liganden. Auch die geringe Kreuzreaktivitdt zum Tetramer konnte deutlich
reduziert werden.

Um abschlieBend zu untersuchen, wie sich der neue Testaufbau im Plasma
verhalt, wurde Plasma von gesunden Probanden in verschiedenen
Verdinnungen (5%iger und 10%iger Plasmaverdinnung) mit Hexamer,
Tetramer und Dimer versetzt. Die gewonnenen Ergebnisse zeigten, dass die
Hexamerspezifitat des Testaufbaus in Plasmaverdinnungen reproduzierbar ist
(Abbildung  18). Zusatzlich zeigte sich insgesamt eine deutliche
Signalabschwachung, je hoher der Plasma-Anteil der Verdinnung war. Neben
den Hexamersignalen reduzierten sich auch die Tetramersignale deutlich. Die
Tetramersignale fielen sogar auf das Niveau der verwendeten Kontrollen ohne
Einsatz von S100A12 Proteinen. Die geringe Kreuzreaktivitat zum Tetramer war

somit nicht mehr messbar. Vor allem scFv-Fc-Konstrukt 42 zeigte sehr gute
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Bindungseigenschaft zum S100A12 Hexamer in Plasmaverdinnungen. Im
Vergleich zum scFv-Fc-Konstrukt 41 fielen bei der Detektion mit scFv-Fc-
Konstrukt 42 die Bindungssignale in Verdinnungen mit hdherem Plasmaanteil
deutlich geringer ab. Die Bindungsstarke von scFv-Fc-Kontrukt 42 prasentierte
sich somit deutlich hoher. Insgesamt zeigte sich, dass in dem neuen
Testaufbau die Verwendung der scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 als
Detektionskomponente zu einer deutlichen Steigerung der Hexamerspezifitat
gefuhrt hat. Das scFv-Fc-Konstrukt 41 erreichte in dem ELISA mit
Tetrameritberschuss eine signifikant verbesserte Hexamerspezifitdt und eine
sehr geringe Tetramerkreuzreaktivitat. Wohingegen das scFv-Fc-Konstrukt 42
eine hohere Bindungsstarke zum Hexamer aufbaut, welche vor allem im
Zusammenhang mit den abfallenden Bindungssignalen in Plasmatests von
nicht unbedeutender Relevanz scheint, da auch im Plasma hohe
Hexamersignale erreicht werden.

Erganzend wurde die Bindung des selektierten Peptids 4 an das crosslinked
Hexamer im Vergleich zu dem ,Wildtyp“ Hexamer getestet, da die verwendeten
S100A12 Proteine zur Stabilisierung der jeweiligen Konformation mit
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat Crosslinkern verknUpft wurden. Peptid 4 steht
hierbei stellvertretend flr die beiden selektierten Peptide 4 und 10. Es zeigte
sich ein deutlich hdheres Bindungssignal bei der Bindung von Peptid 4 mit dem
,Wildtyp“ Hexamer im Vergleich zum crosslinked Hexamer (Abbildung 19).
Daraus lasst sich schlieBen, dass die verwendeten Crosslinker die Bindung
zum Peptid reduzieren. Ohne die Verwendung von Crosslinkern zeigt sich eine
sehr gute Bindung des Peptids zum ,Wildtyp“ Hexamer. Es lasst sich vermuten,
dass die durchgefuhrten ELISAs mit crosslinked Hexamer unter Verwendung

von ,Wildtyp“ Hexamer noch hohere Bindungssignale zeigen.

5.4. Interpretation der gewonnenen Ergebnisse

Zusammenfassend ist es uns gelungen mittels Biopannig zwei
hexamerspezifische Peptide sowie zwei hexamerspezifische scFv-Fc-
Konstrukte zu selektieren. Diese konnten wir zu einem Testaufbau kombinieren,
in dem das S100A12 Hexamer sehr spezifisch detektiert wird. Wie in
verschiedenen Studien dargelegt, konnte ein S100A12 hexamerspezifischer

Test eine deutliche Verbesserung des Monitorings von autoinflammatorischen
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Erkrankungen wie der JIA oder Erkrankungen wie dem FMF ermoglichen. Dies
liegt vor allem an der hohen Sensitivitat und Spezifitat des S100A12 Proteins
und an der Uberlegenheit gegeniiber unspezifischen Inflammationsmarkern wie
dem CRP (51, 40, 42). S100A12 zeigte vor allem in der JIA bereits subklinische
Inflammationen auf molekularer Ebene an und eréffnet dadurch die Moglichkeit
bei Patienten einen Krankheitsriickfall zu detektieren noch vor Symptombeginn
(48).

Weitere Publikationen zeigen, dass S100A12 ebenfalls eine zunehmende
Relevanz in der Diagnostik von chronisch entzundlichen Darmerkrankungen
gewinnt. Marc Sidler konnte 2008 demonstrieren, dass S100A12 im Stuhl bei
inflammatorischen Darmerkrankungen deutlich erhéht ist (64). S100A12 im
Stuhl zeigte sich aufgrund einer sehr hohen Sensitivitat und Spezifitat von
jeweils 97% dem klinisch haufig verwendeten Calprotectin (S100A8/S100A9-
Heterotetramer) Uberlegen (Sensititivat von 100%, Spezifitdt von 67%). Sidler
betonte die entscheidenen Vorteile von fakalen S100A12 Analysen bei
inflammtorischen Darmerkrankungen aufgrund der Einfachheit und einer neuen
Moglichkeit einer nicht-invasiven Testung (64). Der von uns entwickelte
S100A12 hexamerspezifische Test kdnnte somit durch eine Anpassung an ein
anderes Probenmaterial nicht nur bei autoimmunen und autoinflammatorischen
Erkrankungen uber die Bestimmung der S100A12 Serumkonzentrationen
Relevanz erlangen, sondern auch die Mdoglichkeit eroffnen S100A12 Hexamer
im Stuhl zu messen. Dies koénnte bei Patienten mit inflammtorischen
Darmerkrankungen zu einer Verbesserung der initialen Diagnostik fihren und
unter anderem die Anzahl von invasiveren Untersuchungsmethoden wie

Endoskopien reduzieren (65).

Uber die Grenzen der Aussagefdhigkeit des S100A12 Proteins wird in
vereinzelten Publikationen hingewiesen. Claas Hinze zeigte 2019, dass
S100A12 bei der JIA eine begrenzte Aussagekraft besitzt, wenn in der
Erhaltungstherapie Anti-TNF-Therapeutika verwendet werden (66). Da die
Sekretion von S100A12 durch TNF initiiert und stimuliert wird (45, 67), werden
durch die Verwendung von anti-TNF-Therapeutika die S100A12
Serumkonzentrationen reduziert. In diesen Fallen wird die Aussagekraft von
S100A12 in der Erhaltungstherapie der JIA eingeschrankt.
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Zudem koénnen Serumkonzentrationen von S100A12 durch Infektionen
variieren. Keyi Liu konnte 2012 zeigen, dass S100A12 im Serum von Kindern
mit einer akuten Otitis media, welche durch Streptokokkus pneumoniae oder
Hémophilus influenzae ausgeldst wird, deutlich erhdht ist (46). Somit sind
Schwankungen des S100A12 Serumlevels durch Infektionen bei Patienten
unter antiinflammatorischen  Erhaltungstherapie = madglicherweise  nicht
ausschlieBbar. Die Bewertung des S100A12 Hexamerspiegels misse demnach
unter Berucksichtigung der aktuellen Infektanamnese und Akut-Phase-

Proteinen wie dem CRP durchgefliihrt werden.

Uber die Anwendbarkeit des entwickelten S100A12 hexamerspezifischen Tests
ist zu erwahnen, dass in der Literatur neben der Relevanz von S100A12 in
autoinflammatorischen Erkrankungen wie der JIA oder Erkrankungen wie dem
FMF auch ein Zusammenhang zu weiteren Krankheitsbildern wie dem Akuten
Lungenversagen (ARDS)(68), Asthma (69), das Kawasaki Syndrom (70), die
Myasthenia Gravis (71) und zahlreichen onkologischen Erkrankungen
beschrieben wird. Xiaojie Wang konnte 2020 zeigen, dass S100A12 ein
vielversprechender Marker im papillarer Schilddrisenkrebs (PTC) ist (72).
Wang demonstrierte in seiner Publikation, dass die Expression von S100A12 im
PTC signifikant erhoht ist und eine Korrelation zur Tumorgrofle, zum
Tumorstadium und zur lymphatischen Metastasierung aufweist. Dass S100A12
in noch weiteren onkologischen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, konnte
unter anderem Ayssar Elamin zeigen. Elamin publizierte 2020 Uber die
Relevanz von S100A12 im Zusammenhang mit Urothelkarzinomen der
Harnblase (73). Eine Analyse von bis zu 141 Genbereichen bei Patienten mit
Urothelkarzinomen der Harnblase zeigte eine vermehrte Expression des
S100A12 Genbereichs. Elamin etablierte einen Grenzwert von S100A12
Serumkonzentrationen (350 ng/mL) mit einer Sensitivitat von 90,5% und einer
Spezifitat von 75%. Elamin konnte auch zeigen, dass eine vermehrte S100A12
Expression bei Urothelkarzinomen der Harnblase mit einem hohen
Tumorstadium und einer erhdhten Rezidivrate vergesellschaftet ist. Elamin
zeigte sich optimistisch, dass auf Grundlage der Ergebnisse S100A12 als
potentieller Marker und prognostischer Faktor fur Urothelkarzinome der

Harnblase klinische Anwendung finden konne. Vergleichbare Ergebnisse
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konnte Dan Li 2016 fir die Relevanz von S100A12 im Kontext mit
Magenkarzinomen zeigen (74). Auch bei Magenkarzinomen zeigte sich eine
Korrelation zwischen S100A12 und der TumorgroRRe, der Tumormetastasierung,
der Infiltrationstiefe und Zelldifferenzierung. Anders als bei Urothelkarzinomen
oder PTC zeigten sich die S100A12 Protein- und S100A12 mRNA-
Konzentration bei Magenkarzinomen deutlich erniedrigt, verglichen mit nicht-
kanzerogenen Magenzellen.

In der aktuellen Literatur werden somit weitere Krankheitsbilder beschrieben,
bei denen S100A12 eine relevante Rolle zu spielen scheint. Es bleibt somit zu
diskutieren, ob das S100A12 Protein als spezifischer Biomarker flr die
autoinflammatorischen Erkrankungen wie der JIA und Erkrankungen wie dem
FMF verwendet werden kann.

Noch 2004 erkannte Foell (40) in S100A12 einen spezifischen Marker, um die
beginnende, systemische JIA von systemischen Infektionen unterscheiden
konnen. 2008 beschreib Wittkowski (106) S100A12 als Marker vor allem fur
Autoimmunerkrankungen und Tilmann Kallinich zeigte 2010 ebenfalls die
Bedeutung von S100A12 als spezifischen Marker fur die JIA und dem FMF
(42). Durch die neuen Erkrenntnisse von Wang (72) 2020 Uber die Rolle von
S100A12 im papillaren Schilddrisenkrebs, die Beschreibungen von Elamin
2020 (73) bezuglich der Bedeutung von S100A12 im Urothelkarzinom oder die
Publikation von Liu 2012 (46), dass S100A12 auch bei der akuten Otitis media
erhdoht sein kann, bleibt die Verwendung von S100A12 als spezifischer
Biomarker bei der JIA oder dem FMF unklar. Es lasst sich vermuten, dass
S100A12 vor allem bei der initalen Diagnosestellung von autoinflammatorischen
Erkrankungen wie der JIA oder Erkrankungen wie dem FMF viel mehr als
unterstitzender Biomarker anstatt als alleiniger, spezifischer Diagnosefaktor
betrachtet werden kann. Bezogen auf den entwickelten S100A12
hexamerspezifischen Test wirde dies eine breitere Anwendbarkeit bedeuten,
welche eine Verwendung neben autoimmunen und autoinflammatorischen
Erkrankung auch bei Infektionen und onkologischen Erkrankungen denkbar
macht. Die Verwendung als spezifischen Test fir die JIA und das FMF kénne

somit an Bedeutung verlieren.
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Weiterhin sind die therapeutischen Madglichkeiten der hexamerspezifischen
Peptide und scFv-Fc-Konstrukte zu prifen. Wie Pietzsch 2009 publizierte, ist
das S100A12 Hexamer verantwortlich fur die Bindung an den
inflammatorischen Rezeptor RAGE und I6st eine Sekretion von Cytokinen wie
dem TNF-a und dem Interleukin-18 aus (76). Eine Unterbindung oder
Hemmung der S100A12-RAGE-Interaktion wirde die inflammatorische
Signalkaskade unterbrechen und kénnte einen positiven, klinischen Einfluss auf
den Progress vor allem von Autoimmunerkrankungen haben. Chin-Chi Chang
versuchte 2016 bereits die Interaktion von S100A9 mit RAGE mittels CHAPS,
einem zwitterionischen Detergens, welches zur Solubilisierung von
Membranproteinen haufig verwendet wird, zu blockieren (77). Falls das
entwickelte S100A12 hexamerspezifische Peptid und die hexamerspezifischen
scFv-Fc-Konstrukte die S100A12-RAGE-Interaktion unterbinden wdirden,
konnte dies im Kontext von autoinflammatorischen Erkrankungen wie der JIA
oder Erkrankungen wie dem FMF neue, therapeutische Mdglichkeiten eroffnen.
Aber auch fur onkologische Erkrankungen wie das beschriebene PTC, dem
Urothelkarzinome der Harnblase sowie dem Magenkarzinome, bei denen
S100A12 eine entscheidene Rolle spielt, kdnnte die Hemmung der S100A12-
RAGE-Interaktion eine neue, therapeutische Option bedeuten. Xiaojie Wang
testete 2020 im Kontext des PTCs (72) wie sich eine Herabregulierung von
S100A12 auf die Entwicklung von PTC auswirkt. Wang inaktivierte mittels
,small hairpin RNA* (shRNA) das S100A12 Gen in PTC-Zellen. Durch die
genetische Stilllegung von S100A12 prasentierte sich in vitro eine signifikante
Reduktion der Proliferation in PTC-Zellen. Weiterhin konnte neben der deutlich
verringerten Proliferationsrate eine Reduktion der Zellmigration und —invasion
nachgewiesen werden. Somit zeigte sich durch die Hemmung von S100A12 in
Kontext von PTC-Zellen eine Unterdrickung der gesamten Tumorgenese,
welche Wang auch in vivo im Mausmodell reproduzieren konnte.

Ob durch die Hemmung von S100A12 und der S100A12-RAGE Interaktion
unerwunschte Nebenwirkungen auftreten, wurde von Wang oder Chang nicht
beschrieben. Eine mogliche immunsuppressive Wirkung mit gesteigerter
Infektneigung durch eine Unterdrickung der RAGE-vermittelten Cytokin-
Ausschattzung bleibt noch zu klaren. Aufgrund der sehr vielversprechenden

Ergebnisse von Wang ist jedoch die Analyse einer Blockade der S100A12-
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RAGE-Interaktion durch die entwickelten S100A12 hexamerspezifischen
Peptide 4 und 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 durchaus als
aussichtsreich anzusehen. Die Anwendung der entwickelten S100A12
hexamerspezifischen Peptide 4 und 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42
waren dann nicht nur diagnostisch im Rahmen des entwickelten Testaufbaus

beschrankt, sondern wirden auch neue therapeutische Mdglichkeit eroffnen.

Ein Aspekt, welcher nach aktuell vorliegender Literatur noch ungeklart bleibt, ist
die Bestimmung der exakten Konzentrationen des S100A12 Hexamers,
Tetramer und Dimers im Plasma. Moroz beschreibt 2002 (49), dass im
Extrazellularraum das S100A12 Hexamer die vorherschende Konformation ist.
Er konnte zeigen, dass die 10.000-fach hohere Calciumkonzentration
extrazellular die strukturelle Anlagerung vom Tetramer und Dimer zum
Hexamer verursacht. Somit ist davon auszugehen, dass das S100A12 Tetramer
und Dimer im Extrazellularraum nur in niedrigen Konzentration vorliegt. Dies
wurde bedeuten, dass die bestehende geringe Kreuzreaktivitat gegenuber dem
Tetramer keine Relevanz mehr hatte. Die Tetramerkonzentrationen wirden in
Plasmatests keine ausreichend hohen Titer erreichen, um von dem

entwickelten Test detektiert zu werden.

5.5. Fazit

Abschlieend ist zusammenzufassen, dass es uns gelungen ist die
hexamerspezifischen Peptide 4 und 10 und die hexamerspezifischen scFv-Fc-
Konstrukte 41 und 42 zu selektieren. Mit diesen Liganden konnten wir einen
Test aufbauen, welches das S100A12 Hexamer spezifisch bindet. Vor allem
durch die Kombination der gewonnenen Peptide und der scFv-Fc-Konstrukte in
einem Testaufbau war es moglich die Spezifitat zum Hexamer noch weiter zu
steigern und die Kreuzreaktivitdt zum Tetramer zu verringern. Da bei
Erkrankungen wie der JIA, der RA und dem FMF das S100A12 Hexamer exakt
den inflammatorischen Status der Patienten widerspiegelt, besitzt unser Test
Potential die initiale Diagnostik sowie vor allem das Monitoring zu verbessern.
Um nun die klinische Anwendbarkeit des Tests zu evaluieren, sind weitere Test

mit Plasma von Patienten mit Erkrankungen wie der JIA, der RA und dem FMF
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notig. Aufgrund der fehlenden Verfligbarkeit solcher Plasmen wurden in den
durchgeflhrten Tests gespiktes Plasma von gesunden Probanden verwendet.
Aulerdem ware eine therapeutische Verwendung der selektierten Peptide und
scFv-Fc-Konstrukte eine interessante und vielversprechende Option. Sollten
sich die Interaktion des S100A12 Hexamers mit den proinflammatorischen
Rezeptoren RAGE und TLR-4 durch die hexamerspezifischen Peptide und
scFv-Fc-Konstrukte blockieren lassen, wirde dies einen neuen therapeutischer
Ansatz eroffnen. Die inflammatorische Signalkaskade konnte durch die
Liganden unterbrochen werden und die inflammatorischen Schibe in
Erkrankungen wie der JIA, der RA oder dem FMF gehemmt werden. So kdnnte
der Krankheitsprogress und der damit verbundene Leidensdruck der Patienten
abgemildert werden. Eine mdogliche immunsuppressive Wirkung durch die
Unterdriackung der S100A12-RAGE bzw. S100A12-TLR-4 Interaktion bleibt zu
prufen.

Zusatzlich ware die Anwendung der S100A12 Binder in weiteren Erkrankungen
zu erforschen. In verschiedenen Quellen wird die Interaktion von S100A12 mit
den proinflammatorischen Rezeptoren RAGE und TLR-4 als entscheidende
Signalkaskade bei vielen weiteren Krankheitsbildern beschrieben. In der
Literatur werden unter anderem das ARDS (68), Asthma (69), das Kawasaki
Syndrom (70), die Myasthenia Gravis (71), entzundliche Darmerkrankungen
(78) und zahlreichen onkologischen Erkrankungen (72, 73, 74) beschrieben.
Damit besteht die Moglichkeit, dass es fur die selektierten hexamerspezifischen
Peptide und scFv-Fc-Konstrukte diagnostisch und auch therapeutisch in

weiteren Erkrankungen eine Verwendung geben kdnnte.
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7. Anhang

7.1. Klassifikation der ILAR

Kategorien

Definition

1. Systemische Arthritis

Arthritis und Fieber (intermittierend, Dauer
mindestens 2 Wochen) und mindestens ein
weiteres Kriterium: fliichtiger erythematdser
Hautausschlag, generalisierte
Lymphknotenvergréf3erung, Hepatound/oder

Splenomegalie, Serositis

2. Oligoarthritis

- persistierend

- erweitert

Arthritis von 1 bis 4 Gelenken innerhalb der

ersten 6 Erkrankungsmonate

kumulativ im Verlauf maximal 4 Gelenke in den

Entzindungsprozess einbezogen

nach den ersten 6 Erkrankungsmonaten > 4

Gelenke in den Entziindungsprozess einbezogen

3. Rheumafaktor negative

Polyarthritis

Arthritis in >4 Gelenken wahrend der ersten 6
Erkrankungsmonate und negativer Test auf

Rheumafaktoren

4. Rheumafaktor positive

Polyarthritis

Arthritis in >4 Gelenken wahrend der ersten 6
Erkrankungsmonate und
positiver Test auf RF (mindestens 2mal im

Abstand von 3 Monaten)

5. Psoriasisarthritis

Arthritis und Psoriasis, oder Arthritis und
mindestens zwei der folgenden Kriterien:
Daktylitis; Nagelveranderungen (TUupfelung oder
Onycholyse); Psoriasis bei einem Verwandten 1.
Grades
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6. Enthesitis-assoziierte
Arthritis

Arthritis und Enthesitis oder Arthritis und

mindestens zwei der folgenden Kriterien:

Druckschmerz Uber den lliosakralgelenken

und/oder entziindlicher Ruickenschmerz

lumbosakral; HLA-B27-Nachweis; Junge mit

einem Erkrankungsbeginn > 6 Jahre; akute

(symptomatische) anteriore Uveitis;

ankylosierende Spondylitis, Enthesitis-assoziierte

Arthritis, Sakroilitis bei entziindlicher

Darmerkrankung, Reiter-Syndrom oder akute

anteriore Uveitis bei einem Angehorigen 1.

Grades

5. andere Arthritis

Arthritiden, die nicht eindeutig den definierten

Subgruppen 1-6 zugeordnet werden kdnnen

Quelle: S2k-Leitlinie ,Therapie der Juvenilen Idiopathischen Arthritis®
(letzte Uberarbeitung 04/2018)

7.2. Klassifikationskriterien fiir die RA

Stadien
Score Kriterien Remission | niedrige moderate hohe
Krankheits- Krankheits- Krankheits-
aktivitat aktivitat aktivitat
DAS28- | - druckschmerzhafte Gelenke <2,6 2,6 bis 3,2 > 3,2 bis >51
ESR - geschwollen Gelenke <51

(von max. 28 Gelenken),
- Blutsenkungs
Geschwindigkeit (mm/h)

- Aktivitatslevel
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DAS28-
CRP

- druckschmerzhafte Gelenke
- geschwollen Gelenke

(von max. 28 Gelenken),

- C-reaktives Protein (mg/l)

- Aktivitatslevel

<26

2,6 bis 3,2

> 3,2 bis
<51

> 5,1

SDAI

- druckschmerzhafte Gelenke

- geschwollen Gelenke

(von max. 28 Gelenken)

- C-reaktives Protein (mg/l)

- Krankheitsaktivitat (durch
Untersucher ermittelt)

- Krankheitsaktivitat (durch

Patient ermittelt)

<33

> 3,3 bis< 11

> 11 bis = 26

> 26

CDAI

- druckschmerzhafte Gelenke

- geschwollen Gelenke

(von max. 28 Gelenken)

- Krankheitsaktivitat (durch
Untersucher ermittelt)

- Krankheitsaktivitat (durch

Patient ermittelt)

<28

>2,8 bis<10

> 10 bis = 22

> 22

Quelle: S2e-Leitlinie: ,Therapie der rheumatoiden Arthritis mit

krankheitsmodifizierenden Medikamenten®
(3. Auflage, 2019)
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7.3. S100 Proteine

$100 Syno- | Expression | Funktion Interaktion assoziierte Regulation | Refe-
Protein | nym Pathologie renz
S100A1 | S100 Skelettmus | Extrazellular: Extrazelluldr: | S100A1 Hemmende | [80],
alpha kel-faser, internalisiert in RAGE. Defizit Transkripti | [81],
Kardiomyoz | Neuronen and .. verursacht onsfaktore | [82]
N ¢ Hert Intrazelluldr: | " it
yten, ransportiert zu SERCA, RyR1 eine n mi
neuronale Endosomen, und 2 abnormale runterregul
Population | Golgi-Apparat Fructc;se- SRCa?- ierung von
en und Lysosomen. . Funktion mit | GPCRs und
M bisphosphat
Verstarkt den Verschlechte | PKC
. e aldolase
Calcium- rung der
Einstrom in kardialen
Kardiomyozyten Funktion bis
. zum Herz-
Intrazellular:
assoziert mit versagen
zytoskeletalen
Komponenten,
interagiert mit
SRCa%**-ATPase
und RyR2 im
Herzen,
Verbesserung
der
Kontraktilitat
S100A2 | S100L, | Urotheliale | Extrazellular: Extrazelluldr: | Aktivitdtsmin | — [83],
CAN19 | s, chemotaktische | RAGE. derung [84]
respiratoris | Faktoren flr sowie -
ches, Eosinophile. steigerungen
gastrointes . invielen
i Intrazellular:
tinales T . oo Krebserkrank
. bindet p53 und
Epithel und . ungen
) potenziert
Plattenepit
hel Tumorsuppress
or Aktivitat
S100A3 | S100E | Haarwurzel | Epithelzell- RARa Involviertin | — [85],
zellen, Differenzierung HCC [86]
vereinzelt und Calcium- Tumorigenes
Astrozytom | abhangige Haar- eund
e Schutz Funktion Tumor-

Aggressivitat
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S100A4

Metas
tasinl
(Mts1)
Calvas
culin

Tumor und
Stromazelle
n, Myeloide
Zellen,
Adipozyten
, Fibroblast,
Immunozyt
, vasculare
Zelle

Extrazellular:
Schlisselrolle in
Tumorzellliber-
leben und
Metastasierung.
Aktivierung von
NF-kB,
induzieren der
Produktion von
proinflammatori
sche Cytokine
und Migration
von
Neutrophilen,
Monocyten und
Makrophagen.
Aktiviert
ERK1/2,
Modulation von
Wachstum und
Uberleben.

Intrazellular:
Induzieren von
MMP
Expression und
interagieren mit
Den
zytoskeletalen
Proteinen
NMIIA,
Tropomyosin
und Aktin um
die
Zellmigration zu
fordern.

Extrazellular:
RAGE, EGFR,
Gag-paar
Rezeptor.

Intrazellullar:
NMIIA,
Tropomyosin
, Aktin, p53,
S100A1,
Annexin 2

Hochregulier
tin vielen
Krebsformen

Hochreguli
ertin i3-
Catenin/T-
Zellfaktor
Komplexen

(87,
88,
89]

S100A5

5100D

RAGE

Hochregulier
tin
Blasenkrebs
und
wiederkehre
ndem Grad 1
Meningiome
n

[90]
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S100A6

Calcycl
in
(CACY)

Epithelzelle
n,
Fibroblaste
n und
verschiede
ne
Krebszellen

Extrazellular:
Aktiviert RAGE
und fordert
Apoptosis.
Stimuliert
Insulin-
Ausschittung
von Pankreas-
Inselzellen.

Intrazellular:
Interagiert mit
Caldesmon,
Calponin,
Tropomyosin
und Kinesin zu
modulierten
Zellproliferation
en,
zytoskeletaler
Dynamik und
Tumorgenese

Extrazellular:
RAGE

Uberexprem
miert in AT.

[91]

S100A7

Psoria
sinl
(PSOR
1)

Keratinozyt
en

Extrazellular:
Signale durch
RAGE um NF-kB
zu aktivieren,
induzieren der
Produktion von
proinflammatori
schen Zytokinen
und Migration
von
Neutrophilen,
Monozyten und
Makrophagen.

Intrazelluldr:
fordert
aggressive
Eigenschaften in
Brustkrebs
durch
Stimulierung
von Akt und NF-
KB

Extracellar:
RAGE

Uberexprssio
n induziert
Leukozyten
Infiltration
verbunden
mit
inflammatori
sche Haut-
Erkrankung
wie Psoriasis

Hochreguli
erungin
Brustkrebs
durch
proinflamm
atorische
Zytokine
undin
Keratinozyt
en durch IL-
17, IL-22
und
Flagellin

(92,
93]
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S100A8 | Calgra | Makrophag | Extrazellular: Extrazelluldr: | Uberexpremi | Induziert [94],
nulin- | en, Reguliert GPCR, TLR4, ertin durch [95],
A dendritisch | Inflammation, Scavenger inflammatori | proinflamm | [96],
(CAGA | e Zellen, chemotaktische | Rezeptor sche und atorische [97]
), mikrovakul | Faktoren fir CD36. autoimmune | Stimuli, TLR
Calp'ro are ‘ Neutr'ophlle. intrazellulsr: Bedingungen | Agonisten
tectin | endothelial | Induziert T und

. . telomerase o
111 e Zellen, Zelldifferenzieru oxidativer

epitheliale | ngund TNF-a Stress in IL-
Zellen, and IL-13 10
epitheliale | Produktion abhangige
Zellenund | in myeloiden m Umfeld
Fibroblaste | Zellen.
n durch Stabiliserung
Aktivierung | von NO in

Neutrophilen,

schiitzen von

oxidativem

Schaden in

entziindlichen

Lasionen.

Intrazellular:

Stimuliert

Keratinozyten-

Differenzierung

und Ubt anti-

inflammatorisch

e Effekte aus.

S100A9 | Calgra | Monozyten | Extrazelluldr: Extrazelluldr: | Anti- Hochreguli [33’

nulin- | Neutrophil | Involviertin RAGE, TLR4, inflammatori | erung von !
. . 100]
B eund Leukozyten Scavenger schin oxidativem
(CAGB | dentritisch | Migration, receptor gesunden Stress,
), e Zellen; Chemotatische CD36 Zustand — bei | Corticoster
Calpro | Fibroblaste | fiir Neutrophile. oxidativem oide,
tectin n, reife Induziert TNF-a, Stress Zytokinen
L1H Makrophag | IL-1B, IL-6 und Aktivierung und
en, IL-8in von Wachstum
vascular- Makrophagen proinflamma | gsfaktoren
endothelial | durch TNF-a torischen
e Zellen Aktivierung. Funktionen.
und . Intrazellular: Tragt zur
Keratinozyt | 7, Pathogenese
Hemmung von
en unter . von
. Myeloid- .
Aktivierung . . autoimmune
Differenzierung
Erkrankunge
und .
n bei

Akkumulation
von Myeloid-
abgeleiteter
Suppressorzelle
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n durch ROS
Generation,
unterstiitzung
von
Tumorwachstu
m. Regulierung
von
S100A8/S100A9
Aktivitat.

S100A8/
S100A9

Calpro
tectin

Monzyten,
Neutrophil
eund
dendritisch
en Zellen.
Fibroblaste
n, reife
Makrophag
en,
vaskulare
Endothelzel
len und
Keratinozyt
en durch
Aktivierung

Extrazellular:
Antimikrobiotisc
he
Eigenschaften.
Chemotaktisch
fir Neutrophile.
Reguliert
inflammatorisch
e
Zellproliferation
Differenzierung
und Tumor-
Entwicklung
durch NF-kB-
vermittelte
Zytokinprodukti
onin
Monozyten und
Makrophagen.

Intrazellular:
Hemmung
myeloider
Zelldifferenzieru
ng.
Cytoplasmatisch
er Ca**-Sensor
mit
verknlpftem
Ca®*-Einstrom
verbunden mit
phagosomaler
ROS Produktion.
Induzieren
mikrotubulare
Polymerisation
und F-aktin
Crosslinking.

Extrazellular:

RAGE,
Scavenger
Rezeptor

Uberexpressi
on fuhrt zu
Resistenz
von TNF-a-
induzierter
Apoptosis
und induziert
maligne
Progression
durch ROS-
Produktion.
Vermittlung
von
Differenzieru
ng von
psoriatischen
Keratinozyte
n.
Uberexpressi
onin
Atherosklero
tischen
Lasionen und
kardiovaskul
aren Events.

Regulierun
g durch
autoinhibit
orische
Prozesse
und
folgender
Restriktion
der
Inflammati
on

[101]
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S100A1 | Calpac | Makrophag | Regulierung von | Annexin2, Beteiligt in Induziert [79]
0 tin-1 en zellularer Serotonin 1B | Wirkungen durch EGF,
(CAL-1 Plasmin Rezeptor von TGF-a, IFN-
L) Produktion: antidepressiv | y, NGF,
Plasminogen- en KGF, RA
Rezeptor, Medikament | und
Vermittlung von en und Thrombin,
Makrophagen- elektroconvu | und durch
Rekruitment in Isive die
Tumoren als Krampfanfall | Onkogene
Reaktion von en aufgrund | PML-RARa
inflammatorisch der und Kras.
en Stimuli. Interaktion
Gebunden an mit
Annexin 2, Serotonin-
dienen als Rezeptoren
Bindungsstruktu
r flr Pathogene
und
Wirtsproteine.
Spielt
entscheidene
Rolle in
Angiogenese
und
endothelialer
Zellfunktion.
S100A1 | S100C, Chond " Extrazellular: Extazelluldr: | Signal durch | Induzieren/ | [102]
1 Calgizz | ~ OO | E5rdert RAGE. RAGE um Freisetzung
arin en, . Chondrozyten . p38 MAPK zu | von
Gelbkorper | ~. . Intrazellular: .
Differenzierung ) aktivieren, Chondrozyt
zelle j . Nucleolin, i
o und stimuliert Beschleunigu | en zum IL-
Eileiter- . Rad54B
thelzell RAGE-abhangige ngvon 1B, TNF-q,
epithelzelie Typ-X-Kollagene chondrozyte | und CXCL8
und IL-8 n Release
Produktion. Hypertrophie
. und Matrix
Intrazellular: )
P Katabolixmu
Bei Phosphoryl-
. s zur
ierung durch Ford
PKC-at, Ca2+- orderung
. von
Bindung an Ost thriti
S100A11 steoarthrit
s Progression
hemmt

Zellwachstum
durch
Aktivierung von
Zellzyklus
Modulator
p21WAF1/CIP1
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S100A1 | Calgra | Exprimiert | Extrazellular: Extrazelluldr: | Expressionin | TNF-a, IL-6 | [79]
2 nulin-C | in Aktiviert NF-kB, | RAGE, GPCR, | Epithelzellen | und
(CAGC | Neutrophil | induziert die Scavenger ist assoziiert | Endotoxin
) en, Produktion von | Rezeptor. mit induziert
Monozyten | proinflammatori . . | Wachstumss | die
, und schen Intrazelluldr: tillstand. Expression
N . Aldolase, " .
friihen Zytokinen, TNF- Nox-1. Uberexpressi | in
Makrophag | aund on Monzyten/
en. Chemokinen fir verursacht Makrophag
Induziertin | en Rekruitment VSMC en,
endothel von Dysfunktion | LPSin
und epithel | Neutrophilen, und glatten
Zellenund | Monozyten und Aortenaneur | Muskelzelle
proinflamm | Lymphozyten. VSMA. n
atorischen .
Intrazellular:
Makrophag Moduliert
en unter )
) Interaktionen
inflammato .
rischen zwischen
Bedingunge zytoskeletalen
Elementen und
n Membranen.
Hemmt die
Aggregation von
Aldolase und
GAPDH.
S100A1 | - Fibroblaste | Involviertin Extrazelluldr: | Uberexpressi | Induziert [104]
3 n, Stress- RAGE. on assoziiert | durch FGF1
Osteoblast | induziertem . mit hoher und IL-1a
Intrazelluldr: | .
en und Release von —FGF—l 040 intratumoral | durch
Melanom FGF-1 und IL-1a sytl ’ er intrazellula
Zellen von Angiogenese | ren Stress-
verschiedenen und Bedingunge
Zelltypen. schlechter n
Fordert die Prognose in
eigene Patienten
intrazellulare mit Stage 1
Translokation. NSCLC.
Spielt eine
Schliisselrolle Overexpressi
im on
Tumorwachstu associated
m, Angiogenese with high
und intratumoral
Metastierung. angiogenesis
and poor
prognosis in
patients with
stage |
NSCLC.
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S100A1 | - Lymphozyt | Extrazellular: Extrazelluldr: | Ektopische Induziert [79]
4 en, in niedrigen RAGE. Uberexpressi | durch EGF
Epithelzelle | Konzentratione . | onfordert durch den
n n Proliferations- Intrazelluldr: Beweglichkei | p-ERK
- . p53 .
stimulierend, in tund Signalweg
hohen Invasivitat in
Konzentratione von ESCC Brustkrebs
n Apoptose Zellen. Zellen
stimulierend in
ESCC-Zellen
durch den
RAGE-
Signalweg.
Intrazelluldr:
Vermutlich
Tumorsuppress
or-Wirkung liber
p53 Signalweg
und
Modulierung
der Expression
von MMP1,
MMP2 und
MMP9
S100A1 | S100A | Keratinozyt | Rein GPCR Potentielles Induziert [79]
5 7A enin funktionelle therapeutisc | durch LPS,
entziindete | Rolle im hes Ziel fir IL-1B und
r Haut angeborenen verschiedene | Th-1
Immunsystem, menschliche | Cytokine
epidermaler Erkrankunge
Zellreifung und n wie
epithelialer Arthritis und
Tumorgenese. Krebs
Wirkt als

chemotaktische
r Faktor fiir
Monozyten und
Granulozyten.
Wirkt
synergistisch
mit S100A7 in
Leukozyten in
vitround in
vivo.

113




S100A1 | S100F | Astrozyten, | Wirkt als neuer | p53 Hochregulier | Gesteigerte | [79]
6 Pre- Adipogenese ungvon Expression
adipocyten | Promoter- verschiedene | in diat-
Faktor, negative n Tumoren induzierte
Effekte auf die libergewich
Insulin tige
Sensitivitat Mausen
S100B - Astrozyten, | Extrazellular: Extrazelluldr: | Involviertin NF-kB, EGF | [79]
Schwann- Freisetzung von | RAGE FGFR Brain, and IFN-y
Zellen, Astrozyten, . Knorpel und | regulate
) 4 Intrazellular:
Melanozyte | Signalweg liber T—ubulin Muskelregen | S100B
n, RAGE. Aktin- ’ eration, expression
Chondrozyt | In nledrlger'1 bindende Aktivierung in several
en, Konzentratione . von cell types.
g . . Proteine, .
Adipozyten | nstimuliert . Astrozyten in
. . Annexin 6, . -
, skeletale Proliferation Racl SRC Gehirnschadi
Muskelfase | Gber ERK1/2 . gungen und
Kinase, NDR
r, und NF-kB- . neurodegene
. . Kinase, p53 )
bestimmte | vermittelte rativen
dendritisch | Hochregulierun Prozessen,
e Zellen g von Bcl-2. Kardiomyozy
und In hohen ten
Lymphozyt | Konzentratione Remodelling
en n fordert es nach
Population | inflammatorisch Infarkten
en e Aktivitat und undin
totet Neuronen Melanom-
durch die ROS Genese und
Produktion. Gliom-
Intrazellular: Genese
Interagiert mit
NDR-Kinasen

und blockiert
das Recruitment
von den NDR-
Kinase
Produkten.
Vermutlich
erhalt der
Zellproliferation
mit natzlichen
Effekten
wahrend der
Entwicklung und
Gewebsregener
ation sowie
schadigenden
Effekten
wahrend der
Tumorgenese.
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S100xg | Calbin | Epithelzelle | Modulation der | — - [79]
din- n Ca%* Adsorption
D9K in verschie-
(cABP denen Geweben
9K)

S100P S100E | Lymphozyt | Extrazellular: Extrazelluldr: | Uberexpressi
en, Vermittelt RAGE onin
Epithelzelle | Tumorwachstu . isolierten

Intrazellular:
n m und — ... | Tumoren,

) ezrin/radixin . .
Medikamenten- . assoziiert mit
Resist /moesin, Metastasi

esis enzg-n von IQGAP1 etastasieru
Tumoren Uber ng,
den RAGE- Medikament
Signalweg en Resistenz
Intrazellular: und
P schlechtem
fordert Klinisch
transendothelial inischem

. . Outcome.

e Migration von
Tumorzellen
durch Reduktion
von fokaler
Adhasion

$100z - Lymphozyt | — - Runterreguli [79]
en erungin

verschiedene
n Tumoren.

Quelle der Tabelle:
“Role of S100 proteins in health and disease” von Laura L.Gonzalez, June 2020 (79)
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7.4. Konformationsanderung von S100A12

Abbildung 20: Konformationsédnderung von S100A12

Konformationsénderung von zwei Dimeren (a,b) zur einer Tetramer Struktur (d) durch die
Anwesenheit von Zink-lonen. Durch Calcium-lonen wird die Anlagerung von weiteren
S100A12 Einheiten ermdglicht, sodass sich ein S100A12 Hexamer zusammenlagert (34).

7.5. Biotin-Struktur der Peptide

Peptide Struktur Bindungspartner
Biotin Streptavidin, Avidin
O
HN NH
H H H
S "’W “Peptide
0]
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7.6. Linker-Struktur der Peptide

Name Anzahl an Aminosauren Struktur

Biotin 19

0
AEW\ONO\AOMHME
O

7.7. Plasmidkarte eines pCMX2.5-mlgG2c-Fc-XP

pCMX2 5-migG2e-Fe-XP

Abbildung 21: Plasmidkarte eines pCMX2.5-mIgG2c-Fc-XP

Der Plasmidring codiert fiir eine Fc-Region eines IgG2c einer Maus. Die selektierten scFv-
Sequenzen wurden zwischen die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Ncol und Not1 ligiert,
so dass schlieBlich ein muriner Antikorper mit den selektierten Bindungsstellen geschaffen
wurde
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7.8. Chromatogramm aus Gelfiltration von S100A12 Hexamere, Tetramere und

Dimere

Hexamer
I.'Jll'l'ml' Tetramer Hﬁ_r,."n‘l‘re:'

Tetramer

ZHmA Cally 1mikd Znil,

Tetramer Dimer

Gelfiltration SUPERDEX 75pg
23 Catly

FEETHI

Abbildung 22: Chromatogramm aus Gelfiltration von S100A12 Hexamere, Tetramere
und Dimere

7.8. Abkurzungen

Abkiirzung Bedeutung

AK Antikorper

AMP Ampicillin

ARDS Akutes Atemnotsyndrom; engl.: Acute Respiratory
Distress Syndrome

Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin; engl.: bovines serum albumin

Bzw. Beziehungsweise
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonium]-1-

CHAPS prE)(pansquonat o ' |

CO2 Kohlenstoffdioxid

CRP C-reaktives Protein
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dH20

destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Engl.: Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Engl. Englisch

FMF Familiares Mittelmeerfieber

GLU Glukose

H Stunde

HBS HEPES gepufferte Saline

HEK Engl.: Human Embryonic Kidney

H20 Wasser

HRP Meerrettichperoxidase; engl.: Horse raddish peroxidase
IgG Immunoglobulin G

IgM Immunoglobulin M

ILAR International League of Associations for Rheumatology
ITS Insulin-Transferrin-Selen

JIA juvenile idiopathische Arthritis

kDA Kilodalton

Kan Kanamycin

Min Minute

MPBST PBST mit 5% Milchpulver

MW

Molekulares Gewicht
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NaCl Natriumchlorid

NaNs Natriumazid

NEB Engl.: New England Biolabs

oD optische Dichte (492-620 nm)

OPD O-Phenylenediamin

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PBST PBS mit 0.05% Tween20

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol/NaCl (1:1 Mischung von 25%
Polyethylenglykol und 2,5M NaCl)

PEI Polyethylenimine

PFU plaquebildende Einheit; engl.: Plaque forming units

PTC papillarer Schilddriisenkrebs, papillary thyroid cancer

RA Rheumatoide Arthritis

RAGE Engl.: Rezeptor for advanced glycation end products

Umdrehungen pro Minute (engl.: rotationen per

Rpm minute)

scFv Engl.: single chain variable fragment

Tet Tetracyclin

TLR4 Toll-like Rezeptor 4

Vs. Versus
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7.9. Buchstabencode der Aminosauren

Buchstaben | Abkiirzung Name

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asp Asparagin

P Pro Prolin

Q Glu Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

Vv Val Valin

W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
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Schema der Affinitatsselektion
Bindung der Peptid prasentierenden Phagen an immbolisiertes
S100A12 Hexamer (Capture-ELISA)

Bindung der scFv-prasentierenden Phagen an immbolisiertes
S100A12 Hexamer (Capture-ELISA)

Bindung der Peptid prasentierenden Phagen an immbolisiertes
S100A12 Hexamer (Bestatigungs-ELISA)

Bindung der scFv-prasentierenden Phagen an immbolisiertes
S100A12 Hexamer (Bestatigungs-ELISA)
Konzentrationsabhangige Bindungskurve der Peptid-
prasentierenden Phagen an immobilisiertes S100A12 Hexamer
Konzentrationsabhangige Bindungskurve der scFv-
prasentierenden Phagen an immobilsiertes S100A12 Hexamer
Kompetitions-ELISA mit den Peptid-prasentierenden Phagen 4
und 10

Kompetitions-ELISA mit den scFv-prasentierenden Phagen 4
und 10

Bindung von synthetischen Peptiden an S100A12
Konzentrationsabhangige Bindung der Peptide an das Hexamer
Peptid ELISA mit Tetrameruberschuss

Aufreinigung von scFv-Fc-Konstrukt 41 Uber AKTATM
Aufreinigung von scFv-Fc-Konstrukt 42 Gber AKTATM

Bindung der scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 an S100A12
Hexamer

Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42
Peptid 10 scFv-Fc-Konstrukte 41

TetrameriUberschuss

und und 42 mit
Peptid 10 und scFv-Fc-Konstrukte 41 und 42 in gespiktem
Plasma

Peptid 4 mit crosslinked Hexamer versus ,Wildtyp“ Hexamer

Konformationsanderung von S100A12
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Abbildung 21: Plasmidkarte eines pCMX2.5-mlgG2c-Fc-XP
Abbildung 22: Chromatogramm aus Gelfiltration von S100A12 Hexamere,

Tetramere und Dimere
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