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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Herpesviren

1.1.1.  Allgemeine Ubersicht der Herpesviren

Der Name ,,Herpes® leitet sich von dem griechischen Wort ,,herpein® ab, das ,kriechen*
bedeutet. Herpesviren =zdhlen zu den weltweit am weitesten verbreiteten viralen
Infektionserregern. Mehr als 200 unterschiedliche Herpesviren wurden bisher bei allen fiinf
Ordnungen der Vertebraten (Sdugertiere, Vogel, Amphibien, Reptilien und Fische) und bei
invertebraten Tieren (Mollusken) nachgewiesen (55). Ein charakteristisches Merkmal der
Herpesviren ist ihre Fahigkeit, nach einer Erstinfektion eine latente, lebenslang persistierende
Infektion zu etablieren. Alle bekannten Herpesviren sind in der Ordnung Herpesvirales
eingegliedert. Diese unterteilt sich in die Familie der Herpesviridae, die die Herpesviren des
Sdugetiere enthilt, die Familie der Alloherpesviridae, in der die Fisch- und
Amphibienherpesviren zusammengefasst sind und die Familie der Malacoherpesviridae,
welche Herpesviren der Invertebraten umfasst (49). Die Familie der Herpesviridae ldsst sich
aufgrund der Pathogenitit, des Zell-Tropismus und der Replikations-Eigenschaften in die drei
Subfamilien a-Herpesvirinae, [-Herpesvirinae und y-Herpesvirinae unterteilen (96, 97).
Alphaherpesviren zeichnen sich durch einen vergleichsweise kurzen Replikationszyklus aus
(< 24 Stunden), und weisen ein breites Wirtsspektrum auf (55). Die Etablierung einer latenten
Infektion erfolgt in den Nervenzellen der Ganglien im peripheren Nervensystem.
Betaherpesviren hingegen replizieren deutlich langsamer (2-4 Tage) und sind streng
speziesgebunden (192). Die Latenz wird in den Spinalganglien und den sekretorischen Driisen
ausgebildet. Gammaherpesviren zeichnen sich analog zu den Betaherpesviren durch ein sehr
enges Wirtszellspektrum aus. Sie infizieren iiberwiegend Lymphozyten, teilweise auch
Epithel- und Fibroblastenzellen, wo sie auch die Ausbildung einer Latenz induzieren. Die
Dauer des Replikationszyklus variiert bei den verschiedenen Virustypen zwischen 36 und 60
Stunden. Der Mensch ist Wirt von insgesamt acht Herpesviren, die chronologisch nach ihrer
Entdeckung nummeriert sind und taxonomisch als Humane Herpesviren (HHV) 1-8
bezeichnet werden (Tab. 1). Herpesviren sind beim Menschen mit einer Vielzahl von
Krankheiten assoziiert, die aufgrund der lebenslangen Persistenz der Viren im

Wirtsorganismus und der periodischen Reaktivierungen an klinischer Bedeutung zunehmen.
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Tab. 1: Klassifizierung humanpathogener Herpesviren.

Subfamilie Genus Trivialname Tax01.10mische
Bezeichnung
a-Herpesvirinae Simplexvirus Herpes Simplex Virus 1 (HHV-1; HSV-1)
Herpes Simplex Virus 2 (HHV-2; HSV-2)
Varicellovirus Varizella-Zoster-Virus (HHV-3; VZV)
p-Herpesvirinae Zytomegalovirus Humanes Zytomegalovirus | (HHV-5; HCMV)
Roseolovirus Humanes Herpesvirus 6 (HHV-6)
Humanes Herpesvirus 7 (HHV-7)
y-Herpesvirinae Lymphocryptovirus Epstein-Barr-Virus (HHV-4; EBV)
Rhadinovirus Humanes Herpesvirus 8 (HHV-8)

1.1.2.

Morphologie von Herpesviren

Die Vertreter der Familie der Herpesviridae weisen biologische und morphologische

Gemeinsamkeiten auf. Die Grofle der Herpesvirus-Partikel (Virionen) liegt zwischen 120 und

300 nm (173). Die Virionen der verschiedenen Herpesviren zeichnen sich durch einen

dhnlichen strukturellen Aufbau aus und bestehen aus vier morphologisch abgrenzbaren

Strukturen: Kern (Core), Kapsid, Tegument und Virushiille (Abb.1).

Virushiille

Kem dsDNA

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Herpes-Virions. Das Virus besteht aus einem ikosaederférmigen

Nukleokapsid, in dessen Innern sich eine um den Kern gewickelte, doppelstringige DNA befindet. Dieses

Nukleokapsid ist von einer Doppelmembran mit 12 integrierten viralen Glykoproteinen umgeben. Zwischen der

Hiillmembran und dem Nukleokapsid befindet sich das Tegument.
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Der Kern hat einen Durchmesser von 75 nm und ist ringformig von der linearen
doppelstringigen Virus-DNA umgeben (14, 115). Die GenomgroBle variiert innerhalb der
Familie der Herpesviridae zwischen 124 kbp (VZV) und 300 kbp (Koi-Herpesvirus). Der
Kern wird von einem 100 nm groBlen, ikosaedrischen Nukleokapsid umschlossen (213),
welches sich aus 162 Kapsomeren (150 Hexamere und 12 Pentamere) zusammensetzt (51,
124). Das Kapsid wird wiederum von einer aus dem Membrangeflecht des Golgi-Netzwerkes
der Wirtszelle abstammenden Lipidhiille umgeben, in die zahlreiche Glykoproteine
eingelagert sind (Abb. 1) (78, 202, 218). Bisher wurden 12 virale Oberflichen-Glykoproteine
(gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM und gN) identifiziert, die an den
unterschiedlichen Phasen der viralen Replikation funktionell beteiligt sind. Hierbei
unterscheidet man die Adsorbtion des Virus an die Wirtszelle, die durch Membranfusion
zwischen der Virushiille und der Zytoplasmamembran der Zielzelle vermittelte Penetration
des Virions ins Zellinnere, die direkte Virus-Ausbreitung von einer infizierten Zelle zur nicht-
infizierten Nachbarzelle (,,cell-to-cell spread*) und die virusinduzierte Fusion infizierter
Zellen (71, 168, 173). Der Zwischenraum zwischen dem Kapsid und der Lipidhiille besteht
aus einer als Tegument bezeichneten Proteinschicht (3). Das Tegument umfasst annédhernd 20
Proteine, welche im Zuge der Infektion zusammen mit dem Kapsid in die Zielzelle gelangen
und wihrend der frithen Phase der Virusreplikation regulatorische Funktionen iibernehmen

(1,135, 144).

1.1.3. Herpes Simplex Viren (HSV-1 und HSV-2)

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Entwicklung und Charakterisierung eines
monoklonalen Antikorpers zur Behandlung von Herpes Simplex Virus Infektionen. Aus
diesem Grund werden die Eigenschaften und die Replikation der Herpesviren exemplarisch

am Beispiel von HSV-1 bzw. HSV-2 beschrieben.

1.1.3.1. Genomstruktur

Das Genom von HSV Typ 1 und HSV Typ 2 besteht aus einer linearen, doppelstrangigen
DNA einer GroBe von 152 kb. Nach der der Infektion der Zielzellen wird die lineare DNA in
ein zirkuldres Molekiil tiberfiihrt, und liegt im Zellkern als Episom vor. Dieses ist in ein
langes (U, 126.000 bp) und ein kurzes Segment (Us, 26.000 bp) unterteilt. Beide Segmente
werden durch repetetive Sequenzen (Rp) bzw. (Rs) flankiert (Abb. 2). Auf dem Genom

befinden sich ca. 90 offene Leserahmen, die fiir mindestens 84 virale Proteine kodieren (141).

-10 -



Einleitung

£
2,
- :/ b X
; s o, o S~ "
Tl ™ PRS-
ff),l,bf;x é ”%’ﬁ 1 /0 *’“\:‘—ﬂlﬁ o Fr‘& __,-
S &M"h 09 LaP UNITg O -.1*“\.:: e o / !
P If R tvagiy R = 9.0000p ¢ ?,;L@ By ~
. ﬂss Pathoganesis —~a8 U, 5 108,000bp 02 ~ 5 E‘l.;;ﬂi —
gss.t Rss 6,600bp @ | capsid By
e Rt Kb ot | EEn | e
‘ s'r:% o Ihe HSV-1 Genetic S, dPE ,
be
bR o [
8 x N ‘%‘ G2y

¢
‘. Frse ﬂh&ﬁ#‘ B7a /
36 ﬂ!ﬁl—l ars riz2
L/

Abb. 2: Ubersicht der offenen Leserahmen (ORFs) im Genom von HSV-1. Der innere Kreis beschreibt die
Organisation des Genoms in 2 einmalig vorkommende Segmente (U und Us) und in flankierende, repetetive
DNA-Sequenzen (Ry, Rs). Die 3 Startpunkte der DNA-Replikation befinden sich mittig der U-Region (oriL)
und innerhalb der Rg-Sequenzen (oriS) (160). Die Funktion und ggf. der Trivialname der kodierten Proteine ist
an der entsprechenden Lokalisation im Genom angegeben. Die kreisformig angeordneten schwarzen Pfeile
reprasentieren die Transkriptionskarte. Die Richtung gibt die Orientierung der korrespondierenden mRNA an.
Die arabischen Ziffern geben die Nummer des offenen Leserahmens an. Die Buchstaben a, B und y definieren
den Zeitpunkt der Genexpression (sehr friih, frith und spét). Die Gene einer vergleichbaren Funktion sind
farblich gekennzeichnet. Rot = regulatorische Funktion, Griin = Genom-Replikation, Lila = Kapsid-
Strukturproteine, Gelb-Griin = Oberflichen-Glykoproteine. Die Abbildung wurde modifiziert nach Roizman et.
al. 1996 (173) und Wagner E. (http://darwin.bio.uci.edu/).
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1.1.4. HSYV - Replikationszyklus

Der Replikationszyklus der Herpesviren beginnt mit der Adsorbtion der Viren an die
Wirtszelle (Abb. 3). Die Anlagerung des Virus an die Zielzelle wird durch initiale Bindung
der HSV-Glykoproteine B (gB) und C (gC) an Heparansulfat- und Chondroitin-Proteoglycane
(HSPG oder CSPQG) eingeleitet (34, 92, 181). Diese Wechselwirkungen sind fiir die Virus-
Adsorbtion nicht wesentlich, begiinstigen jedoch die essentiellen Bindungen der
Glykoproteine gB und gD an zelluldre Rezeptoren. Das gB bindet an den Rezeptor a-PIRL
(,, o paired immunoglobulin-like type 2 rezeptor”) bzw. einen noch nicht identifizierten
Rezeptor (177, 209). Eine genaue Bedeutung dieser Interaktion ist noch nicht erforscht. Die
Bindung des gD an einen der zelluldren Rezeptoren Nektin-1, HVEM (,,herpes virus entry
mediator”) oder eine modifizierte Form des HSPG (3-OS-Heparansulfat-Proteoglycan)
induziert eine Konformationsinderung des gD (177, 209). Dadurch kommt es zu einer
Aktivierung des Membranfusions-Komplexes, bestehend aus dem trimdren gB und dem
Heterodimer gH/gL,, und der damit assoziierten Fusion der Virushiille mit der
Zytoplasmamembran der Zielzelle (28, 125, 189). Nach anschlieBender Freisetzung des
Nukleokapsids in das Zellinnere wird dieses entlang der Mikrotubuli zu dem
Kernporenkomplex transportiert (107, 157), wo es zur Einschleusung der viralen DNA in das
Kernplasma kommt (165). Nach der anschlieBenden Zirkularisation des Genoms kommt es zu
einer stufenweise regulierten Expression der a-, B- und y- Gengruppen (211). In der ersten
Phase werden die a-Gene (immediate early-Gene) durch die zellulire RNA-Polymerase II
unter Mitwirkung von transkriptionsaktivierenden Tegumentproteinen transkribiert. Die
gebildeten mRNAs kodieren fiir Transkriptionsaktivatoren und Regulatoren der frithen Gene
(early-Gene), die nach Translation im Zytoplasma zuriick in den Zellkern transportiert
werden. In der [-Phase werden préferenziell solche Gene exprimiert, die am
Nukleotidstoffwechsel (Thymidinkinase) oder DNA-Replikation (Helikase/Primase, virale
DNA-Polymerase) beteiligt sind (173). Wéhrend der Replikation der genomischen DNA wird
die Expression der y-Gene, die hauptsédchlich fiir Strukturproteine kodieren, eingeleitet. Nach
der Bildung der Kapsidvorldufer wird das Virusgenom in die Kapside verpackt (200). Die neu
gebildeten Nukleokapside durchdringen die Kernmembran und verlassen den Zellkern im
Zuge eines Knospungsprozesses (143). Im Zytoplasma werden die Nukleokapside von einer
Tegumentschicht umgeben. AnschlieBend kommt es zu einer Umhiillung der Nukleokapside
durch Knospung in Vesikel des Trans-Golgi-Netzwerks, in deren Membran bereits virale
Glykoproteine integriert sind (55). Diese sogenannten exozytotischen Vesikel werden im

weiteren Verlauf zur Zytoplasmamembran transportiert. Durch Fusion der Vesikel-Membran
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mit der Zytoplasmamembran wird das reife Herpes-Virion aus der Zelle freigesetzt. Neben
der Neuinfektion von Zellen durch freigesetzte Viren konnen sich Herpesviren auch iiber
direkte Zellkontakte von einer infizierten Zelle zur nicht-infizierten Nachbarzelle ausbreiten
(148). Dadurch konnen sich die Viren zwischen epithelialen Zellen oder von epithelialen zu
neuronalen Zellen ausbreiten, ohne wesentlich durch neutralisierende Antikorper blockiert zu
werden (103). Fiir diese als ,,cell-to-cell spread” bezeichnete Virus-Ausbreitung sind die
viralen Proteine gB, gD, gH/gL und gE/gl von essenzieller Bedeutung (53, 103). Der exakte

Mechanismus dieser Ausbreitung ist noch nicht hinreichend erforscht.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des herpesviralen Replikationszyklus. 1: Adsorption. 2: Penetration.
3: Transport des Nukleokapsids in den Zellkern. 4: Einschleusung der viralen DNA in den Zellkern.
5: Kaskadenartig regulierte Gen-Expression (o-, f- und y- Gengruppen). 6: Replikation des Virusgenoms.
7: Generierung der Kapsidvorlaufer. 8: Reifung der Nukleokapside durch Verpacken der replizierten Virus-
DNA. 9/10: Primédrer Knospungsprozess, das Nukleokapsid durchdringt dabei die Kernmembran.
11: Sekundirer Knospungsprozess, das Nukleokapsid wird von Tegument-Proteinen umgeben und anschlieend
durch Vesikel des Trans-Golgi-Netzwerks umbhiillt. 12: Ausbildung zelluldrer Vesikel. 13: Freisetzung reifer
Herpes-Virionen. 14: Zusammenlagerung von Hiill- und Tegumentproteinen zu unreifen, nichtinfektidsen
Partikeln. Abbildung aus: Doerr 2010, Medizinische Virologie (55).
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1.1.5. Das Latenzstadium

Herpes Simplex Viren besitzen die besondere Féhigkeit, nach einer in der Regel
asymptomatischen Primdrinfektion einen lebenslangen Zustand der Latenz in den
Ganglienzellen zu manifestieren (173). Aus der Familie der Herpesviridae etablieren Herpes
Simplex Viren eine latente Infektion in den sensorischen Ganglien (19, 195). Anders als z.B.
bei Retroviren wird das Virusgenom nicht in das menschliche Erbgut integriert, sondern
persistiert als zirkuldre, doppelstraingige DNA (Episom) im Zellkern (187). Wihrend des
Latenzstadiums werden keine infektiosen Viren gebildet. Die Genexpression wihrend der
Latenz unterscheidet sich grundlegend von der Genexpression beim lytischen
Infektionszyklus. Im Gegensatz zu der komplexen Transkription und Expression der viralen
Gene bei der produktiven, lytischen Infektion kommt es wahrend der latenten Infektion nur
zur Expression einer nicht-kodierenden RNA, der sogenannten Latenz-assoziierten
Transkripte (LAT) (109). Die LAT-RNA kodiert nicht fiir ein virales Protein, sondern
fungiert als Vorlaufer fiir microRNAs (miRNA), die das Latenzstadium regulieren und der
infizierten Zelle einen protektiven Effekt gegeniiber Apoptose vermitteln (80, 204). Durch
verschiedene interne und externe Stimuli (z.B. Immunsuppression, psychische Einfliisse,
Stresssituationen, UV-Strahlung) kann es zu einer Reaktivierung des latenten Virusgenoms
und zur Initiierung der lytischen Genexpressions-Kaskade fiihren, was mit einer erneuten

Produktion infektioser Viren assoziiert ist (193).

1.1.6. Epidemiologie

Infektionen mit Herpes Simplex Viren treten ubiquitir auf. Die nur beim Menschen
vorkommenden Infektionserreger HSV-1 und HSV-2 sind weltweit verbreitet und gehdren zu
den hiufigsten Krankheitserregern. Die Ubertragung des HSV-1 Infektionserregers erfolgt
meistens bereits im Kindesalter durch Kontakt mit virushaltigem Bléscheninhalt oder
Sekreten der Mundhohle. Das HSV-2 hingegen wird iiberwiegend durch Genitalsekrete bei
Sexualkontakten iibertragen. Grundsitzlich ist eine Ubertragung von HSV-1 bzw. HSV-2
auch durch asymptomatische Triager moglich, welche jedoch in Relation zu symptomatischen
Virustragern nur geringe Mengen an Viren ausscheiden. Die Seropridvalenz innerhalb der
Bevolkerung ist abhingig von soziodkonomischen Faktoren und betrigt bei Erwachsenen 75-

95% bei HSV Typ 1 und 15-20% bei HSV Typ 2 (55, 89, 139).
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1.1.7. Klinischer Verlauf von HSV-1/ HSV-2 Infektionen

Nach Primérinfektion der Schleimhautzellen des Mund-Rachen-Raumes (iiberwiegend
HSV-1) oder des Genitaltraktes (iiberwiegend HSV-2) kommt es zunédchst zur lokalen HSV-
Replikation in den Keratinozyten der Haut oder in den Epithelzellen der Schleimhaut. Der
tiberwiegende Teil der infizierten Personen zeigt einen inapparenten Infektionsverlauf (99 %).
Bei etwa 1 % der Infizierten etabliert sich nach einer Inkubationszeit von 6-8 Tagen eine
akute Primédrerkrankung, die sich vorwiegend durch Manifestation von typischen
Herpesbldschen am FEintrittsort der Viren auszeichnet (55). Im Anschluss an die
Primérinfektion etabliert sich eine latente Infektion in den Zellen des Trigeminusganglions
(HSV-1) oder der Sacralganglien (HSV-2) (55, 148). Rezidive sind bei beiden Erregern mit
einer Reaktivierung der Virusreplikation assoziiert, &ullern sich durch das erneute Auftreten
einer lokalisierten Infektion und werden in der Regel auch ohne therapeutische Intervention in
die latente Infektion zuriickgefiihrt. Bei Patienten mit einer Immunsuppression wie z.B.
HIV/AIDS-Patienten, Organempfangern, Patienten nach Knochenmarktransplantation (KMT)
oder Krebspatienten mit induzierter Schwiachung der Immunabwehr durch eine zytostatische
Chemotherapie sind dagegen hédufig generalisierte Manifestationen der Infektion zu
beobachten. Die schweren Krankheitsverldufe sind oft mit Hepatitiden, Osophagitis, schweren
Hautulcerationen sowie einer Herpes-Enzephalitis assoziiert und fithren ohne eine wirksame

antivirale Therapie zum Tod (72, 131, 133).

1.1.8. Antivirale Immunantwort

Das menschliche Immunsystem verfiigt iiber vielféltige Abwehrmechanismen um exogene
Krankheitserreger zu bekdmpfen. Man unterscheidet zwischen der natiirlichen, angeborenen
Immunabwehr und der adaptiven Immunabwehr. Infolge einer primidren Exposition mit
Pathogenen werden zunédchst die Komponenten der angeborenen Immunantwort aktiv. Nach
dem Eindringen der Krankheitserreger in den Korper werden diese durch Phagozyten wie
Monozyten, Makrophagen, Natiirliche Killer-Zellen (NK-Zellen) und dendritischen Zellen
durch Phagozytose rasch aufgenommen und abgetitet. Desweiteren wird durch Bindung
bestimmter viraler Bestandteile an Toll-like-Rezeptoren die Ausschiittung von Chemokinen,
Zytokinen und Interferonen induziert, die eine Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe
auslosen und der Einstrom weiterer Immunzellen bewirken. Eine Besonderheit von Zellen ist
die Féahigkeit zur Priasentation von viralen Peptiden iiber MHC Klasse I (befindet sich auf der
Oberflache aller kernhaltigen Zellen) bzw. MHC Klasse II Molekiille (Monozyten,

Makrophagen, dendritische Zellen) auf der Zelloberflidche. Auf diese Weise wird die adaptive,
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erregerspezifische  Immunabwehr  aktiviert.  Entsprechend den  unterschiedlichen
Effektorleistungen der Immunzellen werden die zellvermittelte Immunitit, vertreten von den
T-Lymphozyten und die humorale Immunitdt, gebildet durch die B-Lymphozyten,
unterschieden (55). Nach Selektion und Maturation im Thymus (T-Zellen) und Knochenmark
(B-Zellen) zirkulieren die naiven Lymphozyten im Blut und in den sekundiren
Lymphorganen (Lymphknoten, Milz). Durch Kontakt von naiven T-Lymphozyten mit
antigenprasentierenden Zellen kommt es zu deren Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation. T-Lymphozyten konnen in CD4'-T-Helferzellen und CD8" zytotoxische T-
Effektorzellen unterteilt werden. CD8"-Zellen produzieren Zytokine mit antiviraler Wirkung
und sind zur Induktion von Apoptose in infizierten Zellen in der Lage. CD4'-Zellen
aktivieren B-Zellen und CDS8"-Zellen durch Ausschiittung von Zytokinen. Im Mausversuch
mit immunkomprimierten (SCID) Miusen erwiesen sich T-Lymphozyten als essenziell zur
Beseitigung der akuten Infektion und zur Etablierung der latenten HSV-Infektion (146). B-
Lymphozyten exprimieren zundchst membranassoziierte Antikorper (B-Zell-Rezeptoren) auf
der Zelloberfldche. Nach spezifischer Antigenbindung und der folgenden Aktivierung durch
CD4"-T-Helferzellen differenzieren B-Lymphozyten zu Plasmazellen, die zur Produktion
groBer Mengen antigenspezifischer Antikorper in der Lage sind. Antikorper bilden die
Bestandteile der humoralen Immunantwort des Immunsystems von S&dugetieren. Durch
spezifische Erkennung von Oberflichenstrukturen (Epitopen) auf Zielmolekiilen von
Krankheitserregern tragen Antikorper entscheidend zur Einddmmung einer viralen Infektion
bei. Wéhrend einer HSV-Infektion im Mensch werden die meisten Antikdrper gegen die
viralen Glykoproteine gB und gD gebildet (25, 126). Diese Antikorper sind zur Virus-
Neutralisation in der Lage, konnen die Reaktivierungen iiber den ,,cell-to-cell spread” jedoch

nicht inhibieren (103).

1.1.9. Therapie von Herpes Simplex Virusinfektionen mittels Virustatika

Zur Behandlung von akuten Primdrinfektionen und Reaktivierungen steht eine begrenzte
Anzahl antiviraler Medikamente zur Verfiigung. Das 1974 entdeckte Aciclovir (ACV) (64) ist
immer noch Goldstandard zur Therapie und Prophylaxe von Herpes Simplex Erkrankungen
bewihrt. Das Nukleosidanalogon ACYV ist ein sogenannter Antimetabolit und hemmt in seiner
aktiven (phosphorylierten) Form die Virusreplikation. ACV wird nahezu ausschlieBlich durch
die virale Thymidinkinase phosphoryliert und daher nur in infizierten Zellen aktiviert, da die
virale Thymidinkinase im Vergleich zur zelluldren Thymidinkinase ACV mit einer 3000-fach

hoheren Effektivitit phosphoryliert. Desweiteren weist das aktivierte ACV eine im Vergleich
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zur zelluliren DNA-Polymerase 100-fach hohere Affinitdt gegeniiber der viralen DNA-
Polymerase auf (12). Aufgrund dieser Eigenschaften ist ACV zur spezifischen Hemmung der
viralen Replikation in der Lage, ohne dabei die nichtinfizierten Zellen signifikant zu
schddigen. Der Einsatz von ACV ist daher auch nicht mit signifikanten Nebenwirkungen
assoziiert. Ein schwerwiegendes Problem stellt jedoch die zunehmende Etablierung resistenter
HSV-Stimme dar. Die natiirliche Durchseuchung mit ACV-resistenten Virusstimmen
innerhalb der immunkompetenten Bevolkerung liegt durchschnittlich bei 0,3% (11, 20, 41,
44). Bei immunsupprimierten Patienten (HIV/AIDS-Patienten, Chemotherapie-Empfanger
etc.) liegt das Risiko der Ausbildung einer ACV-Resistenz im Zuge einer langandauernden
prophylaktischen und therapeutischen Behandlung bereits bei 4-7 % (12, 41, 47, 65). Bei
Organempfiangern und Patienten nach KMT die unter starker Immunsuppression stehen, ist
dieses Risiko noch deutlicher erhdht und liegt sogar zwischen 10 % (47, 197) und 27% (150).
Alternativ werden zurzeit entweder weitere Nukleosidanaloga (Cidofovir, Penciclovir,
Valaciclovir, Brivudin) oder direkte Inhibitoren der viralen DNA-Polymerase (Foscarnet)
eingesetzt. Sowohl bei Foscarnet als auch bei den alternativen Nukleosidanaloga stehen
allerdings als schwere und unerwiinschte Nebenwirkungen Nierenversagen, kardiale
Problematiken und Knochenmarktoxizitdt im Vordergrund. Desweiteren wird insbesondere
bei immunsupprimierten Patienten die zunehmende Ausbildung von multiresistenten

Virusstimmen beobachtet (35, 48, 79, 137, 150).

1.1.10. Stand der Impfstoffentwicklung zur Prophylaxe von HSV-1/HSV-2-Infektionen

Trotz zahlreicher Bemiihungen konnte bisher kein wirksamer Impfstoff gegen Herpes
Simplex Viren hergestellt werden (212). Eine Immunisierung mit attenuierten Viren oder
rekombinant hergestellten Glykoproteinen gB und gD konnte bisher nur im Mausmodell und
im Meerschweinchen erfolgreich induziert werden. Eine Protektion des Menschen vor einer
HSV-Infektion konnte durch diese Impfstoffe jedoch nicht erreicht werden (114, 142, 198).
Eine passive Immunisierung mit polyklonalen Immunglobulinen steht auller Frage, da
dadurch zwar eine Neutralisation freier Viren induziert werden konnte, nicht aber die
Inhibition des ,,cell-to-cell spreads* (103). Die effektive Kontrolle von HSV-Reaktivierungen
im Mensch ist daher aufgrund mangelnder Wirksamkeit neutralisierender Antikorper im
Wesentlichen auf die zelluldire Immunantwort zuriick zu fithren (29, 45, 117, 145). Mangels
eines wirksamen Impfstoffes und der zunehmenden Ausbildung von Virustatika ist eine

Entwicklung von alternativen Therapeutika dringend notwendig.
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1.2. Therapeutische Antikorper

1.2.1.  Ubersicht klinisch eingesetzter antiviraler Antikorper

Der Einsatz von Antikdrpern zur Privention und Therapie von Infektionskrankheiten geht auf
die Pionierarbeiten von Robert Koch zuriick, der im Jahre 1890 durch Applikation von
Antiserum das Uberleben eines an Diphtherie erkrankten Midchens gesichert hat (31). Die
erste Antikorper-Applikation zur Abwehr eines viralen Erregers erfolgte 1907, als das Serum
eines Spenders nach einer iiberstandenen Maserninfektion zur Prophylaxe von einer
Neuinfektion benutzt worden ist (77). Im Laufe der Jahre nahm der klinische Einsatz von
Antikdrpern stetig zu. Seit den frithen 80-iger Jahren wurden Hyperimmunglobulin-Priparate
aus Spenderplasmen hergestellt, um unter anderem Infektionen mit Zytomegalovirus (CMV),
Hepatitis A Virus (HAV), Hepatitis B Virus (HBV) Respiratory-Syncytial-Virus (RSV) oder
dem West Nil Virus (WNV) zu behandeln (2, 140, 207). Der entscheidende Nachteil von
Hyperimmunglobulin-Praparaten ist deren geringer Anteil an virusspezifischen
neutralisierenden Antikorpern, da polyklonale Préparate eine liberwiegende Mehrzahl an
Virus-unspezifischen, nicht-neutralisierenden Antikorpern beinhalten. Die Entwicklung der
Hybridom-Techologie ermdglichte die Herstellung von B-Zell-Myelom Hybridzellen, die
murine, monoklonale Antikdrper mit einer definierten Antigenspezifitit sezernieren (120).
Weiterentwicklungen in der rekombinanten Antikorpertechnologie fiithrten schlieBlich zur
Entwicklung von chimirisierten (22, 151) und humanisierten Antikorpern (105). Der
humanisierte monoklonale Antikdrper Palivizumab (Synagis®) wird beispielsweise zur
Vorbeugung der durch das RSV hervorgerufenen schweren Erkrankung der unteren
Atemwege eingesetzt (163, 196). Desweiteren wird zurzeit eine Vielzahl klinischer Studien
zur Erprobung antiviraler Antikorper durchgefiihrt, die das enorme Potential von Antikérpern

zur Behandlung von Infektionskrankheiten unterstreichen (140).

1.2.2. Wirkungsmechanismen antiviraler Antikorper

Antikorper konnen auf unterschiedliche Art ein Virus an der Infektion von Zellen hindern.
Durch direkte Bindung an virale Oberflichenantigene konnen Antikorper die Adsorbtion
freier Viren an korrespondierende zelluldre Rezeptoren blockieren (Abb. 4a) (186). Die Virus-
Adsorbtion an die Zielzelle kann ebenso indirekt durch die Bindung von Antikdrpern an
zellulidre Rezeptoren verhindert werden (z.B. HIV). Die fiir das Virus essentiellen Rezeptor-
Epitope werden durch den neutralisierenden Antikorper verdeckt und das Virus infolge einer

sterischen Hinderung an der Adsorbtion an die Zelle entscheidend gestort (Abb. 4b) (127).
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Abb. 4: Mechanismen der antikorpervermittelten Virusneutralisation (140). (a) Direkte Virusneutralisation
durch Bindung von Antikorpern an virale Antigene. (b) Indirekte Virusneutralisation durch Induktion einer
sterischen Hinderung nach Bindung von Antikérpern an zellulire Rezeptoren. (¢) Virusneutralisation durch
antikorpervermittelte Inhibition der Freisetzung viraler Nukleokapside aus Endosomen (d) Hemmung der Virus-
Penetration durch Inhibition der Fusion zwischen der Virushiille und der Zytoplasmamembran der Zielzelle. (e)
Virusneutralisation durch Hemmung der Virus-Freisetzung aus der infizierten Zelle. Abbildung aus: Marasco et.
al., 2007 NATURE Biotechnology (140).

Viren, die eine Virushiille besitzen, konnen durch Endozytose unter Bildung eines Endosoms
in die Zelle eindringen (z.B. Influenzaviren). Nach erfolgter Penetration der Zelle induziert
der saure pH-Wert innerhalb des Endosoms eine Konformationsdanderung der viralen Proteine
und die damit verbundene Freisetzung des viralen Kapsids in das Zytoplasma (98).
Antikdrper konnen eine solche Konformationsinderung unterbinden und dadurch die fiir die
virale Replikation essentielle Freisetzung des Kapsids in das Zytosol verhindern (Abb. 4c).
Antikorper konnen das Eintreten des Virus in die Zielzelle auch nach der bereits erfolgten
Virus-Adsorbtion verhindern. Nach der Bindung von umhiillten Viren an zelluldre Rezeptoren
ist eine Konformationsdnderung der viralen Proteine erforderlich, um die Membranfusion
zwischen der Virus- und Zellmembran einzuleiten (27, 219). Antikorper kdnnen durch
Bindung an virale Oberflichen-Proteine diese Konformationsinderung beeintriachtigen und
das Virus am Eintritt in die Zelle hindern (Abb. 4d). Die Inhibition der Freisetzung von
Nachkommen-Viren aus einer infizierten Zelle stellt einen weiteren Wirkungsmechanismus
von Antikorpern dar (Abb. 4e). Die Viren verbleiben dadurch in der primir infizierten Zelle
eingeschlossen und konnen keine weiteren Zellen infizieren (210). Neben den beschriebenen
Mechanismen konnen Antikérper auch durch direkte Interaktion mit dem Virus eine

Aggregation initiieren, und auf diese Weise die Infektivitit signifikant reduzieren (140).
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1.2.3. Muriner monoklonaler Antikérper mAk 2¢

Der murine monoklonale Antikorper (mAk) 2¢ wurde durch Immunisierung von Mausen mit
dem UV-inaktivierten HSV-1-Stamm 342 hv generiert (60, 61). Der mAk 2c weist eine
ausgeprigte Virus-neutralisierende Aktivitit in vitro auf und ist im Gegensatz zu humanen
Antikorpern zur wirkungsvollen Inhibition des fiir HSV charakteristischen, direkten Wegs der
Infektion von einer infizierten zur nichtinfizierten Nachbarzelle (,,cell-to-cell spread®) in der
Lage (61). Der mAk 2c ist der Subklasse IgG2a zugehorig und erkennt ein gemeinsames,
stark konserviertes Epitop auf dem Glykoproteins B (gB) von HSV-1 und HSV-2. Das gB ist
in seiner trimeren Form auf der Virusoberfliche und auf der Oberfliche infizierter Zellen
vorhanden (88). Bindungsstudien zeigten, dass mAk 2¢ ein diskontinuierliches Epitop erkennt
(Eis et. al., unverdffentlichte Daten) und mit gB in zwei Bereichen der Doméne I interagiert
(Abb. 5) (88). Fiir die Bindung und Funktionalitit des mAk 2c erwiesen sich die gB-
Aminosduren Y303-E305 als essentiell. Gentechnisch hergestellte Virusmutanten mit den
Aminoséureaustauschen Y303N, R304Q und E305K entzogen sich zwar der Neutralisation
durch mAk 2c, zeichneten sich jedoch durch eine drastisch reduzierte Infektivitéit aus (Eis et.
al., unver6ffentlichte Daten). Dariiber hinaus zeigt mAk 2¢ eine Wechselwirkung im Bereich
der Aminosduren F175-E184, der teilweise mit einer der beiden Fusionsschleifen in der

Domine I iiberlappt (Eis et. al., unverdffentlichte Daten).

Signal ™ CD

FR3
Doméne Il (a5500-572)‘

Domane IV (a5573-660)‘

FR2

FR1

Domane | (as153-363) ‘

2c-Epitop
Fusionsschleifen

Abb. 5: HSV-1 Glykoprotein B. (A) Domain-Architektur des gB analog zu den durch Rontgenkristallographie
bestimmten  Struktur-Doménen. (B) Dreidimensionale Darstellung eines gB-Monomers in der
Postfusionskonformation. (C) Dreidimensionale Darstellung der trimeren gB-Form. (D) Markierung der mAk 2¢
Bindungsstellen (F175-E184 und Y303-E305) (rot). FR1-3: Funktionelle Regionen (8); TM = Transmembrane
Doméne; CD = Zytoplasmatische Doméne. Modifiziert nach: Heldwein et. al., 2006 SCIENCE (88).
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Die Untersuchungen im Mausmodell zeigten, dass die Gabe des mAk 2c bei sowohl
immunkompetenten als auch immunsupprimierten (CD4/CD8") Versuchstieren die
Virusvermehrung und das Entstehen entziindlicher Lidsionen in der Vaginalschleimhaut
innerhalb kurzer Zeit wirkungsvoll inhibiert und im Unterschied zu polyklonalem humanen
HSV-Serum zur hocheffizienten Hemmung einer generalisierten, letal verlaufenden

Erkrankung in der Lage ist (Abb. 6) (61).
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Abb. 6: Effekt des mAKk 2c¢ auf den Verlauf der HSV-Infektion bei immunsupprimierten (CD4/CDS8)
Mausen. Die Infektion der Versuchstiere erfolgte durch Inokulation der Vaginalschleimhaut mit einer letalen
Dosis von 1x10° TCIDsy HSV-1. Die postexpositionsprophylaktische Behandlung der infizierten Tiere erfolgte
durch intraperitoneale Verabreichung von Kontrollmedium (schwarze Quadrate), polyklonalem humanen Serum
(weiBe Quadrate) oder mAk 2c¢ (rote Kreise) 24 h und 72 h nach Infektion (Pfeile). (A) Quantifizierung der
Viruslast in der Vaginalschleimhaut mittels Mikrotitration. Die Gabe von mAk 2c fiihrte zu einer vollstindige
Eradikation des Virus in der Vaginalschleimhaut. (B) Uberlebenskurve. Der murine mAk 2c induziert im
Gegensatz zu Kontrollmedium und polyklonalem humanen Serum einen wirksamen Schutz vor einen letalen

Infektionsverlauf.
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1.2.4. Molekulare Struktur und Funktion von Antikérpern

Die molekulare Struktur von Antikérpern wurde bereits Ende der sechziger Jahre aufgeklart
(46, 59). Antikorper bestehen aus Polypeptidketten unterschiedlicher MolekiilgroB3e, die liber
kovalente und nicht-kovalente Bindungen miteinander in Verbindung stehen. Man
unterscheidet dabei die leichte Kette (L) mit einer Grofe von ca. 24 kDa von einer ca. 55 kDa
groflen schweren Kette (H). Die leichten Ketten sind jeweils durch eine intermolekulare
Disulfidbriicke mit einer schweren Kette verbunden, wiahrend die schweren Ketten durch zwei
Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind. Die Beschaffenheit der schweren Kette bestimmt
die Immunglobulinklasse. Bei Antikoérpern der Immunglobulinklasse G (IgG) setzt sich die
schwere Kette aus einer variablen und drei konstanten Doménen (Cyl-Cy3) zusammen. Die
leichte Kette besteht aus einer variablen (Vi) und einer konstanten Doméne (Cp). Die
variablen Ketten liegen N-Terminal und zeichnen sich im Unterschied zu konstanten
Dominen durch eine hohe Sequenzvariabilitit aus. Die variablen Doménen lassen sich weiter
in weitgehend konservierte Regionen (,,framework-regions = FR) und hypervariable

Regionen (,,Complementarity Determining Regions* = CDRs) unterteilen (99, 106).

N-terminal
hypervariable
Regionen
(CDR 1-3)
19G
variable
IgM Region
(5%) Fv
S—s Fab
Sw==S
I0A
IgE
gD konstante
Region

C-terminal

Abb. 7: Schematische Darstellung eines monomeren Ig-Molekiils. In Abhéngigkeit von der Ig-Klasse setzen
sich die konservierten Regionen der H-Ketten aus drei oder vier konstanten Doménen zusammen. Fiir die leichte
Kette ist nur eine konstante Doméne bekannt. Die Antikorper der Klasse IgM setzen sich aus 5 monomeren Ig-
Grundeinheiten zusammen, die durch im Fc-Abschnitt bindende Polypeptide vereinigt werden. IgA existiert
sowohl in monomerer als auch in polymerer Form. Fc = fragment crystalline; Fv = fragment variable; Fab =
fragment of antigen binding, Vy = variable Domédne der schweren Kette, V. = variable Kette der leichten
Domine; CL = konstante Region der leichten Kette; CH1-4 = konstante Regionen der schweren Kette. IgM, IgD,
IgG, IgA, IgE = Immunglobulin-Isotypen.
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Die Struktur der variablen Domédnen konnte in den 70-iger Jahren mit Hilfe der
Rontgenkristallographie entschliisselt werden (162, 180). Die Untersuchungen zeigten, dass
die FR-Dominen der leichten und schweren Kette jeweils ein Geriist aus einer doppelten
B-Faltblattstruktur bilden. Daraus erheben sich entsprechend jeweils drei Schleifen (CDR-
Regionen), die gemeinsam die Antigenbindungsstelle (Paratop) des Antikdrpers

bilden (Abb. 7).

Beim Menschen lassen sich aufgrund der Struktur, Funktion und Verteilung im Gewebe flinf
Immunglobulin-Klassen (IgA, IgD, IgE, IgG und IgM) unterscheiden (Abb. 7). Die IgG-
Klasse lésst sich weiterhin in die Subklassen IgG1, IgG2, IgG3 und 1gG4 unterteilen. Die vier
Subklassen weisen trotz einer 95%-igen Sequenzhomologie in der Aminosduresequenz der
Fc-Untereinheiten fundamentale Unterschiede in der Féhigkeit zur Aktivierung von
Effektorfunktionen auf. Die Fc-Dominen der Antikorper konnen in Abhdngigkeit von der
Subklasse an Proteine des Komplementsystems oder an zellulire Fc-Rezeptoren (FcyR) mit
unterschiedlicher Affinitdt binden (IgG4 < IgG2 < IgGl < IgG3) und Effektorfunktionen
vermitteln (Tab. 2). Die Aktivierung der antikérperabhidngigen komplementvermittelten
Zytotoxizitit (,,complement dependent cytotoxicity = CDC) erfolgt durch Antikdrper der
Subklassen I1gG1, IgG2 und IgG3 infolge von Bindung der Cy2-Domine des Antikorpers an
die Komplementuntereinheit Clq (58). Die Aktivierung von Effektorzellen erfolgt beim
Menschen durch Bindung der Fc-Doméne eines Antikorpers in Abhingigkeit von der IgG-
Subklasse an den hochaffinen Rezeptor FcyRI (CD64) oder einen der niedrigaffinen
Rezeptoren FcyRlIla (CD32a) bzw. FcyRIIl (CD16), die auf unterschiedlichen Effektorzellen
exprimiert werden (Tab. 2) (166). Dadurch wird entweder die direkte Elimination des
Infektionserregers mittels Phagozytose (Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten,
dendritische Zellen) oder die Lyse infizierter Zellen durch Aktivierung der
antikdrperabhingigen zelluldren Zytotoxizitit (,,antibody dependent cellular cytotoxicity* =
ADCC) induziert (NK-Zellen). Desweiteren werden Antigene nach der FcyR-vermittelten
Phagozytose auf der Oberfliche von dendritischen Zellen présentiert und verstirken durch
zusitzliche Stimulierung von CD4" T-Helferzellen die Generation von CD8" zytotoxischen T-
Effektorzellen (52, 67, 108, 167). Eine Abschwichung der beschriebenen zelluldren
Effektorfunktionen erfolgt dagegen durch Bindung der IgG-Fc-Doméne an den Rezeptor
FcyRIIb (CD32b) (21).
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Tab. 2: Aktivierung von Effektorzellen durch Antikoérper der IgG-Klasse. Die Affinititen der Fc-Doménen
zu Fcy-Rezeptoren sind als hoch (+++), mittel (++) oder gering (+) klassifiziert. (-) = keine Bindung. NG =
neutrophile Granulozyten, EG = eosinophile Granulozyten, DC = dendritische Zellen.

FeyR Zelltyp Funktion IgGl | IgG2 | IgG3 | IgG4
Monozyten, Makrophagen,
++ - +++ ++
FcyRI NG. EG, DC Phagozytose
FcyRIla Monozyten, Makrophagen,
Phagozytose ++ + - +
FeyRITb NG, EG, DC gozy
NK-Zellen, Makrophagen, Zelllyse
+++ - +++ -
FeyRIIl NG, EG, Mastzellen, DC (ADCC)

Aus vollstindigen IgG-Antikorpern lassen sich Antikorperfragmente unterschiedlicher Form
generieren. Durch proteolytischen Verdau mit Papain lassen sich Fab- und mit Pepsin F(ab"),-
Antikorperfragmente generieren (Abb. 8). Ein Fab-Fragment besteht aus der leichten Kette
(VL + CL) und den ersten beiden Doménen der schweren Kette (Vi + Cyl). Das F(ab’),-
Fragment entsteht durch Verkniipfung zweier Fab-Fragmente infolge der Ausbildung einer
kovalenten Bindung zweier C-terminaler Cystein-Reste. Ein scFv-Antikorper kann
gentechnisch hergestellt werden und besteht aus einer Vi und einer Vi Domine die durch

einen Peptidlinker kovalent miteinander verbunden sind (Abb. 8).

F(ab’), Fab scFv

Abb. 8: Schematische Darstellung proteolytisch und gentechnisch hergestellter Antikérperfragmente.
Mittels konventionellem Proteaseverdau vollstédndiger Antikdrper der IgG-Klasse werden F(ab”),-Fragmente und
Fab-Fragmente hergestellt. Zur Generierung eines scFv-Antikorpers (,,single chain fragment variable*) werden
die fiir die variablen Domédnen Vy und V| kodierenden Gene gentechnisch durch ein flexibles Verbindungs-
Peptid (=“linker*) verbunden.

Die Antikorper-Valenz bezeichnet die Anzahl der Antigen-Determinanten, die von einem
Antikorper spezifisch gebunden werden konnen. Bivalente IgG-Antikorper und F(ab’),-
Fragmente konnen an zwei Antigen-Epitope gleichzeitig binden, wihrend monovalente Fab-
und scFv-Fragmente nur eine Antigenbindung ausiiben. Frithere Untersuchungen zeigten,

dass die Antikdrper-Valenz fiir eine effiziente Neutralisation von Viren wie z.B. das Sindbis-
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Virus oder HIV entscheidend sein kann (32, 203). In beiden Féllen zeichneten sich bivalente
Antikorper durch eine deutlich effizientere Virusneutralisation aus. Bei Herpes Simplex Viren
ist bisher bekannt, dass Antikorper, die gegen ein Epitop auf dem gD-Antigen erkennen, das
Virus bereits als monovalente Fab-Fragmente neutralisieren konnen (26). Der Einfluss der
Valenz hinsichtlich der Neutralisationseffizienz von Antikorpern, die das gB-Antigen von

Herpes Simplex Viren erkennen, wurde bislang noch nicht untersucht.

1.2.5. Nutzbarmachung muriner Antikorper durch Humanisierung

Wiéhrend des natiirlichen HSV-Infektionsverlaufes werden keine Antikdrper mit
vergleichbaren Eigenschaften wie denen des mAk 2c beziiglich der Neutralisation und der
Inhibition des ,,cell-to-cell spreads* gebildet. Da es sich bei dem anti-HSV Antikérper mAk
2c um einen murinen Antikdrper handelt, wiirde bei der Applikation dieses Antikdrpers im
Mensch eine Immunantwort gegen diesen Antikorper ausgebildet werden (HAMA = , human
anti mouse antibody*) (178). Dariiber hinaus konnten schwerwiegende anaphylaktische
Reaktionen induziert werden (123). Zur Nutzbarmachung muriner Antikorper beim Menschen
kann deren Immunogenitit mittels rekombinanter Antikdrpertechnologie signifikant reduziert
werden, um auf diese Weise einen gut vertridglichen Antikdrper zu generieren. Durch
Austausch der murinen konstanten Domidnen gegen humane ldsst sich ein chimérer
Antikorper herstellen, der zu 33% aus murinen und zu 67% aus humanen
Aminosduresequenzen besteht (Abb. 9A) (151). Weiterentwicklungen in der rekombinanten
Antikorpertechnologie machten eine weitere Reduktion der Immunogenitit muriner
Antikorper mittels ,,Humanisierung* moglich (105). Das Ziel einer Humanisierung ist eine
Reduktion der fiir den Menschen immunogenen Eigenschaften des murinen Antikdrpers bei
einer gleichzeitigen Beibehaltung der neutralisierenden Eigenschaften. Um eine solche
gentechnische Modifikation zu ermoglichen, werden die parentalen Gensequenzen der zur
Antigenerkennung essentiellen hypervariablen Regionen (“Complementarity Determining
Regions®, CDRs) der schweren und der leichten Kette in zuvor aus Datenbanken
selektionierte humane , Framework“-Keimbahnsequenzen mit einer grofftmoglichen
Sequenzhomologie zur murinen Sequenz gentechnisch ,transplantiert (,,CDR grafting®)
(Abb. 9B). Die Verwendung humaner Framework-Regionen der Keimbahn ist deshalb
sinnvoll, um einen humanisierten mAk mit dem mdglichst geringen immunogenen Potential
zu generieren. Ein humanisierter Antikorper besteht damit zu 95% aus humanen und zu 5%

aus murinen Sequenzen (10).
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Abb. 9: Schematische Darstellung einer Antikorper-Chimérisierung bzw. Humanisierung.

(A) Chimirisierung: Durch Fusion muriner variabler Regionen (Vi + V) mit humanen konstanten Regionen
(rot) wird ein chimérisierter Antikdrper hergestellt.

(B) Humanisierung: Die Gentechnische Transplantation der murinen hypervariablen Regionen (mCDR) in
humane Akzeptorgeriiste fiihrt zu einer maximal-moglichen Reduktion der immunogenen Eigenschaften und
somit zur Humanisierung des murinen Antikorpers.

Die Humanisierung eines murinen Antikorpers durch alleiniges ,,CDR-Grafting® fithrt zwar
zur vollstaindigen Erhaltung der Antigenspezifitit, ist jedoch oft mit einer drastischen
Reduktion der Affinitit assoziiert (105). Durch Sequenzabgleich der Aminosiduresequenzen
von Antikérpern mit bekannter Tertidrstruktur koénnen Aminosduren im Bereich der
Framework-Regionen der leichten Ketten bestimmt werden, die einen kritischen Einfluss auf
die Konformation der Antigenbindungsschleifen haben (37, 38). Durch gezielte
Mutagenisierung dieser Aminosduren kann die urspriingliche Affinitidt des Antikdrpers und
damit auch dessen Funktionalitdt vollstindig wiederhergestellt werden (169, 170). Die auf
diese Weise modifizierten humanisierten Antikorper stellen eine vielversprechende
Alternative zur immunprophylaktischen Behandlung von Infektionskrankheiten mit

Hyperimmunglobulin-Praparaten dar. Neben dem sich bereits in klinischer Anwendung
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befindenden humanisierten Antikorper Synagis® zur Behandlung von RSV-Infektionen wird
derzeit eine Vielzahl humanisierter Antikorper mit der Spezifitit gegentiber HIV, HCV, EBV
und CMV in klinischen Phase 1 bzw. Phase 2 Studien erprobt (140). Einen wirksamen
Antikorper zur Prophylaxe von Herpes Simplex Virusinfektionen bzw. zur Behandlung von

rekurrenten Infektionen gibt es zurzeit nicht.

1.2.6. Das NOD/SCID-Mausmodell

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen im Mausmodell zeigen, dass die Gabe des mAk
2¢ bei sowohl immunkompetenten als auch immunsupprimierten (CD4/CD8") Versuchstieren
zu einer Pravention der HSV-Infektion fiihrt. In diesem Tiermodell sind jedoch weder das
Komplementsystem noch die Effektorzellen (Makrophagen, NK-Zellen) ausgeschaltet (61).
Dadurch ldsst sich die Mitwirkung dieser Komponenten bei der Virusneutralisation nicht
ausschliefen. Um die alleinige Féhigkeit des humanisierten Antikdrpers zur Prévention einer
HSV-Infektion in vivo untersuchen zu koOnnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit das
NOD/SCID-Mausmodell verwendet. In diesem Modell ist die SCID-Mutation (,,Severe
Combined Immunodeficiency®, schwerer kombinierter Immundefekt) mit dem NOD (,,Non-
Obese Diabetic*, nicht-fettleibig-diabetisch)-Typ kombiniert. NOD/SCID-Méuse zeichnen
sich durch multiple Defekte des Immunsystems aus. Diese basiert auf einem Mangel an reifen
B- und T-Zellen sowie einem Defizit an NK-Zell-Aktivitit. Desweiteren besitzen
NOD/SCID-Méuse keine funktionell aktiven Makrophagen und kein einsatzfahiges
Komplementsystem (132, 183).

1.3. Zielsetzung

Generalisierte Infektionen mit HSV-1 und HSV-2 sind insbesondere bei immunsupprimierten
Patienten aufgrund zunehmender Resistenzentwicklung gegeniiber den derzeit zur Verfiigung
stehenden Virustatika eine gefiirchtete Komplikation, die mit einer hohen Mortalitétsrate
assoziiert ist. Deshalb ist die Entwicklung von alternativen Therapeutika dringend
erforderlich. Eine vielversprechende Alternative stellt der murine monoklonale Antikorper
mAk 2c dar. Durch spezifische Bindung an ein hoch konserviertes Epitop innerhalb des fiir
die viralen Replikation essentiellen Glykoproteins B ist der mAk 2c¢ zur hochwirksamen
Virusneutralisation von HSV-1 und HSV-2 und zur Inhibition des ,,cell-to-cell spreads* in der
Lage. Da beim Menschen im Zuge einer natiirlichen HSV-Infektion keine Antikorper dieser
Spezifitit gebildet werden, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mAk 2c¢ als ein

innovatives Therapiekonzept zur Prophylaxe und Therapie von Herpes Simplex Virus
-27 -



Einleitung

Infektionen evaluiert werden. Zunichst sollte ein mdglicher Einfluss der Antikérpervalenz
(monovalent vs. bivalent) hinsichtlich der Bindungseigenschaften und der antiviralen
Wirksamkeit des mAk 2c untersucht werden. Dazu sollten die Antikdrperfragmente 2c-Fab,
2c-F(ab"), und mAk 2c-scFv produziert, protein-biochemisch aufgereinigt und anschlieSend
im Bezug auf Affinitdt, Stabilitdt, Neutralisationseffizienz sowie Inhibition der
Virusausbreitung durch den “cell to cell spread” im direkten Vergleich mit dem parentalen
mAKk 2c in vitro untersucht werden.

Zur Kklinischen Nutzbarmachung des mAk 2c sollte anschlieBend die potentielle
Immunogenitdt des murinen Antikorpers gegeniiber dem Menschen durch Humanisierung
reduziert werden. Im Zuge dieses Verfahrens sollten mehrere humanisierte Antikorper-
Varianten im IgG-1 Format gentechnisch hergestellt, in Sdugerzellen produziert und analog
dem parentalen mAk 2c funktionell charakterisiert werden. Die humanisierte Variante mit den
vorteilhaftesten in vitro-Eigenschaften sollte schlieBlich im direkten Vergleich mit dem
parentalen mAk 2¢ im NOD/SCID-Mausmodell hinsichtlich der Féhigkeit zur Eliminierung

einer ansonsten letal verlaufenden HSV-Infektion untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Laborausstattung

Bakterienschiittler

Dot-Blot Apparatur
Elektrophorese-Kammer XCell SureLock
Elektrophorese-Kammern
Elektrophorese-Netzgerite
Elektroporationsgerit Gene Pulser
ELISA-System GENios Plus

FACS Calibur

FACSLSR I

FPLC-System AKTA

LAS-3000 Imaging System
Geldokumentationskammer GeneGenius
Hera Safe Sterilbank

Heraeus CO, Inkubator
Inversionsmikroskop Nikon TMS
Konfokalmikroskop

Kiihlschrank Comfort

Lichtmikroskop Carl Zeiss
Mikrowellenherd

Einfriersystem Mr. Frosty

PCR System Light Cycler

pH-Meter MP220

Photometer NanoDrop 1000

Pipetten

Pipettierhilfe Pipettus®™
Plattformschiittler Duomax 1030
Roboter MagNA Pure LC (DNA-Isolierung)
Rontgenfilmentwicklungsmaschine

Semi-Dry Transferkammer

-29.

Oehmen Labortechnik
Schleicher & Schuell
Invitrogen

Biorad, PeqLab
Biometra, Biorad
Biorad

Tecan

Becton Dickenson
Becton Dickenson
Amersham Biosciences
Fujifilm

Synergene

Kendro GmbH
Kendro GmbH

Nikon

Leica DM IRE2
Liebherr

Zeiss

Severin

Nalgene

Roche Diagnostics
MettlerToledo
PeqLab

Eppendorf, Gilson
Hirschmann Laborgeréte
Heidolph

Roche Diagnostics
Amersham Bioscience

Biorad
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Spektralphotometer Gene Quant pro
Thermocycler 73000

Thermomixer ThermoStatplus

UV-Tisch FLX-20M

Vortexer Vortex Genie2

Waagen

Wasserbad

Xcell SureLock Minicell SDS-Gel-Kammer

Zihlkammer (Neubauer)

Zentrifugen
Avanti J-26 XP

Tischzentrifuge 5415 R
Tischzentrifuge 5415 D
Heraeus Megafuge 1.0 R
Heraeus Multifuge 3 LR

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Amicon® Ultra-15 Zentrifugaleinheit/Konzentrator
(MWCO = 10.000 bzw. 30.000)

Deckgléser rund, 12 mm

Dialyse-Kassette Slide-A-Lyzer (10,000 MWCO)
(0,5 — 3 ml Kapazitit)

Dialysemembran Spectra/Por® (6-8000 MWCO)
Elektroporationskiivetten

FACS-Rohrchen

Light Cycler Kapillaren

Mullkompressen

Natrium-heparinisierte Kapillarrdhrchen
Nitrocellulose-Membran

Objekttrager (76 x 26 mm)

Parafilm

Petrischalen

Pipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml)
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Amersham Bioscience
Biometra

Eppendorf
MWG-Biotech
Scientific Industries
Sartorius AG

Julabo

Invitrogen

Oechmen Labortechnik

Beckmann Coulter
Eppendorf
Eppendorf
Kendro GmbH
Kendro GmbH

Millipore

Roth

Thermo Scientific

Roth/Spectrumlabs
BioRad Laboratories
Falcon/Becton Dickenson
Roche

Beese

NeoLab

Amersham Lifesciences
Engelbrecht

American National Can
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One
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Pipettenspitzen (0,5-20 ul; 20-200ul; 200-1000 pul)
Proteingele 4% - 20% Tris-Glycin
Reagenzglaser

Reaktionsgefille

Skalpelle

Spitzbodenréhrchen

Sterilfilter 0,22 um

Tris-Glycin Gele (4-20%)
Vakuumfiltrationseinheiten = 90 mm
Whatmanpapier

Zellkulturflaschen (T25; T75; T175)
Zellkulturplatten (6-Loch; 24-Loch; 96-Loch)
Zellsieb Cell Strainer (70 pm)

Zentrifugeneinsitze

2.1.3. Chemikalien

2-Propanol

3,3",5,5 -Tetramethylbenzidine (TMB)
5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl- B-Galactosid (X-Gal)
Acrylamid 2K-Losung 30%

Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz (Amp)
Bromphenolblau
Coomassie-Féarbelosung
Dimethylsulphoxid (DMSO)
Dithioerythritol (DTE)

Dithiothreitol (DTT)

Essigsdure
Ethylendiamin-Tetraessigsdure (EDTA)
Epiglu Haut- und Wundkleber

Ethanol

Ethidiumbromidlosung 1%, 10 mg/ml
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StarLab
Invitrogen
Assistent
Eppendorf

Braun
Falcon/Becton Dickenson
Sartorius
Invitrogen
Sartolab B

Biorad

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Becton Dickenson

Nalgene, Corning

Fluka

Thermo Scientific
Roth
AppliChem
Roth

Biozym

Roth

Roth

Roth
Invitrogen
Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Roth
Meyer-Haake
Riedel-de Haén
Roth



Material und Methoden

Glukose

Glycerol

Glycin

Hefextrakt

HEPES-Saline

Imidazol

IPTG

Isofluran

Kaliumchlorid (KCl)

Ketamin 50 mg/ml

LB-Medium

Magnesiumchlorid (MgCl,)
-Mercaptoethanol

Methanol

Methylmalonséure

Milchpulver

Mowiol

Nagellack

Natriumdodecylsulfat SDS (Pulver)
Natriumazid

Natriumphosphat (NaH,PO, x H,0)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurate (Tween 20)
Protein-A Agarose

Schwefelsdure, 1M

Salzsdure, 1M

Sucrose (D-(+)-Saccharose)
N,N,N'",N'-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base)
Trichloressigsdure (TCA)

Trypton

Xylazin 20 mg/ml
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Roth

Roth

MP Biomedicals
Roth

Roth

Fluka

Qiagen

Delta Select GmbH
Roth

Ceva Tiergesundheit GmbH
Roth

Roth

Sigma

Riedel-de Haén
Roth

Roth

Calbiochem
Essence Cosmetics
Roth

Sigma

Roth

Roth

Thermo Scientific
Roth

Roth

Roth

Roth

MP Biomedicals
Roth

Roth

Bayer
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2.14. Losungen und Puffer

2-YT Medium 16 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
pH=7

2-YTga Medium 2-YT Medium
100 pg/l Ampicillin
100 mM Glukose

2-YTga-Medium 2-YT Medium
100 pg/l Ampicillin
400 mM Sucrose

ELISA-Bindepuffer 100 mM Na,HPO,4
pH=9.0

ELISA-Blockpuffer PBS
10 % (v/v) FCS
pH=74

ELISA-Probenpuffer PBS
10 % (v/v) FCS
0,05 % (w/v) Tween20
pH=7,4

ELISA-Stopplosung 1 M H,SOq4

ELISA-Waschlosung PBS
0,05 % (w/v) Tween20
pH=74

FACS-Puffer PBS
2 % FCS
0,01 % (w/v) Natriumazid
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HEPES-Saline

HEPES-Saline + Tween20

Ligase-Puffer (10x)

MonoS-Startpuffer

PCR-Puffer (10x)

PP-Puffer

Protein-A Bindepuffer

-34 -

25 mM HEPES
100 mM NaCl
pH=17,5

25 mM HEPES

100 mM NacCl

0,05 % (v/v) Tween20
pH=17,5

60 mM Tris/HCl
6 mM MgCl,

10 nM DTE
pH=7,6

20 mM Methylmalonsdure
100 mM NacCl
pH=35,5

100 mM Tris/HCI (pH = 8,3)

500 mM KCl

15 mM MgCl12

0,1 % (w/v) autoklavierte Gelatine
100 mM B-Mercaptoethanol
pH=38,3

50 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

20 % (w/v) Sucrose
pH=28

100 mM NaH,PO4 x H,O
100 mM NaCl

10 mM EDTA

pH = 7,4 (mAk 2¢)

pH =8 (ch2c, hu2c V1-V4)
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Protein-A Elutionspuffer 100 mM Glycin
pH=2,5

Protein-A Neutralisierungspuffer 1 M Tris/HCI
pH="7)5

SDS-Laufpuffer 0,192 M Glycin

25 mM Tris-Base
0,1 % (w/v) SDS
pH=28.8

SDS-Probenpuffer (2x) 0,16 M Tris/HCI
0,2 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
pH=16,8

SDS-Probenpuffer (2x), reduzierend SDS-Probenpuffer (2x)
0,2 % (v/v) B-Mercaptoethanol
pH=16,8

Semi-Dry-Blot Puffer 48 mM Tris-Base
38 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
1,3 mM SDS
pH=94

SOB-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (w/v) Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOg4
pH=7
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SOC-Medium

SP-Puffer

SP-10 Puffer (IMAC-Dialysepuffer)

SP-50 Puffer IMAC-Waschpuffer)

SP-100-500 Puffer (IMAC-Elutionspuffer)

TAE-Puffer

(50%)

TBS-Puffer (1x)

Tris-NaCl-Tween20-Puffer (10x)
(TNT-Puffer)

Western-Blot Blockpuffer
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SOB-Medium
20 mM Glucose
pH=7

300 mM NaCl
50 mM NaH2PO4 X Hzo
pH=28.0

SP-Puffer
10 mM Imidazol
pH=28.0

SP-Puffer
50 mM Imidazol
pH=28.0

SP-Puffer
100-500 mM Imidazol
pH=28.0

2 M Tris
5,71 % konz. Essigsdure

5mM EDTA

50 mM Tris-Base
150 mM NaCl

pH=28

100 mM Tris/HCl

1,5 M NaCl

0,5 % (v/v) Tween 20
pH=38

TNT-Puffer (1x)
2 % (w/v) Milchpulver
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2.1.5. Reagenzien fiir die Zellkultur

B-Mercaptoethanol

Dulbecco’s PBS

IMDM

DMEM

RPMI

L-Glutamin 200 nM (100x)
EX-Cell™ SP 2/0 Serumfrei
EX-Cell™ 620-HSF Serumfrei
Trypsin/EDTA (0,25 % Trypsin, | mM EDTA)
Penizillin/Streptomycin (100x)
GS-Supplement (1x)

2.1.6. Kommerzielle Kits

Artus HSV-1/HSV-2 LC PCR KIT
ECL Western Blotting Substrate
Enzygnost Anti-HSV-IgG

Enzygnost supplementary reagents
HotStar HiFidelity PCR-Kit
ImmunoPure F(ab), Preparation Kit
ImmunoPure Fab Preparation Kit
Marathon™ ¢cDNA Amplification Kit
Mycoplasma-PCR Test-Kit

Oligotex Direct mRNA Mini Kit
QIAmp DNA Blood Mini Kit
QIAquick Gel extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Maxiprep Kit

QIAprep Spin Midiprep Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit
QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit
Tag-DNA-Polymerase PCR Kit
TOPO"-TA-Cloning Kit
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GIBCO / Invitrogen
GIBCO / Invitrogen
GIBCO / Invitrogen
GIBCO / Invitrogen
GIBCO / Invitrogen
GIBCO / Invitrogen
SAFC Biosciences
SAFC Biosciences
GIBCO / Invitrogen
GIBCO / Invitrogen
SAFC

Qiagen

Pierce
DADE-Behring
DADE-Behring
Qiagen

Pierce

Pierce

BD Biosciences
AppliChem
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Invitrogen
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2.1.7. Kommerzielle Reagenzien fiir die Molekularbiologie

SimplyBlue SafeStain™
SDS-Laufpuffer, 10x Roth

Invitrogen

6 x DNA-Ladepuffer Fermentas
Ni-NTA-Agarose Qiagen
Protein-A-Agarose Pierce
Novex IEF Anoden-Puffer (50x) Invitrogen
Novex IEF Kathoden-Puffer (50x) Invitrogen
Novex IEF Sample Buffer pH 3 — 10 (2x) Invitrogen

Ultra TMB ELISA-Substrat Thermo Scientific

2.1.8. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden kommerziell bezogen. Alle Angaben sind in

Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab. 3: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide. Sequenzangabe in 5°'— 3’-Orientierung. A: Adenosin,
C: Cytosin, G: Guanosin, T: Thymidin.

Amplifikation der mAk 2¢ Vi & Vi -Gene und Generierung des 2c-scFv

Oligonukleotid Sequenz 5'— 3’ Hersteller
CH1 GGCTGTTGTTTTGGCTGAGGAG Invitrogen
C-k-Maus AGATGGATACAGTTGGT Invitrogen
2¢-Vy TATACAGGTAACTCTGAAAGAGTCTGGCCC Invitrogen
2¢c-Vi TATAGATGTTTTGATGACCCAAACTCC Invitrogen
2cVH#1-up CAGGTAACTCTGAAAGAGTCTGGCCC Invitrogen
2cVH#2-do TGAGGAGACGGTGACTGACG Invitrogen
2cVH#3-up TATACCATGGCGCAGGTAACTCTGAAAG Invitrogen
2cVH#4-do AGAGCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACCTG  Invitrogen
AGGAGACGGTGACT
2cVL#1-up GATGTTTTGATGACCCAAACTCC Invitrogen
2cVL#2-do CCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGC Invitrogen
2cVL#3-up TCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATC Invitrogen
GGATGTTTTGATGACCC
2cVL#4-do TATAGGATCCCCGTTTGATTTCCAGC Invitrogen
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Umklonierung des 2c-scFv in den Expressionsvektor pEE12

AK-S1 TATAGTGCACTCGCAGGTAACTCTG Invitrogen
AK-AS1 TATAGGATCCCCGTTTGATTTCC Invitrogen
Sequenzierungsprimer

DP2 GCTAGCTTGAGGCATCAATA MWG
pEEI12S GATAAGAGTCAGAGGTAAC Invitrogen
pEE12AS TCTTCCATACCTACCAGTTCT Invitrogen
M13(-20)f CTGGCCGTCGTTTTAC MWG
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC MWG

Die Sequenz der zur quantitativer Bestimmung von HSV-1/2-Genomen verwendeten Primer
aus dem Artus HSV-1/HSV-2 LC PCR KIT kann nicht angegeben werden da es sich hierbei
um ein patentiertes Betriebsgeheimnis der Firma Qiagen handelt und diese der Offentlichkeit

nicht zugéngig sind.

2.1.9. Standards

BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder Invitrogen
DNA-Ladder 1 kb Invitrogen
DNA-Ladder 100 bp Invitrogen
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder Fermentas
IEF Marker Invitrogen
PeqGold Protein-Marker IV PeqLab

2.1.10. Proteine

Zwei rekombinant hergestellte Varianten des HSV-1 Virusstammes KOS Glykoprotein B
(gB), gB730 (88) und gB(724tHis) (15), wurden von Dr. Florent Bender (University of
Pennsylvania, Philadelphia, USA) zur Verfiigung gestellt. Das Protein gB730 ist eine
verkiirzte Form des 904-Aminosduren-langen Oberflaichenantigens gB. Es besteht aus der
extrazelluliren Domine im Bereich der Aminosiuren Ala’' bis Ala™’. Die rekombinante
Variante gB(724tHis) ist eine modifizierte Form des Proteins gB730. Sie besteht aus der
Aminosiuresequenz Ala®' bis His'** und enthilt zusitzlich 5 weitere Histidin-Reste am C-

terminalen Ende. Beide Varianten wurden in PBS gelost und bei -80°C gelagert.
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2.1.11. Antikorper

Zur Detektion von an das gB-Antigen gebundenen Antikorpern mAk 2c¢, ch2c, hu2c V1-V4

und der Antikorperfragmente 2c-F(ab”),, 2c-Fab und 2c-scFv wurden folgende Antikdrper

eingesetzt:

Tab. 4: In der Durchflusszytometrie verwendete Detektionsantikérper.

Antikorper Konjugation Artikel-Nr. Hersteller
Kaninchen-anti-Mensch, Fcy-spez. 1,5 mg/ml FITC 309-095-008 JIR
Maus-anti-c-myc 9E10, 200 pg XXX 1-667-149 Roche
Ziege-anti-Maus, Fcy-spez. 1,5 mg/ml FITC 115-095-008 JIR
Ziege-anti-Maus-F(ab"),-spez. 1,5 mg/ml FITC 115-095-006 JIR
Ziege-anti-Mensch, Fey-spez. 1,5 mg/ml FITC 109-096-008 JIR
Ziege-anti-Mensch, Fey-spez. 1,5 mg/ml FITC 109-095-008 JIR

Tab. 5: Im Westernblot, ELISA und in der Inmunhistochemie eingesetzte Antikorper.

Antikorper Konjugation Artikel-Nr. Hersteller
H126, Maus-anti-HSV-gB (154), 1 mg/ml XXX NB110-57339 Novus Biol.
H1817, Maus-anti-HSV-gB (33), 1 mg/ml XXX NB110-57332 Novus Biol.
Kaninchen-anti-Mensch, F(ab’),-Fragment, Fcy- HRP Kit Enzygnost DADE-
spez. Anti-HSV/IgG Behring
Ratte-anti-Maus, IL-2-spez. JES6-5H4 BD
Ratte-anti-Maus, IL-2-spez. Biotin JES6-1A12 BD
Synagis XXX Synagis Abbott

GmbH

Ziege-anti-HSV, polyklonal FITC A190-136F BETHYL
(gerichtet gegen das SQPELAPEDPED-Epitop
auf dem Glykoproteins gD)
Ziege-anti-Maus, F(ab"),-spez., 2,4 mg/ml XXX 115-005-006 JIR
Ziege-anti-Maus, Fab-spez. polyklonal HRP A90-100P BETHYL
Ziege-anti-Maus, Fcy-spez. polyklonal HRP 83100 QED
Ziege-anti-Maus, leichte Kette Kappa («)-spez. HRP A90-119P BETHYL
Polyklonal

Tab. 6: Sonstige im Rahmen der Arbeit eingesetzten Antikorper.

Antikérper Konjugation Artikel-Nr. Hersteller
Synagis (spezifisch gegen RSV) keine 639156 Abbott
Cytotect (polyklonales anti-HCMV-IgG) keine 1469325 ;}?ﬁiﬁfii
Intratect (polyklonales humanes I1gG) keine 3433780 1}3112;?;;
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2.1.12. Immunseren

Das als Komplementquelle verwendete, IgG-depletierte Serum eines auf HSV-spezifische
Antikorper negativ getesteten Spenders wurde freundlicherweise von Prof. Hengel
(Universititsklinikum Diisseldorf, Abteilung fiir Virologie) zur Verfiigung gestellt.

Polyklonales, HSV-neutralisierendes humanes Serum wurde durch das Poolen von
Patientenseren mit einem nachweislich hohen Titer an HSV-spezifischen Antikérpern
generiert. Die Proben wurden freundlicherweise von der diagnostischen Abteilung des

Instituts fiir Virologie, Universitédtsklinikum Essen, zur Verfligung gestellt.

2.1.13. Enzyme

CIp Boehringer Mannheim
Expand™ High Fidelity PCR-System Boehringer Mannheim
HotStar HiFidelity DNA-Polymerase Qiagen
Streptavidin-Peroxidase (POD) Dianova
Taq-DNA-Polymerase Qiagen
T4-DNA-Ligase Boehringer Mannheim

Restriktionsenzyme und die dazugehorigen Puffersysteme wurden, sofern nicht anders

vermerkt, von der Firma New England BioLabs (NEB) bezogen.
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2.1.14. Vektoren

2.1.14.1. pCR2.1-TOPO und pCR4-TOPO

Die pCR2.1-TOPO und pCR4-TOPO TA-Klonierungsvektoren (Invitrogen) werden fiir die
Klonierung von Tag-Polymerase PCR-Produkten verwendet (2.2.1.11). Der pCR4-TOPO
Vektor wurde von der Firma Entelechon fiir die Klonierung der humanisierten Vy- und V-

Gensequenzen verwendet.

TOPO binding site

TOPO binding site 3'-Tov erhang TOPO binding site TOPO binding site
EccRI(3921) 3'-Tov erhang ECeRI (3947) 3'-Toverhang
BamH (3890 EccRI (8) Pst (3037) 3'-Toverhang
Hindlll (3872 Pst (17) T3 primer 'ECRI(8)
M13 rev erse primer \ —_ Aval(@) ML3reverse DM r T7 promoter

T7 promoter lac repressor binding site - T7 primer

I\ M13 (20)
S IML3 (40)f
" Apal i (324)
ccdB (no ATG)
Kan promoter

lac repressor binding site

T7 primer lac promoter
M13 (-20)f Apal | (3225)
M13 (-40)f puC origin

lac promoter
ApaL 1 (3199)
puC origin~—/

pCR2.1-TOPO

pCR4-TOPO
Kan promoter U
3931 bp |

3957bp

Pstl(1207)

g Amp(R)
"Apal (1953) ApaL | (1979) bla promoter

Abb. 10: TA-Klonierungsvektoren pCR2.1-TOPO und pCR4-TOPO (Invitrogen). Die Vektoren beinhalten
T-Uberhiinge, an welche Tag-Polymerase PCR-Produkte (A-Uberhinge) ligiert werden konnen. Ampicillin- und
Kanamycin-Resistenzgene dienen der Selektion. Die in das B-Galactosidase-Gen integrierte
Mehrfachklonierungsstelle ermdglicht Selektion mittels Blau-WeiB-Screening (2.2.1.16).

2.1.14.2. pHOG21

Zur Expression rekombinanter Antikorperfragmente im scFv-Format wurde der bakterielle
Expressionsvektor pHOG21 verwendet (116). Dieser Vektor beinhaltet neben dem
Ampicillin-Resistenzgen (beta-Lactamase) eine fiir das Signalpeptid PelB kodierende
Sequenz der bakteriellen Pektatlyase aus Erwinia carotovera. Dieses Fiihrungspeptid ist fiir
die Regulation des Transportes der translatierten scFv-Konstrukte in das bakterielle
Periplasma  verantwortlich. Nach Integration des PelB-Signalpeptides in die
Periplasmamembran der E.coli Bakterien erfolgt eine Abspaltung des scFv-Antikérpers von
dem Signalpeptid durch das Enzym PelB-Peptidase und eine damit assoziierte Freisetzung in
das Periplasma. Des Weiteren enthdlt der Vektor Sequenzen zur Kodierung des Proto-
Oncogens c-myc (c-myc-tag) und des Hexahistidin-Komplexes (6xHis-tag). Der c-myc-tag
wird durch den monoklonalen Antikérper 9E10 erkannt und dient zu Detektionszwecken. Zur
Aufreinigung des scFv-Antikorpers mittels immobilisierter ~ Metall-Chelat-

Affinititschromatographie (IMAC) wird ein 6xHis-tag bendtigt. Die Transkription wird
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durch einen IPTG-induzierbaren lac-Promotor reguliert. Die Replikation des Vektor-Plasmids

wird durch den ,,origin of replication* Col E1 gesteuert.

lac-Promotor
RBS

—

PelB Leader-Sequenz

Necd (217)

VH-Kette
3x(Gly4Serl)-Linker

ColE1

" VLiKette
BamH | (975)

pHOG21 2¢ VH VL

3685bp

Beta-Lactamase fl1IR

c-myc Epitop
6xHis tag

Abb. 11: Schematische Darstellung des bakteriellen Expressionsvektors pHOG2I. Die Vyz- und V-
Gensegmente sind durch einen (Gly,Ser);-Linker miteinander kombiniert. Der 6xHis-tag  dient der
Aufreinigung, der c-myc-tag der Detektion des scFv-Antikdrpers. Beta-Lactamase = Amp-Resistenzgen; f1 IR =
nintergenic region® Rl, Verpackungssignal fiir Helferphagen (M13, R408); RBS = Ribosombindestelle; BamHI,
Necol = Restriktionsschnittstellen.

2.1.143.  pEUCG6B

Der Vektor pEUC6B basiert auf dem bakteriellen Expressionsvektor pHOG21. An Stelle der
Sequenz fiir das PelB-Signalpeptid beinhaltet dieser Vektor die Gensequenz des
Fithrungspeptides CD30, das zur Proteinexpression in Sdugerzellen essenziell ist. Im Rahmen
dieser Arbeit fungierte das pEUC6B-Plasmid als Zwischenklonierungs-Vektor verwendet,

um die PelB-Signalpeptidsequenz gegen die CD30-Sequenz auszutauschen.

lac-Promotor
ECRI(132)
// CD30-Signalpeptid

N VH-Kette
3x(Gly4Serl)-Linker

ColE1

\ I ViKette
pEUC6B VH VL | )
368600 c-myc Epitop
= 6xHis tag
ECORI (1030)

S
Beta-Lactamase

/1 IR

Abb. 12: Zwischenklonierungs-Vektor pEUC6B. Der scFv-Antikdrper wurde an das fiir die eukaryotische
Proteinexpression benétigte CD30-Signalpeptid gekoppelt. Beta-Lactamase = Ampicillin-Resistenzgen; f1 IR =
»intergenic region” RI, Verpackungssignal fiir Helferphagen (M13, R408); ApalLl, BamHI, Ncol =
Restriktionsschnittstellen.

-43 -



Material und Methoden

2.1.14.4. pEE12.1

Zur eukaryotischen Expression des scFv-Antikorpers wurde der pEE12.1 Vektor der Firma
Lonza verwendet. Das Beta-Lactamase-Gen ermoglicht eine Ampicillin-Selektion in E.coli
wihrend der Plasmid-Amplifikation. Die Transkription des scFv-Antikorpergens wird durch
den menschlichen Cytomegalovirus (HCMV) Enhancer gesteuert, der 5" zu der
Mehrfachklonierungsstelle (MCS) liegt. Die Polyadenylierungssignalsequenz liegt 3' zu der
MCS und zeigt die Terminierung der Transkription an. Des Weiteren beinhaltet der pEE12-
Vektor ein Glutamin-Synthetase-cDNA-Gen, unter der transkriptionellen Kontrolle des
SV40- Promotors. Die Glutamin-Synthetase (GS) erlaubt eine Selektion von
Myelomzelltransfektanden in Glutamin-freiem Medium. Myelomzellen fehlt die Glutamin-
Synthetase-Aktivitdt. Damit sind sie von einer externen Glutaminversorgung abhéngig.
Durch eine Transfektion mit dem pEEI12-Vektor wird die Expression der GS induziert.
Dadurch wird die Glutaminsynthese aus Glutamat eingeleitet und das Uberleben der Zellen

gewihrleistet.

EcoRI (2)

CD30-Signalpeptid

ApalLl (79)
VH-Kette
3x(Gly4Serl)-Linker

VL-Kette
BamH | (838)

HCMV-Enhancer

c-myc Epitop
k*._Gx His tag

DEE12.1 \ EcoRI (906)

8475 bp I
)/ BamH (1600)

Poly-A-Signal

ApalLl (2143)

/__Beta-Lactamase

GIutamin-Synthews%\N? \‘Apau (3389)

SV40 Promotor

Abb. 13: Expressionsvektor pEE12.1 fiir Proteinexpression in eukaryotischen Myelomzellen. Die durch
den SV40-Promotor kontrollierte Glutamin-Synthetase ermoglicht Selektion in glutaminfreien Medium. Die
Transkription des scFv-Gens wird durch den HCMV-Enhancer kontrolliert. Das CD30-Signalpeptid wird fiir die
Proteinexpression in Sdugerzellen bendtigt. Poly-A-Signal = Polyadenylierungssignal, EcoRI =
Restriktionsschnittstelle
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2.1.15. Zelllinien

2.1.15.1. Vero-Zelllinie

Die Vero-Zelllinie ist eine etablierte Zelllinie, die aus normalen Nierenzellen von Griinen

Meerkatzen gewonnen wurde (214).

2.1.15.2. 2c-Hybridom-Zelllinie

Die fiir die Produktion des murinen Antikdrpers verwendete 2c-Hybridom-Zelllinie wurde
von Prof. Dr. A-M. Eis-Hiibinger (Institut fiir Virologie, Universitdtsklinikum Bonn) zur
Verfiigung gestellt. Diese Hybridom-Zelllinie, wurde durch Polyethylenglykol-induzierte
Fusion von Myelomzellen der Linie X63-Ag8.653 mit Milzlymphozyten von BALB/c-
Miusen, die mit dem UV-inaktivierten HSV-1-Stamm 342 hv immunisiert worden waren,

hergestellt worden ist (60).

2.1.15.3. SP2/0-Agl14 Zelllinie

Die SP2/0-Agl4 Zelllinie wurde durch Polyethylenglykol-induzierte Fusion von BALB/c-
Maus-Milzzellen mit der P3X63Ag8 Myelom-Zelllinie generiert (182). Die SP2/0 Zelllinie
selbst produziert keine Antikérper, wurde jedoch mit Schwerketten- und Leichtketten-
Plasmiden transfiziert um jeweils die Produktion der monoklonalen Antikérper ch2c und der
humanisierten Varianten hu2c VI1-V4 zu ermdglichen. Die mit entsprechenden
Expressionsplasmiden transfizierte SP2/0-Agl4 Zellen wurden freundlicherweise von Dr.
Ludger Grosse-Hovest (Universitdt Tiibingen, Abteilung fiir Immunologie, Tiibingen) zur

Verfiigung gestellt.

2.1.15.4. NSO-Zelllinie

Zur Produktion des rekombinanten scFv-Antikdrpers wurde die murine Myelom-Zelllinie
NSO verwendet (75). Bei dieser Zelllinie ist die endogene Glutamin-Synthetase (GS)
Aktivitdt auf ein Minimum reduziert, weshalb eine externe L-Glutamin-Versorgung fiir das

Uberleben der Zellen essenziell ist (13).
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2.1.16. Bakterien

Fiir die Transformation von Ligationen und fiir die Amplifikation von Plasmid-DNA kamen
TOP 10 One Shot™ der Firma Invitrogen und E.coli XL1-Blue der Firma Stratagene zum
Einsatz. Fiir die Produktion des rekombinanten scFv-Antikorpers wurde der Bakterienstamm

E.coli TG1 verwendet.

Tab. 7: Genotyp der verwendeten Bakterienstimme.

Bakterienstamm Genotyp

ToP 1.0 One Shot™ F merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
(chemisch kompetent) araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG \-
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB
(elektro-kompetent) laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)]

TGl1 supkE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5 (K

(elektro-kompetent) —mK ) [F" traD36 proAB laclqZAM]1 5]

2.1.17. Viren

2.1.17.1. Laborstamme

Die Laborstimme HSV-1 F (63), HSV-1 F AgE, HSV-1 F rev (53) und HSV 17 syn " (23)
wurden freundlicher Weise von Prof. Hengel (Universitdtsklinikum Diisseldorf, Abteilung fiir
Virologie) zur Verfiigung gestellt. HSV-2 Stamm G (50), HSV-1 342 hv (60) und HSV-1
TK" (68) wurden von Prof. Eis-Hiibinger (Institut fiir Virologie, Universititsklinikum Bonn)
zur Verfiigung gestellt.

2.1.17.2. Klinische Virusisolate

HSV-positive, nicht auf mogliche Resistenz untersuchte klinische Virusisolate wurden
freundlicher Weise von der diagnostischen Abteilung des Institutes fiir Virologie des
Universititsklinikums Essen zur Verfliigung gestellt. Die Serotyp-Bestimmung
(HSV-1 / HSV-2) wurde von Prof. Eis-Huebinger (Institut fiir Virologie,
Universitétsklinikum Bonn) durchgefiihrt. Klinische Virusisolate mit bekannten Resistenzen
gegeniiber Aciclovir- (ACV), Foscarnet- (PFA), Cidofovir- (CDV) wurden freundlicher
Weise von Prof. Mertens (Institut fiir Virologie, Universitatsklinikum Ulm) zur Verfligung
gestellt. In beiden Féllen handelte es sich um vollstédndig anonymisierte Patientenproben, die
keinerlei Riickschliisse auf die Patienten zulassen. Ein entsprechendes Ethikvotum der Ethik-

Kommission der Universitidt Duisburg-Essen liegt vor.
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2.1.18. Computerprogramme und Internetseiten

AGOWA (DNA-Sequenzierung)
Antibody Engineering lab manual
BioEdit

CellQuest Pro

FACSDiva

Graphpad Prism 5.0

LAS-3000 Software

Light Cycler Software 3.5
Magellan™ Data Analysis Software
Microsoft Office

NCBI Homepage

The Kabat Database

Unicorn FPLC-Software

VBASE

VectorNTI 10.0

2.1.19. Versuchstiere

2.1.19.1. Das NOD/SCID-Mausmodell

http://www.agowa.de
http://www.bioinf.org.uk/abs/
Ibis BioSciences

Becton Dickenson

Becton Dickenson

Graphpad Software

Fujifilm

Roche

Tekan

Microsoft
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www .kabatdatabase.com
Amersham Biosciences
http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/

Informax

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung der Wirksamkeit des
humanisierten Antikorpers erfolgte im NOD/SCID-Mausmodell (NOD.CB17-Prkdc™™ /J;

Charles River Germany, Sulzfeld). Bei den Versuchstieren handelte es sich um 4-5 Wochen

alte weibliche Mause, die aus einer speziell pathogenfreien (SPF) Tierzuchtanlage stammen.

Die Méause wurden fiir die Dauer der Versuche unter SPF-Bedingungen gehalten und hatten

durchgehend freien Zugang zu Trinkwasser und Standard-Futter. Die Durchfiihrung der

Tierexperimente erfolgte gemdfl den Richtlinien der ,,Federation of European Labolatory

Animal Science Association“. Die Haltung der Méause erfolgte unter tierdrztlicher Kontrolle

am Universitatsklinikum Essen.
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2.2, Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (174) ist eine Methode zur Amplifikation definierter DNA-
Bereiche mit Hilfe der DNA-Polymerase. Die PCR beruht auf der zyklischen Wiederholung
der folgenden Schritte:

1. Denaturierung
2. Hybridisierung

3. Polymerisation

Die Durchfiihrung erfolgte nach dem folgenden Protokoll:

Tab. 8: Allgemeines PCR-Protokoll zur Amplifikation doppelstringiger DNA

Zeit Temperatur
Initiale Aktivierung 5 min 95°C
PCR
(10-40 Zyklen)
Denaturierung 30 sec 94°C
Hybridisierung 1 min 50-68°C
Polymerisation 1 min/kb 72°C
Finale Hybridisierung 10 min 72°C
Ende 00 4°C

Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte soweit nicht anders vermerkt in einem
Reaktionsansatz mit 10-100 pug DNA, jeweils 25 pmol Primer, 25 umol dNTPs, 5 ul 10 x
PCR-Puffer und 0,75 pul DNA-Polymerase (High Fidelity Enzyme oder Taqg-Polymerase).

Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 50 pl.

2.2.1.2. Real-Time PCR

Die Real-Time PCR (RT-PCR) hat im Gegensatz zur herkdémmlichen PCR den Vorteil, die
DNA-Kopien in einer Probe wéhrend der Amplifikation zu quantifizieren. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf der Fluoreszenz-Messung des im Zuge der PCR in die doppelstriangige
DNA interkalierten Farbstoffes SYBR-Green. Die Fluoreszenz nimmt wéhrend der DNA-

Amplifikation proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Um die Quantifizierung zu
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ermdglichen wird eine Standard-Konzentrationsreihe eingesetzt. Es handelt sich dabei um
Plasmid-DNA, welche die wihrend der PCR zu amplifizierende DNA-Sequenz enthilt. Diese
wird mit einer definierten Anzahl von Kopien (10', 10%, 10°, 10* usw. Kopien/ul) eingesetzt.
Die RT-PCR ldsst sich in drei Phasen unterteilen: Startphase, exponentielle Phase und
Sattigungsphase. In der Startphase der Amplifikation ist die Substrat-DNA Menge begrenzt
und die Wahrscheinlichkeit gering, dass sich DNA, Oligonukleotide und DNA-Polymerase
treffen. In der exponentiellen Phase herrschen durch die ansteigende Anzahl der DNA-
Kopien optimale Reaktionsbedingungen. Wéhrend der Sittigungsphase ist die Menge an
Produkt-DNA anndhernd auf ein Maximum angestiegen. Es kommt iiberwiegend zur
Hybridisierung der Produktfragmente, wiahrend die Substrat-DNA verbraucht und die
Polymerase und freien Nukleotide durch Hitze zerstort werden. Die quantitative Auswertung
der Fluoreszenzsignale wird daher wéhrend der exponentiellen Phase vorgenommen. Als
Grundlage fiir den Beginn der exponentiellen Phase dient der Ct-Wert (Cycle Treshold,
Schwellenwert-Zyklus). Dieser beschreibt denjenigen Zyklus, an dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant ansteigt. Durch Bildung moglicher unerwiinschter Nebenprodukte wie
etwa von Primer-Dimeren, kann es zu einer Verfilschung der Ergebnisse kommen. Um
dieses Problem zu bewiltigen, wird im Anschluss an die DNA-Amplifikation eine
Schmelzpunktanalyse der amplifizierten Produkte durchgefiihrt, um die Reinheit dieser zu
untersuchen. Auf Grundlage dieser Daten ldsst sich anschlieBend eine Messtemperatur
festlegen, bei der ausschlieBlich die Fluoreszenz des gewiinschten Produktes gemessen wird.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die DNA-Isolierung routinemifBig mit dem Roboter
MagNA Pure LC der Firma Roche Diagnostics. Die Quantitative RT-PCR wurde mit dem
Light Cycler PCR System der Firma Roche Diagnostics durchgefiihrt und mit der
dazugehorigen Light Cycler Software 3.5 ausgewertet. Fiir die Ermittlung der Anzahl der
genomischen DNA-Partikel in einer HSV-1 bzw. HSV-2 Probe mit einer definierten Anzahl
an infektidsen Partikeln von 1 x 10* TCIDso wurde das Artus HSV-1 / HSV-2 LC PCR KIT
der Firma Qiagen verwendet. Die Durchfiihrung dieser bereits etablierten Methode erfolgte

nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.3. Extraktion und Aufreinigung von mRNA aus der Hybridom-Zelllinie

Die Isolierung der mRNA aus der 2c-Hybridom-Zelllinie (60) erfolgte mit dem Oligotex
Direct mRNA Mini Kit der Firma Qiagen. Das Prinzip dieses Isolierungsverfahrens basiert
auf der Tatsache, dass die meisten eukaryotischen mRNA-Molekiile an deren 3'-Ende mit

einem Homopolymer von 20-250 Adenosin-Nukleotiden enden. Die Isolierung dieser Poly-
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A"-RNA Molekiile erfolgt durch Hybridisierung der Poly-A"-Enden der mRNA an Oligo-dT
Primer. Diese Oligonukleotide sind durch kovalente Bindung an Latex-Kiigelchen, die sich in
entsprechenden  Sdulen  befinden, immobilisiert. =~ Die = mRNA  bindet unter
Hochsalzbedingungen an die Oligo-dT Primer und kann von tRNA- und rRNA-
Verunreinigungen befreit werden. Die Dissoziation der mRNA erfolgt unter
Niedrigsalzbedingungen. Die Durchfiihrung der Aufreinigungsschritte erfolgte entsprechend

dem Protokoll des Herstellers.

2.2.1.4. Amplifikation der mAk 2¢ Vy & V1, Sequenzen mit RACE-PCR

Fiir die Herstellung eines Antikdrperfragmentes im scFv-Format und fiir die Humanisierung
des parentalen Antikorpers 2c ist die Kenntnis der authentischen Sequenzen der variablen
leichten (Vr) und variablen schweren Kette (Vy) unverzichtbar. Fiir die Ermittlung der
authentischen 5°-Sequenzen der variablen Schwerkette und Leichtkette des mAk 2c wurde
das Marathon™ cDNA Amplification Kit der Firma BD-Biosciences verwendet. Die
Methode basiert auf der Durchfiihrung einer 5’RACE-(“Rapid Amplification of cDNA
Ends“)-PCR (Abb.1). Nach Lyse von mAk 2c sezernierenden Myelom-Hybridomzellen,
poly-A+-RNA-Isolierung (2.2.1.3) und Synthese doppelstrangiger cDNA wurde an die 5’-
Enden der Vy- und Vi-kodierenden Gene jeweils eine Adaptersequenz als universale
Anlagerungsstelle fiir einen 5’-Primer ligiert. Zur Amplifikation der authentischen Vy- und
Vi-Sequenzen mittels RACE-PCR wurde als 5'-Primer der AP1-Primer verwendet, welcher
eine Sequenz im Bereich des zuvor ligierten Adapters erkennt. Aus fritheren Arbeiten war
bekannt, dass der mAk 2¢ der Subklasse [gG2a angehort (Eis et.al., unverdffentlichte Daten).
Daher wurden die Sequenzen der 3’-Primer in der jeweils konservierten CHI- Region
(Primer CH1) der schweren Kette bzw. Ck-Region (Primer C-k-Maus) der leichten Kette
ausgewdhlt. Die authentischen Vy- und Vi-Gensequenzen wurden amplifiziert und die
jeweiligen Amplifikationsprodukte nach Subklonierung mittels TOPO-TA-Klonierung
(2.2.1.11) (184) sequenziert. Der gesamte Prozess wurde nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.
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Abb. 14: Das Prinzip der RACE-PCR. Nach der Synthese der cDNA und Vervollstindigung zur dsDNA
erfolgt die Ligation des speziellen Adapters am 5’-Ende. Durch PCR-Amplifikation dieses Konstruktes mit
dem Adapter-spezifischen Primer AP1 und einem Gen-spezifischen Primer lief sich die authentische Sequenz
der 5°-Region ermitteln.

2.2.1.5. Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Zum Nachweis der Amplifikationsprodukte wurde die mittels PCR gewonnene DNA mit
Ethidiumbromid gefarbt, in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-
Licht ausgewertet. Eine sichtbare Bande der erwarteten Linge wird nach Vergleich mit
DNA-Lingenstandards als positiv gewertet. Zur Priparation und Analyse von DNA-
Fragmenten wurden 0,8-2%ige (w/v) TAE-Agarosegele gegossen. Die Agarosekonzentration
wurde jeweils in Abhdngigkeit von der Grofle der DNA-Fragmente gewihlt. Die Agarose
wurde in 1 x TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst, nach dem Abkiihlen auf
ca. 60°C mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in eine horizontale Gelapparatur
gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 6 x DNA-Probenpuffer versetzt und
elektrophoretisch bei 100 V aufgetrennt (1 — 6 V/cm). AnschlieBend wurden die Gele auf
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einer UV-Lichtplatte (A = 260-360 nm) analysiert und in der Geldokumentationskammer

GeneGenius aufgenommen.

2.2.1.6. Restriktionsspaltung von DNA

Doppelstrangige DNA wird mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen an meist
palindromische Sequenzen spezifisch geschnitten. Die Simulation der Restriktionsspaltung
erfolgte mit der Software Vector NTI. Als Berechnungsgrundlage zur Ermittlung der
Enzymkonzentration gilt, dass 1 U eines Restriktionsenzyms 1 pg Lambda-DNA mit einer
Restriktionsschnittstelle bei 37°C in 1h vollstindig schneidet. Auf dieser Annahme basiert

folgende Gleichung:

bp LambdaDNA *SS _ Plasmid
bp _ Plasmid *SS _LambdaDNA

=Unit/ ug _Plasmid

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die analytische Restriktionsspaltung in einem Volumen von
15 ul fiir die Dauer einer Stunde bei 37°C durchgefiihrt. Ein préparativer Restriktionsverdau
wurde in einem Volumen von 5 pl/ug DNA fiir die Dauer von mindestens 4 Stunden

durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.1.7. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die DNA-Banden wurden zunédchst mit Hilfe eines Einmalskalpells aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und in 1,5 ml Reaktionsgeféfe iiberfiihrt. Die Isolierung der DNA erfolgte mit

Hilfe des QIAquick Gel-extraction Kits der Firma Qiagen nach Instruktionen des Herstellers.

2.2.1.8. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Messung der DNA- bzw. RNA-Konzentration in einer Probe erfolgte mit Hilfe eines
Spektralphotometers bei der Wellenlinge von A = 260 nm. Fiir die dabei gemessene

Extinktion gilt folgende Umrechnung:

RNA: E260 = 1,0 entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml
DNA: E260 = 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml

Die Bestimmung der beiden anderen Extinktionswerte bei A = 280 und A = 320 nm l&sst auf

die Reinheit der Nukleinsdure in der untersuchten Probe schlielen. Proteinverunreinigungen
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werden bei einer Wellenldinge von A = 280 nm und Salzverunreinigungen bei einer
Wellenldnge von A = 320 nm nachgewiesen. Bei einer sauberen Nukleinsdurepriparation
sollte das Verhéltnis von E260/E280 im Bereich zwischen 1,7 — 1,8 fiir RNA bzw. 1,9 — 2,0
im Falle von DNA liegen. E320 sollte kleiner als 0,01 sein (176).

2.2.1.9. Dephosphorylierung von 5’-Enden der linearisierten Expressionsvektoren

Bei der Durchfiithrung einer Ligation von Insert-DNA in Expressionsvektoren kommt es
hiufig zu einer Selbstligation des DNA-Vektors. Dadurch wird die Effizienz der Ligation
reduziert. Um die Selbstligation zu verhindern, kénnen mit Hilfe der CIP die 5'-
Phosphatgruppen der linearisierten Vektor-DNA abgespalten werden. Zu diesem Zweck
wurden 5 pg linearisierte Plasmid-DNA zweimal mit 0,25 U CIP fiir 30 Minuten inkubiert.
Die Inaktivierung der Phosphatase erfolgte im Anschluss durch Inkubation mit einer 0,5 mM

EDTA-L6sung (Endkonzentration) fiir 20 Minuten.

2.2.1.10. Ligation von DNA-Fragmenten in Expressionsvektoren

Die T4-DNA-Ligase katalysiert unter Hydrolyse von ATP eine Phosphordiesterbindung
zwischen einer 3’-Hydroxylgruppe mit einer 5’-Phosphatgruppe. Durch diesen Prozess
kommt es zur Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen zwei DNA-Fragmenten. Zur
Durchfiihrung einer Ligation wurden 100 ng linearisierter und 5’-dephosphorylierter (siche
2.2.1.6) Plasmid-DNA zusammen mit dem dreifachen molaren Uberschuss an Insert-DNA
und 1 U T4-DNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen von 20 pl bei 16°C in Ligase-Puffer
tiber Nacht inkubiert. Das Ligationsprodukt wurde anschlieBend fiir die Transformation in

kompetente Bakterien verwendet.

2.2.1.11. TOPO-TA-Klonierung

TOPO-TA-Klonierung ist eine effiziente Methode zu Subklonierung von PCR-Produkten in
spezielle Sequenzierungsvektoren. Durch eine spezielle Aktivitdt der Tag-Polymerase werden
einzelne Desoxyadenosinmonophosphate an das 3’-Ende der PCR-Produkte angefiigt (24).
Der in diesem Ansatz verwendete linearisierte Vektor pCR 2.1 TOPO besitzt an seinen 5’-
Enden einzelne Desoxythymidinreste, die kovalent mit einer DNA-Topoisomerase verkniipft
sind und somit eine effiziente Ligation mit den PCR-Produkten erméglichen. Die Klonierung
wurde mit dem TOPO®-TA-Cloning Kit der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben

durchgefiihrt. Dazu wurden die DNA-Fragmente in den pCR2.1 TOPO-Vektor ligiert. Die
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Transformation der TOP 10 One Shot™-Zellen mit anschliefender Blau-WeiB-Selektion
erfolgte ebenfalls nach den Angaben des Herstellers. Zehn ausgewéhlte weille Klone wurden
in 5 ml 2YT-Medium mit 100pg/ml Ampicillin iiberfiihrt. Nach 16-stlindiger Inkubation bei
37°C wurden die Plasmide mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit isoliert. Im Anschluss wurde
eine Kontrollrestriktion durchgefiihrt. Plasmid-DNA von positiven Klonen, welche im Zuge
der Kontrollrestriktion eine Integration eines Inserts der gewlinschten Lange aufgewiesen

haben, wurde sequenziert.

2.2.1.12. Klonierung des 2c-scFv-Gensequenzen

Nach der Ermittlung der authentischen Sequenzen der Vi- und Vi -Gensequenzen aus der 2c-
Hybridomzelllinie wurde mit Hilfe der beschriebenen PCR-Verfahren ein Antikorper-

Fragment im scFv-Format generiert. Die Durchfiihrung lag folgendem Schema zu Grunde:

Tab. 9: Generierung des 2c-scFv durch Fusion der Vy- und V-Gene mittels iiberlappender PCR

Schritt 1: Amplifikation der verldngerten V- und V| -Abschnitte

Amplifikation Vy:

Sense-Primer Antisense-Primer Zyklen
Teil 1: (innere PCR): 2cVH#1-up T,,=78°C 2¢VH#2-do T,,,= 72°C 10
Teil 2: (duBere PCR): 2cVH#3-up T,,= 76°C 2cVH#4-do T, = 94°C 15
Amplifikation V:
Teil 1: (innere PCR): 2cVL#1-up T,,=70°C 2c¢VL#2-do T,,= 74°C 10
Teil 2: (duBere PCR): 2cVL#3-up T,,=94°C 2cVL#4-do T,,=74°C 15

Schritt 2: Uberlappende PCR der beiden Produkte aus Schritt 1

Sense-Primer Antisense-Primer Zyklen

2cVH#3-up T, = 76°C 2cVL#4-do T\, =74°C 20

Durch Amplifikation der Vy-/V-Gene mit geeigneten Primern wurden diese um die fiir die
Klonierung in den Expressionsvektor pHOG21 (116) bendtigten Restriktions-Schnittstellen
Ncol am 5’-Ende des Vp-DNA-Fragmentes bzw. BamHI am 3’-Ende des Vi -DNA-
Fragments verldngert. Gleichzeitig wurde jeweils am entgegengesetzten Ende ein
Teilabschnitt der (GlysSer)s-Linkerpeptidsequenz, welche die  Vy- und Vi-Doménen
miteinander verbindet, angefiigt. Beide PCR-Produkte wurden anschlieBend mit Hilfe einer
tiberlappenden PCR zu einem scFv vervollstindigt (94, 123). Zu diesem Zweck wurden

zundchst im ersten Schritt 0,5 pug Vy- bzw. Vi-DNA in 10 PCR-Zyklen unter Einsatz der
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inneren Primer (Tab. 9) amplifiziert. Nach anschlieBender Zugabe der &ulleren Primer
(Tab. 9) erfolgte die Fortsetzung der PCR fiir weitere 15 Zyklen. Im Anschluss wurden die
Produkte auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.1.5) und aus dem Gel
aufgereinigt (2.2.1.7). Die auf diese Weise gewonnenen verldngerten Vi- bzw. Vi -Fragmente
iiberlappten sich im Bereich der Linkersequenz iiber eine Linge von 18 Nukleotiden. Zur
Generierung des scFv-Fragmentes wurden die Produkte aus Schritt 1 mittels einer
tiberlappenden PCR miteinander kombiniert. Zur optimalen Aneinanderlagerung der Vy- und
Vi-Fragmente wurden zundchst 5 PCR-Zyklen ohne Zugabe von Primern durchgefiihrt. Im
Anschluss erfolgten die Zugabe der Oligonukleotide und die Durchfithrung weiterer 15
Zyklen. Das Produkt der iiberlappenden PCR wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und
aufgereinigt. Nach einem Ncol- / BamHI-Restriktionsverdau (2.2.1.6) und anschlieBender
Aufreinigung wurde das amplifizierte 2c-scFv-DNA-Fragment in den linearisierten pHOG21
Expressionsvektor ligiert (2.2.1.10) und sequenziert.

2.2.1.13. Transformation kompetenten Bakterien

Als Transformation bezeichnet man die nichtvirale Aufnahme freier DNA in kompetente
Bakterienzellen (auch in Pilz-, Algen- oder Pflanzenzellen). Die Transformation wird zur
Amplifikation einer in einen Plasmid-Vektor integrierten, rekombinanten DNA genutzt.
Dabei konnen entweder chemisch kompetente Bakterien mittels Hitzeschockverfahren, oder

elektrokompetente Bakterien mittels Elektroporation transformiert werden.

2.2.1.14. Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Fiir die Transformation mittels Hitzeschockverfahren wurden chemisch kompetente TOP 10
One Shot™ Bakterien der Firma Invitrogen verwendet. Die tiefgefrorenen Bakterien wurden
zunichst auf Eis aufgetaut. In einem vorgekiihlten 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen wurden
1 -5 ul (10 pg— 100 ng) Plasmid-DNA mit 25 pl Bakterien-Suspension vermengt und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock (45 sec, 42°C) wurden die Bakterien erneut fiir
2 min auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde nun in 250 pl vorgewarmten SOC-
Medium (Super Optimal Broth Medium, mit Zusatz von 20 mM Glucose) aufgenommen und
fiir 1 h bei 37°C auf einem Schiittelinkubator bei 225 rpm inkubiert. Danach wurden jeweils
50 pl bzw. 200 pl dieser Suspension auf vorgewirmte, antibiotikahaltige (Ampicillin) LB-
Agar-Platten ausplattiert und liber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.1.15. Transformation elektrokompetenter Bakterien

Fiir die Transformation von Plasmid-DNA mittels Elektroporation wurden elektrokompetente
XL1-Blue oder TG1 Bakterien der Firma Stratagene verwendet. In einem vorgekiihlten 1,5
ml Reaktionsgefdl wurden 4 pl Bakterien mit 41 pl kaltem ddH,O und 5 pl des
Ligationsansatzes vorsichtig durchgemischt. Im Anschluss wurde die Suspension in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette tiberfiihrt und in das Gene Pulser Elektroporationsgerat
eingesetzt. Die Elektrotransformation erfolgte bei 25 puF, 200 Q und 1,75 kV bei einem
Elektrodenabstand von 0,1 cm. Unmittelbar nach dem Stromimpuls wurde der
Elektroporationsansatz mit 950 ul SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei 37°C auf
einem Schiittelinkubator bei 225 rpm inkubiert. Danach wurden jeweils 50 pl bzw. 200 ul
dieser Suspension auf vorgewdrmte, antibiotikahaltige (Ampicillin) LB-Agar-Platten

ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.16. Blau-Weil}-Screening

Die Selektion von Bakterienkolonien, deren Bakterien das gewiinschte DNA-Plasmid
enthalten, erfolgte mittels Blau-Wei3-Screening. Viele Klonierungsvektoren (pCR2.1-TOPO,
pCR4-TOPO, pHOG21 u.a.) enthalten das B-Galactosidase-Gen. Die Expression dieses
Enzyms fiihrt zur Spaltung von X-Gal unter Bildung von 5-Brom-4-chlor-indoxyl. Dieses
bildet nach Oxidation an der Luft und Dimerisierung den blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-
dichlor-indigo. In der aminoterminalen Sequenz der B-Galactosidase befindet sich ein DNA-
Abschnitt, dessen Sequenz aus mehreren hintereinander liegenden Restriktionsschnittstellen
besteht (Mehrfachklonierungsstelle). Durch die Integration von fremd-DNA wie z.B. von
PCR-Fragmenten in die MCS wird die Gensequenz der B-Galactosidase unterbrochen. Das
Enzym wird dadurch nicht mehr exprimiert. Die enzymatische Spaltung von X-Gal und die
damit assoziierte Bildung des blauen Farbstoffes sind damit unterbunden. Bei einer
erfolgreich durchgefiihrten Klonierung erscheinen somit diejenigen Kolonien, deren
Bakterien den Vektor mit dem gewiinschten Insert beinhalten, weill. Kolonien, deren

Bakterien einen leeren Vektor enthalten, erscheinen blau.

2.2.1.17. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli Bakterien

Die Plasmid-DNA wurde entweder zu analytischen Zwecken (Sequenzierung) oder im
priaparativen Malstab isoliert. Die Préparation zu analytischen Zweck erfolgte durch

Kultivierung der Bakterien in 5 ml antibiotikahaltigen LB-Medium bei 37°C und 225 rpm im
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Bakterienschiittler iiber Nacht. Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep
Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. Zur Isolierung der Plasmid-DNA im
praparativen MaBstab wurden 100 ml (Midi) bzw. 250 ml (Maxi) ml Bakterienkulturen mit
dem QIAprep Spin Midi- oder Maxiprep Kit (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers

aufgearbeitet.

2.2.1.18. Ethanolprizipitation von DNA

Die Ethanolprézipitation (176) einer DNA-Probe erfolgte nach Zugabe eines 1/10 Volumens
einer 3 M Natriumacetat-Losung (pH = 5,8) und 2,5 Volumenanteilen 100%-igem Ethanol.
Das Gemisch wurde fiir 2 h bei -80°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Mischung 15 min
bei 13,000 x g zentrifugiert und das Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen (10 min, 13,000
x g). Das luftgetrocknete DNA-Pellet wurde in einem geeigneten Volumen ddH,O

aufgenommen und bei -20°C gelagert.

2.2.1.19. Sequenzierung doppelstringiger DNA

Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma AGOWA oder von der Firma MWG-
Biotech nach aktuellen Standards durchgefiihrt. Die DNA wurde nach den von diesen Labors
geforderten und dort einzusehenden Vorgaben aufgearbeitet. Die Auswertung der Sequenzen

erfolgte mit der Software Vector NTL.

2.2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1. Produktion des loslichen 2¢c-scFv-Antikorpers in E.coli

Die Produktion des 16slichen scFv-Fragmentes erfolgte mit Hilfe des bakteriellen
Expressionsvektors pHOG21 (116). Zur Optimierung der Versuchsbedingungen fiir die
Produktion des scFv-Antikdrpers wurde eine Expression im analytischen Malstab
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden elektrokompetente E.coli Bakterien des Stammes
TG1 nach Transformation mit dem pHOG21-Plasmid in 5 ml 2-YTga Medium bei 37°C und
250 rpm iiber Nacht auf einem Bakterienschiittler inkubiert. Im Anschluss wurden mehrere
Aliquots von jeweils 5 ml 2-YTga-Medium mit 250ul der Uber-Nacht-Kultur angeimpft und
bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer ODggo von 0,8-1 wurden die Bakterien
abzentrifugiert (10min, 1500 x g, Raumtemperatur). Die Sedimente wurden in jeweils 5 ml 2-
YTsa-Medium resuspendiert. Zur Induktion der Proteinexpression wurde das Medium mit

unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen (0,1 - 2 mM) versetzt. Die Kulturen wurden bei
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21°C fiir 15-21 Stunden geschiittelt (250 rpm). Zur Analyse der Proteinexpression des 2c-
scFv in das bakterielle Periplasma wurden die Bakterien sedimentiert (25 min, 5600 x g,
4°C), in 1/20 Volumen (250 pl) eiskalten PP-Puffer (Extraktionspuffer) resuspendiert und fiir
die Dauer von 1 h auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Suspensionen bei 3.000 x g
eine Stunde lang zentrifugiert (4°C) und der 2c-scFv-haltige Uberstand entnommen. Die
qualitative Analyse der 2c-scFv-Antikorperproduktion erfolgte mittels Western-Blot-Analyse
(2.2.2.7) mit dem c-myc spezifischen Antikdrper 9E10. Nach Optimierung der
Versuchsbedingungen wurde der scFv-Antikorper in groem MaBstab produziert. Die
Produktion erfolgte unter den beschriebenen Bedingungen in einem Gesamtvolumen von 4 1.
Die Induktion erfolgte mit der zuvor optimierten Konzentration von 1mM IPTG. Die
Aufreinigung des scFv-Antikorpers mittels erfolgte mittels immobilisierter Metall-Chelat-

Affinitidtschromatographie (Ni-NTA-IMAC) (2.2.2.2)(95, 206).

2.2.2.2. Aufreinigung des 2c-scFv-Antikorpers mittels Ni-NTA-IMAC und FPLC

Die Aufreinigung des entweder in E.coli oder in der eukaryotischen Zelllinie NSO
produzierten Antikdrpers erfolgte mittels immobilisierter Metall-Chelat-
Affinitdtschromatographie (NI-NTA-IMAC). Zu diesem Zweck wurden die Periplasma-
Praparation (2.2.2.1) bzw. der 2c-scFv-haltige Zellkulturiiberstand gegen den SP-10 Puffer
dialysiert. Dazu wurde eine  Spectra/Por®-Dialysemembran (6-8000 MWCO, Roth)
verwendet. Im Anschluss wurde eine Biorad-Sdule mit 750 pl resuspendierte Ni-NTA-
Agarose, Kapazitit 5 mg/ml, beladen. Die Sdule wurde mit dem zwanzigfachen
Saulevolumen (15 ml) SP-10 Puffer dquilibriert. Nach dem Beladen der Saule mit der
dialysierten 2c-scFv-Praparation wurde die Sdule mit dem 20-fachen Volumen SP-50 Puffer
gewaschen. Die Elution des an die Ni-NTA-Agarose gebundenen scFv-Antikorpers erfolgte
mit SP-Puffer mit aufsteigenden Imidazol-Konzentrationen (SP-100 bis SP-500). Es wurden
500 pl Fraktionen gesammelt, die anschlieBend mittels SDS-PAGE und anschlieender
Coomassie-Farbung oder mittels Western-Blot-Analyse untersucht wurden. Die Fraktionen
mit dem hochsten spezifischen Proteingehalt wurden zur weiteren Aufreinigung mittels
FPLC gegen PBS dialysiert. Die Proben wurden entweder nach ithrem Molekulargewicht oder
nach ihrer Ladung aufgetrennt. Um die Proteine ihrem Molekulargewicht nach aufzureinigen
wurden die Proben auf eine Superdex 75 HL26/60 Gelfiltrationssdule (GE Healthcare)
aufgetragen und der GrofBe nach aufgetrennt. Dadurch konnten scFv-Fragmente von
Dimeren, Aggregaten und anderen Verunreinigungen befreit werden. Alternativ konnten 2c-

scFv-Fragmente auf Grund ihrer Ladung iiber die Kationen-Austauschsédule MonoS GL5/50
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(GE Healthcare) nach Bestimmung des isoelektrischen Punktes des scFv-Antikorpers (0)
separiert werden. Die Proben wurden zundchst gegen den MonoS Start-Puffer dialysiert.
Nach Aquilibrierung der MonoS-Séule mit dem MonoS Start-Puffer und dem Auftragen der
2c-scFv-haltigen Probe wurden die Proteine durch sukzessive Erhohung der
Salzkonzentration eluiert. Die Auftrennung der Proben wurde photometrisch (ODsg)
verfolgt. Fraktionen mit dem hochsten Proteingehalt wurden gegen PBS dialysiert und mit
Hilfe einer Amicon® Ultra-15 Zentrifugaleinheit (MWCO = 10.000 Da, Millipore)

einkonzentriert.

2.2.2.3. Aufreinigung monoklonaler IgG-Antikorper

Monoklonale  IgG-Antikérper mit humanen bzw. murinen Fc-Teil wurden
affinitdtschromatographisch mit Hilfe einer Protein-A Séule aufgereinigt. Die Kapazitét der
Protein-A Agarose betrdgt 12-19 mg/ml fiir humane bzw. 6-8 mg fiir murine Antikdrper.
Zundchst wurde der Zellkulturiiberstand auf den entsprechenden pH-Wert eingestellt.
Protein-A weist optimales Bindungsverhalten gegeniiber murinen Fc-Fragmenten bei pH =
7,4 auf. Im Falle von humanen Fc-Fragmenten liegt das Optimum bei pH = 8. Die Protein-A
Sdule wurde mit dem 10-20-fachen Volumen Protein-A Bindepuffer &dquilibriert. Das
Auftragen der Probe erfolgte anschlieBend mit Hilfe einer speziell zu diesem Zweck
hergestellten Apparatur iiber Nacht. Nach einem Waschschritt mit dem 30-fachen
Séulenvolumen Bindepuffer wurden die an das Protein-A gebundenen Antikdrper mit 10 ml
Protein-A Elutionspuffer von der Séule gelost. Es wurden jeweils 1 ml Fraktionen
gesammelt. Zur Neutralisation des pH-Wertes wurden in die Sammelgefif3e 200 pl Protein-A
Neutralisationspuffer vorgelegt. Der Antikdrpergehalt und die Reinheit der Fraktionen wurde
mittels SDS-Gelelektrophorese (2.2.2.6) oder mittels analytischer FPLC unter Verwendung
der Superdex 200 HL 16/60 Saule untersucht.

2.2.2.4. Generierung von 2¢c-F(ab’),-Fragmenten durch Pepsin-Verdau

Durch proteolytische Pepsin-Spaltung des monoklonalen Antikorpers 2c wurden 2c-F(ab’),-
Fragmente generiert. Hierfiir wurde das ImmunoPure®-F(ab’),-Preparation-Kit verwendet.
Alle Schritte wurden gemiB3 dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die zuvor
erforderliche Einkonzentrierung des monoklonalen Antikorpers auf eine Endkonzentration
von 10 mg/ml erfolgte mit Hilfe einer Amicon® Ultra-15 Zentrifugaleinheit (MWCO =
30.000 Da, Millipore). Im Anschluss an den Verdau erfolgte eine Aufreinigung iiber eine

Protein-A Séule. Dadurch konnten die Fc-Fragmente von den F(ab’),-Fragmenten separiert
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werden. Die durch Pepsin-Verdau als unerwiinschtes Nebenprodukt entstandenen Fab-
Fragmente konnten durch priparative FPLC mit Hilfe einer Superdex 200 HL 16/60 Siule

von den F(ab’),-Fragmenten getrennt werden.

2.2.2.5. Generierung von 2c-Fab-Fragmenten durch Papain-Verdau

Monovalente 2c-Fab-Fragmente wurden durch Papain-induzierte, enzymatische Spaltung des
mAk 2c hergestellt. Dazu wurde das ImmunoPure®-Fab-Preparation-Kit verwendet. Die
Prozedur wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die 2c-Fab-Fragmente wurden
von unverdauten IgG-Antikorpern und Fc-Fragmenten affinititschromatographisch iiber eine
Protein-A Sdule homogen aufgereinigt. Die Reinheit des Produktes wurde mittels SDS-
Gelelektrophorese (2.2.2.6) und durch analytische FPLC mit Hilfe einer mit GroBenstandards
kalibrierten Superdex 200 HL 16/60 untersucht.

2.2.2.6. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Untersuchung proteinhaltiger Proben erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE (130). Dazu
wurden die proteinhaltigen Proben im Verhéltnis 1 : 2 mit dem denaturierenden und
reduzierendem 2 x SDS-Probenpuffer gemischt und fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte anschlieBend auf einem 4-20%-igem Tris-Glycin Gel
(Invitrogen) in einer SDS-Gel-Kammer fiir 90 Minuten bei 125 V. Zur Auswertung wurden
die Proteine entweder durch Anfarbung mit dem Coomassie-Farbstoff (66) sichtbar gemacht
oder mittels Western-Blot-Analyse (2.2.2.7) durch Immunfirbung mit Hilfe spezifischer
Antikorper detektiert.

2.2.2.7. Western-Blot-Analyse

Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch Immunfarbung dieser Proteine nach
Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran mit Hilfe spezifischer, POD-konjugierter
Antikoérper (201). Zum Transfer der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem
SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran das SDS-Gel auf eine mit Semi-Dry Puffer
befeuchtete Nitrozellulose-Membran {iberfiihrt und luftblasenfrei zwischen zwei Lagen
ebenfalls befeuchteten Filterpapier (Whatmanpapier) gelegt. Die Ubertragung der Proteine
auf die Membran erfolgte iiber eine Dauer von 25 Minuten bei 20V (1,5 mA/cm?). Die
Detektion der an die Nitrozellulose-Membran gebundenen Proteine erfolgte durch HRP-

konjugierte Antikorper. Zu diesem Zweck wurde die Membran zundchst mit Blockpuffer
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abgesittigt. Im Falle einer indirekten Farbung erfolgte zundchst Inkubation mit einem
spezifischen, unkonjugierten Primérantikorper (in 2x—TNT-Puffer verdiinnt). Die Membran
wurde dreimal mit 1 x TNT-Puffer fiir 10-20 min gewaschen. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit Detektionsantikdrpern bzw. mit einem Erstantikorper fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur (alternativ bei 4°C iiber Nacht). Die Membran wurde wie zuvor beschrieben
gewaschen. Zur Entfernung des Detergenz wurde ein weiterer, kurzer Waschschritt (5 min)
mit TBS-Puffer durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte nach Inkubation der Nitrocellulose-
Membran mit dem Substrat (ECL-Reagenz) entweder auf einem Fotopapier oder mit Hilfe

einer lichtsensitiven Kamera des LAS-3000 Imaging Systems (Fujifilm).

2.2.2.8. Charakterisierung des mAk 2c Epitops mittels SDS-PAGE

Die Charakterisierung des durch den mAk 2c erkannten HSV-gB-Epitopes erfolgte durch
eine modifizierte SDS-PAGE (15). Das rekombinante HSV-1 GB-Protein wurde entweder
unter denaturierenden Bedingungen, oder unter denaturierenden und reduzierenden
Bedingungen auf einem 8%-igem SDS-Gel (2.2.2.6) analysiert. Der signifikante Unterschied
bestand in der Vorbehandlung der GB-Proben. Die Proben (0,75 pg) wurden 1 : 1 mit 2-fach
konzentriertem SDS-Puffer mit bzw. ohne Zusatz der reduzierenden Reagenz
B-Mercaptoethanol vermischt. Letztere wurden zusétzlich fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 125 V fiir die Dauer von 90 min. Die
Bindungseigenschaften des mAk 2c gegeniiber dem Glykoprotein B wurden mit den bereits
publizierten Daten der kommerziell erhéltlichen Antikérpern H126 (154) und H1817 (15)

verglichen.

Tab. 10: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele. Es wurden ein 8%-iges Trenngel und ein 5%-iges
Sammelgel verwendet. APS und TEMED wurden als letztes zugegeben um eine vorzeitige Polymerisation zu

verhindern.
09 1
30% . _’5 M 1 M 10 % Gesamt-
Acrylamid/ Tris-HC1 Tris-HCI1 10 % SDS TEMED ddH,0
. . APS Volumen
Bis-arcylamid pH 8.8 pH 6.8
5%
1,5 ml - 1,25 ml 100 pl 40 pl 10 pl 7,1 ml 10 ml
Sammelgel
8%
5,3 ml 5 ml --- 200 pul 200 pl 20 pl 9,3 ml 20 ml
Trenngel
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2.2.2.9. Isoelektrische Fokussierung

Der isoelektrische Punkt des 2c-scFv-Antikorpers wurde durch isoelektrische Fokussierung
ermittelt. Die Durchfithrung erfolgte in der Xcell SureLock Minicell SDS-Gel-Kammer
(Invitrogen) nach dem Protokoll des Herstellers. Zu Elektrolyse wurden der IEF-Anoden-
und der IEF-Kathoden-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit dem IEF-Probenpuffer
vorbehandelt. Als GroBenstandard diente der IEF-Marker (Detektionsbereich IP = 3-10). Die
Elektrophorese wurde in drei aufeinanderfolgenden Schritten durchgefiihrt (1 h bei 100 V, 1
h bei 200 V, 30 min bei 300 V). Unmittelbar nach der Elektrophorese wurde das Gel mit
einer 12%-igen (v/v) TCA-Losung (Trichloressigsdure) fixiert um eine Prézipitation des
Coomassie-Farbstoffes bei der anschlieBenden Farbung zu verhindern. Um die Sensitivitét
der Detektionsmethode zu erhohen wurde der 2c-scFv-Antikorper nach Coomassie-Farbung
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und spezifisch mit dem Maus-anti-c-myc-
Antikorper 9E10 mittels Western-Blot-Analyse (2.2.2.7) detektiert. In einem weiteren Ansatz
wurde der Trennbereich des Gels, in dem der scFv-Antikdrper zuvor dem IP nach aufgetrennt
wurde, ausgeschnitten und in ein dafiir vorgesehenes SDS-Gel (Invitrogen) eingesetzt. Nach
einer weiteren Elektrophorese wurden die Fragmente zwecks eindeutiger Zuordnung mit

GroBenstandards in Relation gesetzt.

2.2.2.10. Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Antikorper-Konzentration erfolgte photometrisch bei 280 nm unter

Berticksichtigung folgender Umrechnungskoeffizienten:

Tab. 11: Umrechnungskoeffizienten zur Bestimmung der Antikdrperkonzentration. Der
Umrechnungsfaktor zwischen Absorption und Protein-Konzentration wurde der Literatur (43) entnommen, oder
im Fall des 2c-scFv-Fragmentes mit der VNTI-Software an Hand der Proteinsequenz errechnet.

Protein Absorption Ag Protein-Konzentration
IgG-Molekiil Argo=1 0,699 mg/ml
F(ab"),-Fragment Argo=1 0,676 mg/ml
Fab-Fragment Argo=1 0,654 mg/ml
2c-scFv-Fragment Argo=1 0,5 mg/ml
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2.2.3. Immunologische Methoden

2.2.3.1. ELISA-Testverfahren (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Die Fahigkeit des monoklonalen Antikérpers 2c, dessen Derivate 2c-F(ab’), und 2c-Fab, des
gentechnisch hergestellten 2c-scFv-Fragmentes zur spezifischen Antigenbindung erfolgte mit
Hilfe des ELISA-Testverfahrens unter Verwendung des kommerziellen Enzygnost anti-HSV-
IgG-Kits (DADE-Behring) mit geringfiigigen Modifikationen. Zundchst wurden die
antikorperhaltigen Proben auf spezielle, mit dem Zellkulturiiberstand HSV-infizierter bzw.
nichtinfizierter Zellkulturen beschichtete 96-Lochplatten aufgetragen. Nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei 37°C und zweimaligem Waschen mit 200 ul Waschpuffer
wurden die gebundenen Antikoérper mit spezifischen Sekunddrantikoérpern detektiert. Zur
Detektion des mAk 2c wurde ein Ziege-anti-Maus-Fcy-spezifischer, HRP-konjugierter
polyklonaler Antikorper eingesetzt. Die Antigenbindung der Antikorperfragmente 2c-F(ab’),
und 2c-Fab wurde mit Hilfe eines Ziege-anti-Maus-Fab-spezifischen bzw. gegen leichte
Kette Kappa (k) gerichteten und HRP-konjugierten Antikdrpers nachgewiesen. Zum
Nachweis des spezifisch gebundenen 2c-scFv-Fragmentes wurden der c-myc spezifische
Antikorper 9E10 als Sekundérantikdrper und ein Ziege-anti-Maus-Fcy-spezifischer, HRP-
konjugierter Antikorper als Tertidrantikdrper verwendet. Bis auf die genannten
Modifikationen erfolgte die Test-Durchfiihrung nach dem Handbuch des Herstellers. Die
Quantifizierung der gebundenen Antikorper erfolgte mit dem GENios Plus ELISA-System

bei einer Wellenldnge von 450 nM.

2.2.3.2. Selektion von mAK ch2¢ und mAK hu2c V1-V4 Transfektanden

Die Selektion transfizierter Antikorper-produzierender (mAk ch2c, mAk hu2c V1-V4)
SP2/0-Einzelklone erfolgte mit Hilfe des ELISA-Testverfahrens unter Verwendung des
kommerziellen Enzygnost anti-HSV-IgG-Kits (DADE-Behring) nach Herstellerangaben. Die
Zellkulturiiberstinde der Antikdrper-produzierenden Zellen wurden auf die mit HSV-
Antigenen beschichteten Platten in einem Volumen von 100 pl tiberfiihrt. Die Detektion der
gebundenen Antikorper erfolgte analog den Herstellerangaben. Einzelklone mit quantitativer
Antikorperproduktion wurden fiir die weitere Kultivierung und anschlieBende serumfreie

Antikorperproduktion ausgewéhlt.
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2.2.3.3. Antikorpervermittelte Inhibition des ,,cell-to-cell spreads*

Eine Besonderheit der Herpesviren ist deren Fihigkeit sich auf direktem Weg von einer
infizierten Zelle zu einer benachbarten nicht-infizierten Zelle auszubreiten (,,cell-to-cell
spread”). Die antikdrpervermittelte Inhibition des ,,cell-to-cell spreads® wurde im Rahmen
dieser Arbeit nach immunhistochemischer Féarbung von HSV-infizierten Zellen
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zu diesem Zweck wurden zunichst jeweils 2 x 10°
Vero-Zellen in 1 ml Kulturmedium (DMEM, 2% FCS, U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte, in der sich jeweils ein mit Ethanol
vorbehandeltes 12 mm Deckglas befand, kultiviert. Am Folgetag wurde das Kulturmedium
verworfen und die Zellen mit einer Viruslast von 200 TCIDsy HSV-1 F in einem Volumen
von 500 pl Kulturmedium pro Vertiefung infiziert. Vier Stunden nach Infektion wurde der
virushaltige Uberstand verworfen, ungebundene Viruspartikel durch zweimaliges Waschen
mit 500 pl PBS entfernt, und die Zellen mit 500 pl Kulturmedium versetzt. Zur
Neutralisation der in den Zelliiberstand freigesetzten Herpesviren wurden dem Medium
neutralisierende Antikorper in Uberschusskonzentrationen hinzugefiigt. Die Antikdrper mAk
2c, ch2c, hu2c V1-V4 und das 2c-F(ab"),-Fragment wurden in den Konzentrationen 1000 nM
und 500 nM eingesetzt. Das monovalente 2¢c-Fab-Fragment wurde in mit 3000 nM bzw. 1500
nM appliziert. Als Kontrolle wurde humanes, HSV-neutralisierendes Serum (Diagnostische
Abteilung der Virologie, Universititsklinikum Essen) mit einer Verdiinnung von 1:20 in
Kulturmedium eingesetzt. Der Neutralisationstiter des Serums betrug 1:160. Nach einer
Inkubationsdauer von zwei Tagen wurde das Inokulationsmedium verworfen. Nach
dreimaligem Waschen mit HEPES/Saline-Puffer wurden die Zellen durch Uberschichtung
mit jeweils 500 pl/Vertiefung einer 4%-igen Paraformaldehyd-Losung fixiert. Nach weiteren
15 min wurde der Uberstand verworfen und die Zellen dreimal mit HEPES/Saline-Puffer
gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch 15-minutige Inkubation mit
HEPES/Saline-Puffer + 0,05% Tween20 geblockt. AnschlieBend wurden HSV-infizierte
Zellen mit Hilfe eines polyklonalen, FITC-konjugierten Ziege-anti-HSV-Antikorpers
angefirbt. Nach 45 Minuten wurde der Uberstand verworfen. Die Deckgléser wurden nach
erneutem Waschen der mit Hilfe von Mowiol (Calbiochem) mit der zellbeschichteten Seite
auf Glasobjekttrager fixiert. Um eine Austrocknung zu verhindern wurden die Deckgliser
zusdtzlich mit Klarlack abgedichtet. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch mit

Hilfe des konfokalen Leica DM IRE2 Mikroskops bei einer 40-fachen VergroBerung.
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2.2.3.4. Durchflusszytometrie ,,fluorescence activated cell sorting” (FACS)

Die spezifische Bindung des mAk 2c, dessen Derivate und der rekombinant hergestellten
Antikorper an das im Zuge des HSV-Replikationszyklus auf der Oberfldche infizierter Zellen

préisentierte gB-Antigen wurde durchflusszytometrisch untersucht.

2.2.3.5. Durchflusszytometrische Bestimmung der funktionellen Affinitit

Die funktionelle Affinitit eines Antikorpers ist ein MaB fiir die Stirke der Wechselwirkung
zwischen einem Antikorper und einem Antigen. Im Falle von monovalenten
Antikorperfragmenten (scFv, Fab) entspricht diese der tatsdchlichen Affinitdt, d.h. der
Interaktion zwischen einer Antigenbindungsstelle (Paratop) auf dem Antikérper und einem
korrespondierenden Epitop auf dem Antigen. Bindet ein bivalenter Antikorper an ein intaktes
polyvalentes Antigen (Viren, Bakterien), so bezeichnet man die Bindungskraft auch als
Aviditét. Die funktionelle Affinitit wird durch die Gleichgewichtskonstante Ky beschrieben
(9). Diese wurde durchflusszytometrisch durch Charakterisierung der Bindungseigenschaften
zwischen Antikorpern/Antikorperfragmenten und infizierten Vero-Zellen, die im Zuge des
natlirlichen = HSV-Replikationszyklusses das gB-Antigen als membranassoziiertes
Glykoprotein auf der Zelloberfliche exprimieren, bestimmt. Vero-Zellen (ca. 80 %
konfluent) wurden mit einer Viruslast von 3 MOI HSV-1 F infiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 16-20 Stunden wurden das virushaltige Inokulationsmedium verworfen
und die Zellen mit PBS gewaschen und mittels Trypsin/EDTA in Suspension gebracht. Die
Zellen wurden 5 min bei 300 x g pelletiert und im FACS-Puffer entsprechend einer
Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml resuspendiert. Die Suspension wurde in einem Volumen von
100 pl/Loch gleichmiBig auf eine 96-Loch-Platte verteilt. Zur Bestimmung der
Gleichgewichtskonstanten Kp wurden die pelletierten Zellen in Triplets mit einer 1:2
Verdiinnungsreihe (0,03 — 500 nM) der neutralisierenden Antikdrper bzw.
Antikorperfragmente fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit jeweils 200 pl FACS-Puffer wurden die spezifisch an das gB-Antigen gebundenen
Antikorper durch FITC-konjugierte Detektionsantikorper analysiert. Zur Detektion des mAk
2c wurde ein Ziege-anti-Maus-Fcy-spezifischer und FITC-konjugierter, monoklonaler
Antikorper eingesetzt. Die Antigenbindung durch die Antikdrperfragmente 2c-F(ab”), und
2c-Fab wurde mit Hilfe eines Ziege-anti-Maus-Fab-spezifischen, FITC-konjugierten
Antikorpers nachgewiesen. Um gebundne scFv-Fragmente nachzuweisen, wurde zunichst
der c-myc spezifische Primdrantikdrper 9E10 eingesetzt. Nach zwei Waschschritten wurde

dieser durch einen Ziege-anti-Maus-Fcy-spezifischen, FITC-konjugierten Antikorper
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detektiert (17, 156). Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurden ungebundene Antikorper
durch zweimaliges Waschen entfernt, und die Zellen in 500 pul FACS-Puffer aufgenommen.
Im Anschluss wurde fiir jede Probe die mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI)
durchflusszytometrisch ermittelt. Zur Kontrolle wurden infizierte Zellen nur durch
Inkubation mit Sekundarantikérpern inkubiert und die MFI bestimmt. Zur Eliminierung der
Hintergrundfluoreszenz wurden diese Werte von den zuvor ermittelten Mai-Werten der
Proben subtrahiert. Die Berechnung der Gleichgewichtskonstanten Kp erfolgte unter
Anwendung der Marquardt und Levenberg Methode fiir nichtlineare Regression mit der

Software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software) (5).

2.2.3.6. Untersuchung der biophysikalischen Stabilitit

Zur Bestimmung der biophysikalischen Stabilitdt der Antikorper wurden die aufgereinigten
Antikorper mAk 2c¢, ch2c und der humanisierte Antikdrper hu2c V1 bei einer Konzentration
von 100 nM in einem Volumen von 50 pl iiber einen Zeitraum von 30 Tagen bei 37°C in
PBS inkubiert. Zu Stabilisierungszwecken wurde BSA mit einer Endkonzentration von 10
mg/ml eingesetzt. Nach Entnahme der Proben in bestimmten Zeitintervallen (Oh, 0,5h, 1h,
2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h, 172h, 2 Wochen und 4 Wochen) nach
Versuchsbeginn wurden diese bei -20°C aufbewahrt. Die Bindungseigenschaften der
Antikorper wurden im Anschluss an den Versuch an HSV-1 F infizierten Vero-Zellen wie

zuvor beschrieben (2.2.3.5) analysiert.

2.2.3.7. Kompetitionsstudien zur Analyse der Epitopspezifitit von Antikorpern

Die Spezifitdit des rekombinant hergestellten chiméren Antikorpers ch2c und der
humanisierten Varianten hu2c V1-V4 wurde mit Hilfe von Kompetitionsstudien untersucht
(6, 123). Dabei wurde iiberpriift, ob diese Antikdrper mit dem parentalen murinen Antikorper
2c¢ um dieselbe Antikorperbindungsstelle in Konkurrenz treten. Zu diesem Zweck wurden mit
3 MOI HSV-1 F infizierte Vero-Zellen einen Tag nach Infektion mit abgestuften
Konzentrationen (1000 nM — 0,98 nM) des chimidren mAk bzw. den humanisierten hu2c
Varianten V1-V4 als Kompetitor fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit jeweils 200 pl FACS-Puffer wurde in einem zweiten
Inkubationsschritt der parentale mAk 2c mit einer konstanten Konzentration von 100 nM
eingesetzt und seine Bindung mittels des fluoreszenzmarkierten, gegen die murinen
konstanten Doménen gerichteten Ziege-anti-Maus-Antikorper durchflusszytometrisch

nachgewiesen. Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurden in einem parallelen Ansatz die
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beiden Farbungsschritte in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt. Die spezifische Bindung
der in diesem Ansatz mit konstanter Konzentration (100 nM) eingesetzten Antikorper mit
humaner Fc-Domine (mAk ch2c, mAk hu2c V1-V4) wurde mit einem Kaninchen-anti-

Mensch- Fcy-spezifischen, FITC-konjugierten Antikorper detektiert.

2.2.4. Zellkulturmethoden

2.2.4.1. Kultivierung von Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C in einer 5 %-igen CO,-Atmosphére und einer
90 %-igen Luftfeuchtigkeit kultiviert. Je nach Wachstum und Zelldichte wurde die
Passagierung ein- bis zweimal pro Woche durchgefiihrt. Um eine Mycoplasma-freie
Kultivierung der Zelllinien sicherzustellen wurde in regelméfBigen Abstinden ein PCR-

basierender (AppliChem) Routinescreen auf Mycoplasma-DNA durchgefiihrt.

2.2.4.2. Kultivierung von Vero-Zellen

Vero-Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), das zusitzlich mit 2
mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10% FCS versetzt war,
kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von 90%-100% wurden die Zellen passagiert.
Dazu wurde das Kulturmedium abgegossen und der Zellverband mit 10 ml PBS (Ca®>" und
Mg?**-frei) gewaschen. Durch Zugabe von 1 ml Zelldissoziationslésung Trypsin/EDTA wurde
der Zellverband proteolytisch in Einzelzellsuspensionen aufgeldst. Diese wurden in 10 ml

Medium resuspendiert und in einer 1:10 Verdiinnung weiterkultiviert.

2.2.4.3. Kultivierung der 2c-Hybridomzellen

Die Kultivierung der 2c-Hybridomzellen erfolgte in Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(IMDM), versetzt mit 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und
10% FCS. Die semi-adhdrent wachsenden Zellen wurden mit Hilfe einer Pipette

resuspendiert und in einer 1:10 Verdiinnung weiterkultiviert.

2.2.4.4. Kultivierung von NS0-Zellen

NSO0-Zellen wurden routineméBig in Dulbecco's Modified Eagle Medium (10 % FCS, 2 mM
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin). Die Passagierung erfolgte in

einem zeitlichen Intervall von 3-4 Tagen, dabei wiesen die Zellen eine 80%-ige Konfluenz
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auf. Zur Weiterkultivierung wurden die resuspendierten Zellen in einem Verhéltnis von 1 : 10

in Kulturmedium verdunnt.

2.2.4.5. Kultivierung Antikorper-produzierender SP2/0-Myelomzellen

Die Zellkultivierung der SP2/0 Zelllinie erfolgte im Dulbecco's Modified Eagle Medium (10
% FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 um B-Mercaptoethanol, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin). Die Passagierung erfolgte analog der fiir NSO-Zellen beschriebenen

Vorgehensweise.

2.2.4.6. Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitit

Die Zellzahl und die Vitalitit wurden mit Hilfe einer Neubauer-Kammer ermittelt. Zur
Differenzierung zwischen toten und vitalen Zellen wurde Trypanblau eingesetzt. Dazu
wurden 100 pl resuspendierte Zellen mit gleichem Volumen Trypanblau vermischt. Tote
Zellen konnen den Farbstoff aufnehmen und zeichnen sich unter dem Lichtmikroskop durch

ihre blaue Farbung aus.

2.2.4.7. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Langzeitlagerung von Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff bei -196°C. Dazu wurden 5
x 10° — 1 x 107 vitale Zellen in Einfriermedium (90% FCS, 10% Kryoprotektant DMSO)
aufgenommen und in Kryorohrchen iiberfiihrt. Diese Rohrchen wurden zunichst in einem mit
Isopropanol gefiilltem Einfrierbehdlter (Kiihlungsrate von 1°C/min) auf -80°C
heruntergekiihlt und anschlieend in fliissigem Stickstoff gelagert. Zur Rekultivierung
wurden die Zellen rasch bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und mit dem 10-fachen Volumen
Kultivierungsmedium vermischt. Durch Zentrifugation (5 min, 200 x g) wurden die Zellen
pelletiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde verworfen und die Zellen in Medium in

Kultur genommen.

2.2.4.8. Transfektion von NS0-Zellen

Die urspriingliche eukaryotische NSO-Zelllinie produziert keine Antikérper und weist eine
geringe endogene Glutamin-Synthetase Aktivitdit auf. Um eine 2c-scFv-Produktion zu
induzieren, wurden die Zellen mit dem pEE12-Vektor transfiziert. Zu diesem Zweck wurde
eine Suspension von 1 x 10’ NSO-Zellen (in PBS) mit 40 pg Plasmid-DNA (in H,O,

Endotoxin-frei) in einer GenePulser-Kiivette in Gesamtvolumen von 800 pl fiir die Dauer
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von 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach zwei konsekutiven Pulsen (1500 V, 3 uF, 200 Q ) und
einer erneuten 5-minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen in 30 ml Kulturmedium
(DMEM, 10 % FCS, Antibiotika, 2 mM L-Glutamin) resuspendiert. Von dieser Suspension
wurden 20 ml auf vier 96-Loch-Platten verteilt (50 pl/Loch = 1,7 x 10* Zellen/Loch). Die
verbliebenen 10 ml Zellsuspension wurden durch Zugabe weiterer 30 ml Kulturmedium
verdiinnt. Davon wurden 30 ml auf fiinf 96-Loch-Platten ausplattiert (50 pl/Loch = 4,1 x 10
Zellen/Loch). Die iibrigen 10 ml wurden nach Zugabe von 40 ml Kulturmedium auf weitere
fiinf 96-Loch-Platten verteilt (50 pl/Loch = 8,25 x 10* Zellen/Loch). Im Anschluss wurden
die Zellen fiir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert (37°C, 5 % CO,). Das Plasmid pEE12
beinhaltet neben dem 2c-scFv-Gen auch eine fiir das Enzym Glutamin-Synthetase kodierende
Sequenz. Mit Hilfe dieses Enzyms sind die transfizierten Zellen zur Synthese von Glutamin
in der Lage und kdnnen somit im Glutamin-freien Medium {iberleben. Zur Selektion von
stabil transfizierten Zellen wurden die Zellen in Glutamin-freien Selektionsmedium (DMEM,
10 % FCS, GS-Supplemet (1x), Antibiotika) umgesetzt und weiterkultiviert. Die Einzelklone
wurden hinsichtlich der Sezernierung des 2c-scFv-Antikdrpers in den Zellkulturiiberstand im
Dot-Blot-Verfahren tiberpriift. Zu diesem Zweck wurden 50 pl des Zellkulturiiberstandes mit
Hilfe der Dot-Blot-Apparatur auf Nitrozellulose-Tragermaterial punktférmig aufgetragen.
Freie Bindungsstellen auf der Nitrozellulose-Membran wurden durch Inkubation mit 1%-
Milchpulver/TNT blockiert. Die Detektion des scFv-Antikorpers iiber den c-myc-tag erfolgte
auf dieselbe Weise wie im Western-Blot-Verfahren (2.2.2.7).

2.2.4.9. Eukaryotische Produktion des loslichen 2¢-scFv-Antikorpers in NS0-Zellen

Nach der Auswahl des Klons mit der hochsten 2¢c-scFv-Produktionsrate wurde dieser auf ein
Gesamtvolumen von 500 ml expandiert. Die Zellen wurden in Kultur gehalten bis der
prozentuale Anteil der lebenden Zellen unter 20 % gesunken ist. Die verbliebenen Zellen und
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (15 min, 4000 x g) pelletiert. AnschlieBend wurde
der 2c-scFv-haltige Uberstand iiber eine IMAC-Siule aufgereinigt (2.2.2.2).

2.2.4.10. Produktion des murinen monoklonalen Antikorpers mAKk 2¢

Der murine monoklonale Antikdrper mAk 2c¢ wurde aus dem Uberstand der 2c-
Hybridomzelllinie gewonnen. Das Gesamtvolumen eines Produktionsansatzes betrug 11.
Zunichst wurden 2c-Hybridomzellen in zehn 75 cm’-Zellkulturflaschen verteilt und in
Kulturmedium bis auf eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen/ml (1 x 107 Zellen/Flasche) kultiviert.

Die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindenden Zellen wurden jeweils fiir 5 min
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bei 200 x g pelletiert, mit PBS gewaschen, erneut pelletiert, in 50 ml serumfreien
Produktionsmedium (EX-Cell™ 620-HSF serumfreies Medium (SAFC Biosciences), 10 mM
L-Glutamin) resuspendiert und in eine 175 cm’-Flasche iiberfiihrt. Zum Zeitpunkt des
Erreichens einer 80 — 90%-igen Konfluenz wurden die Zellen 1:2 in Produktionsmedium
verdiinnt und die Zellsuspensionen auf insgesamt 20 x 175 cm’-Flaschen verteilt. Die
Vitalitdt wurde mittels Trypanblau-Farbung regelmédBig kontrolliert. Die Kultivierung der
Zellen wurde bis zur Herabsenkung der Vitalitdt unter die 20%-Marke fortgefiihrt.

2.2.4.11. Produktion der rekombinanten Antikorper ch2c und hu2c V1-V4

Die Produktion der rekombinanten Antikdrper mAk ch2c und mAk hu2c V1-V4 erfolgte
nach derselben Vorgehensweise wie im Fall des parentalen Antikorpers 2c. Im Unterschied
dazu wurde fiir die serumfreie Antikorperproduktion das EX-Cell™ SP 2/0 Medium mit

Zusatz von 10 mM L-Glutamin verwendet.

2.2.4.12. Herstellung eines Herpes-Simplex-Virus-Stocks

Die Herstellung eines HSV-Stocks erfolgte durch Infektion von Vero-Zellen mit infektiosem
Material. Zu diesem Zweck wurden Vero-Zellen bis zum erreichen einer Konfluenz von
100% im Kulturmedium inkubiert. Im Anschluss wurde das Kulturmedium entfernt und nach
einmaligem Waschen mit PBS durch frisches Medium einer reduzierten FCS-Konzentration
ersetzt (DMEM, 2% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin). Die Infektion
erfolgte durch Applikation von 100 pl einer virushaltigen Probe (Patientenmaterial oder eine
Viruspriparation). Nach der Ausbildung eines maximalen cytopathischen Effekts (CPE)
wurden zur Maximierung des Virustiters noch nicht lysierten Zellen durch drei Einfrier-
Auftau-Zyklen (-80°C, Raumtemperatur) zerlegt. Die Zelltrimmer wurden durch
Zentrifugation (15 min, 3700 x g) pelletiert. Der virushaltige Uberstand wurde nach erneuter

Zentrifugation entnommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.2.4.13. Bestimmung des HSV-Titers mittels Endpunkttitration

Der Virustiter von HSV-Stocks wurde durch Bestimmung der TCIDsy (,,tissue culture
infectious dose*, 50%) mittels Endpunkttitrationsverfahrens nach der Methode von Spearman
und Kirber (110, 190) ermittelt. Zu diesem Zweck wurden 2 x 10* Vero-Zellen pro Loch
einer 96-Lochplatte ausplattiert. Am Folgetag wurde mit der zu untersuchenden Virusprobe

eine log-10-Verdiinnungsreihe erstellt (10" — 10®). Nach einer Inkubationsdauer von 6 Tagen
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wurden die Lochplatten unter dem Lichtmikroskop auf positiven cytopathischen Effekt

untersucht. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe folgender Formel:

T — 101+d-(5—0,5)

T = Virustiter (TCIDs, / eingesetztes Volumen, in diesem Fall 100 pl)
d = Verdiinnungsfaktor (log 10 der Verdiinnung), bei einer 10-fach Verdiinnung =1
S = Summe der Quotienten aus den jeweiligen Verdiinnungen

(Vertiefungen einer Verdiinnung mit einem positiven CPE/10)

Die Umrechnung zwischen TCIDsp/ml und PFU/ml entspricht dem Faktor 0,7 log. Ein Titer
von T = 10%° TCIDs¢/ml gleicht somit einem Titer von 10°° PFU/ml.

2.2.4.14. HSV-Neutralisationstest

Zur Untersuchung der antiviralen Wirksamkeit der hergestellten anti-HSV-Antikérper und
Antikorperfragmente wurden unterschiedliche Antikorperverdiinnungen (IgG-Antikorper und
2c-F(ab’),-Fragmente 125 nM — 0,98 nM; 2c-Fab-Fragmente 3000 nM — 23 nM) mit einer
jeweils konstanten Viruslast (100 TCIDso HSV-1 oder HSV-2) fiir 1 h bei 37°C zur Reaktion
gebracht. Die Antikorper-Virus-Gemische wurden auf Vero-Zellen einer Konfluenz von 80 —
90 % in 96-Loch-Miktotiterplatten in einem Volumen von 100 pl pro Loch aufgetragen. Als
Kontrolle wurden Vero-Zellen mit einer Virusdosis von 100 TCIDsy des eingesetzten
Serotyps ohne vorhergehende Inkubation mit neutralisierenden Antikorpern infiziert. Die
Auspragung des cytopathischen Effektes wurde drei Tage nach Infektion lichtmikroskopisch
untersucht. Als Neutralisationstiter wurde die hochste Antikorperverdiinnung festgelegt, bei
der das Virus vollstidndig durch spezifische Antikorper neutralisiert und die Ausbildung eines
CPE in den inokulierten Zellkulturen verhindert wurde. Dariiber hinaus konnte der
Neutralisationstiter, bei dem 50 % der Zellkulturen vor der Infektion geschiitzt waren, wie

folgt berechnet werden:

b
T'=x+(—-x
(o)

T = Neutralisationstiter, bei dem 50 % der infizierten Zellkulturen vor Infektion geschiitzt sind.
x = Niedrigste Antikorperverdiinnung, bei der mindestens 50 % der Zellkulturen infiziert sind
b = Anzahl der infizierten Zellkulturen, die bei der Verdiinnung x die 50 % Infektionsrate iiberschreiten
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2.2.4.15. Untersuchung des Neutralisationsmechanismus von mAk 2¢

Um den Einfluss des mAk 2¢ auf die Bindung des Virus an die Zielzelle zu untersuchen,
wurden im Rahmen eines Neutralisationstests abgestufte Konzentrationen des mAk 2c¢ mit
einer definierten Virusmenge von 100 TCIDsy vor (,preattachment) bzw. nach
(,,postattachment®) der Inokulation der Vero-Zellen mit Herpesviren zur Reaktion gebracht.
Um die neutralisierende Aktivitidt des mAk 2¢ vor der Bindung des Virus an die Zielzelle zu
untersuchen, wurde eine definierte Virusmenge von TCIDsy HSV-1 F bei 4°C mit abgestuften
Antikorperkonzentrationen des mAk 2c¢ (0,98-125 nM) oder von polyklonalem humanen IgG
(Intratect™, 326 nM — 41666 nM) fiir die Dauer von einer Stunde inkubiert und im Anschluss
mit vorgekiihlten Vero-Zellen (4°C, 15 min) zur Reaktion gebracht. Zum Vergleich der
antiviralen Wirkung des mAk 2c nach bereits erfolgter Bindung an die Zielzelle erfolgte die
Antikdrpergabe nach Inokulation der vorgekiihlte Vero-Zellen mit einer entsprechenden
Viruslast bei 4°C fiir die Dauer von einer Stunde. Dadurch wurde eine Bindung der Virionen
an Zielantigene induziert ohne eine Penetration zu ermdglichen. Beide Ansdtze wurden fiir

eine weitere Stunde bei 4°C und anschliefBend fur 72 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.2.4.16. Kreuzvernetzung neutralisierender 2c-Fab-Fragmente

Um zu kldren, ob das antivirale Potential monovalenter 2c-Fab-Fragmente durch
Kreuzvernetzung wiederhergestellt werden kann, wurde ein modifizierter Neutralisationstest
durchgefiihrt. Monovalente 2c-Fab-Fragmente wurden in steigenden Verdiinnungen
(3000 nM— 23 nM) mit einer jeweils konstanten Virusmenge (100 TCIDso) HSV-1 F fiir 1 h
bei 37°C inkubiert. In einem parallelen Ansatz wurde das 2c-Fab-Virus-Gemisch mit einem
Uberschuss (2600 nM) des kreuzvernetzenden Ziege-Anti-Maus, F(ab’),-spezifischen
Antikorpers versetzt. Um eine unspezifische, neutralisierende Wirkung ausschlieen zu
konnen wurde in einem dritten Ansatz der kreuzvernetzende Antikorper ohne Beigabe
neutralisierender Antikdrper mit dem Herpesvirus inkubiert. Der Neutralisationstiter wurde

wie unter 2.2.4.14 beschrieben, bestimmt.

2.2.4.17. Aktivierung der komplementabhingigen Zytotoxizitit (CDC)

Um die Frage zu kliren, ob eine Komplementabhingigkeit des Neutralisationspotentials der
monoklonalen Antikdrper mAk 2c und mAk hu2c V1 besteht, wurde ein zelladaptierter
Plaque-Reduktionsassay durchgefiihrt. Dazu wurde eine konstante Virusmenge von 5 x 10°

PFU der Virusstimme HSV-1 F AgE bzw. der daraus generierten Revertante HSV-1 F rev
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mit jeweils 1 pg der neutralisierenden Antikérper mAk 2c oder mAk hu2c V1 in einem
Gesamtvolumen von 1800 pl Kulturmedium bei 37°C zur Reaktion gebracht. Als Referenz
wurde das humane, polyklonale IgG-Priaparat Cytotect (60mg/ml) mit einer
Endkonzentration von 120 pg/ml eingesetzt. In einer Kontrollreaktion wurde das jeweilige
Virus ohne neutralisierende Antikorper in Kulturmedium inkubiert. Ein Parallelansatz wurde
entsprechende fiir alle Proben unter Zusatz von 10% eines humanen, IgG-depletierten Serums
eines auf HSV-spezifische Antikorper negativ getesteten Spenders (Institut fiir Virologie,
Universititsklinikum Diisseldorf) als Komplementquelle durchgefiihrt. Die Inkubationszeit
betrug 90 Minuten. Die beschriebenen Ansdtze wurden danach als Triplets durch
Uberfiihrung von jeweils 555 pl in die oberen Vertiefungen der 48-Loch-Platten verteilt. In
die darunterliegenden Vertiefungen wurden jeweils 500 pl Kulturmedium vorgelegt.
Beginnend bei der obersten Vertiefung wurde durch kontinuierliches Pipettieren von 50 pl in
die jeweils darunterliegende Vertiefung eine 1:10 Verdiinnungsreihe der Antikorper-Virus-
Gemische hergestellt. Im Anschluss wurde das Inokulationsmedium der am Tag zuvor auf
48-Loch-Platten ausplattierten Vero-Zellen (80 % Konfluenz) verworfen und die verdiinnten
Proben auf die mit Vero-Zellen beschichteten Zellkulturplatten iibertragen. Der Virustiter
wurde durch Zihlen der Plaques 36 Stunden nach Inokulation der Proben mit Hilfe eines
Lichtmikroskops bestimmt. Die Quantifizierung der Plaques erfolgte ab derjenigen Logio-
Verdiinnungsstufe, ab welcher die Plaqueanzahl eindeutig bestimmt werden konnte (Anzahl
der Plaques = 0-10). Aus den drei korrespondierenden Werten einer Probe wurde der
Mittelwert errechnet und unter Beriicksichtigung der Logo-Verdiinnungsstufe der Titer nach

folgendem Schema bestimmt:

Antikorper-Virus-Gemisch

< 10° X X X
o O 4

2% 10 X X X

§‘ ' 10° X X X

0% 10? X X X

10! X X X

v m=4 5 4 3

X = ausgepriagter CPE, Plaques nicht quantifizierbar; m = Mittelwert der drei
korrespondierenden Werte einer Probe. Der resultierende Titer entspricht folglich 4 x 10°

PFU/ml.
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2.2.4.18. Untersuchung Inhibition der mAk 2c¢- bzw. mAk hu2c VI1-vermittelten
Effektorzell-Aktivierung durch den HSV-gE/gl-Komplex

Infolge der Interaktion des HSV-gE/gl-Komplexes mit der IgG-Fc-Doméne wird die Bindung
von neutralisierenden Antikorpern an Fcy-Rezeptoren blockiert und die damit assoziierte
Aktivierung von Effektorzellen inhibiert, was zu einer Abschwéchung der Immunantwort
fiihren kann. Die Auswirkung dieser Interaktion auf die Effektorzell-Aktivierung durch mAk
2c und mAk hu2c V1 wurde mit Hilfe eines Reporterassays in Kooperation mit Prof. Hartmut
Hengel (Universititsklinikum Diisseldorf, Abeilung fiir Virologie) untersucht. Zu diesem
Zweck wurden Vero-Zellen einer 80-90 %-igen Konfluenz mit 2 MOI der Virusstimme
HSV-1 F AgE bzw. der daraus generierten Revertante HSV-1 F rev in 96-Loch-Platten
infiziert. Durch zusitzliche Zentrifugation der Platten (15 min, 800 x g) konnte die Infektion
optimiert werden. Am Folgetag wurde das Inokulationsmedium verworfen und die Zellen mit
neutralisierenden Antikérpern in einer 1:2 Verdiinnungsreihe in Kulturmedium fiir 30 min
inkubiert. Der Ansatz wurde in Triplets durchgefiihrt. Im Anschluss an die Antikorper-
Inkubation wurde der Uberstand verworfen. Nach dreimaligem Waschen mit je 100 ul
RPMI-Komplettmedium (10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) wurden
die Vero-Zellen mit einer Suspension von 2 x 10° Zellen/ 100 pl der entsprechenden
BW5147-Reporterzellen iiberschichtet. Die Zellkulturplatten wurden iiber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Parallel dazu wurde eine entsprechende Anzahl an 96-Well-Platten
mit 50 pl/Vertiefung eines Ratte-anti-Maus-IL-2-spezifischen Antikorpers beschichtet,
welcher 1:500 im Bindepuffer (0.1 M Na,HPO4 pH 9.0) verdiinnt war. Um eine Verdunstung
zu verhindern, wurden die Platten mit Frischhaltefolie bedeckt und iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen auf den beschichteten ELISA-Platten wurden durch
Inkubation mit Blockpuffer (PBS, 10% FCS) fiir die Dauer von lh geblockt. Zur
Permeabilisierung der Ile-2 produzierenden BW5147-Reporterzellen wurden die Zellkultur-
Platten aus dem Brutschrank entnommen, mit 100 pl/Vertiefung Probenpuffer (PBS,
10%FSC, 0,05% TWEEN) versetzt und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jeweils
100 pl des Uberstandes wurden in entsprechender Reihenfolge auf die beschichteten ELISA-
Platten iibertragen. Nach 2 Stunden wurde der Uberstand verworfen, die Platten zweimal mit
100 pl Waschpuffer (PBS, 0,05 % TWEEN) gewaschen und nach Zugabe von 50 pl des
Ratte-anti-IL-2-Biotin-konjugierten Detektionsantikorpers (1:500 in Probenpuffer verdiinnt)
fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und die
Platten mit 50 pl/Vertifeung Peroxidase-konjugierten Streptavidin (1:1000 in Probenpuffer
verdiinnt) fir 30 min inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die ELISA-Platten mit 50
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ul/Vertiefung Ultra-TMB Substratlosung versetzt. Nach 4 Minuten wurde die Reaktion durch
Zugabe von 50 pl/Vertiefung der Stopplosung (1 M H,SO,) unterbrochen. Als Referenz
wurde der Versuch in einem zweiten Ansatz unter Verwendung des polyklonalen IgG-
Praparates Cytotect durchgefiihrt. Die Aktivierung der Fcy-Rezeptoren durch spezifisch an
HSV-Antigene gebundene Antikérper wurde mit Hilfe des HSV-unspezifischen anti-RSV-
Antikorpers Synagis als Kontrolle gepriift. Das Auftreten von unspezifischen Bindungen
wurde durch Bindungsanalyse der Antikdrper gegeniiber untransfizierten, nativen BW5147-
Reporterzellen untersucht. Um die ermittelten Werte in Relation setzen zu kénnen, wurden
die BW5147-Reporterzellen durch Fcy-Rezeptor-spezifische Antikdrper stimuliert und die in
diesen System gemessene Ile-2 Produktion als 100% bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 96-
Loch-Platten mit spezifischen, gegen die Fcy-Rezeptoren gerichteten Antikdrpern beschichtet
und anschlieBend mit den BW-Zellen wie zuvor beschrieben co-kultiviert. Die IL-2
Expression wurde nach 24 Stunden quantifiziert. Die Messung erfolgte im GENios Plus
ELISA-System (Tecan) bei einer Wellenldnge von 450 nm. Das Referenzsignal wurde bei

620 nm bestimmt.

2.2.5. Bioinformatische Methoden

2.2.5.1. Humanisierung des murinen monoklonalen Antikorpers 2¢

Mit dem Ziel der klinischen Nutzbarmachung des mAk 2c als therapeutisches Reagenz
wurden ein chimdrer und vier Varianten eines humanisierten Antikorpers generiert. Durch
dieses Verfahren konnten die biophysikalischen Eigenschaften des parentalen Antikorpers
beibehalten und die Immunogenitét auf ein Minimum reduziert werden. Zu diesem Zweck
wurden die authentischen Gene der variablen leichten (Vi) und variablen schweren Kette
(Vi) mittels RACE-PCR (2.2.1.4) amplifiziert und durch Aminoséuresequenz-Abgleich mit
der Kabat-Datenbank (106) eindeutig der entsprechenden Subgruppe zugeordnet. Um den
Anteil nicht-humaner, die Immunogenitit vermittelnder Sequenzanteile zu verringern, wurde
ein chimirer IgG1-Antikorper (mAk ch2c), bestehend aus humanen konstanten und murinen
variablen Regionen generiert. Zu diesem Zweck wurden die Vy- und Vi-Gene in von
unserem Kooperationspartner Dr. Grosse-Hovest (Universitdit Tiibingen) hergestellte
Expressionsvektoren, die die humanen konstanten Genabschnitte der leichten Kette bzw. der
schweren Kette des IgG1-Isotyps enthielten, kloniert und nach stabiler Transfektion in die
murine Myelom-Zelllinie Sp2/0 zur Expression gebracht. Zur weiteren Reduktion der

potentiellen Immunogenitit wurde der murine Antikorper durch das ,,CDR-grafting™ (105)
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humanisiert. Zu diesem Zweck wurden zunichst die Vy- und Vi -Sequenzen nach Kabat
nummeriert (106). Nach eindeutiger Identifikation der die Antigenbindungsstelle
formierenden hypervariablen Regionen (,,Complementarity Determining Regions®, CDRs)
wurden diese in geeignete Keimbahn-Akzeptorgeriiste (,,Framework Regions®, FR)
Ltransplantiert. Diese wurden zuvor durch Sequenz-Abgleich der murinen Vy- und V-
Sequenzen gegen humane Keimbahnsequenzen mit Hilfe der Datenbank V-Base
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) ermittelt. Dabei wurde insbesondere auf eine moglichst
hohe Sequenz-Identitdt geachtet. Die Analyse der J-Gene erfolgte manuell mit dem
Programm VectorNTI. Um die Antigenbindungseigenschaften des  Antikorpers
beizubehalten, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. C.R. Martin (University College London,
Department of Biochemistry and Molecular Biology) kritische Aminosdurepositionen
innerhalb der humanen FR-Regionen bestimmt und zur murinen Sequenz hin riickmutiert.
Mit der Synthese der humanisierten DNA-Molekiile wurde die Firma Entelechon
(Regensburg) beauftragt. Die Sequenzen wurden auf Nukleotid-Ebene durch Codon-
Optimierung an eukaryotisches Translationssystem Mus musculus angepasst. Durch die Wahl
geeigneter Primer und die Durchfiihrung einer {iiberlappenden PCR konnten weitere
sukzessive Riickmutationen in die Vy- und Vi-Gensequenzen eingefligt werden. Die
Fusionierung der murinen bzw. humanisierten Vy- und Vi -Gene mit konstanten Schwer-
bzw. Leichtketten-Genen (Cy1-3 und Cx) mittels PCR, Klonierung in geeignete, patentierte
IgG1-Expressionsvektoren und die Transfektion der SP2/0-Zellen erfolgte in
Zusammenarbeit mit Dr. Ludger GroBe-Hovest (Universitit Tiibingen, Abteilung fiir

Immunologie).

2.2.6. Tierexperimente

2.2.6.1. Infektion von NOD/SCID-Miusen mit Herpesviren

Die Versuchstiere wurden durch intraperitoneale (i.p) Gabe der Anésthetika Ketamin (50
mg/kg) und Xylazin (20 mg/kg) in einem Gesamtvolumen von 200 pl betdubt. Wahrend der
30-40-minutigen Betdubung wurden die Versuchstiere durch Inokulation von 1 x 10° TCIDsq
des jeweiligen Herpesvirus-Stocks auf die Vaginalschleimhaut infiziert. Zu diesem Zweck
wurde zundchst die Vaginalschleimhaut mit Hilfe eines sterilen autoklavierten
Wattestdbchens von dem Vaginalsekret gereinigt. Die anschlieBende Infektion erfolgte durch
Auftragen von 20 pl des Herpesvirus-Stocks auf die Vaginalschleimaut mit Hilfe einer

Pipette (82, 146). Um das Herauslaufen der Virusprobe zu verhindern, wurde die Vagina mit
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dem Epiglu Hautklebstoff benetzt. Die Maduse wurden iiber einen Beobachtungszeitraum von
30 Tagen regelmiBig auf Gewichtsverlust und das Auftreten neuronaler Schéddigungen

(Lahmungen der Hinterbeine) inspiziert.

2.2.6.2. Passive Inmunisierung

Die Effizienz des mAk 2c¢ bzw. des humanisierten Antikérpers mAk hu2c V1 zur Protektion
der Maiduse vor einer HSV-Infektion wurde durch prédexpositionelle Verabreichung
unterschiedlicher Antikérperdosen (100 pg — 300 pg) untersucht. Die Kontrollgruppe wurde
mit PBS behandelt. Die Applikation der Antikorper erfolgte nach Fixierung der Miuse in
einer speziell daflir vorgesehenen Vorrichtung und kurzer Bestrahlung des Schwanzes mit
einer Rotlichtlampe 24 Stunden vor Infektion durch intravendse (i.v.) Injektion in die
Schwanzvene. Zur Infektion (2.2.6.1) wurde eine Virusmenge von 1 x 10° TCIDso des
Stammes HSV-1 F eingesetzt. Der Infektionsverlauf wurde durch Entnahme von
Vaginalabstrichen verfolgt. Virusproben von der vaginalen Schleimhaut wurden nach
kurzzeitiger Betdubung der Méuse mittels Isofluran (Delta Select GmbH) durch Spiilung
Vagina mit 20 pl PBS an den Tagen 1, 2, 4, 6, 8 und am Tag der Tétung entnommen. Die
Proben werden bei -80°C aufbewahrt. AnschlieBend wird der Virustiter mittels

Endpunkttitrationsverfahren (2.2.4.13) untersucht.

2.2.6.3. Postexpositionsprophylaktische Behandlung nach Infektion mit HSV-1 F

Immundefiziente Miuse wurden mit einer Virusdosis von 1 x 10° TCIDso des Laborstammes
HSV-1 F intravaginal (2.2.6.1) infiziert. Die Applikation der Antikorper erfolgte durch
dreimalige Gabe von 300 pg Antikdrper/Maus zu den Zeitpunkten 24, 40 und 56 Stunden
nach Infektion. Die Kontrollgruppe wurde entsprechend mit PBS behandelt. Der
Infektionsverlauf wurde durch regelméfige Erfassung der Symptomatik und Bestimmung der
Viruslast im  Sekret der Vaginalschleimhaut (2.2.4.13)  protokolliert.  Der

Beobachtungszeitraum erstreckte sich iiber die Dauer von 30 Tagen.

2.2.6.4. Postexpositionsprophylaktische Behandlung nach Infektion mit HSV-1 R10.2

Bei diesem Experiment wurden die Versuchstiere mit dem aus Patienten isolierten,
gegeniiber den Virusstatika ACV, PFA und CDV vermindert sensitiven Virusstamm HSV-1
R10.2 intravaginal mit einer Virusdosis von 1 x 10° TCIDs infiziert. Die Applikation des
humanisierten Antikoérpers hu2c erfolgte 24, 40 und 56 Stunden nach Infektion. Zur
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Kontrolle wurden Versuchstiere entweder mit PBS oder mit Aciclovir behandelt. Die Gabe
von PBS wurde entsprechende der Applikation des humanisierten Antikdrpers durchgefiihrt.
ACYV wurde mit Dosierung von 50 mg/kg Korpergewicht zweimal taglich im Abstand von 12
Stunden i.p. verabreicht (62, 81, 159). Die Versuchstiere standen fiir die Dauer von 30 Tagen

unter Beobachtung.
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3. Ergebnisse

3.1. Produktion des mAKk 2¢ und dessen Derivate F(ab"),, Fab und scFv

Zur Untersuchung des Einflusses der Anzahl der Antigenbindungsstellen (Antikdrpervalenz)
und der Bedeutung des Fc-Fragments auf die HSV-neutralisierenden Eigenschaften des gB-
spezifischen mAk 2c¢ wurde der murine monoklonale Antikdrper (mAk) 2c¢ quantitativ
produziert. AnschlieBend wurden durch konventionellen Proteaseverdau des mAk 2c¢ die
Antikorperfragmente 2c-Fab und 2c-F(ab’), generiert. Desweiteren wurde ein scFv-Fragment
von mAk 2c, welches die kleinste vollstindige Antigenbindungseinheit eines IgG-Antikorpers

darstellt, rekombinant hergestellt.

3.1.1. Produktion und Aufreinigung des mAKk 2¢

Die den mAk 2c sezernierende Hybridomzelllinie 2c wurde zundchst unter serumhaltigen
Bedingungen in Standardmedium kultiviert und auf ein Gesamtvolumen von 1L expandiert.
Da eine proteinbiochemische Abtrennung der im fotalen Kélberserum enthaltenen
Immunglobuline von dem mAk 2c nicht méglich ist, wurden die Hybridomzellen im
Anschluss in  serumfreies, synthetisches  Zellkulturmedium  umgesetzt.  Der
Zellkulturiiberstand wurde bei einer Zellvitalitit von 20% nach ca. 8-10 Tagen geerntet.

A B
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Abb. 15: Analyse des mAk 2¢ nach quantitativer Aufreinigung mittels Protein-A aus 1L Zellkultur-
Uberstiinden. (A) Reduzierendes SDS-Gel (4-20%) nach Coomassiefirbung: Angabe der Molekulargewichte in
kDa; 1 = Marker (M), 2 = Zellkultur-Uberstand (ZU), 3 = Durchfluss der Protein-A-Séaule (D), 4 = Waschschritt
mit Protein-A-Bindepuffer (W), 5-11 Elutionsfraktionen. (B) Analytische GroBenausschluBchromatographie der
vereinten mAk 2¢ Elutionsfraktionen 6-9 mittels einer Superdex 200 10/300 GL S&ule. Die Reinheit des mAk 2¢
wurde mit der Unicorn FPLC-Software bestimmt und betrug > 97%. SK = schwere Kette; LK = leichte Kette (50
bzw. 25 kDa unter reduzierenden Bedingungen).
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Zur Anreicherung des mAk 2¢c wurde der Zellkulturiiberstand im Verhéltnis 1:1 mit Protein-
A-Bindepuffer versetzt und iiber eine dquilibrierte Protein-A-Sepharose-Séule geleitet. Die
gesammelten Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese mit anschlieBender
Coomassiefarbung iiberpriift. Die SDS-PAGE zeigt in den Elutionsfraktionen 5-11 jeweils
zwei Proteinbanden, die unter reduzierenden Bedingungen aufgrund der Proteingréf3e von 50
kDa bzw. 25 kDa der Schwer- bzw. Leichtkette entsprechen (Abb. 15A). Die Proteinreinheit
der gepoolten Fraktionen 6-9 wurde durch analytische Gelfiltration mit Hilfe einer unter
Standardbedingungen kalibrierten Superdex 200 10/300 GL Séaule {iberpriift. Das
Elutionsprofil der GrdéBenausschlusschromatographie zeigt, dass der mAk 2¢ mit hohem
Reinheitsgrad, ohne weitere Proteinkontamination eluiert werden konnte (Abb. 15B). Die

Ausbeute betrug durchschnittlich 10 mg mAk 2c aus 1 L Zellkulturiiberstand.

3.1.2. Generierung und Aufreinigung der mAk-2¢ Derivate 2c-Fab und 2¢c-F(ab"),

Zur proteolytischen Herstellung der 2c-Fab- und F(ab’), -Fragmente wurden jeweils 10 mg
des mAk 2c entsprechend mit dem Enzym Papain oder Pepsin verdaut. Nach Papain-Verdau
erfolgte eine Abtrennung der 2c-Fab-Fragmente von abgespaltenen Fc-Fragmenten und
unverdautem IgG mittels Protein-A-Chromatographie. Die Reinheit der generierten 2c-Fab-
Fragmente wurde mittels SDS-PAGE und analytischer GrdéBenausschlulchromatographie
unter Verwendung einer zuvor mit GroBenstandards kalibrierten Superdex 200 10/300 GL
Sédule verifiziert (Abb. 16). Insgesamt konnten 1,2-2 mg 2c-Fab-Fragmente aus 10 mg mAk

2¢ mit einer Reinheit von 96% hergestellt werden.

B
Fab-Fraktionen Elution
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- «—SK 2
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0 0 25
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Abb. 16: Analyse der durch Papain-Verdau des mAk 2c¢ generierten 2c-Fab-Fragmente nach
Aufreinigung mittels Protein-A. (A) Reduzierendes SDS-Gel (4-20%) nach Coomassiefiarbung: 2 = mAk 2c in
PBS, 3 = mAk 2c in Fab-Puffer (PIERCE), 5 = mAk 2c¢ nach Papain-Verdau (PaV); 6-11 = 2c-Fab-enthaltende
Durchflussfraktionen nach Protein-A-Chromatographie; 12-13 = eluierte Fraktionen (unverdautes Protein und
Fc-Fragmente). (B) Analytische Grof3enausschlusschromatographie der vereinten Durchflussfraktionen 6-11. Die
Reinheit der 2c-Fab-Fragmente betrug 96%. SK = schwere Kette ; LK = leichte Kette; Fc = I[gG-Fc-Doméne.
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Bei einer Pepsin-induzierten Spaltung eines IgG-Molekiils entstehen neben F(ab’),-
Fragmenten und vollstdndigen Fc-Fragmenten zusitzlich mehrfach gespaltene Fc-Fragmente
und Fab-Fragmente. Die Abtrennung der IgG-Molekiile und der vollstandigen Fc-Fragmente
erfolgte analog der 2c-Fab-Fragment-Aufreinigung durch Protein-A-Chromatographie
(Abb. 17A). Die Abtrennung der 2c-F(ab’),-Fragmente von den im Durchfluss der Protein-A-
Sdule ebenfalls enthaltenen 2c-Fab-Fragmenten und Fc-Abbauprodukten erfolgte iiber eine
préaparative HiLoad Superdex 200 16/60 Séule mittels Grofenausschlulchromatographie. Das
Elutionsprofil in Abb. 17B zeigt, dass die F(ab’),-Fragmente von den unerwiinschten
Nebenprodukten separiert werden konnten. Die Ausbeute betrug 1-1,5 mg 2c-F(ab’),.

Fragmente aus 10 mg mAk 2c¢ bei einer 95%-igen Reinheit.
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Abb. 17: Aufreinigung der durch Pepsin-Spaltung des mAk 2c¢ generierten 2c-F(ab’),-Fragmente.
(A) Reduzierendes SDS-Gel (4-20%) nach Coomassiefiarbung: 2 = mAk 2c¢ in PBS, 4 = einkonzentrierter mAk
2¢; 5 = mAk 2c¢ nach Pepsin-Verdau (PeV); 6-11 = 2c-Fab/F(ab’),-Durchflussfraktionen nach Protein-A-
Chromatographie. (B) Elutionsprofil der GroBBenausschluBchromatographie der vereinten Fraktionen 6-13. Die
ca. 110 kDa groflen 2c-F(ab"),-Fragmente (Elutionspeak 1) konnten von den 50 kDa grof3en 2c-Fab-Fragmenten
(Elutionspeak 2) und den kleinverdauten Fc-Abbauprodukten (Elutionspeak 3) getrennt werden. SK = schwere
Kette; LK = leichte Kette.

3.1.3. Generierung und Produktion des 2¢c-scFv

3.1.3.1. Bestimmung der authentischen Vy- und Vi -Sequenzen

Die Herstellung eines monovalenten Antikorpers im scFv-Format zur vergleichenden Analyse
mit dem mAk 2c, dem 2c-Fab- und 2c-F(ab’),-Fragmenten, sowie der Chimérisierungs- und
Humanisierungsprozess erforderten die Identifikation der authentischen Gensequenzen der
variablen schweren Kette (Vy) und der variablen leichten Kette (Vi) des mAk 2c. Zu diesem
Zweck wurde mRNA aus der 2c-Hybridomzelllinie isoliert und cDNA mittels Reverser
Transkriptase hergestellt. Die authentischen Sequenzen der V- und Vy-Gene konnten nach
Auswahl geeigneter 3 -Primer in der jeweils konservierten CH1-Region (Primer CH1) der

schweren Kette bzw. Ck-Region (Primer C-k-Maus) der leichten Kette mittels 5"-RACE-PCR
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(2.2.1.4) amplifiziert werden. Durch Subklonierung der Amplifikationsprodukte in den
Sequenzierungsvektor pCR 2.1 TOPO wurden die Gensequenzen von Vi und Vi bestimmt.
Zur spiteren Humanisierung des murinen mAk 2¢ wurden fiir beide variablen Doménen die
Hypervariablen Regionen (CDRs) und die Framework-Regionen (FRs) nach Definition von

Kabat (106) bestimmt (Abb.18).
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Abb. 18: Aminosiuresequenzen der Vyz- und V;-Dominen des mAk 2c. Die Nummerierung der
Aminosiuresequenz und die Bestimmung der Hypervariablen Regionen (CDRs) erfolgte nach Kabat (106). Die
entsprechenden DNA-Sequenzen sind im Anhang gelistet.
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Zur Bestimmung der Subgruppen von Vy und Vp wurden die ermittelten N-terminalen
Aminosduresequenzen der ersten 8 Aminosduren mit entsprechenden Sequenzen variabler
Doménen aus der Kabat-Datenbank (106) abgeglichen (Tab. 12). Hierbei konnte die variable
Schwerkette der Subgruppe IB und die variable Leichtkette der Subgruppe des Isotyps
Kappa (k) II zugeordnet werden (Tab. 12).

Tab. 12: Bestimmung der Subgruppenzugehérigkeit der V-Doménen von mAk 2c.

Murine variable schwere Kette |Murine variable leichte Kette
Subgruppe 5"FR-1 Sequenz | Subgruppe 5"FR-1 Sequenz
1A EVQLQESG Kappa | DIVMTQSPT

1B QVQLKESG Kappa 11 DVVMTQTPL

11A EVQLQQSG Kappa I11 DIVLTQSPA

11B QVQLQQPG Kappa IV ENVLTQSPA

1iC EVQLQQSG Kappa V DIQMTQTTS
111A EVKLVESG Kappa Vuopc21 NIVMTQSPK
111B EVKLLESG Kappa VI EIVLTQSPA
11ic EVKLEESG Kappa VI ETTVTQSPA
111D EVHLVESG

mAk 2c QVTLKESG DVLMTQTPL

3.1.3.2. Klonierung und bakterielle Expression des scFv

Zur Konstruktion des rekombinanten 2c-scFv-Antikorperfragments wurden die fiir Vi und Vi
kodierenden Gene der variablen Doménen durch ein fiir ein synthetisches (GlysSer)s-
Linkerpeptid kodierendes Gen gentechnisch miteinander verkniipft und anschlieBend in den
bakteriellen Expressionsvektor pHOG21 kloniert. Hierzu wurde die Vy-Gensequenz mit den
Primern 2cVH#3up und 2cVH#4-do und die Vi -Gensequenz mit den Primern 2¢VL#3up und
2cVL#4-do mittels PCR amplifiziert, wobei durch die beiden Primer 2cVH#4-do bzw.
2cVL#3-up jeweils ein Teil der (GlysSer)s-Linkersequenz eingefiigt wurde (Abb. 19.1).
Durch die beiden Primer 2cVH#3up und 2cVL#4-do wurden N-terminal der Vig-Doméne eine
Ncol-Restriktionsschnittstelle  bzw.  C-terminal der Vi-Doméne eine BamHI-
Restriktionsschnittstelle eingefiihrt. Durch iiberlappende PCR (Abb. 19.2) unter Verwendung
der Primer 2cVH#3up und 2cVL#4-do wurden die modifizierten Vy- und Vi -Gene zu einem
2c-scFv zusammengesetzt (Abb. 19.3) und iiber die Restriktionsschnittstellen Ncol und
BamHI in den Vektor pHOG21 kloniert. Die korrekte Gensequenz des 2¢c-scFv wurde durch

Sequenzierung bestaitigt.
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2cVH#3-up 2cVL#3-up
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Klonierung des 2c-scFv-Gens. (1) Einfithrung der Linker-
Teilsequenzen und Restriktionsschnittstellen durch Amplifikation der Vy- und Vi -Sequenzen mit geeigneten
Primern. (2) Zusammensetzung der modifizierten Vy- und Vi -Gensequenzen zu einem 2c-scFv-Fragment durch
Uberlappende PCR zur Generierung des vollstindigen 2c-scFv-Genkonstruktes. (3) Ncol und BamHI =
Restriktionsschnittstellen.

Zur 16slichen Produktion des 2c-scFv in das Periplasma von E.coli wurden TG1-Bakterien
mit dem Expressionsplasmid pHOG21-2¢-scFv transformiert. Die Expression des 2¢c-scFv in
einer 4L-Bakterienkultur wurde nach Erreichen einer optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm
(ODggp) durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) fiir die Dauer von 16-18 Stunden
bei 21°C induziert. Nach Aufschluss des bakteriellen Periplasmas (2.2.2.1) wurde das 29 kDa
grole  2c-scFv-Antikorperfragment  zundchst mittels immobilisierter Metallionen-
Affinitdtschromatographie (IMAC, MatMet) angereichert und dabei weitgehend von
bakteriellen Proteinen befreit (Abb. 20A, Bande 8). Zur weiteren Aufreinigung wurden die
das rekombinante 2c-scFv-Protein enthaltenden IMAC-Fraktionen (Abb. 20A Banden 7-10)
vereinigt und mittels préparativer GroBBenausschluSchromatographie mit Hilfe einer Superdex
GL 10/300 Sdule aufgetrennt (Abb. 20B). Elutionsfraktionen der drei resultierenden Peaks
wurden durch SDS-Gelelektrophorese (2.2.2.6) mit anschlieBender Coomassiefarbung und
durch Western-Blot-Analyse (Abb. 20C) untersucht und konnten als bakterielles Protein (1),
2c-scFv (2) und 2c-scFv-Abbauprodukt (3) identifiziert werden. Die im Vergleich zur SDS-
PAGE mit anschlieBender Coomassiefirbung sensitivere Western-Blot-Analyse zeigt, dass
die 2c-scFv-Elutionsfraktionen auch nach der Auftrennung mittels
GroBenausschluBchromatographie teilweise noch das 2c-scFv-Abbauprodukt enthalten. Dies
spricht fiir eine Neubildung des Abbauproduktes und damit fiir eine geringe Stabilitét des 2c-
scFv-Antikorperfragments (Abb. 20C).
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A B

kba M PPP DF Waschschritte Elution 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

182
116
82
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Abb. 20: Aufreinigung des 2c-scFv aus dem Periplasma von TG1 Bakterien. (A) Reduzierendes SDS-Gel
(4-20%) nach Coomassiefarbung: Molekulargewichte sind in kDa angegeben; 2 = Periplasma-Préparation (PPP),
3 = Ni-NTA-IMAC Durchfluss, 4 — 6 = Waschschritte mit aufsteigenden Imidazol-Konzentrationen: 30 mM (4);
40 mM (5); 50 mM (6); 7-11 = 2c-scFv-haltige Elutionsfraktionen. (B) Elutionsprofil der der vereinten
Fraktionen 7-10 nach GroBenausschlulichromatographie mit Hilfe einer kalibrierten Superdex 75 GL 10/300
Gelfiltrationssédule. Laufpuffer = PBS; Flussrate = 0,5 ml/min. (C) Analyse der durch Gelfiltration separierten
Proteine der Elutionsfraktionen 1-3 mittels SDS-Gelelektrophorese mit einer nachfolgenden Coomassiefirbung
bzw. Western-Blot-Analyse.

Durchschnittlich wurden mit der beschriebenen Produktionsstrategie mit ca. 10 pg des 2c-
scFv-Antikorperfragments aus 4L Bakterienkultur relativ geringe Proteinmengen isoliert.
Desweiteren konnte das 2c-scFv nicht zur Homogenitit aufgereinigt werden, da eine
chromatographische Trennung des 2c-scFv von dem bakteriellen Protein aufgrund dhnlicher
Proteingroflen mittels der Groenausschlusschromatographie nicht vollstindig erzielt werden
konnte (Abb. 20B). Die Analyse der FPLC-Elutionsfraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese
zeigte, dass die im Elutionspeak 2 enthaltenen 2c-scFv-Antikorperfragmente weiterhin mit
bakteriellem Protein kontaminiert waren (Abb. 20C). Aus diesem Grund wurde unter
Verwendung der biophysikalischen Eigenschaften des 2c-scFv eine alternative
Aufreinigungsstrategie entwickelt. Hierzu wurde zunédchst der isoelektrische Punkt (2.2.2.9)
des 2c-scFv (PI = 7,4) ermittelt. Nach Anreicherung des 2¢c-scFv mittels IMAC konnte durch
Ionenaustausch-Chromatographie mit Hilfe der Kationen-Austauschsdule MonoS GL5/50

(2.2.2.2) und anschlieBender Gelfiltration vollstindig aufgereinigt werden. Die niedrige
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Produktionsmenge in FE.coli zum einen, und die hohen Proteinverluste bei den
aufeinanderfolgenden Aufreinigungsschritten zum anderen machten die Etablierung einer

alternativen Produktionsstrategie notwendig.

3.1.3.3. Eukaryontische Expression des 2-scFv-Antikorpers

Zur quantitativen Produktion des 2c¢c-scFv wurde daher ein eukaryotisches Expressionssystem
etabliert. Hierzu wurde das 2c-scFv Gen zundchst in den Zwischenklonierungs-Vektor
pEUC6B durch Einfiigen entsprechender Schnittstellen (ApalLl und BamHI) mittels PCR
umkloniert (2.2.1.1). Dieser Vektor enthilt eine zur Proteinsezernierung in den Zelliiberstand
erforderliche Signalpeptid- und Kozak-Sequenz. Nach erneuter Sequenzierung wurde das
Kozak-Signalpeptid-scFv-Genkonstrukt iiber zwei flankierende EcoRI-Schnittstellen von
pEUC6B in den eukaryontischen Expressionsvektor pEE12 umkloniert (Abb. 21). Die
Richtigkeit der Orientierung des 2c-scFv  Gens nach Klonierung wurde durch

Ansequenzierung des generierten Vektors (Primer pEE12S bzw. pEE12AS) bestitigt.

Apall (79)\
Pstl (75) ", BamHI (838)
Signalpeptid "‘, 3x(Gly4Serl)-Linker ”’ c-myc Epitop
Nco I (29) Pst1 (357) Pst1 (626) 6xHis tag
EcORI(2) | VH-Kette | VL-Kette EcoRI (906)

2c-scFv in pEE12
910 bp

Abb. 21: Schematische Darstellung des 2¢c-scFv in dem Expressionsvektor pEE12. Die Fusion des 2c-scFv-
Gens mit dem Signalpeptid und nachfolgende Klonierung in den pEE12 Vektor ermoglichte eine Produktion und
anschlieBende Freisetzung des 16slichen 2c-scFv-Antikdrpers in den Zelliiberstand von NS0-Saugerzellen.

Zur Expression des 2c-scFv-Antikorpers wurden NSO-Zellen mit dem linearisierten pEE12-
scFv Plasmid transfiziert und stabile FEinzelklone in einem glutaminfreien Medium
selektioniert. Das 2c-scFv-Antikorperfragment wurde aus 1L Zellkulturiiberstand eines
selektionierten Einzelklons durch Ni-NTA-IMAC angereichert und anschlieend durch
GroBenausschluBchromatographie zur Homogenitét aufgereinigt. Das Elutionsprofil zeigte
drei Hauptpeaks. Der scFv-Antikorper eluierte klar abgegrenzt von dessen Aggregaten bei
70,99 ml (Abb. 22). Die monomeren 2c-scFv-Fraktionen wurden vereinigt und die

Konzentration photometrisch bestimmt. Die Ausbeute an aufgereinigten 2c-scFv-
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Antikorperfragment betrug 58,5 ug aus 1 L Zellkulturiiberstand. Die Bindung des 2c-scFv an
das gB-Antigen auf der Oberfliache infizierter Vero-Zellen konnte mittels FACS-Analyse
(2.2.3.4) gezeigt werden.

A B

OD280

!
40 60 80
Elutionsvolumen (ml)

Abb. 22: Aufreinigung des 2c-scFv-Antikorpers aus NSO-Zellkulturiiberstinden. (A) Elutionsprofil der
praparativen Gelfiltration des IMAC-aufgereinigten scFv-Antikorpers. Die Gelfiltration erfolgte mit einer
Superdex 75 HL26/60 Séule in PBS bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Die Elutionspeaks entsprechen
Proteingrofienstandards von > 150 kDa (1), ca. 60 kDa (2) und ca. 30 kDa (3). (B) Analyse der FPLC-Fraktionen
der drei Elutionspeaks (1-3) mittels Western-Blot. Der rekombinante Antikdrper 2c-scFv konnte in allen
Peakfraktionen mittels eines anti-c-myc Antikdrpers (9E10) nachgewiesen werden. Die eluierten Proteine
konnten daher als 2c-scFv-Aggregate (1), Dimere (2) und Monomere (3) identifiziert werden.
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3.2 Funktionelle in vitro Charakterisierung des mAk 2c¢ und der 2c-Derivate

3.2.1. Charakterisierung des durch mAk 2¢ erkannten Epitops

Neuere kristallographische Untersuchungen der Ektodoméne des HSV-1 Glykoproteins gB
zeigten eine homotrimere Organisation des gB und eine strukturelle Untergliederung eines
jeweiligen Proteins in fiinf Untereinheiten (Doménen I-V) (88). Das durch den mAk 2c
erkannte gB-Epitop wurde in fritheren Arbeiten bereits nidher eingegrenzt (Eis-Hiibinger et al,
unverOffentlichte Daten). Die Untersuchungen zeigten, dass mAk 2c¢ ein diskontinuierliches
Epitop erkennt, das die Aminosduren Y33 bis E3ps und F;7s bis E;¢s innerhalb der Doméne I
(88) umfasst. Zur Bestdtigung dieser Daten wurde die Reaktivitit des mAk 2c gegeniiber
rekombinanten gB(730t)-Antigen (15) mittels Western-Blot-Analyse (2.2.2.7) unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen untersucht. Als Kontrollen wurden mAk
H1817 (154), der ein kontinuierliches Epitop im Bereich der Doméne VI erkennt (15) und
mAk H126 (122), der ein diskontinuierliches, teilweise mit dem 2c-Epitop iiberlappendes

Epitop erkennt, eingesetzt.

kDa 2c H1817 H126
N D N D N D
. - . «— Trimer
170 —
130 —
95 - .- . s «— Monomer
72—
55—

Abb. 23: Reaktivitit des mAk 2c¢ gegeniiber HSV-1 gB. Rekombinantes gB(730t)-Antigen wurde mittels
SDS-Gelelektrophorese entweder unter nichtreduzierenden (N) oder unter reduzierenden Bedingungen (D)
aufgetrennt. Die Bindung des mAk 2c¢ und der Kontrollen mAk H1817 bzw. mAk H126 wurden anschlieBend
durch Western-Blot-Analyse untersucht. Das Molekulargewicht des mitgefiihrten Proteinmarkers ist in kDa und
die GroBe des gB entsprechend als Trimer bzw. Monomer angegeben.

Wie erwartet lieferte die Western-Blot-Analyse des mAk H1817 ein fiir ein lineares Epitop
charakteristisches Bandenmuster (15). Eine Bindung des mAk H1817 konnte sowohl an das
native gB-Protein (Trimer und Monomer) unter nicht-reduzierenden Bedingungen als auch an

das denaturierte gB-Protein (Monomer) unter reduzierenden Bedingungen nachgewiesen
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werden (Abb. 23). Im Vergleich dazu zeigte der mAk H126 nur unter nichtreduzierenden
Bedingungen eine Reaktivitit gegeniiber der trimeren Form (> 170 kDa) des gB-Antigens.
Dieses Ergebnis bestdtigt nicht nur, dass mAk H126 ein Konformationsepitop erkennt,
sondern deutet auch auf eine Trimer-Spezifitit dieses Antikorpers hin. MAk 2c zeigte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen ein ausgeprédgtes Bindeverhalten an beide Formen des gB-
Antigens (Trimer und Monomer) und war auch unter reduzierenden Bedingungen zur
Bindung an die monomere gB-Form in der Lage. Die Reaktivitit gegeniiber dem gB-
Monomer unter reduzierenden Bedingungen war jedoch im Vergleich mit mAk H1817
signifikant schwicher (Abb. 23). Das durch mAk 2c erkannte Epitop zeichnet sich folglich
durch eine partielle Unempfindlichkeit gegeniiber einer Denaturierung bzw.
Konformationsdnderung unter reduzierenden Bedingungen aus. In Anlehnung an
Bindungsstudien mit Antikdrpern, die sowohl wunter reduzierenden als auch unter
nichtreduzierenden Bedingungen vergleichbare Reaktivitit gegeniiber gB zeigten, kann das

durch mAk 2c erkanntes Epitop als ,,pseudokontinuierlich® eingestuft werden (15).

3.2.2. Bestimmung der funktionellen Affinitat

Die spezifische Bindung des mAk 2¢ und dessen Derivate 2¢c-F(ab’),, 2c-Fab und 2c-scFv zur
an HSV-1 F oder HSV-2 G infizierte Vero-Zellen wurde durchflusszytometrisch
nachgewiesen. Zur Bestimmung der funktionellen Affinitit (Aviditdt) des mAk 2c-IgG und
der davon abgeleiteten Antikorperfragmente wurde die Bindungsintensitdt unterschiedlicher
Antikorperkonzentrationen gegeniiber HSV-1 F infizierten Vero-Zellen bestimmt (2.2.3.5).
Die daraus resultierende Berechnung der Gleichgewichtskonstanten Kp erfolgte nach der
Marquardt-Levenberg Methode (6). Die Antikdrper mAk 2¢ und 2c-F(ab”), zeichneten sich
aufgrund ihrer bivalenten Antigenbindung durch eine 1,7 bzw. 2,7-fach hohere Affinitéit aus
als die monovalenten Fragmente (Tab. 13). Die geringgradig hohere funktionelle Affinitéit der
2¢c-F(ab’),-Fragmente im Vergleich mit dem parentalen mAk 2c (Tab. 13) ist wahrscheinlich
auf eine hohere Flexibilitdit der Antigenbindestellen innerhalb des 2c-F(ab”),-Molekiils
zuriickzufiihren.

Das Glykoprotein B weist eine hochkonservierte Sequenzhomologie zwischen HSV-1 und
HSV-2 auf. Aus diesem Grund wurde die Gleichgewichtskonstante Ky, fiir die Bindung des
mAk 2c¢c an HSV-2 G infizierte Vero-Zellen bestimmt (Tab. 13). Die Untersuchung zeigte,
dass mAk 2c¢ sowohl an HSV-1 als auch an HSV-2 infizierte Vero-Zellen mit einer
funktionellen Affinitdt von 10 nM bindet. Das Ergebnis bestitigt, dass sich das durch mAk 2¢
erkannte gB-Epitop beider Virustypen strukturell nicht unterscheidet.
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Tab. 13: Funktionelle Affinitiiten des murinen mAKk 2¢ sowie generierter 2c-Antikorperfragmente.

HSV-1F HSV-2 G
bivalent monovalent bivalent
mAk 2c 2c-F(ab’), 2c-Fab 2c-scFv mAk 2¢
Kp [nM] 10 7 17 19 10

3.2.3. Neutralisationseffizienz bivalenter und monovalenter Antikorper in vitro

Die Neutralisationseffizienz des mAk 2c¢ und dessen Derivate 2c-F(ab’); und 2c-Fab
gegeniiber HSV-1 und HSV-2 wurde im Mikrotitrationsverfahren nach der
Endverdiinnungsmethode untersucht (2.2.4.14). Zum quantitativen Vergleich wurde dabei die
Antikorper- bzw. Antikorperfragment-Konzentration bestimmt, die zur vollstindigen
Neutralisation einer definierten Virusmenge von 100 TCIDs erforderlich ist.

Die Ergebnisse der Neutralisationsuntersuchungen zeigten, dass die bivalenten Antikdrper
mAk 2c und 2c-(Fab”), HSV-1 mit einer vierfach hoheren Effizienz neutralisierten als HSV-2
(Abb. 24). Zur vollstindigen Neutralisation von HSV-1 war eine Konzentration von 8 nM
mAk 2c bzw. 4 nM 2c-(Fab’), erforderlich. Um die gleiche Viruslast von HSV-2 vollstdndig
neutralisieren zu konnen, war eine Konzentration von 31 nM des mAk 2¢ bzw. 16 nM des 2c-
(Fab’), notwendig. Uberraschender Weise zeigte das monovalente 2c-Fab-Fragment im
Vergleich zu den bivalenten Antikorpern eine drastisch reduzierte Neutralisationseffizienz.
Eine vollstdndige Neutralisation von HSV-1 bzw. HSV-2 durch das 2c-Fab-Fragment wurde
erst bei einer Konzentration von 3000 nM erreicht. Die eingesetzte Konzentration des
monovalenten Antikorper-Fragmentes lag somit im Vergleich zum parentalen mAk 2¢ um
den Faktor 375 (HSV-1) bzw. 94 (HSV-2) deutlich hoher. Parallel dazu wurde das ebenfalls
monovalente 2c-scFv-Fragment hinsichtlich seiner neutralisierenden Eigenschaften
untersucht. Die eingesetzte Konzentration von 3000 nM konnte zwar das Entstehen von

Plaques geringfiigig reduzieren, jedoch das Virus nicht vollstindig neutralisieren.
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Abb. 24: In vitro Neutralisation von HSV-1 bzw. HSV-2. Eine Viruslast von 100 TCIDs, HSV-1 bzw. HSV-2
wurde jeweils mit abgestuften Konzentrationen der bivalenten Antikorper mAk 2¢-IgG und 2c-F(ab”), oder des
monovalenten 2c-Fab fiir 1 h zur Reaktion gebracht und anschlieBend auf Vero-Zellen fiir 72 h inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellkulturen hinsichtlich des Auftretens eines zytopathischen Effektes (CPE)
lichtmikroskopisch tiberpriift. Dargestellt ist jeweils die Antikdrpermenge, die zur vollstindigen Unterdriickung
der Ausbildung eines CPE (100 % Neutralisation) in der Lage war.

Obwohl mAk 2¢ und 2¢c-F(ab’); keinen Unterschied in der funktionellen Affinitdt gegeniiber
beiden HSV-Subtypen zeigten (3.2.2.), jedoch HSV-1 vierfach effizienter neutralisierten als
HSV-2, wurde die Anzahl der Virusgenome einer HSV-1 und HSV-2 Probe mit einer jeweils
definierten Anzahl an infektisen Viruspartikeln (1 x 10* TCIDsy/ml) mittels quantitativer
Real-Time-PCR (2.2.1.2) bestimmt. Die Quantifizierung der Virusgenome zeigte, dass in der
HSV-2 Probe die 4,9-fache Menge an Virusgenomen im Vergleich zu der HSV-1 Probe
vorlag (Tab. 14). Die Anzahl der Virusgenome zwischen der HSV-1 und der HSV-2 Probe
unterscheidet sich um denselben Faktor wie jeweils die zur vollstindigen Virusneutralisation
bendtigte  AntikOrperkonzentration. Folglich ldsst sich der Unterschied in der
Neutralisationseffizienz des mAk 2c gegeniiber beiden HSV-Subtypen auf eine hdhere
Anzahl an Viruspartikeln in der untersuchten HSV-2 Probe zuriickfithren. Aufgrund der
Bindung an die bei HSV-2 vermehrt vorhandenen nichtinfektiosen Virionen musste mAk 2¢
in einer entsprechend hoheren Konzentration eingesetzt werden, um die gleiche

neutralisierende Wirkung zu erzielen wie bei HSV-1 (Tab. 14).
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Tab. 14: Quantifizierung der Virusgenome von HSV-1 bzw. HSV-2 mittels quantitativer RT-PCR.

Zur vollstandigen Neutralisation einer
Viruslast von 100 TCIDs, bendtigte
Konzentration von mAk 2¢ / [nM]

Anzahl der Virusgenome einer
Virusprobe von 1 x 10* TCIDso/ml

HSV-1F 24550 8

HSV-2 G 119000 31

Verhiltnis ) .
HSV-1/HSV-2 1:4.85 I:4

Das Ergebnis der durchgefiihrten Neutralisationsexperimente und die unterschiedliche
funktionelle Affinitit der untersuchten Antikorper lassen einen Zusammenhang zwischen der
Antikorpervalenz  und der Neutralisationseffizienz vermuten. Daher wurde die
neutralisierende Wirkung monovalenter 2c-Fab-Fragmente nach Kreuzvernetzung durch einen
gegeniiber murinen Fab-Fragmenten reaktiven, nicht-neutralisierenden polyklonalen
Antikdrper untersucht. Die kreuzvernetzten 2c-Fab-Fragmente zeigten im Vergleich zu den
nativen 2c-Fab-Fragmenten eine um den Faktor 2 deutlich gesteigerte Neutralisationsetfizienz
(Abb. 25). Das antivirale Potential des mAk 2¢ konnte durch die Kreuzvernetzung allerdings

nicht vollstindig wiederhergestellt werden.

4000+ El 2c-lgG
3 2c-Fab
3000 nM [ 2c-Fab +anti-Fab IgG
3000+
20004
1500 nM

10004

Antikdrper-Konzentration [nM]

8 nM

0
Vollstandige HSV-1 Neutralisation (100 TCIDsg)

Abb. 25: Neutralisationseffizienz kreuzvernetzter 2c-Fab-Fragmente. Monovalente 2c-Fab-Fragmente
wurden mit und ohne Zusatz eines kreuzvernetzenden, Fab-spezifischen Ziege-anti-Maus Antikorpers mit 100
TCIDso HSV-1 zur Reaktion gebracht. Als Kontrolle wurde der bivalente mAk 2c eingesetzt.

-92 .




Ergebnisse

3.2.4. Untersuchung des Neutralisationsmechanismus von mAk 2¢

Antikorper konnen durch Bindung an virale Oberflachenantigene die Adsorbtion von Viren
an die Zielzellen inhibieren und diese dadurch erfolgreich neutralisieren. Zur Untersuchung
der Wirkungsweise des mAk 2c wurde die zur vollstindigen Virusneutralisation erforderliche
Antikorperkonzentration bei einer Applikation entweder vor (,,preattachment) bzw. nach
(,,postattachment®) erfolgter Virus-Adsorbtion an Zielzellen bestimmt. Die Experimente
sollten Aufschluss dariiber geben, ob die Adsorbtion freier Viren an die Wirtszelle durch die
Bindung des mAk 2c¢ an gB gehemmt wird. Als Kontrolle wurde das polyklonale humane

Immunglobulin-Priparat Intratect” eingesetzt.
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Abb. 26: Vergleich des Neutralisationsverhaltens von mAk 2¢ und polyklonalen humanen IgG. Abgestufte
Konzentrationen des mAk 2¢ (A) oder des polyklonalen IgGs (B) wurden entweder nach Prainkubation mit einer
Viruslast von 100 TCIDs, HSV-1 F (,preattachment”, weile Balken) oder nach einer bereits erfolgten
Adsorbtion der Viren an Zielzellen (,,postattachment”, schwarze Balken) in Mikrotitrationsplatten auf Vero-
Zellen fiir die Dauer von 72 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellkulturen hinsichtlich des
Auftretens eines zytopathischen Effektes (CPE) lichtmikroskopisch iiberpriift und die zur 100 %-igen und 50 %-
igen Virusneutralisation erforderlichen Antikorpertiter bestimmt.

Polyklonales humanes IgG zeigte einen deutlichen Unterschied im Neutralisationsverhalten
gegeniiber freien HSV-1 Virionen und bereits an die Wirtszellen adsorbierten Viren. Nach
bereits erfolgter Virus-Adsorbtion war eine um den Faktor 5 hohere Konzentration des
polyklonalen IgG zur vollstindigen bzw. 50 %-igen Neutralisation erforderlich (Abb. 26A).
Im Gegensatz dazu wies mAk 2c eine gleichermallen effiziente Virus-Neutralisation auf
unabhingig davon, ob HSV-1 als freie Viruspartikel oder in einem gebundenen Zustand nach
Adsorbtion an die Zielzellen vorlag (Abb. 26B). Dies deutet darauf hin, dass die

Wirkungsweise des mAk 2¢ primir nicht auf der Inhibition des Adsorbtions-Vorgangs basiert.
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3.2.5. Inhibition des “cell-to-cell spreads” durch mAk 2¢ und dessen Derivate

Die Fihigkeit der gB-spezifischen Antikorper zur Inhibition der direkten Virus-Ausbreitung
von einer infizierten Zelle zur nichtinfizierten Nachbarzelle (,,cell-to-cell spread®) wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Damit eine indirekte HSV-Ausbreitung {iiber den
Zellkulturiiberstand infolge einer Freisetzung von Viren aus infizierten Zellen unterbunden
wird und sich das Virus nur durch den ,,cell-to-cell spread* Mechanismus ausbreiten kann,
wurden HSV-1 F infizierte Vero-Zellen mit einem Vielfachen der fiir die vollstindige Virus-
Neutralisation erforderlichen Antikérpermenge inkubiert. Nach 48 h wurden HSV-infizierte
Zellen durch indirekte Immunfluoreszenz mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Ziege-anti-

HSV Serums detektiert (2.2.3.3).

Humanes Serum mAk 2¢c-1gG 2c-F(ab’), 2c-Fab

Abb. 27: Inhibition der direkten HSV-1 Ausbreitung von Zelle zu Zelle durch gB-spezifischen Antikérper.
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (obere Reihe) und deren Uberlagerung mit lichtmikroskopischen
Aufnahmen (untere Reihe) zeigen konfluente Vero-Zellen 48 Stunden nach Infektion. Vier Stunden nach
Infektion mit HSV-1 F (400 TCIDsy) wurde das virushaltige Inokulationsmedium entfernt und die Zellen mit
antikorperhaltigem (mAk 2c¢-IgG (500 nM); 2c-F(ab’), (500 nM) oder 2c-Fab (3000 nM)) Medium
iiberschichtet. Polyklonales humanes anti-HSV-Serum wurde in einer 1:20 Verdiinnung eingesetzt
(Uberschusskonzentration). Infizierte Vero-Zellen wurden nach 48 Stunden durch Immunfirbung mit einem
FITC-konjugierten, polyklonalen Ziege-anti-HSV Serum detektiert.

Entsprechend den Ergebnissen der Neutralisationstests spielte die Antikorpervalenz auch
hinsichtlich der Inhibition der direkten Virus-Ausbreitung iiber den ,.cell-to-cell spread*
Mechanismus eine Schliisselrolle. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung zeigte, dass
die direkte Virus-Ausbreitung durch die bivalenten Antikdrper mAk 2c-IgG und 2c-F(ab’),

vollstindig unterbunden und auf die primir infizierte einzelne Zelle beschrinkt blieb
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(Abb. 27). Das monovalente 2c-Fab-Fragment zeigte bei einer Konzentration von 3000 nM
zwar eine leicht Plaque-reduzierende Wirkung, war jedoch zu einer vollstindigen Inhibition
des ,.cell-to-cell spread” nicht in der Lage (Abb. 27). Das polyklonale humane anti-HSV-

Serum zeigte dagegen keine Plaque-reduzierende Wirkung.

3.3. Chimiirisierung und Humanisierung des murinen Antikorpers mAk 2¢

Zur spiteren immuntherapeutischen Anwendung des mAk 2¢ im Menschen wurden auf
Grundlage des murinen Antikorpers ein chimédrer und ein humanisierter Antikdrper im I1gG-
Format hergestellt. Hierzu wurden zunichst die Gene der variablen schweren und leichten
Kette (Vy, VL) des mAk 2¢ mittels 5'-RACE (,,Rapid Amplification of cDNA Ends“)-PCR
(2.2.1.4) aus der Myelomhybrid-Zelllinie 2¢ amplifiziert und die authentischen Gensequenzen
mittels Sequenzierung bestimmt. Durch Klonierung der Vy- und Vi-Gensequenzen in die von
unserem Kooperationspartner Herrn Dr. Grosse-Hovest (Universitdt Tiibingen) entwickelten
Expressionsplasmide, welche bereits die humanen konstanten Gensegmente der leichten Kette
bzw. schweren Kette des IgG1-Isotyps enthielten, wurde der chimire Antikérper mAk ch2c
generiert. Zur Herstellung des humanisierten Antikorpers wurden die fiir die sechs
Antigenbindungsschleifen (,,Complementarity Determining Regions®, CDRs) kodierenden
Genabschnitte des mAk 2c¢c (2¢V -CDR1/2/3 und 2c¢Vy-CDR1/2/3) in jeweils geeignete
humane ,,Framework“-Immunglobulin-Akzeptorgeriiste aus der menschlichen Keimbahn
genetisch  “transplantiert (,,CDR-grafting). Zur Identifizierung geeigneter humaner
Keimbahn-Akzeptorgeriiste ~wurden die murinen mAk 2c¢c FR-Sequenzen mit
korrespondierenden humanen FR-Sequenzen (V-, D- und J-Gene der schweren Kette; V-, und
J-Gene der leichten Kette) aus der Gendatenbank V-Base (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/)
auf Aminoséure-Ebene abgeglichen. Als Akzeptorsequenz fiir die CDRs von Vi wurde DP28
mit einer Sequenzidentitit von 88,5% und als Akzeptorsequenz fiir die CDRs von Vi DPK13
mit einer Sequenzidentitit von 88,9 % ausgewdhlt. Durch computergestiitzte Transplantation
der entsprechenden murinen CDRs der Vy- bzw. Vi-Kette von mAk 2¢ in diese beiden
humanen Akzeptorgeriiste konnten humanisierte Vy- und Vi-Hybridgene generiert werden.
Bei der Humanisierung monoklonaler Antikorper ist es notwendig, diejenigen Aminosduren
im Bereich der humanen Framework-Regionen zu identifizieren, die die strukturelle Integritét
der transplantierten murinen CDRs  unterstiitzen und dadurch auch die
Antigenbindungseigenschaften des Antikorpers beeinflussen. Sind diese kritischen Positionen
mit zur murinen Sequenz inkompatiblen Aminosduren besetzt, kann sich dies negativ auf die

Antigenbindungseigenschaften des humanisierten Antikorpers auswirken und macht eine
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Riickmutation dieser Aminosduren zur murinen Donorsequenz notwendig. Im Rahmen einer
Kooperation mit Dr. Andrew C.R. Martin (University College London, UK) wurde von Dr.
Jirgen Krauss eine Methode entwickelt, die es erlaubt, potentiell kritische Aminosduren mit
Hilfe von Antikorper-Repertoire-Datenbanken zu identifizieren und in einem zweiten Schritt
die jeweils kritische Signifikanz auf der Basis von Referenz-Antikérpern mit bekannter
dreidimensionaler Struktur zu untersuchen (123). Durch Anwendung dieses Verfahrens
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch fiir die Humanisierung des mAk 2c
mehrere als potenziell kritisch einzustufende Aminosiuren (AS) im Bereich der humanen Vy-
und Vi -Framework-Regionen identifiziert werden. Infolge dessen wurden vier humanisierte
mAk 2c-Varianten (mAk hu2c V1-V4) mit sukzessiven Framework-Riickmutationen zur

jeweiligen murinen AS-Donorsequenz hergestellt (Tab. 15).

Tab. 15: Humanisierte mAKk 2c-Varianten mit Framework-Riickmutationen

Humanisierte Riickmutationen zur
2¢ CDR-Grafting
mAk Variante murinen 2¢ FR-Donorsequenz
VL Vu \43 Vu
hu2c V1 CDR1/2/3 CDR1/2/3 - -
hu2c V2 CDR1/2/3 CDR1/2/3 - N76K
hu2c V3 CDR1/2/3 CDR1/2/3 - N76K, VI9F
hu2c V4 CDR1/2/3 CDR1/2/3 2v N76K, V79F

Die Synthese der computertechnisch generierten Vy- und Vi-DNA-Sequenzen und die
anschlieBende Klonierung in den Zwischenklonierungs-Vektor pCR4-TOPO (Invitrogen)
erfolgte im Auftrag durch die Firma Entelechon (Regensburg). Zur Optimierung der
Expression in Sdugerzellen wurden die Sequenzen auf Nukleotid-Ebene durch Codon-
Optimierung an das eukaryotische Translationssystem Mus musculus angepasst. Das Einfligen
der sukzessiven Riickmutationen an kritischen Positionen erfolgte entweder durch die Firma
Entelechon oder durch Amplifikation der Vy- und Vi-Gene mit Hilfe von geeigneten
Primern. Ein Sequenzabgleich der murinen Vy- und Vi-Donorsequenzen mit den fiir die
Humanisierung des mAk 2c ausgewéhlten humanen Akzeptorsequenzen ist in Abb. 28

dargestellt.
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Abb. 28: Sequenzabgleich der schweren und leichten Kette (Vg und V). Die Definition der hypervariablen Regionen erfolgte nach Chothia et al (38) (gepunktete Linie) und Kabat et al. (106) (gestrichelte Linie).

Humane Keimbahnsequenzen DP28 und DPK13 wurden nach Sequenzabgleich aus der Datenbank V-Base (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) entnommen und dienten als Akzeptorsequenzen fiir die CDRs des murinen 2¢
mAKk. (A) ,,invariant residues“ (106), (B) ,.key residues“(38), (C) Aminosiuren die im Vy/V,-Interface liegen (39). Markierung (+) fiir Ubereinstimmung bzw. (-) fiir Nicht-Ubereinstimmung zwischen der humanen und
murinen Sequenz. (D) Aminosauren in der ,,core site” definiert nach Chothia et al. (36): konstanter (i) Rest; vergleichbarer (r) Rest; zur Oberflache hin gewandte (s) Reste R, K, E, D, Q, N; neutrale (n) Reste P, H, Y, G, A,
S, T; verdeckte (b) Reste C, V, L, I, M, F, W; Desweiteren x fiir verdeckte (b) oder neutrale (n) Reste, y fiir Reste an der Oberflidche (s) oder neutrale Reste (n). Rot markiert sind Reste, die sich in ihrer Spezifikation
zwischen der murinen und humanen Sequenz unterscheiden. Die Nummerierung der Aminoséuren erfolgte nach Kabat et al. (106).
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3.3.1. Produktion und Aufreinigung von mAk ch2c und hu2c V1-V4

Zur Herstellung des chimairisierten Antikorpers (mAk ch2c) und der humanisierten Varianten
(mAk hu2c V1-V4) wurden die synthetisierten und gentechnisch modifizierten Vy- und V-
Gene in von unserem Kooperationspartner Dr. Grosse-Hovest (Universitit Tiibingen) zur
Verfiigung gestellte IgG1-Expressionsplasmide kloniert. Zur eukaryontischen Expression
dieser Antikorper wurden murine Sp2/0 Myelom-Zelllen stabil mit den Expressionsplasmiden
transfiziert. Einzelklone mit quantitativer Antikorperproduktion wurden mittels ELISA-
Verfahren selektioniert (2.2.3.2) und zur weiteren Kultivierung ausgewéhlt. Die quantitative
Produktion und Aufreinigung von mAk ch2c und mAk hu2c V1-V4 erfolgte analog zu dem
fiir den parentalen mAk 2c ausfiihrlich beschriebenen Verfahren (2.2.2.3). Die Uberpriifung
der AntikOrperpriaparationen mittels SDS-Gelelektrophorese und analytischer Gelfiltration
unter Verwendung einer Superdex 200 10/300 GL Séule zeigten eine zum mAk 2c
vergleichbare Reinheit von iiber 95%. Die aus einem Volumen von 1 L Zellkultur-Uberstand
gewonnenen Antikdrpermengen der entsprechenden Klone sind in (Tab. 16)

zusammengefasst.

Tab. 16: Ausbeute der aufgereinigten rekombinanten Antikérper aus 1 Liter Zellkulturiiberstand.

Chimaire Humanisierte Varianten

ch2c¢ hu2c V1 hu2c V2 hu2cV3 hu2c V4

Antikdrpermenge 0.8 2.8 1.6 4,0 1.6
(mg/1)
34. Funktionelle in vitro Charakterisierung der rekombinanten Antikorper

3.4.1. Bestimmung der funktionellen Affinitit von mAk ch2c und mAk hu2c V1-V4

Zunidchst wurde {iberpriift, ob durch die Chimirisierung bzw. Humanisierung die
Antigenbindungseigenschaften des parentalen Antikorpers beibehalten werden konnten.
Hierzu wurde die funktionelle Affinitdt von mAk ch2c und den mAks hu2c V1-V4 durch
durchflusszytometrische Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten (Kp) auf HSV-1
infizierten Vero-Zellen ermittelt (Abb. 29). Der chimdre Antikdrper mAk ch2c zeigte eine
dem parentalen murinen Antikdrper vergleichbare Affinitit. Uberraschenderweise konnte bei
der Humanisierung bereits durch die alleinige CDR-Transplantation bei mAk hu2c V1 eine
dem murinen mAk 2c vergleichbare funktionelle Affinitit erreicht werden (Abb. 29). Die

sukzessiven Riickmutationen in die humanen Framework-Regionen zur murinen Donor-
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Sequenz verbesserten die Antigenbindungsaffinitidten der Varianten V2-V4 nicht wesentlich.
Im Fall von mAk hu2c V2 fiihrte die Riickmutation N76K in der schweren Kette sogar zu
einer 50%-igen Reduktion der funktionellen Affinitdit (Abb. 29). Die mittleren

Affinitétskonstanten von mehreren unabhédngigen Messungen sind in Tab. 17 dargestellt.

100- 100- 5
mAk 2c: Kp [nM] = 10,2 mAk ch2c: Kp [nM] = 11,0
80 804
i 604 604
=
(=]
S 404 404
204 204
0+ 0-
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Abb. 29: Bestimmung der funktionellen Affinitit rekombinant hergestellter Antikorper. Infizierte Vero-
Zellen (3 MOI HSV-1 F) wurden 16 h nach Infektion mit abgestuften Antikdrperkonzentrationen des
chimdrisierten mAk ch2c und der humanisierten Varianten mAk hu2c VI1-V4 inkubiert und
durchflusszytometrisch nach Inkubation mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundérantikérper analysiert. Die
Gleichgewichtskonstanten Kp wurden nach der Marquardt-Levenberg Methode mit dem Programm Prism 5
errechnet. MFI = Mediane Fluoreszenzintensitit.

-99 .



Ergebnisse

Tab. 17: Mittlere Affinititskonstanten (Kp) der Antikorper mAk 2¢, mAk ch2¢ und mAk hu2c V1-V4

2¢ ch2c hu2c V1 hu2c V2 hu2c V3 hu2c V4

Kp [nM] 10 10,6 12,5 20,5 11,5 13,6

3.4.2. Kompetitionsstudien

Zur Uberpriifung, ob die gentechnisch generierten Antikdrper das gleiche Epitop wie der
parentale mAk 2c¢ erkennen, wurden Kompetitionsstudien durchgefiihrt. Die Durchfiihrung
erfolgte unter zwei verschiedenen experimentellen Bedingungen (2.2.3.7). Im Ansatz A
dienten der chimire Antikorper mAk ch2c bzw. eine der humanisierten Varianten mAk hu2c
V1-V4 als Kompetitoren fiir den parentalen Antikorper mAk 2¢ (Abb. 30A). Im Ansatz B
dagegen wurde mAk 2c als Kompetitor fiir die rekombinanten Antikérper verwendet (Abb.
30B). In beiden Fiéllen wurden HSV-1 F infizierte Vero-Zellen zunichst mit ansteigenden
Kompetitor-Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurden mAk 2¢ (Ansatz A) und die
rekombinanten Antikorper (Ansatz B) jeweils mit einer konstanten Konzentration von 100
nM hinzugegeben. Die spezifische Antigen-Bindung von mAk 2c¢ (Ansatz A) sowie der
rekombinanten Antikorper (Ansatz B) wurde jeweils mit Hilfe eines entsprechenden

Fluoreszenz-markierten Antikorpers detektiert.

A B
100 100
o ch2c
= hu2c-V1
80 4 hu2c-V2 80
v hu2c-V3

60 60

hu2c-v4

40 40

20 20

% Mediane Fluoreszenzintensitat

C ) ) ) ) ) 1 C ) ) ) ) ) 1
0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 800 1000

Konzentration mAk ch2c und hu2cV1-V4 (nM) Konzentration muriner mAk 2c (nM)

Abb. 30: Kompetitionsstudien zur Untersuchung der spezifischen Antigenbindung der gentechnisch
hergestellten Antikérper mAk ch2c bzw. mAk hu2c V1-V4. Infizierte Vero-Zellen (3 MOI HSV-1 F) wurden
mit abgestuften Antikorper-Konzentrationen der als Kompetitor fungierenden Antikdrper mAk ch2c, mAk hu2c
V1-V4 (A) oder mAk 2c (B) vorinkubiert. Die hinsichtlich der Epitopspezifitiat zu untersuchenden Antikorper
mAk 2c¢ (A) bzw. mAk ch2c, mAk hu2c V1-V4 (B) wurden anschlieBend mit einer Konzentration von 100 nM
appliziert und nach Anfirbung durch FITC-konjugierte Sekundir-Antikorper Ziege-anti-Maus-Fc (A) oder
Ziege-anti-Mensch-Fcy (B) durchflusszytometrisch auf Antigenbindung untersucht.
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Die Untersuchungen zeigten, dass sowohl der chimére als auch die humanisierten Antikorper
mit dem parentalen Antikérper mAk 2¢ um die Antigenbindungsstelle konkurrieren. Die
Bindung des kompetierten Antikdrpers nahm mit einer ansteigenden Kompetitor-
Konzentration entsprechend ab. Im Ansatz A blockierten die rekombinanten Antikorper die
Bindung des parentalen mAk 2c nahezu vollstindig (Abb. 30A). Im Ansatz B jedoch wurde
trotz des 10-fachen Uberschusses des mAk 2¢ die Bindung der rekombinanten Antikérper nur
bis zu 60-80% inhibiert (Abb. 30B). Dieser beobachtete Effekt ldsst sich am
wahrscheinlichsten durch die Bindung der IgG-Fc-Domidnen des chimdrisierten bzw. der
humanisierten Antikorper an den viralen HSV-Fc-Rezeptor (gE/gl-Komplex), der im Zuge
der Virusreplikation auf die Zelloberfliche infizierter Zellen exprimiert wird, erkldren. Die
Interaktion zwischen der IgG-Fc-Doméne und dem HSV-Fc-Rezeptor ist Spezies-spezifisch.
Im Gegensatz zu murinen Antikdrpern konnen Antikdrper mit einer humanen IgG-Fc-
Domine eine Bindung mit HSV-Fc-Rezeptoren eingehen. Dies erklart, weshalb die Bindung
des mAk 2c im Ansatz A vollstdndig durch die rekombinanten Antikérper kompetiert werden
konnte, wihrend im Ansatz B der mAk 2c nicht zur génzlichen Inhibition der Bindung der

rekombinanten Antikorper in der Lage war.

3.4.3. Antivirale Aktivitat von mAK ch2c¢ und der humanisierten Varianten in vitro

Die Neutralisationsfahigkeit von mAk ch2c und den humanisierten Varianten hu2c V1-V4
gegeniiber HSV-1 F wurde analog zum mAk 2c¢ im Mikrotitrationsverfahren untersucht
(2.2.4.14). Die zur vollstindigen Virusneutralisation bendtigten Antikdrperkonzentrationen

sind vergleichend mit dem parentalen Antikorper mAk 2c¢ in Abbildung 31 dargestellt.

mAK 2¢ 1 |
ch2c+ |

hu2c V1

hu2c V2

hu2c V3

hu2c V4

rT———r——r——rTrr-r-r-rrrrrr

0 5 10 15 20
Antikdrper-Konzentration (nM)

Abb. 31: Neutralisationseffizienz der rekombinant hergestellten HSV-spezifischen Antikérper. Abgestufte
Konzentrationen von mAk ch2c und mAk hu2c V1-V4 wurden jeweils mit 100 TCIDsy, HSV-1 F fiir 1 h bei
37°C inkubiert und anschlieend zu konfluenten Vero-Zellen hinzugegeben. Nach 72 h wurde die Ausbildung

zytopathischer Effekte lichtmikroskopisch untersucht und die zur vollstindigen Virus-Neutralisation bendtigten
Antikérperkonzentrationen ermittelt.
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Der chimirisierte Antikorper ch2c und die humanisierten Antikorpervarianten mAk hu2c V1-
V4 mit Ausnahme der Variante mAk hu2c V2 neutralisierten das Herpesvirus mit gleicher
Effizienz wie der parentale Antikérper mAk 2c. Bei der humanisierten Variante mAk hu2c¢V2
ist eine Korrelation der verminderten Neutralisationseffizienz und der erniedrigten

funktionellen Affinitdt (Tab. 17) auffillig.

3.4.4. Biophysikalischen Stabilitit von mAk 2¢, mAk ch2c und mAKk hu2c V1-V4

Neben den funktionellen Eigenschaften ist Die Stabilitit eines Antikorpers filir dessen
therapeutischen Einsatz im Mensch essentiell. Zur Bestimmung der biophysikalischen
Stabilitdit wurden die aufgereinigten Antikdrper bis zu 30 Tage in einem physiologischen
Kochsalzpuffer (10mg/ml BSA) bei 37°C inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten wurden
Antikorperproben entnommenen und das Antigenbindungsverhalten an HSV-1 F infizierten
Vero-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Der unter diesen Bedingungen gemessene
Verlauf der Bindungsaktivitit erlaubte die Bestimmung der biophysikalischen Stabilitdt unter
funktionellem Gesichtspunkt. Der direkte Vergleich der rekombinanten Antikdrper mAk ch2c
und hu2c V1-V4 mit dem parentalen Antikérper zeigte, dass mit Ausnahme von mAk hu2c
V4 alle gentechnisch generierten Antikorper die Bindungsaktivitét iiber einen Zeitraum von

einem Monat nahezu unverdndert beibehalten (Abb. 32).
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-~ mAk hu2cv4

% MFI
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Abb. 32: Untersuchung der biophysikalischen Stabilitit. Die Bindungsaktivitit der Antikérper wurde zu
definierten Zeitpunkten durchflusszytometrisch bestimmt und in prozentualer Relation zu der am Tag 0
entnommenen Probe gesetzt. MFI = Mediane Fluoreszenzintensitét.

Zur weiteren praklinischen Charakterisierung wurde die humanisierte Variante mAk hu2c V1
zur ausgewdhlt, da dieser rekombinante Antikdrper eine dem parentalen mAk 2c
vergleichbare Affinitdt und Neutralisationseffizienz aufweist, und im Unterschied zu den

Varianten hu2cV2-V4 keine potentiell immunogenen Riickmutationen zur murinen

Donorsequenz in den ,,Framework‘“-Regionen enthilt.

-102 -



Ergebnisse

3.4.5. Inhibition des ,,cell-to-cell spreads* durch mAk ch2¢ und mAk hu2c¢ V1

Die Fihigkeit von mAk ch2¢ und mAk hu2c¢ V1 zur Inhibition der HSV-spezifischen direkten

Ausbreitung von einer infizierten Zelle zur nichtinfizierten Nachbarzelle wurde entsprechend

der unter 3.2.5 beschriebenen Vorgehensweise untersucht. Als Referenz wurde der parentale
mAk 2c eingesetzt (Abb. 33).
I I I v

mAk h1_12c V1 _

Abb. 33: Inhibition der direkten Virus-Ausbreitung von Zelle zu Zelle durch mAk ch2¢ und hu2c¢ V1. Zur
Infektion wurden auf Glasobjekttrigern konfluent gewachsene Vero-Zellen mit einer niedrigen Viruslast von
400 TCIDsy HSV-1 F iiber 4 Stunden inkubiert. Nach Entfernung des Inokulationsmediums wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und jeweils mit einer Uberschusskonzentration von 500 nM der Antikdrper mAk 2¢, mAk
ch2c oder mAk hu2c V1 in Zellkulturmedium iiberschichtet. (I) Phasenkontrastaufnahme; (II) Anfarbung HSV-
infizierter Zellen mit einem FITC-markierten, polyklonalen Ziege-anti-HSV-Serum (griin); (III) Uberlagerung
der Aufnahmen I&II; (IV) Ausschnittsvergroferung der in Reihe III markierten Einzelzellen. Alle Aufnahmen
erfolgten mit dem Leica DM IRE2 konfokalen Mikroskop bei einer 40-fachen VergréBerung.

Die Untersuchungen zeigten, dass der chimirisierte Antikorper ch2c und der humanisierte
Antikorper hu2c V1 die direkte Virus-Ausbreitung von Zelle zu Zelle mit der gleichen
Effektivitit inhibierten wie der parentale mAk 2c. Die Ergebnisse der

fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchungen wurden durch einen unabhingigen

konventionellen Plaque-Inhibitionstest (93) bestétigt (Daten nicht gezeigt).
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3.4.6. Untersuchung der Fihigkeit zur Komplementaktivierung des hu2c¢c V1

Humane Antikorper konnen, im Gegensatz zu murinen Antikorpern, iiber ihre Fc-Domédne
durch den HSV-Fc-Rezeptorkomplex gE/gl gebunden werden. Dadurch wird die Bindung des
Clg-Proteins an die IgG-Fc-Domine inhibiert und eine Komplement-vermittelte Zytotoxizitét
unterdriickt. Die Wirksamkeit von komplementabhingigen Antikdrpern wird dadurch
signifikant reduziert. Die HSV-1 F AgE —Deletionsmutante (53) besitzt eine Deletion im
Bereich des gE-Gens und ist somit im Gegensatz zu der korrespondierenden Revertante HSV-
1 F rev nicht zur Expression eines funktionsfahigen HSV-Fc-Rezeptors in der Lage. Durch
direkten Vergleich der Neutralisationseffizienz des mAk hu2c V1 und des parentalen mAk 2¢
gegeniiber HSV-1 F AgE bzw. der Revertante mit und ohne Zusatz von Komplement konnte
die Wirksamkeit der Antikorper in Abhédngigkeit von der Komplementaktivierung untersucht
werden. Als Kontrolle wurde das polyklonale humane IgG-Priparat Cytotect® (Biotest
Pharma GmbH) eingesetzt, welches sich durch einen hohen Anteil an HSV-spezifischen
Antikorpern auszeichnet. Die Versuche wurden in Kooperation mit Prof. Hartmut Hengel

(Institut fiir Virologie, Universititsklinikum Diisseldorf) durchgefiihrt.
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Abb. 34: Untersuchung der Komplementabhingigkeit von mAk 2¢ und mAk hu2c V1. Eine definierte
Virusmenge von 5 x 10° PFU der Virusstimme HSV-1 F AgE bzw. HSV-1 F rev wurde mit jeweils 1 pg mAk 2¢
oder mAk hu2c V1 bei 37°C fiir 90 min inkubiert. Als Kontrolle wurde Cytotect” mit einer Endkonzentration
von 120 pg/ml eingesetzt. Die Antikorper-Virus Gemische wurden anschlieBend zu konfluenten Vero-Zellen
hinzugegeben. Der resultierende Virustiter wurde 48 h nach Infektion durch Auszdhlung von Plaques unter dem
Lichtmikroskop bestimmt. Der Versuch wurde mit (+) und ohne (-) Zugabe von Komplement (IgG-depletiertes
Anti-HSV-negatives Spenderserum) durchgefiihrt.
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Die untersuchten Antikérper mAk 2¢c und mAk hu2c VI zeigten keinen
komplementabhéngigen Unterschied in der Neutralisationseffizienz gegeniiber den beiden
eingesetzten Virusstimmen (Abb. 34). Folglich sind beide Antikorper zu einer vollstindig
von Komplement-unabhéngigigen Virusneutralisation in der Lage. Das polyklonale IgG-
Priparat Cytotect® zeigte dagegen wie erwartet einen komplementabhingigen antiviralen
Effekt. Das Komplement verstirkte den antiviralen Effekt von Cytotect™ gegeniiber beiden
Virusstimmen mit unterschiedlichem Ausmaf3. Die HSV-1 F AgE-Deletionsmutante konnte
nach Zugabe von Komplement 10-fach besser durch das polyklonale IgG neutralisiert werden
als die Revertante (Abb. 34). Da bei Abwesenheit von Komplement kein Unterschied in der
Neutralisationseffizienz von Cytotect” gegeniiber HSV-1 F AgE bzw. HSV-1 F Rev messbar
war ldsst sich schlussfolgern, dass die Wirksamkeit von HSV-neutralisierenden humanen

Antikorpern abhidngig von der Komplementaktivierung ist.

3.4.7. Untersuchung der Inhibition der mAk 2¢- bzw. mAk hu2c¢ V1 vermittelten
Effektorzell-Aktivierung durch den HSV-gE/gl-Komplex

Die Interaktion des HSV-gE/gl-Komplexes mit der Fc-Domidne humaner, Virus-
neutralisierender IgGs blockiert nicht nur die Aktivierung von Komplement, sondern auch die
Aktivierung von Immun-Effektorzellen und fiihrt dadurch zu einer weiteren Abschwichung
einer antiviralen Antikérper-Immunantwort bei einer HSV-Infektion. Die Auswirkung dieser
Interaktion auf eine Effektorzell-Aktivierung durch mAk 2c¢ und mAk hu2c V1 wurde mit
Hilfe eines zelluliren BW5147-Reporterassays in Kooperation mit Prof. Hartmut Hengel
(Institut fir Virologie, Universitdtsklinikum Diisseldorf) untersucht. Die murine T-Zell-
Thymoma-Zelllinie BW5147, welche nach antigener Stimulation Interleukin 2 (IL-2)
sezerniert, wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Hengel mit Plasmiden zu membranstindigen
Expression der extrazelluldren Domédnen der humanen Fcy-Rezeptoren FcyRI (CD64), FcyRII
(CD32A), FcyRIIb (CD32B), FcyRIII (CD16) und des murinen Fcy-Rezeptors mCD16 stabil
transfiziert (Abb. 35). Durch Bindung der IgG-Fc-Domine an die Fcy-Rezeptoren der
BW5147-Transfektanten wird die Sekretion von IL-2 induziert, welches anschliefend im
ELISA-Test quantifiziert werden kann. Mit Hilfe dieses artifiziellen Reporter-Systems kann
eine mogliche Immunaktivierung von NK-Zellen und anderen Effektorzellen (Tab. 2) in vitro

nachgeahmt werden.
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Abb. 35: BW5147-Reportersystem. BW5147-Zellen wurden mit dem FcyR-TCRE-Hybridgen, bestehend aus
der extrazelluldiren Doméne eines Fcy-Rezeptors (human: CD16, CD32A, CD32B oder CD64; murin: CD16)
und der Zeta-Doméne des T-Zell-Rezeptors (TCRJ), stabil transfiziert.

BW5147
FoyR-zeta

Zur Untersuchung der Funktionalitit der generierten BW5147-Reporter-Zellen wurden diese
zundchst mit Fcy-Rezeptor-spezifischen Antikorpern stimuliert und die Menge an
produziertem IL-2 als Maf} fiir die maximale Aktivierung im ELISA-Test quantifiziert
(Tab. 18). Die untersuchten Transfektanten konnten wie erwartet durch die entsprechenden

Antikorper spezifisch stimuliert werden.

Tab. 18: Aktivierung von BW5147-Reporterzellen. Miktrotiterplatten wurden mit Antikérpern gegen den
murinen Fcy-Rezeptor mCD16 bzw. einen der humanen Fcy-Rezeptoren beschichtet und fiir 24 h mit der
entsprechenden BW5147-Reporter-Zelllinie inkubiert. Die Quantifizierung der 1L-2 Produktion erfolgte mittels
ELISA. Angegeben ist die gemessene Adsorbtion bei 450 nm.

Stimulation
IL2-Prod PBS-Kontrolle | AMFCDIO AN s cpay Anti-CD64
Transfektante
Naiv 0,027 0,028 0,027 0,019
FcyRIII (CD16) 0,036 1,815 0,038 0,035
FcyRII (CD32A) 0,038 0,077 1,638 0,083
FcyRIIb (CD32B) 0,037 0,034 1,291 0,029
FcyRI (CD64) 0,09 0,059 0,071 1,641
mCD16 0,052 0,567 XXX XXX
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Zur Untersuchung einer potentiellen Inhibition der antikérpervermittelten Effektorzell-
Aktivierung durch den gE/gl-Komplex wurden Vero-Zellen mit entweder HSV-1 F AgE oder
HSV-1 F rev infiziert (jeweils 2 MOI) und nach 24 Stunden mit ansteigenden mAk 2c- bzw.
mAk hu2c V1 Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurden die antikoérperbehandelten
Vero-Zellen mit transfizierten BW5147-Reporter-Zellen fiir 24 Stunden co-kultiviert, um die
Reporterzell-Aktivierung {iber Antikorper, die virale Antigene infizierter Vero-Zellen
gebunden haben, zu untersuchen. Die IL-2 Produktion der Reporterzellen wurde anschlieBend
ebenfalls mittels ELISA quantifiziert (2.2.4.18). Zum Vergleich der ermittelten Werte wurde
die in Tab. 18 gelistete maximale Aktivierung der BWS5147-Reporterzellen mit 100%
gleichgesetzt. Als Kontrollen wurden das polyklonale IgG-Priparat Cytotect® und der
humanisierte anti-RSV-Antikorper Synagis eingesetzt. Die Ergebnisse der durchgefiihrten
Experimente sind in Abb. 36 dargestellt.

Das polyklonale IgG-Priparat Cytotect” induzierte bei allen untersuchten BW5147-Reporter-
Zelllinien IL-2-Produktion und bestitigte dadurch deren Aktivierbarkeit durch Antikorper
(Abb. 36 A, C, E, G). Der humanisierte Antikdrper mAk hu2c V1 war zur Aktivierung der
Fcy-Rezeptoren CD16 und CD64 (Abb. 36 B, H) aber nicht zur Aktivierung der Fcy-
Rezeptoren CD32A und CD32B in der Lage (Abb. 36 D, F). Wie erwartet wurden die
entsprechenden Reporter-Zellen sowohl durch Cytotect® als auch durch mAk hu2c V1 bei
einer Infektion mit HSV-1 F AgE stérker aktiviert als bei einer HSV-1 F rev Infektion mit
intaktem HSV-Fc-Rezeptorkomplex gE/gl. Eine Ausnahme stellte die Aktivierung des CD64-
Rezeptors dar. Uberraschenderweise konnte dieser bei einer vorliegenden Infektion mit HSV-
1 F rev starker aktiviert werden als im Falle einer Infektion mit der Deletionsmutante HSV-1
F AgE. Das Vorhandensein eines funktionellen HSV-gE/gl-Komplexes scheint in diesem
Reportersystem eine Aktivierung des CD64-Rezeptors zu induzieren. Diese Beobachtung ist
im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht worden, wird jedoch zurzeit in der
Arbeitsgruppe von Prof. Hartmut Hengel weiter erforscht. Unabhédngig von einer HSV-1 F
AgE bzw. HSV-1 F rev Infektion wurden die mCD16-Fcy-Rezeptor-Transfektanten durch
mAk 2c gleich stark aktiviert (Abb. 36 I). Dieses Ergebnis bestitigt, dass murine Antikorper
im Gegensatz zu humanen Antikdrpern nicht durch den herpesviralen HSV-Fc-
Rezeptorkomplex gebunden werden. Inwieweit sich die Inhibition der mAk hu2c VI-
vermittelten Aktivierung des CD16-Fcy-Rezeptors durch den HSV-Fc-Rezeptor (Abb. 36 B)
auf die Neutralisationseffizienz dieses Antikorpers auswirkt sollte im Tiermodell untersucht

werden.
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Abb. 36: Aktivierung von Fcy-Rezeptoren durch mAk 2¢ bzw. mAk hu2c V1. Konfluente Vero-Zellen wurden mit
2 MOI HSV-1 F AgE (weile Balken) oder HSV-1 F rev (schwarze Balken) infiziert. Nach 24 h wurde das
Inokulationsmedium verworfen und die Zellen mit abgestuften Antikdrper-Konzentrationen fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach Co-Inkubation der infizierten und Antikérperbehandelten Vero-Zellen mit den jeweiligen BW5147-Reporterzellen fiir
die Dauer von 24 h wurden die Zellen permeabilisiert und die IL-2-Produktion im ELISA quantifiziert. Der humanisierte
Antikérper hu2c V1 wurde hinsichtlich der Aktivierung der CD16-(B), CD32- (D), CD32B(F)- und CD64-Rezeptoren (H)
untersucht. Zur Kontrolle der Funktionsweise der BW5147-Effektorzelllinien wurde Cytotect® eingesetzt (A), (C), (E), (G).
Der murine mAk 2¢ wurde im Hinblick auf die Aktivierung des mCD16-Rezeptore untersucht (I). Zur Kontrolle der
Spezifitit der Antikdrper mAk 2¢c und mAk hu2c V1 wurden nicht infizierte Vero-Zellen verwendet (J). Parentale, nicht-
transfizierte BW5147-Zellen dienten zur Uberpriifung der Spezifitit membranstindigen Fcy-Rezeptoren der Reporterzellen
(K). Als Kontrollantikdrper wurde der RSV-spezifische humanisierte Antikdrper Synagis eingesetzt (L). Die Messung der
Adsorbtion erfolgte bei einer Wellenldnge 450 nm. Infektion von Vero-Zellen durch: m = HSV-1 F rev; o = HSV-1 F AgE
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3.5. Neutralisation Kklinisch isolierter HSV-Stimme durch mAk hu2¢ V1

Die Fahigkeit des mAk hu2c V1 zur Virus-Neutralisation wurde in der vorliegenden Arbeit
bisher nur an dem Laborstamm HSV-1 F demonstriert. Zur weitergehenden priklinischen
Untersuchung sollte die antivirale Wirksamkeit des mAk hu2c V1 gegeniiber einem breiten
Spektrum klinisch isolierter Virusstimme sowie an weiteren Laborstimmen getestet werden.
Hierzu wurden zunédchst von 20 Patientenproben (Abstrich, Rachenspiilwasser oder
Bronchiallavage) mit nicht ndher untersuchter Virustatika-Resistenz Virusstocks generiert.
Die Genotypisierung (HSV-1/HSV-2) der generierten Virusstocks wurde in Kooperation mit
Prof. Eis-Hiibinger (Institut flir Virologie, Universititsklinikum Bonn) mittels PCR
durchgefiihrt. Von den 20 untersuchten Patientenproben wurden 14 als HSV-1 genotypisiert
und sechs als HSV-negativ getestet (Tab. 19). Bei einem der HSV-negativen Isolate konnte
das humane Adenovirus Typ 5 mittels PCR nachgewiesen werden. Alle HSV-negativen
Proben wurden verworfen. Der Virustiter der HSV-positiven Virusstocks wurde im
Mikrotitrationsverfahren bestimmt und die zur 100%-igen Neutralisation einer Virusmenge

von 100 TCIDsq erforderliche mAk hu2c V1-Konzentration im Neutralisationstest ermittelt.

Tab. 19: Herstellung und Neutralisation von Virus-Stocks aus klinischen Patientenproben.

Probe Differenzierung Titer TCID<,/ml Zur ‘100%-Neutralisati0n von 100 .TCIDS(,
Nr. HSV-1/HSV-2 benotigte mAk hu2c V1-Konzentration [nM]
1 negativ - -
2 1 7,9x10° 7.8
3 1 1,3x10° 4,0
4 negativ - -
5 1 32x10° 7.8
6 1 1,6 x 10° 7.8
7 1 5x 10’ 78
8 1 7,9x 10 78
9 1 7,9 x 10° 7.8
10 Adenovirus Typ 5 - -
11 negativ --- -
12 1 6,3x 10° 7.8
13 1 1,3x 10’ 7.8
14 1 1,3x10° 7.8
15 negativ - -
16 1 1x10 7.8
17 1 1,3x 10° 7.8
18 1 2x10° 7.8
19 1 1,3x 107 15,6
20 negativ - -
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Desweiteren wurden von Prof. Thomas Mertens (Institut fiir Virologie, Universitdtsklinikum
Ulm) Virusisolate aus Patientenproben mit einer experimentell nachgewiesenen verminderten
Sensitivitidt gegeniiber den Virustatika Aciclovir (ACV), Foscarnet (PFA) und Cidofovir
(CDV) zur Verfligung gestellt. Die Virustatika-Sensitivitit Virusstocks wurde in Ulm durch
Bestimmung der zur 50%-igen Virusneutralisation (HD50) bendtigten Virustatika-
Konzentration von ACV, PFA und CDV ermittelt und diese als sensitiv, vermindert-sensitiv

bzw. resistent klassifiziert (Tab. 20).

Tab. 20: Virustatika-Sensitivitit von HSV-Isolaten. Bestimmt wurde diejenige Virustatika-Dosis, bei der
50 % Neutralisation auftritt (HD50).

Medikamenten- HDS0 (nM)
Sensitivitiit ACV (Aciclovir) PFA (Foscarnet) CDV (Cidofovir)
sensitiv bis 4,00 bis 300 bis 10,00
vermindert sensitiv 4,01 -13,00 301-400 10,01-15,00
resistent >13,01 > 400 >15,01

Alle zur Verfligung gestellten Isolate zeichneten sich durch eine Resistenz bzw. verminderte
Sensitivitdt gegeniiber ACV aus. Das Isolat R13 wies eine Resistenz gegeniiber ACV und
PFA auf. Besonders auffillig war das Isolat R10, welches zusdtzlich zu Resistenzen

gegeniiber ACV und PFA eine verminderte Sensitivitit gegeniiber CDV aufwies.

Tab. 21: Herstellung und Neutralisation von Kklinischen Virusisolaten mit nachgewiesener Virustatika-
Resistenz. Orange = resistent; Gelb = vermindert sensitiv; Griin = sensitiv.

HD50 HD50 HD50 Zur 100%-Neutralisation

Nummer | HSV-Typ | Titer TCIDsy/ml (M) (M) (M) von 100 TCID50 benétigte

ACV PFA CDhV mAK hu2c V1-Konz. [nM]
R1 ? XXX 3,8 1091,8 5,5 XXX
R2 1 2,5x 10° 48,5 103,3 2,2 4,0
R3 2 XXX 5,2 36,1 5,1 XXX
R4 1 1,6 x 107 41,3 92,3 2,6 4,0
R5 2 79 x 10° 65,0 54,2 7.8 31,3
R6 2 7,9 x 10° 43,8 57,7 8,2 62,5
R7 1 1x10 104,7 112,2 2,9 7.8
R8 1 4x10° 36,2 48,2 0,8 78
RO 1 8x 10° 14,6 78,2 0,7 78
R10 1 2x10° 52,5 9544 14,4 7.8
R11 1 32x10° 43 363,8 3,1 4,0
RI12 1 2x10* 6,4 341,9 2,3 4,0
R13 1 5x10° 35,7 5223 7,8 7,8
R14 2 6,3 x 10* 66,3 65,1 5,2 31,3
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Von den klinischen Isolaten aus Ulm wurden nach Herstellung von Virusstocks ebenfalls der
Virustiter bestimmt und eine Subtyp-Differenzierung vorgenommen. Von zwdlf der 14 zur
Verfiigung gestellten Proben konnten Virusstocks generiert werden, wovon neun als HSV-1
und drei als HSV-2 identifiziert wurden.

Die Neutralisationseffizienz von mAk hu2c V1 gegeniiber den generierten Virusstimmen
wurde entsprechend im Neutralisationstest ermittelt (Tab. 21). Abb. 37 zeigt eine
Zusammenfassung der Ergebnisse der Neutralisationstests von mAk hu2c V1 gegeniiber den
Isolaten mit unbekannter (Tab. 19) bzw. mit nachgewiesener Virustatika-Resistenz (Tab. 21)
sowie gegeniiber verschiedenen Laborstimmen. Zusétzlich zu dem bereits eingesetzten
Laborstamm HSV-1 F wurden die Standard-Laborstimme HSV-2 G (50) und HSV-1 17 syn"
(23) sowie ein hochvirulenter HSV-1 Stamm (HSV-1 342 hv (60)) und der HSV-1 TK"

Stamm mit Mutation im Thymidinkinase-Gen (68) untersucht.
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Abb. 37: Neutralisation von klinischen HSV-Isolaten und Laborstimmen durch hu2c V1. Eine definierte
Virusmenge von 100 TCIDsy, des angegebenen Virusstamms bzw. klinischen Isolates wurde mit
unterschiedlichen mAk hu2c VI1-Konzentrationen inkubiert und die Antikdrperkonzentration die zur
vollstdndigen Virus-Neutralisation fithrt im Mikrotitrationsverfahren ermittelt.

Alle untersuchten Isolate und Laborstimme konnten durch den mAk hu2c V1 vollstindig

neutralisiert werden. Hierbei wurden sowohl Isolate mit nachgewiesener Virustatika-
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Resistenz als auch Isolate ohne untersuchte Resistenz sowie die Laborstimme mit gleicher
Effizienz durch mAk hu2c V1 neutralisiert. Wie auch schon bei der Neutralisation der
Laborstimme HSV-1 F und HSV-2 G durch den murinen mAk 2c¢ gezeigt werden konnte
(3.2.3), war zur Neutralisation klinischer HSV-2 Isolate eine 4-fach hohere
Antikorperkonzentration (mAk hu2c V1) erforderlich. Zur Neutralisation klinischer HSV-1
Isolate und der Laborstimme HSV-1 F, HSV-1 17 syn" und HSV-1 TK" war eine mAk hu2c
V1-Konzentration im Bereich von 4-16 nM erforderlich. HSV-2 Isolate und der Laborstamm
HSV-2 G konnten erst bei einer Konzentration von 31-63 nM mAk hu2c V1 vollstindig

neutralisiert werden.

3.6. Funktionelle Charakterisierung von mAKk 2¢ und mAK hu2c V1 in vivo

Publizierte Untersuchungen im Mausmodell von unserem Kooperationspartner Prof. Eis-
Hiibinger (Institut fiir Virologie, Universitdtsklinikum Bonn) zeigten, dass die Gabe des
parentalen mAk 2¢ sowohl bei immunkompetenten als auch T-Zell-depletierten (CD4/CDS8")
Versuchstieren zu einer Einddmmung der HSV-Infektion fiihrt (60, 61). Zur Untersuchung, ob
mAk 2c und der humanisierte Antikdrper mAk hu2c¢ V1 in vivo vollig unabhéngig von einer
zellularen Immunantwort eine HSV-Infektion verhindern bzw. eliminieren kann, wurde in
dieser Arbeit ein NOD/SCID-Mausmodell verwendet (1.2.6). NOD/SCID-Maiuse zeichnen
sich durch eine multiple Immunsuppression aus, da sie keine reifen B- und T-Zellen und auch
keine NK-Zellen und Makrophagen besitzen. Desweiteren verfiigen NOD/SCID-Maiuse nicht
tiber ein funktionsfidhiges Komplementsystem (132, 183).

3.6.1. Etablierung eines HSV-NOD/SCID-Mausmodells

3.6.1.1. Bestimmung der zur Infektion benotigten Virusdosis

Zur Infektion der NOD/SCID-Méuse mit HSV-1 wurde der im Rahmen publizierter Arbeiten
bereits fiir immunkompetente Méuse etablierte intravaginale Infektionsweg gewdhlt (61, 69,
161). Die Maiduse im Alter von 4-6 Wochen wurden in Gruppen von jeweils drei
Versuchstieren mit verschiedenen Laborstimmen mit zwei unterschiedlichen Virusmengen
intravaginal infiziert (Abb. 38). Der Infektionsverlauf wurde bis zum Auftreten einer akuten
Symptomatik einer HSV-Infektion (L&hmung der Hinterbeine, Enzephalitis) iiber einen

Zeitraum von 30 Tagen protokolliert.
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Abb. 38: Etablierung des HSV-NOD/SCID-Mausmodells. Versuchstiere im Alter von 4-6 Wochen wurden
mit einer Viruslast von entweder 1 x 10° (Kreise) oder 5 x 10° TCIDs, (Dreiecke) infiziert. Zur Infektion
wurden die Laborstimme HSV-1 F (rot), HSV-1 17 syn" (griin) oder HSV-1 342 hv (blau) eingesetzt. Kontrolle
= nichtinfizierte Versuchstiere.

Uberraschenderweise konnte mit dem Laborstamm HSV-1 17 syn’ unabhingig von der
Virusmenge keine HSV-Infektion induziert werden. Die Infektion der Versuchstiere mit einer
Virusmenge von 1 x 10° TCIDsq der beiden Laborstimme HSV-1 F und HSV-1 342 hv fihrte
bei Allen Tieren der jeweiligen Gruppe zu einer letal verlaufenden HSV-Infektion. Die
Versuchstiere mussten aufgrund schwerwiegender Symptomatik (Ldsionen an der
Vaginalschleimhaut, Lahmungen der Hinterbeine, Gewichtsverlust) an Tagen 9, 10 und 16
(HSV-1 F) bzw. 8, 14 und 20 (HSV-1 342 hv) getotet werden. Auffdllig war, dass die
HSV-1 F infizierten Tiere innerhalb von sieben Tagen und die HSV-1 342 hv infizierten Tiere
innerhalb von zwolf Tagen Symptome entwickelten. Die um Faktor 2 geringere Viruslast von
5 x 10° TCIDs, reichte nicht aus, um bei allen Versuchstieren dieser beiden Gruppen eine
letale Infektion zu induzieren (HSV-1 342 hv 2/3 und HSV-1 F 0/3) (Abb. 38). Auf
Grundlage der erzielten Ergebnisse und der Tatsache, dass es sich bei HSV-1 F um einen gut

etablierten Laborstamm handelt, wurde dieser fiir die weiteren Tierexperimente ausgewéhlt.

3.6.1.2. Dosisfindung der zur Prophylaxe einer HSV-Infektion erforderlichen mAk 2¢

Antikorpermenge

Zur initialen Bestimmung der mAk 2¢ Dosis, die NOD/SCID-Méuse vor einer HSV-Infektion
schiitzt, wurden zundchst jeweils drei Versuchstiere durch intravendse Applikation
unterschiedlicher Dosen des mAk 2c¢ (300 pg/Maus und 100 pg/Maus) 24 h vor Infektion

passiv immunisiert. Zum Zeitpunkt der Infektion betrug das Alter der Versuchstiere 6-10

-113 -



Ergebnisse

Wochen. Es zeigte sich, dass bereits die Verabreichung von bereits 100 pg mAk 2¢ zur
Protektion der Versuchstiere ausreichend war.

Zu genaueren Bestimmung der zur Prophylaxe einer HSV-Infektion benétigten
Antikorpermenge wurde die Dosis des mAk 2c in einem weiteren Versuchsansatz weiter
reduziert. Desweiteren wurde die Anzahl der Versuchstiere auf 6 pro Gruppe erhoht um
statistisch Aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten. Die Gruppeneinteilung der Versuchstiere

ist in Tab. 22 zusammengefasst.

Tab. 22: Dosisfindung der zur Prophylaxe einer HSV-Infektion bendtigten Antikorper-Dosis

Gruppe Reagenz Dosierung / Maus
1 | Immuntherapie | mAk 2c 100 pg (5 mg/kg KG)
2 | Immuntherapie | mAk 2c 50 ug (2,5 mg/kg KG)
3 | Immuntherapie | mAk 2¢ 25 ug (1,25 mg/kg KG)
4 | Immuntherapie | mAk 2c 10 ug (0,5 mg/kg KG)
5 | Kontrolle Humanes Anti-HSV-Serum | 1 : 2 (entspr.100 pg mAk 2c¢ in vitro)
6 | Kontrolle PBS 200 pl

Als Kontrollen wurden PBS und polyklonales humanes anti-HSV-Serum mit einer 1:2
Verdiinnung in PBS eingesetzt. Die Neutralisationseffizienz des verabreichten humanen
Serums wurde zuvor in vitro untersucht und entsprach derjenigen einer Antikorper-Dosis von
100 pg mAk 2c. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich iiber 62 Tage. Beim Auftreten
einer HSV-Symptomatik wurden die Versuchstiere umgehend getotet und zur
weiterfithrenden Untersuchung nach Abschluss des Experiments eingefroren. Zusitzlich
wurden zum Nachweis einer vorliegenden Infektion post mortem Vaginalspiilungen
entnommen. Die Uberlebenskurven von HSV-1 F infizierten NOD/SCID-Miusen nach

passiver Immunisierung mit mAk 2¢ sind in Abb. 39 dargestellt.

100 L ® . &S

g 80- * % human Serum

% 0. e 100pg mAk 2¢

g o - 50ug mAk 2c

3 0 —— 25ug MAK 2¢

% 20 x  — 10ug mAk 2c
0

) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Tage nach Infektion
Abb. 39: Uberlebensrate von HSV-1 F infizierten NOD/SCID-Miusen nach passiver Immunisierung mit

mAKk 2c¢. Die Versuchstiere wurden durch Gabe unterschiedlicher Konzentrationen von mAk 2¢ prophylaktisch
behandelt. Die Infektion erfolgte 24 h nach der Immunprophylaxe.
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Eine passive Immunisierung mit mAk 2c¢ Dosen > 50 ug (2,5 mg/kg KG) vermittelte einen
vollstindigen Schutz vor einer akuten Herpesinfektion und sicherte das Uberleben aller
Versuchstiere (Abb. 39). Eine Reduktion der Antikorper-Dosis auf 25 pg mAk 2 war nicht
mehr ausreichend um alle Versuchstiere vor einer HSV-Infektion zu schiitzen, da ein
Versuchstier infolge akuter HSV-Symptomatik am Tag 8 nach Infektion getdtet werden
musste (Abb. 39). Bei einer Dosis von 10 pg mAk 2c entwickelten 50 % der Versuchstiere
eine HSV-Infektion und mussten infolge dessen an den Tagen 12, 40 und 48 getdtet werden.
Wie erwartet vermittelte humanes Serum keinen vollstindigen Schutz vor einer HSV-
Infektion, da ein Versuchstier am Tag 23 getotet werden musste. Ein Versuchstier der PBS-
Kontrollgruppe hat liberraschenderweise die Infektion iiberlebt. Folglich fiihrt die Inokulation
der Vaginalschleimhaut mit HSV -1 F nicht bei allen Versuchstieren zur Etablierung einer
letalen Infektion. Desweiteren iiberlebten die Tiere der PBS-Kontrollgruppe mit 8, 19, 20, 26
und 35 um bis zu 26 Tage ldnger als vergleichsweise die HSV-1-F-infizierten Versuchstiere
aus Vorversuch 3.6.1.1. Auch der Zeitrahmen, in dem es bei den PBS-Kontrolltieren zur
Entwicklung einer HSV-Symptomatik kam, war im Vergleich zum vorangegangenen Versuch
(7 Tage) mit 27 Tagen erheblich lianger. Diese Unterschiede lassen sich mit grofer
Wahrscheinlichkeit auf das mit 6-10 Wochen deutlich hohere Alter der Versuchstiere im
Vergleich zum vorangegangenen Versuch (4-6 Wochen) zuriickfithren. Insgesamt mussten
wihrend des Beobachtungszeitraums 10 Versuchstiere (5 Tiere der Behandlungsgruppen und
5 Tiere der PBS-Kontrollgruppe) aufgrund schwerwiegender Symptomatik getdtet werden.
Der Nachweis einer HSV-Infektion bei den getdteten Versuchstieren erfolgte durch
Bestimmung der Viruslast in der Vaginalschleimhaut mittels Mikrotitration der
Vaginalspiilungen. Das Vorliegen einer generalisierten Infektion als Todesursache wurde
durch Bestimmung der Viruslast in den Organen Niere, Nebenniere, Lunge, Herz, Gehirn und
Riickenmark bestimmt. Unabhingig von der Konzentration des im Zuge einer
Immunprophylaxe applizierten mAk 2c¢ zeigten alle infolge einer akuten Symptomatik
getoteten Versuchstiere eine zu den Tieren der PBS-Kontrollgruppe vergleichbare
Virusverteilung im Organismus. Zur Veranschaulichung wird exemplarisch die Viruslast in

den untersuchten Organen der Versuchstiere der PBS-Kontrollgruppe dargestellt (Abb. 40).
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Abb. 40: Viruslast in Organen der PBS-behandelten Kontrolltiere. Die Viruslast in den Organen wurde
durch Bestimmung des Virustiters nach Entnahme und Homogenisierung der Organe im
Mikrotitrationsverfahren bestimmt. Der Virustiter in der Vaginalschleimhaut wurde entsprechend durch
Mikrotitration der Vaginalspiilungen ermittelt. Die untere Nachweisgrenze betrug 1 x 10> TCIDs,. Als Negativ-
Kontrolle wurde die Viruslast in den Organen der PBS-behandelten, nicht erkrankten Maus Nr. 3 untersucht.

Bei allen 10 untersuchten Versuchstieren die infolge einer akuten Symptomatik getdtet
werden mussten konnte insbesondere in der Vaginalschleimhaut, dem Riickenmark und im
Gehirn eine hohe Viruslast (~ 1 x 10° TCIDso / Organ) nachgewiesen werden. In der Niere
und Nebenniere konnte bei 9 bzw. 7 Tieren eine mittlere Viruslast (~ 1 x 10* TCIDs, / Organ)
nachgewiesen werden. In der Lunge und im Herzen dagegen konnte das Virus nur bei 6 bzw.
5 Versuchstieren knapp oberhalb der Nachweisgrenze von 1 x 10> TCIDs, nachgewiesen
werden. Der Mittelwert der in den Organen nachgewiesenen Virusmenge ist in der Tab. 23

zusammengefasst.

Tab. 23: Mittlere Viruslast in Organen von Miiusen mit einer generalisierten HSV-Infektion

Organ Viruslast TCIDs, / Organ
Vaginalschleimhaut 1,4x10°
Rickenmark 2,3x10°
Gehirn 3.8x 10°
Niere 1,7 x 10°
Nebenniere 1,1 x 10*
Lunge 1,1 x 10°
Herz 1,9x 10°

Die Untersuchung der Viruslast in Organen von Versuchstieren die das Experiment ohne
Symptomatik {liberlebt haben zeigte, dass mAk 2¢ nicht nur den letalen Verlauf der Infektion
verhinderte, sondern auch das Virus vollstindig neutralisierte. Weder in der
Vaginalschleimhaut noch in einem der untersuchten Organe der Versuchstiere, die mit 100 ug

bzw. 50 pg mAk 2c¢ behandelt wurden, konnte infektidses Virus nachgewiesen werden.
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AbschlieBend zu den Vorversuchen ldsst sich zusammenfassen, dass fiir die Etablierung einer
HSV-Infektion im NOD/SCID-Mausmodell sowohl das Alter der Versuchstiere zum
Zeitpunkt der Infektion (4-6 Wochen) als auch die zur Infektion eingesetzte Virusmenge

(1 x 10° TCIDsy) entscheidend ist.

3.6.2. Immunprophylaxe einer HSV-1 F Infektion durch hu2c V1

Vergleichend mut dem parentalen murinen Antikérper mAk 2c¢ sollte der humanisierte
Antikdrper mAk hu2c V1 hinsichtlich seiner Fahigkeit zur Prophylaxe einer ansonsten letal
verlaufenden HSV-Infektion im NOD/SCID-Mausmodell untersucht werden. Auf Grundlage
der Ergebnisse aus den Vorversuchen wurde zum einen das Alter der Versuchstiere
einheitlich mit 4-5 Wochen gewédhlt und zum anderen die Gruppengréfe auf 8-9
Versuchstiere erweitert, da die Virus-Inokulation nicht bei allen Versuchstieren zu einer
Infektion fiihrte. Die Versuchstiere wurden durch intravendse Applikation unterschiedlicher
Antikorpermengen 24 h vor intravaginaler Infektion passiv immunisiert. Der Nachweis und
Verlauf einer erfolgreichen HSV-Infektion erfolgte durch Bestimmung des Virustiters aus
Vaginalschleimhaut-Spiilungen (20 pul PBS) zum Zeitpunkt 24 h, 30 h sowie an Tagen 2, 4, 6
und 8 nach Infektion. Die Anzahl der Versuchstiere mit einer nachgewiesenen Infektion und
die Dosis der applizierten Antikdrper mAk hu2c V1 bzw. mAk 2c¢ sind in Tab. 24

zusammengefasst.

Tab. 24: Prophylaxe der HSV-Infektion durch mAk hu2c V1 und mAk 2¢. Ubersichtstabelle.

Reagenz ugKZ;is K?S:;i:srg;%: i(cgh ¢ Infizierte Méuse / Gruppengrofie
Gruppe 1 mAk 2¢ 300 15 9/9
Gruppe 2 mAk 2¢ 100 5 7/8
Gruppe 3 mAk 2¢ 50 2,5 6/8*
Gruppe 4 hu2c V1 300 15 8/9
Gruppe 5 hu2c V1 100 5 7/8
Gruppe 6 hu2c V1 50 2,5 8/8
Gruppe 7 PBS XXX XXX 6/8

* ein Versuchstier zu Versuchsbeginn verstorben

Wie in Abb. 41 dargestellt, korrelierte die Eliminierung der Viruslast in der
Vaginalschleimhaut mit steigender Antikorper-Dosis.
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Abb. 41: Eliminierung der HSV-Replikation in der Vaginalschleimhaut durch passive Immunisierung mit
mAKk hu2c¢ V1 und mAk 2¢. NOD/SCID-Miuse wurden durch Gabe der neutralisierenden Antikdrper mAk 2¢
(blau) und mAk hu2c V1 (rot) passiv Immunisiert. Die intravaginale Infektion mit einer Viruslast von 1 x 10°
TCIDsy HSV-1 F erfolgte 24 h nach Verabreichung der Antikorper.

Die Gabe einer Antikorper-Dosis von 300 pg mAk 2¢ bzw. mAk hu2c V1 induzierte eine
vollstdndige Eliminierung des Virus aus der Vaginalschleimhaut nach 6-8 Tagen (Abb. 41).
Die Applikation von 100 pg des jeweiligen monoklonalen Antikdrpers reduzierte die
Viruslast in der Vaginalschleimhaut der Tiere im Vergleich zu PBS-Kontrolltieren nahezu um
den Faktor 1000. Bei einer Dosierung von 50 npg induzierten beide Antikorper eine
Herabsenkung der Viruslast um den Faktor 10. Die PBS-Kontrolltiere zeigten dagegen einen
gleichbleibend hohen Virustiter in der Vaginalschleimhaut wéhrend der ersten 8 Tage bzw.

bis zum Auftreten einer akuten HSV-Symptomatik.
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Abb. 42: Uberlebensrate von HSV-1 F infizierten NOD/SCID-Miusen nach passiver Immunisierung mit
mAKk hu2c¢ V1 und mAKk 2c. Jeweils 8-9 Versuchstiere pro Gruppe wurden 24 h vor Infektion durch Gabe
unterschiedlicher Antikdrpermengen prophylaktisch behandelt. Die Kontrolltiere erhielten eine Behandlung mit
PBS.
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Das Uberleben der Versuchstiere korrelierte direkt mit dem Virustiter in der
Vaginalschleimhaut. Ebenso zeigten der humanisierte Antikérper und der parentale
Antikorper eine vergleichbare Wirksamkeit in Abhéngigkeit von der eingesetzten Dosis.
Beide monoklonalen Antikorper vermittelten einen vollstdndigen Schutz vor einer letalen
HSV-Infektion bei einer Dosis von 300 pg. Einzige Ausnahme stellte die am Tag 25
verstorbene, mit 300 ug mAk hu2c V1 behandelte Maus dar. Jedoch wies diese Maus keine
typischen Symptome einer HSV-Infektion auf. Die zur Klirung der Todesumstinde
durchgefiihrte Obduktion lieferte keinen eindeutigen Hinweis auf die tatsdchliche
Todesursache. Im Riickenmark der Maus konnte das Herpesvirus mit einem niedrigen Titer
von 1 x 10° TCIDso nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Daten aus Versuch 3.6.1.2 ist
dieser Titer jedoch um den Faktor 1000 geringer als der entsprechende Titer im Riickenmark
von Mausen die aufgrund einer akuten HSV-Symptomatik getotet werden mussten. Im Gehirn
wurde dagegen kein Virus nachgewiesen, was gegen eine HSV-Infektion als Todesursache
spricht. Die Immunprophylaxe mit jeweils 100 ng mAk hu2c V1 bzw. mAk 2c lieferte keinen
vollstindigen Schutz mehr vor einer Infektion. Es konnten nur 3/7 (hu2c V1) bzw. 2/7 (mAk
2c¢) Méuse vor einem letalen Verlauf geschiitzt werden (Abb. 42). Bei einer weiteren
Reduktion der Antikorper-Dosis auf 50 pg konnte die Ausbildung einer akuten HSV-
Infektion nicht mehr verhindert werden. Es iiberlebte nur eine Maus den gesamten
Beobachtungszeitraum von 30 Tagen. Die iibrigen Versuchstiere wurden aufgrund akuter
HSV-Symptomatik zwischen Tag 10 und 25 getétet. Insgesamt konnte jedoch das Uberleben
der Tiere im Vergleich zu der PBS-Kontrollgruppe um 3-18 Tage verlingert werden.
Versuchstiere der PBS-Kontrollgruppe mussten auf Grund von HSV-Symptomatik in dem
Zeitraum von Tag 7-9 getotet werden (Abb. 42).

Im Vergleich zum Vorversuch war zum Vollstindigen Schutz der Versuchstiere vor einer
letal verlaufenden HSV-Infektion eine 6-fach hohere Antikdrperdosis erforderlich. Dies ist
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das geringere Alter der in diesem Versuch eingesetzten
Versuchstiere zuriickzufilhren. Um die Ergebnisse der weiteren Versuche miteinander
vergleichen zu kdnnen, wurde das Alter der Versuchstiere konstant bei 4-5 Wochen zum

Versuchsbeginn gehalten.
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3.6.3. Postexpositions-Prophylaxe von HSV1 F infizierten NOD/SCID-Miusen mit
mAK hu2c V1

Nachdem die Wirksamkeit des mAk hu2c V1 anhand einer passiven Immunisierung
demonstriert werden konnte, sollte auch seine Fihigkeit zur Eliminierung einer bestehenden
HSV-Infektion untersucht werden. Da es zurzeit kein geeignetes Tiermodell zur
Untersuchung einer akuten HSV-Infektion mit einer bereits ausgepriagten Symptomatik gibt,
wurde das therapeutische Potential des Antikorpers im Rahmen einer Postexpositions-
Prophylaxe-Studie untersucht. Dazu wurden jeweils 9 Versuchstiere pro Gruppe mit mAk 2¢
oder mAk hu2c V1 behandelt. Da der Replikationszyklus des Herpes-Simplex-Viren t
durchschnittlich 16 Stunden dauert (173), wurden die neutralisierenden Antikorper zu drei
aufeinanderfolgenden Zeitpunkten, 24 h, 40 h und 56 h nach Infektion, verabreicht. Die
Antikorper wurden analog des bereits klinisch zur Behandlung von RSV-Infektionen
eingesetzten humanisierten Antikdrpers Palivizumab mit einer Dosis von jeweils 300 pg /
Maus intravends (15 mg/kg KG) appliziert (149). Die Infektion und Virusreplikation wurde
durch Mikrotitration der Vaginalspiilungen zu den Zeitpunkten 1, 2, 4, 6 und 8 Tage nach
Infektion kontrolliert. (Abb. 43). Eine HSV-Replikation in der Vaginalschleimhaut konnte
jeweils bei 8 von 9 Versuchstieren 24 h nach Infektion nachgewiesen werden. Um die
Tierversuchszahl auf das ndtigste zu beschrinken, wurde die PBS-Kontrollgruppe aus

Versuch 3.6.2 als Kontrolle herangezogen.
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Abb. 43: Eliminierung der HSV-Replikation in der Vaginalschleimhaut durch Postexpositions-Prophylaxe
mit mAk hu2c¢ V1 und mAk 2¢. NOD/SCID-Méuse wurden durch Inokulation der Vaginal-Schleimhaut mit
1 x 10° TCIDsy HSV-1 F infiziert. Die Gabe der neutralisierenden Antikorper mAk 2¢ (blau) und mAk hu2c V1
(rot) erfolgte durch Injektion in die Schwanzvene 24 h, 40 h und 56 h nach Infektion (Pfeile). Im Vergleich ist
die Virusreplikation in der Vaginalschleimhaut der PBS-behandelten Tiere aus Versuch 3.6.2 dargestellt
(schwarz). Abgebildet sind die an Tagen 1, 2, 4, 6 und 8 bestimmten Virustiter in der Vaginalschleimhaut
infizierter Versuchstiere.
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Die Versuchstiere wurden iiber einen Zeitraum von 30 Tagen beobachtet. Die Gabe
neutralisierender Antikorper schiitzte alle behandelten Versuchstiere vor der Ausbildung einer
symptomatischen HSV-Infektion und dem damit assoziierten letalen Verlauf (Abb. 44). Eine
Ausnahme stellte jeweils eine mit mAk 2c bzw. mAk hu2c V1 behandelte Maus dar. Die
Versuchstiere mussten aufgrund einer ungekldrten Krankheits-Symptomatik an Tagen 18
bzw. 25 getotet werden. Zur Klidrung der Ursache wurden beide Versuchstiere obduziert. Im
Riickenmark der mit mAk hu2c V1 behandelten Maus konnte bei einer Nachweisgrenze von
100 TCIDsy/Organ kein Virus nachgewiesen werden. Die mAk 2¢ behandelte Maus wies im
Riickenmark mit 2 x 10° TCIDs eine Viruslast auf die im Vergleich zur PBS-behandelten
Kontrollgruppe mit einer generalisierten Infektion (3.6.1.2) 500-fach geringer war. In beiden
Tieren konnte kein Virus im Gehirn der verstorbenen Tiere detektiert werden. AbschlieBend
lasst sich sagen, dass sich der Grund fiir die beobachtete Symptomatik und die damit

assoziierte Todesursache bei beiden Versuchstieren nicht eindeutig feststellen lief3.
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Abb. 44: Uberlebensrate von HSV-1 F infizierten Versuchtieren nach Postexpositions-Prophylaxe mit
mAKk hu2c¢ V1 und mAk 2c¢. Die Versuchstiere wurden durch dreimalige Gabe einer Antikorper-Dosis von
jeweils 300 pg mAk 2c¢ (blau) oder mAk hu2c V1 (rot) 24 h, 40 h und 56 h nach Infektion behandelt (Pfeile). Im
Vergleich ist die Uberlebensrate der PBS-behandelten Tiere aus Versuch 3.6.2 dargestellt.
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3.6.4. Postexpositions-Prophylaxe von NOD/SCID-Miusen nach Infektion mit dem
multiresistenten Isolat HSV-1 R10.2

Abschliefliend sollte die Wirksamkeit des humanisierten mAk hu2c V1 gegeniiber einer HSV-
Infektion mit dem ACV und PFA multiresistenten sowie gegeniiber CDV vermindert
sensitiven Stamm des Patientenisolates HSV-1 R10 in vivo untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurde von HSV-1 R10 in der Zellkultur ein Virusstock mit einem hohen Virustiter
von 8 x 107 TCIDsy/ml hergestellt (HSV-1 R10.2). Der multiresistente Stamm HSV-1 R10.2
zeichnete sich durch eine zum Laborstamm HSV-1 F vergleichbare Virulenz im Mausmodell
aus. Mit einer Viruslast von 1 x 10° TCIDs, HSV-1 R10.2 konnten im Rahmen eines
Vorversuches zundchst 2 von 3 Versuchstieren erfolgreich infiziert werden. Beide
Versuchstiere mussten am Tag 8, dhnlich der Uberlebensdauer der HSV-1 F infizierten Miuse
(3.6.1.1), auf Grund ausgeprigter HSV-Symptomatik getotet werden.

Zur Untersuchung der antiviralen Wirksamkeit des mAk hu2c V1 in diesem Infektions-
Modell wurden drei Versuchsgruppen mit jeweils 9 Versuchstieren (Tab. 25) gebildet und die
Tiere am Tag 0 mit einer Viruslast von 1 x 10° TCIDso HSV-1 R10.2 intravaginal infiziert.

Tab. 25: Postexpositions-Prophylaxe der HSV-1 R10.2 Infektion durch mAk hu2c V1. Ubersichtstabelle.

Gruppe Reagenz Behandlung Applikationsart
1 | Kontrolle PBS 3 x200 pl 1.v.
2 | Immuntherapie | mAk hu2c V1 3 x 15 mg/kg KG (300 pg) | iv.
3 | Virustatikum | Aciclovir (ACV) 2 x tgl. 50 mg/kg KG 1.p.

Analog zu Versuch 3.6.3 erhielten Tiere der Antikdrper-Behandlungs-Gruppe und der PBS-
Kontrollgruppe durch intravendse Gabe 24 h, 40 h und 56 h nach Infektion entweder jeweils
15 mg/kg Korpergewicht (ca. 300 ng) mAk hu2c V1 oder 200 pl PBS. Zusétzlich wurde eine
Gruppe von Versuchstieren durch intraperitoneale ACV-Gabe in einer Dosierung von 50
mg/kg Korpergewicht in einem Abstand von jeweils 12 Stunden, beginnend 24 h nach
Infektion, liber den gesamten Versuchszeitraum behandelt (62, 81). Der Verlauf der HSV-
Infektion wurde anhand von Vaginalschleimhaut-Spiilungen an Tagen 1, 2, 4, 6 und 8 durch
Bestimmung der Viruslast kontrolliert. In der PBS-Kontrollgruppe wurden 7 von 9, in der
Antikorper-Behandlungs-Gruppe 8 von 9 und in der ACV- Gruppe 9 von 9 Versuchstiere als

infiziert bestimmt.
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Abb. 45: Verlauf der Virusreplikation in der Vaginal-Schleimhaut HSV-1 R10.2 infizierter NOD/SCID-
Miuse. NOD/SCID-Miuse wurden durch Inokulation der Vaginal-Schleimhaut mit 1 x 10° TCIDs, HSV-1
R10.2 infiziert. Die Gabe des mAk hu2c V1 (rot) erfolgte durch Injektion in die Schwanzvene 24 h, 40 h und
56 h nach Infektion (schwarze Pfeile). Die Verabreichung von ACV erfolgte intraperitoneal iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum im Abstand von 12 h, beginnend 24 h nach Infektion (orange Pfeile). Die Viruslast wurde
durch Mikrotitration der Vaginalspiilungen von Mé&usen der einzelnen Gruppen iiber einen Zeitraum von 8
Tagen bestimmt.

Der humanisierte Antikorper eliminierte die Replikation des multiresistenten Stamms HSV-1
R10.2 in der Vaginal-Schleimhaut ebenfalls wie im Fall einer Infektion mit dem Laborstamm
HSV-1 F. Die ACV-Behandlung konnte zwar am Tag 8 die Viruslast im Vergleich zu den
PBS-behandelten Kontrolltieren um den Faktor 26 reduzieren, jedoch schiitzte die Tiere
aufgrund der ACV-Resistenz des verwendeten Virusstammes nicht vor einem letalen Verlauf

der HSV-Infektion (Abb. 46).
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Abb. 46: Postexpositions-Prophylaxe von HSV-1 R10.2 infizierten NOD/SCID-M:iiusen mit mAk hu2c V1.
Infizierte Versuchstiere wurden durch dreimalige Gabe von 300 pg mAk hu2c V1 (rot) 24 h, 40 h und 56 h nach
Infektion behandelt (schwarze Pfeile). Zur Kontrolle wurde entweder PBS (schwarz) oder ACV (griin)
eingesetzt. Die Gabe von ACV erfolgte alle 12 h intraperitoneal bei einer Dosierung von 50 mg/kg
Korpergewicht.
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Die Gabe von ACV verlingerte das Uberleben der Versuchstiere im Vergleich zur PBS-
Kontrollgruppe um 2-15 Tage. Die PBS-behandelten Kontrolltiere mussten aufgrund akuter
Herpes-Symptomatik zwischen Tag 8 und Tag 12 getdtet werden. Die Uberlebensdauer
entsprach damit derjenigen von HSV-1 F infizierten Tieren (3.6.3). Im Vergleich dazu zeigte
mAk hu2c V1 auch im Zuge einer postexpositions-prophylaktischen Behandlung im Fall
einer Infektion mit einem Virustatika-resistenten Stamm eine eindrucksvolle Wirksamkeit.
Der letale Infektionsverlauf wurde in 7 von 8 Fillen verhindert (Abb. 46). Eine Antikorper-
behandelte Maus , welche am Tag 30 infolge einer HSV-Symptomatik getotet werden musste,
wies im Vergleich zu den anderen infizierten Versuchstieren eine um den Faktor 100 hohere
Viruslast zum Zeitpunkt von 24 h nach Infektion auf. Die Behandlung mit mAk hu2c V1
reduzierte die Viruslast in der Vaginalschleimhaut dieser Maus innerhalb von 8 Tagen
unterhalb der Nachweisgrenze von 1 x 10° TCIDs, jedoch reichte wahrscheinlich zur
vollsténdigen Eliminierung des Virus aus dem Organismus nicht aus. Die durchgefiihrten
Versuche lassen die Schlussfolgerung zu, dass mAk hu2c V1 Virusstimme mit Resistenzen
gegeniiber den géngigen antiviralen Medikamenten (ACV, PFA und CDF) mit der gleichen

Effektivitit neutralisiert wie Virusstimme ohne Virusstatika-Resistenzen.

- 124 -



Diskussion

4. Diskussion

Reaktivierungen von latent persistierenden Herpes Simplex Viren werden bei Patienten mit
Immunsuppression hdufig beobachtet und sind mit teilweise schweren Krankheitsverldufen
assoziiert (4, 91). Der dadurch notwendige und langandauernde Einsatz etablierter Virustatika
fiihrt insbesondere bei Risikopatienten wie HIV/AIDS-Infizierten, Organempfangern und bei
Patienten nach Knochenmarktransplantation zunehmend zur Entwicklung resistenter Herpes
Simplex Viren (12, 47). Die Folge sind disseminiert verlaufende HSV-Infektionen, die eine
extrem rasch fortschreitende, generalisierte Erkrankung etablieren konnen, die bei zu spatem
Erkennen bzw. Verabreichung eines unwirksamen Virustatikums innerhalb weniger Tage zum
Tode fiihren kann. Neue Behandlungsmoglichkeiten zur Prophylaxe und Therapie von HSV-
Reaktivierungen bei immunsupprimierten Patienten sind daher dringend erforderlich.

Ein vielversprechende Alternative zu Virustatika stellt der bereits fiir andere Viren erprobte
Einsatz von antiviralen Immunglobulinen dar (30, 90, 104, 113, 163). Der murine
monoklonale Antikdrper (mAk) 2¢ erwies sich im Zuge fritherer Arbeiten bereits als duflerst
effizient sowohl in der Neutralisation freier Herpes Simplex Viren als auch in der Inhibition
der direkten Virusausbreitung iiber den ,,cell-to-cell spread®. Dariiber hinaus induzierte mAk
2c¢ in einem dem natiirlichen Infektionsablauf beim Menschen nahekommenden Mausmodell
eine vollstindige Virus-Eliminierung und verhinderte dadurch bei allen behandelten
Versuchstieren den ansonsten letalen Infektionsverlauf (60, 61). Da Antikorper mit diesen
potenten Eigenschaften im Zuge der humoralen Immunantwort beim Menschen nicht oder nur
in einem geringen Umfang gebildet werden, sollte mAk 2¢ im Rahmen dieser Arbeit als neues
Therapiekonzept zur Prophylaxe und Therapie von HSV-Reaktivierungen weiterentwickelt
werden. Zu diesem Zweck sollten zunichst die Bindungseigenschaften und die Wirksamkeit
des mAk 2¢ im direkten Vergleich mit den Antikdrperfragmenten 2c-F(ab”),, 2c-Fab und 2c-
scFv in vitro untersucht werden. Diese Experimente sollten Hinweise zur Wirkungsweise des
mAk 2c liefern und kliren, ob die Antikdrpervalenz (monovalent vs. bivalent) bzw. die Fc-
Doméne einen Einfluss auf die Wirksamkeit des mAk 2c¢ haben. Zur Nutzbarmachung des
mAk 2c als antivirales Therapeutikum im Patienten sollte schlieBlich die Immunogenitét des
murinen Antikorpers durch eine Antikorper-Humanisierung reduziert werden. Ziel dieser
Arbeit war es einen fiir den Menschen gut vertrdglichen humanisierten Antikorper, der
gleichzeitig die potenten antiviralen Eigenschaften des murinen Antikdrpers beibehdlt, zu

generieren und praklinisch sowohl in vitro wie auch im Tiermodell zu evaluieren.
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4.1. Funktionelle Charakterisierung des mAk 2c¢ und seiner Derivate in vitro

Antivirale Antikorper konnen in unterschiedlichen Phasen des viralen Infektionszyklus
eingreifen und das Virus dadurch neutralisieren. Thre Hauptfunktion stellt vor allem die
Neutralisation von zirkulierenden Viren dar. Durch spezifische Bindung der Antikdrper, zum
Beispiel an virale Oberflichenantigene, konnen sie die Wechselwirkung zwischen viralen
Liganden und zelluldren Rezeptoren, Lipiden oder Kohlenhydraten inhibieren und somit die
Adsorbtion der Viren an Zielzellen verhindern. Antikérper mit diesem Wirkmechanismus
sind beispielsweise fiir das humane Immundefizienzvirus HIV-1 oder auch Influenzaviren
beschrieben. Infolge einer spezifischen Bindung der Antikoérper mAk F105 bzw. Fab HC19 an
die viralen Oberflachenantigene HIV-1 gp120 bzw. Influenza Hamagglutinin (HA) wird die
Virusadsorbtion an die Zielzellen wirksam inhibiert (18, 70, 164). Bei Infektionen mit dem
West Nil Virus wurden im Gegensatz dazu eine Neutralisation durch menschliche Antikdrper
erst nach bereits erfolgter Virusadsorbtion beschrieben (208). Die Adsorbtion von Herpes
Simplex Viren an Wirtszellen und die darauffolgende Fusion der Virusmembran mit der
Zytoplasmamembran der Wirtszelle erfordert das Zusammenspiel der viralen Glykoproteine
gC, gB, gD und gH/gL (15). Das Andocken der Viruspartikel an die Wirtszellen wird durch
Interaktion der viralen Glykoproteine gB und gC mit zelluliren Heparansulfat-
Proteoglykanen (HSPG) vermittelt (87). Diese initiale Bindung an HSPG verstirkt die
Ausbildung der zur Infektion der Wirtszelle essentiellen Bindungen von gD an die Rezeptoren
Nectin-1, HVEM (,,herpesvirus entery mediator ‘) oder 3-O-modifizierten HSPG sowie von
gB an PIRLa (,,paired immunoglobulin-like type 2 receptor”) und weitere noch nicht
identifizierte Rezeptoren (15, 16, 177). Der murine Antikérper mAk 2c erkennt ein
hochkonserviertes Epitop des Glykoproteins B von HSV-1 und HSV-2 und ist zur effizienten
Virusneutralisation in der Lage (60, 61). Zur Charakterisierung des Wirkungsmechamismus
des mAk 2c¢ wurde zundchst die Neutralisationseffizienz des Antikorpers im Vergleich mit
polyklonalem humanen Immunglobulin in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der Antikorper-
Applikation, die entweder vor oder nach der Adsorbtion der Viruspartikel an die Zielzellen
erfolgte, untersucht. Die Ergebnisse zeigten einen deutlichen Unterschied in der
Wirkungsweise zwischen mAk 2¢ und humanen Antikérpern (3.2.4). Im Gegensatz zu
humanen polyklonalen Antikdrpern, deren Wirksamkeit tiberwiegend auf der Hemmung der
Adsorbtion freier Herpesvirionen an Wirtszellen basiert, neutralisierte mAk 2c freie
Viruspartikel mit gleicher Effizienz wie an die Wirtsmembran adsorbierte Viruspartikel. Die
neutralisierende Wirkung des mAk 2c ldsst sich daher nicht auf die Inhibition der

Virusadsorbtion an die Zielzelle zuriickfiihren. Die Bindung des mAk 2c¢ an gB interagiert
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daher vermutlich mit einem Vorgang nach erfolgter Virusadsorbtion und wiahrend des
Fusionsprozesses zwischen Virus- und Zytoplasmamembran der Wirtszelle. Die Fusion der
Virusmembran mit der Zytoplasmamembran der Zielzelle wird beim Influenza Virus,
Dengue-Virus oder dem Vesicular Stomatitis Virus jeweils durch alleinige Wirkung eines
einzelnen entsprechenden Fusionsproteins (Hammagglutinin, Denguevirus-E-Protein, bzw.
VSV-G-Proteins) katalysiert (147, 171, 172, 186). Bei Herpes Simplex Viren stellt der
Fusionsprozess einen bis heute noch nicht vollstdndig verstandenen, sehr komplexen Vorgang
dar, der das Zusammenwirken der Proteine gB, gD und gH/gL erfordert (188, 189, 199). Die
Entschliisselung der Kristallstrukturen von gD (125), gB (88) und des heterodimeren
Komplexes gH/gL (40) wie auch die Untersuchungen der Interaktionen zwischen den
Proteinen gD und gB, gD und gH/gL sowie gB und gH/gL mit Hilfe von bimolekularen
Komplementationsanalysen lieferten im Verlauf der vergangenen 10 Jahre wichtige Hinweise
zur Aufklarung des Fusionsmechanismus (7, 8). Nach dem gegenwértigen Modell wird davon
ausgegangen, dass zundchst das Glykoprotein gD nach Bindung an einen der
korrespondierenden zelluldren Rezeptoren eine Konformationsénderung eingeht, und dadurch
den Fusionsvorgang einleitet (8). Im Zuge des Fusionsprozesses kommt es entweder
unabhéngig oder als direkte Folge der Bindung von gD an gB zur Konformationsinderung
von gB und zur Integration der Fusionsschleifen von gB in die Zytoplasmamembran der
Wirtszelle (83, 85, 185). Die anschlieBende Fusion der Virusmembran mit der
Zytoplasmamembran erfolgt durch gD-vermittelte Assoziation von gB mit dem
Proteinkomplex gH/gL (8). Es ist bisher unklar, welche Rolle dabei die Bindung des gB an
PIRLa bzw. einen noch nicht identifizierten Rezeptor und die Rolle der Bindung von gH/gL.
an VB3 Integrin oder einen anderen zelluldren Interaktionspartner spielt (74, 177). Obwohl
fusogene Eigenschaften sowohl bei gD als auch bei gH/gL beobachtet werden konnten, stellt
gB das tatsdchliche Fusionsprotein der Herpes Simplex Viren 1 und 2 dar (199). Die
vergleichenden Kristallstrukturen der Postfusionskonformationen von HSV-gB mit den
Fusionsproteinen VSV-G und Baculovirus gp64 fiihrte zur Eingliederung des gB in eine neu
definierte Kategorie von Fusionsproteinen, der Klasse III (86, 194). Das gB ldst sich
insgesamt in fiinf strukturelle Subdoménen unterteilen (Abb. 5). Die Doméanen I und II weisen
dabei Gemeinsamkeiten mit sogenannten ‘“Plekstrin-Homologie “-Doménen auf, welche zur
Initiation der Bindung zu anderen Proteinen oder auch Membranlipiden in der Lage sind (88,
111, 134). Gemessen an der Beteiligung der gB-Subdoménen an unterschiedlichen Vorgédngen
des Fusionsprozesses konnte das gB in drei funktionelle Regionen (FR1-FR3) unterteilt

werden, die an der Integration von Fusionsschleifen in die Zytoplasmamembran (FR1), der
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Interaktion mit dem gH/gl.-Komplex (FR2) oder der Bindung an einen zelluldren Rezeptor
(FR3) beteiligt sind (8, 83, 85).

Bindungsstudien mit 67 verschiedenen monoklonalen, gB-spezifischen Antikorpern zeigten,
dass diese drei unterschiedliche Arten von Epitopen erkennen. Es handelt sich dabei um
kontinuierliche, diskontinuierliche, und gegeniiber einer Denaturierung zum Teil resistente
sogenannte  pseudokontinuierliche = Epitope  (15). Die  Charakterisierung  der
Bindungseigenschaften des mAk 2c gegeniiber extrazellulirem gB Protein, welches
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. R. Eisenberg (University of Pennsylvania,
Philadelphia, USA) zur Verfiigung gestellt wurde, mit Hilfe der Western-Blot Analyse unter
reduzierenden bzw. nichtreduzierenden Bedingungen zeigte, dass mAk 2c ein
pseudokontinuierliches Epitop erkennt (3.2.1). Das Ergebnis korreliert mit der Identifizierung
zweier Bindestellen des mAk 2c¢ innerhalb der FR1 (F175-G184 und Y303-E305) im
Rahmen zuvor durchgefiihrter Bindungsanalysen mittels Peptid-Analysen (Eis et. al.,
unverdffentlichte Daten). Die Ubertragung dieser Daten auf die dreidimensionale
Molekularstruktur des Glykoproteins B zeigte, dass diese Bindestellen in der postulierten
Postfusions-Konformation von gB rdumlich voneinander separiert sind (Abb.5). Drastische
Konformationsédnderungen wihrend des Fusionsprozesses wurden bereits fiir das dem HSV-
gB-Protein strukturhomologe Fusionsprotein VSV-G beschrieben (171, 172) und sind auch
fiir das gB von HSV anzunehmen (88). Es ist daher am wahrscheinlichsten, dass mAk 2¢ an
das gB zu einem Zeitpunkt bindet, an dem sich dieses noch in einem Préfusions-Zustand
befindet und dessen Konformationsdnderung im Verlauf des Fusionsprozesses mafBigeblich
beeintrachtigt. Aufgrund der Epitopspezifitit des mAk 2¢ im Bereich einer der beiden
beschriebenen Fusionsschleifen (84) sollte untersucht werden, ob der gB-induzierte
Fusionsprozess und damit auch die Virusinfektion bereits durch Bindung eines monovalenten
2c-Fragmentes wirksam inhibiert werden konnte. Zur Kldrung dieser Fragestellung wurden
zunéchst durch proteolytische Spaltung des mAk 2c die Antikorper Fragmente 2¢c-F(ab”), und
2c-Fab hergestellt und zur Homogenitdt aufgereinigt (3.1). Desweiteren wurden fiir die
Generierung eines monovalenten Antikdrperfragmentes im scFv-Format und fiir die geplante
Humanisierung des mAk 2c¢ die authentischen Sequenzen der variablen Doménen Vi und Vi
bestimmt. Nach Klonierung dieser Sequenzen in den eukaryontischen Expressionsvektor
pEE12 konnte das 2c-scFv-Fragment als kleinstmogliche antigenbindende Untereinheit des
parentalen mAk 2c serumfrei in der Zellkultur exprimiert und anschlieBend aus dem
Zellkulturiiberstand aufgereinigt werden (3.1.3.3.). Uberraschenderweise konnten durch die

monovalenten Antikorperfragmente 2c-Fab- bzw. 2c-scFv weder eine wirksame
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Neutralisation von freien Herpes Simplex Viren (3.2.3) noch eine signifikante Inhibition der
direkten Virusausbreitung {iiber den ,cell-to-cell spread” erreicht werden (3.2.5). Im
Gegensatz dazu fiihrte der Einsatz der bivalenten Antikorper mAk 2c-IgG bzw. 2¢-F(ab”), zu
einer im Vergleich mit monovalenten Fragmenten mehr als 350-fach effektiveren
Neutralisation freier Herpes Simplex Viren und zu einer duflerst effizienten Inhibition des
»cell-to-cell spreads”. Die Bestimmung der funktionellen Affinititen aller generierten
Antikdrper schloss einen mdglichen Zusammenhang zwischen der ineffizienten
Virusneutralisation durch die monovalenten Antikorperfragmente und einer ungeniigenden
Antigenbindung aus. Erwartungsgemil3 zeichneten sich die bivalenten Antikdrper mAk 2c-
IgG, 2c-F(ab’), durch eine hohere funktionelle Affinitdt (Aviditit) im Vergleich zu den
monovalenten Fragmente 2c-Fab und 2c-scFv aus (3.2.2) (112). Die funktionelle Affinitét des
mAk 2c-IgG und des 2c-F(ab"), lag mit Kp = 10 nM bzw. Kp = 7 nM im selben Bereich wie
die des ebenfalls HSV-gB-spezifischen, neutralisierenden Antikdrpers Fd79 (9,1 nM) (42).
Durch die monovalente Antigenbindung wiesen die Fragmente 2c-Fab und 2¢-scFv mit Kp =
17 bzw. Kp = 19 eine um den Faktor 2 reduzierte Affinitdt auf. Der geringe Unterschied der
funktionellen Affinitdten lieferte allerdings keine ausreichende Erklérung fiir den erheblichen
Unterschied in der antiviralen Wirksamkeit zwischen bivalenten und monovalenten
Antikorpern. Der Einfluss der Antikdrpervalenz auf die funktionellen Eigenschaften
neutralisierender Antikdrper konnte bereits in fritheren Arbeiten beobachtet werden. So
konnte beispielsweise HIV-1 durch die bivalenten Antikorper F105-IgG bzw. F105-F(ab’), 4-
10-fach effektiver neutralisiert werden als durch das entsprechende monovalente F105 Fab-
Fragment (32). Auch das Sindbis-Virus, das Japanische Enzephalitis Virus oder das Varizella-
Zoster-Virus konnten durch bivalente Antikorper mit einer im Vergleich zu deren
monovalenten Derivaten deutlich hoheren Effizienz neutralisiert werden (56, 76, 203). Durch
Kreuzvernetzung von monovalenten Fab-Fragmenten mit Hilfe von nichtneutralisierenden
Sekundérantikorpern ldsst sich die Neutralisationseffizienz eines gegen das Sindbis-Virus
gerichteten Antikorpers teilweise wiederherstellen (203). In der vorliegenden Arbeit konnte
durch Kreuzvernetzung monovalenter 2c-Fab-Fragmente mit Hilfe eines gegen die murinen
Fab-Fragmente gerichteten IgG die Neutralisationseffizienz deutlichen gesteigert, jedoch im
Vergleich zu dem mAk 2c-IgG nicht vollstindig wiederhergestellt werden (3.2.3).
Unterstiitzt durch die Ergebnisse der Affinitdtsbestimmung ldsst sich vermuten, dass die
antivirale Wirkung des mAk 2¢ mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Kreuzvernetzung des
HSV-gB-Antigens zuriickzufiihren ist. Ein Zusammenhang zwischen der Molekulargréf3e der

eingesetzten Antikorper und dadurch bedingten sterischen Hemmung der Fusionsaktivitédt des
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gB kann jedoch als Ursache fiir die unterschiedliche Wirksamkeit von monovalenten und
bivalenten 2c-Derivaten nicht vollig ausgeschlossen werden (56). Dennoch erscheint ein
solcher Zusammenhang unwahrscheinlich, da die im Vergleich zum parentalen Antikorper
kleineren 2c-F(ab’),-Fragmente eine effizientere Virusneutralisation induzieren konnten als
die vollstindigen Antikérper im IgG-Format (3.2.3). Ebenso ist die Inhibition der
Konformationsédnderung des gB wihrend der Fusion oder die Hemmung der essentiellen
Wechselwirkungen zwischen den Viralen Proteinen gD, gB und dem Komplex gH/gL oder
auch die Behinderung der Integration der gB-Fusionsschleifen in die Zytoplasmamembran
durch mAk 2c¢ und dessen Derivate nicht auszuschlieen (7, 8, 40, 199). Die Aufkldarung des
Fusionsprozesses ist Gegenstand aktueller Forschung. Untersuchungen der Kristallstrukturen
von Proteinkomplexen zwischen mAk 2c-Derivaten (mAk 2c-IgG, 2c-F(ab”), und 2c-Fab)
und dem Glykoprotein B konnten entscheidende Hinweise zur Klidrung der Préfusions-
Konformation von gB liefern und dadurch zum besseren Verstindnis des Fusionsprozesses

beitragen.

4.2. Chimirisierung und Humanisierung des murinen Antikorpers mAk 2¢

Der klinische Einsatz von Immunglobulinen zur Prophylaxe und Immuntherapie von
Infektionskrankheiten hat in den vergangenen 30 Jahren stetig zugenommen. Derzeit befindet
sich bereits eine Vielzahl von Hyperimmunglobulin-Pridparaten zur Behandlung von CMV,
RSV, HAV, HBV, VZV, WNV und Tollwut in der klinischen Anwendung (30, 113, 140). Die
Effizienz von polyklonalen Immunglobulin-Préparaten bleibt jedoch durch den
tiberwiegenden Anteil an Virus-unspezifischen, nicht-neutralisierenden Antikorpern limitiert.
Zur Prophylaxe von HSV-Infektionen konnte dagegen noch kein wirksames
Hyperimmunglobulin-Praparat hergestellt werden, da humane Antikdrper nicht bzw. nur im
Geringen Umfang die Virusausbreitung iiber den ,,cell-to-cell spread inhibieren kdnnen. Die
Entdeckung wichtiger molekularbiologischer Methoden flihrten zur Weiterentwicklungen
rekombinanter Antikdrpertechnologien und ermdoglichten die Generierung von monoklonalen
humanisierten Antikoérpern mit einem enormen prophylaktischen und therapeutischen
Potential (140). Zur klinischen Nutzbarmachung des murinen monoklonalen Antikorpers
mAk 2c¢ wurde dessen immunogenes Potential gegeniiber dem Menschen durch
,»Chimdrisierung® bzw. ,,Humanisierung® auf ein Minimum reduziert (3.3). Der chimire
Antikdrper mAk ch2c wurde durch Fusionierung der murinen Vi- und Vi-Gene von mAk 2¢
mit Genen humaner Kkonstanter AntikOrperregionen generiert. Durch eine solche

Chimaérisierung wird die Immunogenitét eines Antikdrpers um 66% herabgesetzt (22, 151).
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Zur weiteren Reduktion des immunogenen Potentials wurden die Gensequenzen der fiir die
sechs Antigenbindungsschleifen kodierenden Genabschnitte des mAk 2c¢ (2¢V-CDR1/2/3
und 2cVy-CDR1/2/3) in  jeweils geeignete humane ,,Framework“-Immunglobulin-
Akzeptorgeriiste aus Immunglobulin  Keimbahngenen des Menschen genetisch
“transplantiert® (3.2). Auf diese Weise konnte die Immunogenitit des urspriinglichen murinen
Antikorpers um 95% reduziert werden (136). Die Problematik eines Humanisierungs-
Verfahrens stellt jedoch die oft beobachtete erheblich reduzierte antigenbindende Aktivitét
der humanisierten Antikdrper dar und limitiert dadurch ihren klinischen Einsatz (105, 123).
Die Hauptursache fiir einen solchen Verlust der funktionellen Affinitit sind potentiell
kritische Aminosduren (,,key residues®) innerhalb der kanonischen Hauptkettenkonformation
der fiir die Humanisierung ausgewihlten humanen Akzeptorsequenzen (37, 38) Unterscheiden
sich diese Aminosduren der humanen Sequenz von der murinen Sequenz grundlegend in
deren GroBe oder Molekularladung, kann die Faltung der Antigenbindungsschleifen und
dadurch auch die Funktionalitit des humanisierten Antikdrpers mallgeblich beeintrachtigt
werden. Mit Hilfe gezielter Mutagenisierung dieser kritischen Positionen zuriick zur
Maussequenz kann fiir den humanisierten Antikorper eine zum murinen Antikdrper
vergleichbare Affinitdt wieder hergestellt werden (123, 169, 170). Durch computergestiitzte
Analysen konnten kritische Aminosduren innerhalb der Vy- und Vi-Sequenzen des
humanisierten Antikorpers mAk hu2c identifiziert werden. Auf Grundlage dieser Daten
wurden insgesamt vier humanisierte mAk 2c-Varianten (mAk hu2c V1-V4) mit sukzessiven
Riickmutationen in den Framework-Regionen zur jeweiligen murinen Sequenz hergestellt und
gemeinsam mit dem chimédren Antikérper hinsichtlich der biophysikalischen und
funktionellen Eigenschaften charakterisiert. Die spezifischen Antigenbindungseigenschaften
der generierten Antikdrper wurden im Vergleich zum parentalen mAk 2c mittels
Kompetitionsstudien untersucht (123). Es zeigte sich, dass mAk ch2c und mAk hu2c V1-V4
mit dem parentalen mAk 2c um die Antigenbindestelle konkurrieren und somit die gleiche
Antigenspezifitit aufweisen (3.4.2). Trotz vollstindigem Erhalt der Antigenspezifitit kann es
jedoch im Zuge einer Humanisierung zur signifikanten Reduktion der Antigen-Affinitét
kommen (105). Beispielsweise wies ein ebenfalls mittels ,,CDR-Grafting™ humanisierter gB-
spezifischer Antikérper (Fd79) eine um die Halfte reduzierte funktionelle Affinitdt auf (42).
Im Gegensatz dazu gelang es im Fall der Humanisierung des mAk 2c¢ in dieser Arbeit, durch
eingehenden Abgleich der Gensequenzen humaner Akzeptorgeriiste aus der Keimbahn mit
den murinen Donorsequenzen, die funktionelle Affinitdt des Antikorpers vollstindig zu

erhalten. Bereits die durch alleiniges ,,CDR-Grafting* generierte humanisierte Variante mAk

-131 -



Diskussion

hu2c V1 (Kp = 12,5 nM) zeichnete sich durch eine mit dem chimérisierten Antikérper mAk
ch2c (Kp = 10,6 nM) als auch dem parentalen mAk 2¢ (KD = 10 nM) vergleichbare Affinitét
aus. Durch das Einfiigen sukzessiver Riickmutationen konnte keine weitere Verbesserung der
funktionellen Affinitit des Antikorpers erreicht werden. Uberraschenderweise fiihrte das
Einfiigen der Mutation N76K in die Framework-Region der schweren Kette bei der Variante
mAk hu2c V2 sogar zu einer Reduktion der funktionellen Affinitit (Kp = 20,5 nM). Durch
das Einfiigen weiterer Riickmutationen konnte bei den Varianten mAk hu2c V3 und mAk
hu2c V4 eine dem parentalen mAk 2c vergleichbare Affinitit wieder hergestellt werden. Die
Ergebnisse zeigen, dass durch die mittels computergestiitzter Datenbankanalyse
durchgefiihrte  Selektion =~ humaner  Framework-Akzeptorsequenzen = mit  hoher
Sequenzhomologie zur murinen Donorsequenz zur vollstindigen Erhaltung der funktionellen
Affinitdt des parentalen Antikorpers fithrte und keine weiteren Riickmutationen erforderte.
Neben den Antigenbindungseigenschaften konnten auch die funktionellen Eigenschaften des
parentalen Antikorpers vollstindig beibehalten werden. Der chimire Antikorper sowie die
humanisierten Varianten zeigten eine zum parentalen mAk 2c gleichermaBlen effiziente
Virusneutralisation (3.4.3). Eine Ausnahme stellte auch hier wieder die Variante mAk hu2c
V2 mit einer Riickmutation dar. Uberraschenderweise war auch die Neutralisationseffizienz
bei dieser Variante um 50% vermindert. Eine vergleichbare Korrelation zwischen Affinitét
und Wirksamkeit wurde auch im Zuge eines Humanisierungsprojektes des gegen das West
Nil Virus gerichteten Antikdrpers E16 beobachtet werden (158). In diesem Fall konnte durch
das Einfligen von drei Riickmutationen die Affinitit des humanisierten Antikorpers Hm-E16
optimiert und dadurch die Neutralisationseffizienz gesteigert werden.

Zur weiteren priklinischen Evaluierung wurde mAk hu2c V1 ausgewdhlt, da diese
humanisierte Variante zum einen durch das Fehlen von Riickmutationen in den Framework-
Regionen zur murinen Donorsequenz das geringste immunogen Potenzial haben sollte und
zum anderen sich durch die gleichen funktionellen Eigenschaften wie der parentale mAk 2c
(Affinitit, Neutralisationseffizienz) sowie der Fahigkeit zur wirkungsvollen Inhibition des
»cell-to-cell spreads® auszeichnet (3.4.5). Die Untersuchungen des Neutralisationspotentials
an einem breiten Kollektiv von klinischen HSV-1/HSV-2 Isolaten sowie Laborstimmen
zeigten, dass mAk hu2c V1 zur gleichermallen wirksamen Neutralisation von Virusstimmen
ohne bzw. mit nachgewiesener Virustatika-Resistenz in der Lage ist (3.5). Diese Eigenschaft
macht mAk hu2c V1 zu einem Vielversprechenden Kandidaten fiir die Weiterentwicklung als
einsatzfahiges Reagenz zur Immunprophylaxe und Therapie von Reaktivierungen resistenter

HSV-Stamme.
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Die Virusneutralisation durch humane antivirale Antikérper wird hauptsidchlich durch eine
Aktivierung der Komplementkaskade (58) sowie der Aktivierung von Immuneffektorzellen
(166) verstiarkt. Fiir die Rekrutierung dieser natiirlichen Effektorfunktionen ist die IgG-Fc-
Domine des Antikorpers verantwortlich. Jedoch haben Herpes Simplex Viren im Laufe der
Evolution verschiedene Mechanismen entwickelt, um einer Immunantwort des Menschen zu
entgehen. Das Glykoprotein C beispielsweise kann durch Bindung an das Komplement-
Protein C3b das Virus vor einer Komplement-vermittelten Neutralisation schiitzen (73, 121).
Einen weiteren Mechanismus der herpesviralen Immunevasion stellt die Bindung der 1gG-Fc-
Doméne durch den viralen Proteinkomplex gE/gl dar (138, 153). Binden IgGs spezifisch an
virale Antigene, wird durch eine gleichzeitige Interaktion ihrer IgG-Fc-Domidne mit dem
sogenannten HSV-Fc-Rezeptor eine Aktivierung von Effektorfunktionen unterbunden (191).
Die Interaktion zwischen dem HSV-Fc-Rezeptor und der IgG-Fc-Domine ist
speziesspezifisch und von der Immunglobulin Subklasse (IgG4 > IgG1 > IgG2) abhingig
(100-102). Im Gegensatz zu murinen Antikorpern, wie dem mAk 2¢, kénnen humane
Antikorper und auch der humanisierte Antikérper mAk hu2c V1, welcher der Subklasse I1gG1
angehort, durch den HSV-Fc-Rezeptor gebunden werden (101). Die Kompetitionsstudien
zwischen mAk 2c¢ und den rekombinanten Antikdrpern lieferten bereits Hinweise auf eine
solche Interaktion (3.4.2). Daher sollte im Zuge weiterer Experimente der Einfluss der
Aktivierung von Effektorfunktionen auf die antivirale Wirksamkeit des mAk hu2c V1
iiberpriift werden. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit als Kontrolle verwendeten
Immunseren oder Immunglobulin-Préparaten, zeigten die experimentellen Untersuchungen
jedoch, dass sowohl der murine als auch der humanisierte monoklonale Antikdrper zur
vollstindig Komplement-unabhidngigen Virusneutralisation in der Lage sind (3.4.6). Dies
stellt einen enormen Vorteil des mAk hu2c V1 gegeniiber humanen Serum-Antikérpern dar,
deren antivirale Wirksamkeit maBgeblich durch die gE/gl-induzierte Immunevasion
beeintrachtigt wird.

Neben der Aktivierung von Komplementfunktionen konnen Immuneffektorzellen die
Wirksamkeit von neutralisierenden, HSV-spezifischen Antikorpern signifikant verstirken.
Eine Evaluation neutralisierender Mausantikdrper mit der Antigenspezifitit gegeniiber den
Proteinen gD und gB im Mausmodell zeigte einen kausalen Zusammenhang zwischen der
antiviralen Wirksamkeit dieser Antikorper und der Aktivierung der antikorperabhingigen
zelluldiren Zytotoxizitdit (ADCC) (82, 118, 119). Die hier durchgefiihrten in vitro
Untersuchungen zur Aktivierung von Effektorzellen mittels eines Reporter-Assays zeigten,

dass mAk 2¢ durch Bindung an den murinen Fc-Rezeptor mCD16 und mAk hu2c V1 durch
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Bindung an die humanen Fcy-Rezeptoren CD16 und CD64 murine bzw. humane NK-Zellen
und myeloische Zellen prinzipiell aktivieren konnen (3.4.7). Die Experimente zeigten jedoch
auch, dass eine Aktivierung durch den humanisierten Antikdrper tiber den CD16 Rezeptor bei
Vorhandensein eines funktionellen HSV-Fc-Rezeptors gravierend gehemmt wird. Durch
diesen Effekt kann die antikorpervermittelte Zelllyse und damit auch die Effektivitit eines
Antikorpers, deren Wirksamkeit mafigeblich auf der Aktivierung von Effektorzellen beruht,
hochgradig eingeschriankt werden (57). Die Auswirkungen dieser Inhibition der Zelllyse auf
einen therapeutischen Einsatz des humanisierten Antikorpers mAk hu2c V1 konnten jedoch
auf Grundlage des in vitro Ergebnisse nicht abgeschéitzt werden. Daher sollte die Wirksamkeit

des mAk hu2c V1 auch im Mausmodell untersucht werden.

4.3. Funktionelle Charakterisierung von mAk ch2¢ und mAKk hu2¢ V1 in vivo

Die Reaktivierungen von HSV-Infektionen bei Patienten mit starker Immunsuppression und
eine Zunahme resistenter Virusstimme in dieser Patientengruppe, sind hiufig mit einer hohen
Morbiditdt und Mortalitit assoziiert (47). Eine Alternative zur herkommlichen Virusstatika
stellen rekombinant hergestellte Antikorper dar. Das therapeutische Potential solcher
Antikorper mit der Sperzifitdt gegeniiber den Proteinen gD und gB konnte bereits durch
Hemmung einer vaginalen Infektion mit dem Laborstamm HSV-2 G eindrucksvoll im
Mausmodell demonstriert werden (215-217). In der vorliegenden Arbeit sollte daher die
Wirksamkeit des gB-spezifischen humanisierten mAk hu2c V1 im Mausmodell préklinisch
evaluiert werden.

Im Hinblick auf das spéitere klinische Anwendungsgebiet des humanisierten mAk hu2c V1
wurde zur préklinischen Evaluation ein Tiermodell mit hochgradig immundefizienten Méusen
(NOD/SCID) gewdhlt (1.2.6), da der HSV-Infektionsverlauf bei diesen Méusen demjenigen
bei Patienten mit starker Immunsuppression dhnelt. Zur Infektion wurde, analog publizierter
Tierversuche mit immunkompetenten als auch T-Zell-depletierten (CD4/CD8") Méausen (60,
61), die Vaginalschleimhaut der Tiere mit einer letalen HSV-Dosis inokuliert. Ohne
Behandlung kommt es bei den Tieren zu einer neuronalen, disseminierten Ausbreitung des
Virus iiber das zentrale Nervensystem bis hin zum Gehirn, die mit einer Paralyse der
Hinterbeine und der Ausbildung einer letalen Enzephalitis assoziiert ist, die auch bei den hier
eingesetzten NOD/SCID Maiusen innerhalb von 9-13 Tagen zum Tod fiihrt. Sowohl die
passive Immunisierung als auch die Mehrfachgabe neutralisierender, gB-, gC-, bzw. gD-
spezifischer Mausantikorper nach erfolgter Virusexposition vermittelt einen Schutz gegeniiber

einer letalen Infektion (54, 60). Im Gegensatz zu murinen Antikorpern kann die Behandlung
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von Versuchstieren mit einer T-Zell-Depletion und von SCID-Méusen (T-Zell- und B-Zell-
Defekt) mit einem humanen Hyperimmunglobulinpriiparat zwar das Uberleben der Tiere um
wenige Tage verldngern, jedoch keinen wirksamen Schutz vermitteln (61, 146, 152). Die
Ergebnisse fritherer Studien zeigen jedoch auch, dass die alleinige Gabe neutralisierender
muriner Antikorper bei immundefekten Versuchstieren mit einer zusitzlichen NK-Zell-
Depletion keinen ausreichenden Schutz vor einem tddlichen Ausgang der HSV-Infektion
vermitteln (118, 119). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen der antiviralen Wirksamkeit im NOD/SCID-Mausmodell zeigten erstmals,
dass die alleinige Gabe des Antikorpers mAk hu2c V1 zur wirksamen Neutralisation einer
HSV-Infektion in der Lage ist. Sowohl eine passive Immunisierung der Versuchstiere als
auch die postexpositions-prophylaktische Gabe des Antikdrpers inhibierte die
Virusvermehrung in der Vaginal-Schleimhaut innerhalb kurzer Zeit und fiihrte zur
hocheffizienten Hemmung einer generalisierten, letal verlaufenden Erkrankung (3.6.1.3 und
3.6.2). Der humanisierte Antikorper zeigte in dem préklinischen Tiermodell wie auch in den
in vitro Zellkulturuntersuchungen die gleiche Effizienz wie der parentale murine Antikorper.
Dariiberhinaus spricht der fehlende Nachweis von infektidsem Virus in den Organen
erfolgreich behandelter Versuchstiere spricht fiir eine erfolgreiche Inhibition des ,,cell-to-cell
spreads® durch mAk hu2c V1.

Die zunehmende Entwicklung multiresistenter Virusstimme bei Patienten mit
Immunsuppression fiihrt in der Klinik mangels wirksamer alternativer Virusstatika zu
schwerwiegenden Komplikationen (11, 12). Der humanisierte Antikdrper stellt in solchen
Féllen eine alternative Therapieoption dar. Daher wurde zur Untersuchung der Féahigkeit zur
Neutralisation solcher Virusstimme durch mAk hu2c V1 von dem klinischen, gegeniiber den
Virustatika Aciclovir (ACV), Foscarnet (PFA) und Cidofovir (CDV) multiresistenten Isolat
der Virusstock HSV-1 R10.2 in der Zellkultur hergestellt und im Tiermodell eingesetzt. Die
derzeitige Standardtherapie bei lokalen und disseminierten HSV-Infektionen ist ACV. Es
konnte auch gezeigt werden das ACV zur effektiven Neutralisation von Herpesviren im
Mausmodell in der Lage ist (62, 159). In dem hier untersuchten Mausmodell konnte die ACV-
Therapie zwar das Uberleben der Tiere im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe verlingern,
jedoch aufgrund der extrem verringerten Sensitivitdt von HSV-1 R10.2 gegeniiber ACV, den
letalen Ausgang nicht verhindern. Die postexpositionelle Immunprophylaxe mit dem
humanisierten Antikorper konnte dahingegen den letalen Verlauf der HSV-1-R10.2-Infektion
wirksam inhibieren und die infizierten Versuchstiere vollstindig schiitzen. Aufgrund der in

Rahmen dieser Arbeit gezeigten auBerordentlich effizienten Virusneutralisation sowohl
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gegeniiber Laborstimmen als auch gegeniiber resistenten Virusstimmen stellt der
mAk hu2c V1 eine wirkungsvolle Alternative zur Prophylaxe und Therapie von resistenten

HSV-Infektionen.
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4.4. Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein humanisierter anti-HSV-
Antikorper generiert werden und somit der Grundstein fiir eine klinischen Entwicklung dieses
Antikdrpers als Virustatikum-Alternative zur Pravention und Therapie von schweren Herpes
Simplex Virus Infektionen gelegt werden. Die Untersuchungen in immundefizienten Mausen
zeigten erstmals, dass ein monoklonaler Antikdrper mit dieser Spezifitit ohne Aktivierung
von Effektorzellen zur wirksamen Virusneutralisation in der Lage ist und einen wirksamen
Schutz vor einer todlichen HSV-Infektion vermitteln kann. Diese Ergebnisse belegen das
klinische Potenzial des humanisierten Antikorpers.

Die meisten derzeit in einer klinischen Anwendung befindlichen Antikorper gehoren der
Subklasse IgG1 an. Durch den bereits langjdhrigen klinischen Einsatz dieser Antikorper-
Subklasse ist jedoch auch bekannt, dass die antikorpervermittelte Aktivierung von
Effektorfunktionen durch IgG1-Antikorper mit unerwiinschten Nebenwirkungen assoziiert
sein kann (128, 155). Da der mAk hu2c V1 ohne die Unterstiitzung von Komplement und
Effektorzellen zur wirksamen Neutralisation in der Lage ist, ldsst sich die Wahrscheinlichkeit
der mit der IgG1-Klasse assoziierten Nebenwirkungen durch Reformatierung des Antikorpers
in IgG4-Klasse Antikorper reduzieren. Die IgG4-Subklasse bringt jedoch fiir den bringt
jedoch fiir den therapeutischen Einsatz des hier entwickelten humanisierten Antikorpers zwei
entscheidende Nachteile mit sich, die sich jedoch durch entsprechende gentechnische
Modifikationen beheben lassen sollten. Erst kiirzlich wurde bei der IgG4-Klasse ein
sogenannter Fab-Arm-Austausch beschrieben, der zur Ausbildung eines bifunktionellen
Antikorpers, dessen ,,Fab-Arme* ein jeweils unterschiedliches Antigen erkennen, fiihrt (175,
179, 205). Fiir die Wirksamkeit des mAk hu2c V1 ist jedoch die Bivalenz entscheidend.
Durch eine stabilisierende Modifikation kann die ,,Hinge-Region* der IgG4-Subklasse (Cys-
Pro-Ser-Cys) durch Aminosiureaustausch zur IgG1-Subklasse (Cys-Pro-Pro-Cys) iiberfiihrt
und damit die Bivalenz erhalten werden (129, 179).

Einen weiteren Nachteil stellt die hohe Affinitdt der [gG4-Fc-Doméne gegeniiber dem HSV-
Fc-Rezeptor dar. Diese Wechselwirkung stellt einen Immunevasions-Mechanismus dar.
Antikdrper konnen nach Bindung an den HSV-Fc-Rezeptor in das Innere einer infizierten
Zelle internalisiert und sauren Milieu an Lysosomen degradiert werden (191). Fiir den
humanisierten Antikérper wiirde das eine Verminderung seiner Wirksamkeit bedeuten. Durch
gezielte Mutagenese der Position His435 kann diese Art der herpesviralen Immunevasion
neutralisiert werden (191). Auf diesen Erkenntnissen aufbauend kann die Reformatierung und

weitere praklinische Evaluierung des mAk hu2c V1 als innovatives Konzept zur Pravention
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und Therapie von Herpes Simplex Reaktivierungen bei immunkomprimierten Patienten
vorangetrieben werden.

Eine weitere Perspektive stellt die Entwicklung eines Impfstoffes auf Grundlage des durch
mAk 2c erkannten Epitopes mittels reverser Vakzinierung dar. Das Ziel einer solchen
Impfstoffentwicklung ist die Induktion von Antikérpern mit den Eigenschaften des mAk 2c

im Zuge einer humoralen Immunantwort.
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5. Zusammenfassung

5.1. Zusammenfassung auf Deutsch

Herpes Simplex Viren sind weltweit verbreitet und gehoren zu den héufigsten viralen
Infektionserregern. Reaktivierungen dieser lebenslang im Wirtsorganismus persistierenden
Viren sind insbesondere bei Patienten mit einer schweren Immunsuppression mit
lebensbedrohlichen Komplikationen assoziiert. Der dadurch notwendige hdufige und
langandauernde Einsatz etablierter Virustatika fithrt zu einer zunehmenden Ausbildung
resistenter Virusstimme, die eine rasch fortschreitende, generalisierte Infektion mit todlichem
Verlauf zur Folge haben kénnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der gegeniiber HSV-1 und HSV-2 hochwirksame
murine monoklonale Antikérper mAk 2c¢ fiir eine spdtere Anwendung beim Menschen
préklinisch evaluiert. Die Untersuchungen der funktionellen Eigenschaften der
Antikorperfragmente 2c-F(ab’),, 2c-Fab und 2c¢-scFv im direkten Vergleich zum parentalen
mAk 2c zeigten, dass die Antikorpervalenz fiir die antivirale Wirksamkeit des Antikorpers
von entscheidender Bedeutung war. Die bivalenten Antikdrper mAk 2c¢ und 2c-F(ab’),
zeichneten sich im Gegensatz zu den monovalenten Antikorper-Fragmenten 2c-Fab und 2c-
scFv durch eine extrem effiziente Virusneutralisation aus und konnten den ,.cell-to-cell
spread” wirksam inhibieren. Im Gegensatz zur Maus werden beim Mensch Antikorper mit
dieser Spezifitdt nicht gebildet. Da murine Antikdrper fiir den Menschen immunogen sind,
wurde die Immunogenitdt des mAk 2c¢c durch Humanisierung nahezu vollstindig eliminiert.
Die funktionellen Eigenschaften des parentalen mAk 2¢ konnten dabei vollstindig erhalten
werden. Bereits die durch alleiniges CDR-Grafting generierte humanisierte Variante mAk
hu2c V1 wies eine zum mAk 2c vergleichbare Affinitit auf und war zur gleichermal3en
effizienten Virusneutralisation sowie Inhibition des ,cell-to-cell spreads“ in der Lage.
Dariiberhinaus konnte die antivirale Wirksamkeit des mAk hu2c V1 an einem breiten
Kollektiv von klinischen HSV-1/HSV-2 Isolaten ohne oder mit nachgewiesener Virustatika-
Resistenz sowie Laborstimmen demonstriert werden. Sémtliche der untersuchten Isolate
wurden durch den humanisierten Antikorper mit derselben Effektivitit neutralisiert wie die
Laborstimme des entsprechenden Typs. Die Untersuchung des Neutralisationspotentials des
mAk hu2c V1 im NOD/SCID-Mausmodell zeigte erstmals, dass die alleinige Antikdrpergabe
ohne zusitzliche Aktivierung von Immun-Effektorfunktionen einen wirksamen Schutz vor
einer sonst todlich verlaufenden Infektion vermittelt. AbschlieBend wurde die Fahigkeit des

mAk hu2c V1 zur Neutralisation des gegeniiber etablierten Virustatika multiresistenten
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Isolates HSV-1 R10.2 im Tiermodell untersucht. Die Gabe des humanisierten Antikérpers im
Zuge einer postexpositionellen Immunprophylaxe fiihrte im Gegensatz zur Behandlung mit
Aciclovir zu einer wirksamen Eliminierung der Infektion und zum vollstdndigen Schutz der
immunsupprimierten Versuchstiere vor einem letalen Infektionsverlauf. Die im Rahmen
dieser Arbeit erfolgreich durchgefiihrte Humanisierung des anti-HSV-Antikorpers stellt eine
vielversprechende Grundlage fiir die klinische Weiterentwicklung dieses Antikorpers als eine
duBerst wirksame Virustatikum-Alternative zur Prophylaxe und Therapie von Herpes Simplex

Infektionen dar.

- 140 -



Zusammenfassung

5.2. Zusammenfassung auf Englisch / summary

Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) are widely spread viruses in
adults. After primary lytic infection, HSV establishes a lifelong latent infection followed by
periodical recurrence. Aciclovir (ACV), Foscarnet and Cidofovir are the drugs of choice for
the treatment of acute HSV infections. However, in immunocompromized individuals like
HIV/AIDS patients or transplant recipients, increasing occurrence of ACV- and multiresistant
HSV is associated with severe life-threatening infections. Human anti-HSV-antibodies
generated after primary infection are essential for the establishment of the latent infection, but
do not inhibit the virus proliferation or the HSV-typical cell-to-cell spread. Thus,
development of novel drugs for overcoming HSV drug resistance is of great importance.

In the current work, the murine monoclonal antibody mAb 2c, which proved to be extremely
effective in suppression of HSV infections in mice, was evaluated as a novel compound to
overcome resistant HSV-infections. Furthermore, it could be demonstrated that antibody
valency has a major effect on antiviral efficiency. The bivalent antibodies mAb 2¢ and F(ab),
fragments were extremely efficacious in clearance of free virus and inhibition of the cell-to-
cell spread, while monovalent 2c-Fab and 2c-scFv fragments induced a 300 fold lower
neutralization and were not capable to block viral cell-to-cell spread. Major impediment to the
clinical utility of murine antibodies is their potential to elicit human anti-murine antibody
response in patients. Thus, the immunogenic potential of mAb 2¢ was eliminated by a new
humanization approach. The creation of the humanized mAk hu2c V1 was accomplished by
inserting the appropriate CDR coding segments, responsible for the desired binding
properties, into a human antibody "scaffold". The affinity, the virus neutralization and the
cell-to-cell spread inhibition results showed that the humanized antibody mAb hu2c V1
retained the biological properties of the parental murine monoclonal antibody. Furthermore,
mAb hu2c V1 showed extraordinary neutralization efficiency towards ACV- and
multiresistant HSV-1 and HSV-2 strains in vitro. Finally, it could be shown that mAb hu2c
V1 was capable to eliminate virus from the vaginal mucosa and to prevent severe
immunodeficient NOD/SCID mice from a lethal outcome of HSV-infection. In contrast to
ACV, the humanized antibody efficiently neutralized the multiresistant (ACV, PFA, CDV)
HSV-1 R-10.2 strain in NOD/SCID mice. Thus, the obtained data hold great promise for the
further development of mAb hu2c V1 as an alternative drug for HSV therapy.
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7.1. Abkiirzungsverzeichnis

Aminosduren

Alanin Ala A

Arginin Arg R

Asparagin Asn N

Asparaginsdure Asp D

Cystein Cys C

Glutamin Gln Q
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Glycin Gly G

Histidin His H

Isoleucin Ile I

Leucin Leu L

Lysin Lys K

Methionin Met M

Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T

Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y

Valin Val A"

L  eeenteeenreeieeereeeiee e esaeeeeens Mikrogramm

KL e Mikroliter

¥ ISR Aminoséure (Amino Acid)
ADCC.....ovviieeeieeieeeiee Antikorper-abhiangige zellvermittelte Zytotoxizitit
b, bp, Kb Basen, Basenpaar(e), Kilobasen

BSA o Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
CDNA . komplementidre DNA (complementary DNA)
Ch2C o Chimére Variante des mAk 2c¢
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CIP..oiieeeeeeeeee e, Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (Calf Intestine
Phosphatase)

[0 111 U c-myc-Epitop (zelluldres Proto-Onkogen)

C-terminal..........cccoeevvveennnnne. am Carboxyl-Ende eines Proteins

CY e konstante Region der schweren Kette eines IgG-Antikorpers

C ot konstante Region der k-Kette eines Antikdrpers

CPE...coiiiiieee Zytopathischer Effekt (Cytophatic Effect)

Da, kDa.......ccoovvvvviiinnnnnn, Dalton, kiloDalton

AdH20 oo zweifach destilliertes Wasser

DMEM .....ccooviiieieeieene Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DNA .o Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic Acid)

ANTP oo, Desoxyribonukleosidtriphosphat

DPBS....cciee Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

dS oo Doppelstrang

E Extinktion

E.coli coovniiiiiiiiiniiiic, Escherichia coli

ELISA ..o enzyme-linked immunosorbent assay

etal. oo und andere (et alii bzw. et aliae)

Fo Farad (SI-Einheit fiir elektrische Kapazitét)

FACS. ..o Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorting)

FCS.oree fotales Kélberserum (Fetal Calf Serum)

FITC oo, Fluoresceinisothiocyanat

FPLC oo Fast Protein Liquid Chromatographie

FR oo, weitgehend konstante Sequenzen, welche die hypervariablen

Regionen flankieren (Framework Regions) Fv Ein aus den
variablen Doménen der leichten und schweren Kette

bestehendes Antikorper-Fragment

et Gramm; Erdbeschleunigung

B e, Glykoprotein B

GS e, Glutamin-Synthetase

HCl .o, Salzsdure

HEPES......ooiie 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsiure
HRP .o Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase)

HSV .o, Herpes Simplex Virus
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hu2C .o Humanisierte Variante des mAk 2c

IEF oo Isoelektrische Fokussierung

[ Immunglobulin

IMDM....cooiiiiiiiiiinieeeee Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

IP Isoelektrischer Punkt

IPTG oo, Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside

LB Bakterien-Nahrmedium (Luria Bertani)

M e molar

MAK i monoklonaler Antikdrper

1101 SRR Milligramm

100111 DSOS Minute

Ml Milliliter

MO ..o, Vielfaches der Viruslast pro Zelle (Multiplicity Of Infection)

MRNA ... Boten-RNA (messenger RNA)

MWCO. ..o Molecular Weight Cut Off

NI eiiieeeeireee e e e e Nanogramm

NK-Zellen........ccccceveevevennne Natiirliche Killerzellen

NSO .o, Maus-Myelomzelllinie (Non-Secreting cell number zero)

N-terminal ..........cccceevieennenne am Aminoterminus eines Proteins

OD oot optische Dichte

(O USSR SI-Einheit fiir Elektrischen Widerstand: Ohm

Poleeieeiieeie e nach Infektion (post infectionem)

PBS ..o phosphate buffered saline

PCR ..o Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

PFU..cooiiiiiieeeeeee Anzahl infektioser Partikel (Plaque Forming Units)

PH oo, ponus Hydrogenii

pmol, pmol ........cccceevireiennne Pikomol, Mikromol

PP o Periplasma

RACE-PCR .....coceviiinne. PCR-Methode zur authentischen Replikation von cDNA-Enden
(Rapid Amplification of cDNA Ends)

RNA .o, Ribonukleinsdure (Ribonucleic Acid)

150) 11 LSOO Umdrehungen pro Minute (Rounds Per Minute)

TRNA e, ribosomale RNA

RSV Respiratorisches Syncytial-Virus
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Reverse Transkriptase; Real Time

Fragment, dessen variable leichte und schwere Kette durch
einen Peptidlinker verbunden sind (single chain-Fv)
kombinierter B/T-Zell-Immundefekt (Severe Combined
Immunodeficiency)

Internationales Einheitssystem

Tabelle

Tris/Acetat/EDTA

Tris/Borat/EDTA

Tris-Borat-EDTA

Virusmenge, welche in 50% der Zellkulturen zu pathogenen
Verianderungen (CPE) flihrt (Median Tissue Culture Infective
Dosis)

Tris/EDTA

Schmelztemperatur

transfer-RNA

Ultraviolett

Volumenanteil am Gesamtvolumen (Volume per Volume)
variable Region der schweren Kette eines Antikorpers
variable Region der leichten Kette eines Antikorpers
Masse am Gesamtvolumen (Weight per Volume)
Yeast/Trypton Medium

Wellenlidnge
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