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1 Einleitung 

1.1 PASylation® Technologie zur Verlängerung der 
Plasmahalbwertszeit von Therapeutika 

Lange Zeit haben niedermolekulare Wirkstoffe den Arzneimittelmarkt dominiert, doch in den 

letzten beiden Jahrzehnten hat der Anteil an komplexen Makromolekülen biologischen 

Ursprungs, sogenannten Biologika, stark zugenommen. Seit der Zulassung von gentechnisch 

hergestelltem Insulin im Jahr 1982 als erstes Biotherapeutikum hat sich diese Wirkstoffklasse 

rasant entwickelt und stellt im 21. Jahrhundert den am schnellsten wachsenden Sektor der 

Pharmaindustrie dar (Otto et al., 2014; Walsh, 2018). Dank der gewaltigen Fortschritte in der 

Biotechnologie steht mittlerweile eine Vielzahl an Biotherapeutika für die Therapie von 

Krankheiten in diversen Indikationsgebieten zur Verfügung, und unzählige weitere 

Wirkstoffkandidaten befinden sich aktuell in der klinischen Entwicklung. Abgesehen von 

kompletten Antikörpern, welche aufgrund des endosomalen Recyclings mehrere Wochen im 

Blutkreislauf zirkulieren (Mankarious et al., 1988; Raghavan et al., 1993), ist die Wirksamkeit 

vieler Biologika durch deren teils sehr kurze Plasmahalbwertszeit stark limitiert.  

Insbesondere Hormone, hämatopoetische Wachstumsfaktoren, Interferone oder viele Enzyme 

werden aufgrund der unterhalb des Schwellenwerts für die Nierenfiltration von ca. 70 kDa 

(Hamano et al., 2002) liegenden Molekülgröße recht zügig durch glomeruläre Filtration aus 

dem Blut ausgeschieden. Die dadurch bedingte häufige intravenöse oder subkutane 

Verabreichung des Medikaments geht mit hohen Kosten sowie Unannehmlichkeiten für den 

Patienten einher. In der Vergangenheit wurden verschiedene Strategien entwickelt, um die 

Verweildauer von Proteinen/Peptiden im Blutplasma zu erhöhen, beispielsweise durch Fusion 

mit humanem Serumalbumin, Transferrin oder dem Fc-Teil eines IgG1 (Binder & Skerra, 2012; 

Strohl, 2015). Die Verlängerung der Halbwertszeit kleiner Moleküle kann generell durch die 

Vergrößerung des hydrodynamischen Radius erreicht werden. Gemäß diesem Prinzip ist die 

Konjugation des Wirkstoffes mit Polyethylenglycol (PEG) eine bereits vielfach eingesetzte 

Modifikation (Dozier & Distefano, 2015). Ursprünglich entwickelt, um die Immunogenität von 

intravenös applizierten nicht-humanen Proteintherapeutika zu verringern (Davis, 2002), hat die 

PEGylierung in der Vergangenheit bei zahlreichen Protein- oder Peptidwirkstoffen Anwendung 

gefunden, um deren Zirkulationsdauer im Blutplasma zu verlängern. Mehrere PEGylierte 

Wirkstoffe sind bereits zugelassen und werden in verschiedenen Indikationsgebieten wie 

Leukämie (Oncaspar; Heo et al., 2019), chronischer Hepatitis C (Peginterferon alfa-2a; 

Heathcote et al., 2000) oder in der Augenheilkunde (Pegaptanib; Ng et al., 2006) als 

Therapeutika eingesetzt.  
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In wässriger Lösung nimmt das hydrophile PEG eine ungeordnete Struktur ein und führt zu 

einem vergrößerten hydrodynamischen Volumen des Wirkstoffes (Gokarn et al., 2012). Bei 

ausreichender Länge der verwendeten PEG-Polymere kann hierdurch ein hydrodynamischer 

Radius erreicht werden, der oberhalb der Porengröße der Nierenglomeruli liegt und aufgrund 

der verzögerten renalen Ausscheidung zu einer längeren Verweildauer im Blutplasma führt. 

Allerdings bringt die PEGylierung einige Nachteile mit sich: Notwendigkeit der chemischen 

Kopplung mit dem Therapeutikum in vitro, fehlende Einheitlichkeit der resultierenden 

Konjugate aufgrund der Polydispersität kommerziell erhältlicher PEG Derivate, häufiger 

Aktivitätsverlust des Moleküls durch Blockierung der Rezeptorbindestelle oder des aktiven 

Zentrums, sowie die durch fehlende biologische Abbaubarkeit bedingte Akkumulation in 

Geweben bzw. Vakuolisierung von Zellen (Bendele et al., 1998). Besonders in letzter Zeit ist 

ein weiterer Nachteil der PEGylierung in den Fokus der Aufmerksamkeit gerückt, nämlich 

dessen anfangs unterschätzte Immunogenität insbesondere bei wiederholter Applikation und 

eine damit einhergehende Immunantwort in Form von anti-PEG Antikörpern. So wurde bei 41 

% der mit PEGylierter Uricase behandelten Patienten ein hoher Titer an anti-Drug Antikörpern 

(ADA) festgestellt, die größtenteils gegen den PEG-Teil des Wirkstoffes gerichtet waren 

(Lipsky et al., 2014). Diese ADA führen zu einer beschleunigten Ausscheidung des Wirkstoffs, 

was die für viele Patienten letzte Therapiemöglichkeit nutzlos macht. Ähnliche Beobachtungen 

von durch anti-PEG Antikörpern verursachtem Verlust der Therapiewirksamkeit wurden bei 

Patienten gemacht, die mit PEG-Asparaginase behandelt wurden (Armstrong et al., 2007). In 

Anbetracht der Tatsache, dass eine vor einigen Jahren durchgeführte Studie in 72 % aller 

Blutproben aus der Bevölkerung anti-PEG Antikörper nachweisen konnte, wenn auch meist 

nur mit niedrigen Titern (Yang et al., 2016), stellt sich die Frage, inwiefern sich deren Prävalenz 

infolge der aktuell breit verabreichten COVID-19 mRNA Vakzine von BioNTech/Pfizer und 

Moderna, die PEG-Derivate beinhalten, weiter entwickeln wird. Bereits jetzt wird ein 

Zusammenhang zwischen vereinzelt beobachteten anaphylaktischen Schocks bei Geimpften 

und den in beiden Impfstoffen enthaltenen PEG-Lipiden vermutet (Garvey & Nasser, 2021).  

Mit der PASylation® Technologie wurde eine innovative biologische Alternative zur 

PEGylierung entwickelt (Schlapschy et al., 2013). Die PASylierung basiert auf einer 

hydrophilen, aus den L-Aminosäuren Prolin, Alanin und Serin aufgebauten Polypeptidkette. 

Während jede dieser drei Aminosäuren für sich als Homopolymer charakteristische 

Sekundärstrukturen annimmt, konnte durch gezielte Abwechslung der drei Aminosäurereste 

eine in Lösung strukturell ungeordnete und stark hydrophile Polypeptidkette mit Random-Coil-

Struktur erzeugt werden (Schlapschy et al., 2013). 
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Abbildung 1: Chemischer Aufbau der PAS-Polypeptidkette im Vergleich zum PEG-Polymer. Im PAS-

Polypeptid steht der Rest R für die Seitenketten der Aminosäuren Alanin, Prolin oder Serin. Für die 

PAS-Polypeptide PAS#1, P/A#1 und APSA ist die Aminosäuresequenz der kleinsten repetitiven Einheit 

angegeben. 

Untersuchungen der Pro/Ala-reichen Sequenzen (PAS) mit biophysikalischen Methoden 

haben gezeigt, dass in wässriger Lösung keinerlei Sekundärstruktur zu beobachten ist und 

das PAS-Polypeptid damit eine ähnlich ungeordnete Raumstruktur wie PEG aufweist 

(Breibeck & Skerra, 2018). Außerdem bringt die Zusammensetzung aus ungeladenen 

Aminosäuren Vorteile mit sich, da es zu keiner Beeinflussung der Gewebeverteilung oder 

Zelloberflächenrezeptoraffinität kommt.  

Durch genetische Fusion der für die PAS-Polypeptidkette kodierenden Nukleinsäuresequenz 

mit dem Gen für den biopharmazeutischen Wirkstoff kann das daraus resultierende 

Fusionsprotein in einem gewöhnlichen Expressionssystem rekombinant hergestellt werden. 

Verlustreiche chemische Kopplungsschritte mit sich daran anschließendem teuren Prozessen 

zur Isolierung des finalen Produkts werden somit umgangen. Sowohl die PAS#1-Sequenz als 

auch die nur aus den Aminosäuren Prolin und Alanin bestehende P/A#1-Sequenz ist aus 

repetitiven Bausteinen mit zwanzig Aminosäuren aufgebaut (Abbildung 1). Die weniger 

komplexe APSA-Polypeptidsequenz hingegen besteht aus dem sich wiederholenden Motiv 

der Vier-Aminosäure-Sequenz APSA.  

Durch Anpassung der Länge des PAS-Polypeptids kann ein Biotherapeutikum mit 

maßgeschneidertem hydrodynamischen Volumen und entsprechender Plasmahalbwertszeit 

entworfen werden (Abbildung 2). Um eine möglichst lange Verweildauer im Blutplasma zu 

erzielen, bewegt sich die Länge der PAS-Polypeptide bei Biotherapeutika meist in einem 
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Bereich von mehreren hundert Aminosäuren. So konnten beispielsweise die 

Plasmahalbwertszeiten des Peptids Thymosin α1 (Binder & Skerra, 2020) oder des IL-1 

Rezeptorantagonisten Anakinra (Powers et al., 2020) durch Fusion mit einem PAS-Polypeptid 

aus 600 Aminosäureresten bis ums achtfache verlängert und dadurch das therapeutische 

Fenster vergrößert und die Notwendigkeit zur häufigen intravenösen Verabreichung verringert 

werden. Auf der anderen Seite ist beispielsweise im Bereich der Tumor-Radioimmundiagnostik 

die Möglichkeit einer präzisen Feinabstimmung der Plasmahalbwertszeit mit kürzeren PAS-

Sequenzen vorteilhaft, um einen optimalen Kontrast für das in vivo-Imaging zu erreichen 

(Mendler et al., 2015).  

Die Zusammensetzung aus natürlichen L-Aminosäuren ermöglicht eine biologische 

Verstoffwechslung der PASylierten Moleküle und verhindert damit eine Akkumulation in 

Geweben. Des Weiteren wurde die intravenöse oder subkutane Gabe PASylierter Wirkstoffe 

in zahlreichen Tierstudien gut toleriert (Brandl et al., 2020) und bislang keinerlei PAS-

spezifische Immunantwort festgestellt. 

 

Abbildung 2: Veranschaulichung des Funktionsprinzips der PASylierungs-Technologie anhand des 

Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (IL-1Ra; PDB-Code: 1ILR). Mit zunehmender Länge der mit dem IL-

1Ra fusionierten PAS#1-Polypeptidkette (rot) kommt es zu einer Vergrößerung des hydrodynamischen 

Volumens. 
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Nichtsdestotrotz wäre es insbesondere im Hinblick auf die klinische Entwicklung PASylierter 

Therapeutika wie auch für die experimentelle Forschung mit PASylierten Proteinen vorteilhaft, 

wenn Bindemoleküle wie beispielsweise Antikörper verfügbar wären, die den spezifischen 

Nachweis dieser Wirkstoffe erlauben. Da eine solche Wechselwirkung spezifisch für die PAS-

Polypeptidsequenz wäre, könnten solche Antikörper ein universelles Werkzeug zur Detektion 

PASylierter Moleküle darbieten. 

1.2 Antikörper und Mechanismen der molekularen Erkennung von 
Antigenen 

Im Jahr 1890 wurde von Emil von Behring und Shibasaburō Kitasato zum ersten Mal gezeigt, 

dass eine Substanz im Blut vorliegt, welche Toxine neutralisieren kann. Damals noch als 

„Antitoxin“ bezeichnet, schützen uns Antikörper als Teil der adaptiven Immunantwort nicht nur 

erfolgreich vor Krankheitserregern, sondern sie haben in den letzten beiden Jahrzehnten auch 

ihren Siegeszug in der Anwendung als Biotherapeutika angetreten. Heutzutage sind 

Antikörper eine der wichtigsten Klassen von therapeutischen Wirkstoffen, die in der Therapie 

von Krebs und Autoimmunkrankheiten breite Anwendung finden (Leavy, 2010; Lu et al., 2020; 

Strohl, 2015). Der Umstand, dass in 2019 weltweit sechs der zehn umsatzstärksten 

Medikamente Antikörper waren, unterstreicht deren Bedeutung für die medizinische Therapie 

sowie das große Interesse der pharmazeutischen Industrie an diesen Molekülen (Blankenship, 

2020). Eine Besonderheit der Antikörper ist, dass sie neben der spezifischen Erkennung ihres 

Antigens durch die variablen Regionen zusätzlich durch ihren konstanten Fc Teil 

Effektorfunktionen vermitteln. So können Antikörper der im menschlichen Blut am häufigsten 

vorkommenden Immunglobulinklasse G1 (IgG1) Natürliche Killerzellen, Makrophagen wie 

auch das Komplementsystem aktivieren und damit die Lyse von krankhaften oder infizierten 

Zellen bewirken. Gerade dieses Zusammenspiel von hochspezifischer Erkennung 

körperfremder Antigene und der Wechselwirkung vor allem mit dem zellulären Immunsystem 

machen Antikörper zu wertvollen Waffen, nicht nur im körpereigenen Kampf gegen 

Krankheiten sondern auch als zielgerichtete Therapeutika. Durch gentechnisches Engineering 

konnten die Eigenschaften natürlicher Antikörper erweitert und neuartige Formate mit 

maßgeschneiderter Affinität, Valenz, Geometrie und Spezifität geschaffen werden (Brinkmann 

& Kontermann, 2021; Dübel et al., 2019). 

Die hohe Spezifität und hochaffine Wechselwirkung mit Ihrem jeweiligen Antigen, die durch 

den Aviditätseffekt im Fall von oligomeren Antigenstrukturen nochmals verstärkt wird, machen 

Antikörper auch zu hervorragenden Werkzeugen für diagnostische Zwecke oder als 

Forschungsreagenzien. So finden sie breite Anwendung in der Bildgebung in vivo oder in 

diversen Immunassays wie Western Blotting, Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), 
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Immunpräzipitation, Immunhistochemie oder der Durchflusszytometrie, um nur einige zu 

nennen (Rüker & Wozniak-Knopp, 2021). 

Einen besonders starken Schub bekam die Antikörperforschung mit der von César Milstein 

und Georges Köhler 1975 veröffentlichten Methode zur Erzeugung von Hybridomzellen 

(Köhler & Milstein, 1975). Hybridomzellen können durch Fusion einer Antikörper-

produzierenden B-Zelle mit einer unsterblichen Myelom-Zelllinie und anschließender Selektion 

in einem geeigneten Medium erzeugt werden. Hierdurch war es erstmals möglich, 

kontinuierliche hybride Zelllinien zu erzeugen, die unbegrenzt einen gewünschten 

monoklonalen Antikörper produzieren. Damit war eine wichtige Grundlage für die sich fortan 

rasant entwickelnde Antikörperforschung gelegt, die schon 1986 in der ersten Zulassung eines 

monoklonalen Antikörpers, Muromonab-CD3, zu therapeutischen Zwecken durch die 

amerikanische Food and Drug Administration (FDA) resultierte, gefolgt von etlichen weiteren 

Zulassungen in den darauffolgenden Jahrzehnten (Lu et al., 2020).  

Die große molekulare Masse von 150 kDa eines intakten IgG1-Antikörpers sorgt zusammen 

mit dem zellulären Prozess des endosomalen Recyclings für eine verhältnismäßig lange 

Zirkulationsdauer im Blut (Mankarious et al., 1988; Raghavan et al., 1993). Allerdings kann die 

Größe eines solchen Antikörpers auch von Nachteil sein, insbesondere was Anwendungen 

anbelangt die gute Gewebepenetration erfordern. Ein entscheidender Grundstein für die 

moderne Antikörpertechnologie war die Entwicklung von Methoden zur gentechnischen 

Produktion von Antikörpern und insbesondere deren Fragmenten in E. coli (Skerra & 

Plückthun, 1988). Erst hierdurch wurde ermöglicht, kleinere Fragmente von Antikörpern 

gentechnisch herzustellen, die bei deutlich geringerer Molekülgröße die gleiche 

Antigenspezifität aufweisen.  

IgG-Antikörper sind aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten aufgebaut: Zwei Kopien einer 

schweren Kette, welche durch interchenare Disulfidbrücken kovalent miteinander verbunden 

sind, sowie zwei leichte Ketten, von denen jede mittels einer interchenaren Disulfidbrücke mit 

je einer schweren Kette verknüpft ist (Abbildung 3).  

Während die leichte Kette aus zwei Immunglobulindomänen aufgebaut ist, weist jede schwere 

Kette vier dieser Domänen auf (Padlan, 1994). Eine Immunglobulindomäne ist durch eine 

sandwichartige Struktur charakterisiert, die durch antiparallele β-Faltblätter gebildet und 

jeweils mittels einer intramolekularen Disulfidbrücke stabilisiert wird (Chothia et al., 1985). Der 

Aufbau aus diesen β-Faltblättern bildet ein stabiles Proteingerüst, das eine Exposition der die 

β-Faltblätter verbindenden Peptidschleifen ermöglicht, welche in den variablen Domänen die 

Kontaktfläche mit dem Antigen bilden und damit für dessen spezifische Erkennung 

verantwortlich sind. 
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Abbildung 3: Aufbau und Struktur eines typischen IgG1 Antikörpers (PDB-Code: 1IGY) sowie 

ausgewählter Antikörperformate. Der IgG1-Antikörper zeigt den Aufbau aus zwei schweren Ketten 

(dunkelblau) und zwei leichten Ketten (cyan). Die ersten beiden Immunglobulindomänen der schweren 

und leichten Ketten bilden zusammen das Fab-Fragment (Fragment Antigen Binding, PDB-Code: 

7O33), während die beiden letzten Immunglobulindomänen der schweren Kette den Fc-Teil (Fragment 

Crystallizable) darstellen, welcher glycosyliert ist. Nochmals kleiner als das Fab-Fragment ist ein scFv-

Fragment (single chain variable Fragment, PDB-Code: 6J9O), das nur aus der jeweils ersten variablen 

Immunglobulindomäne der schweren und der leichten Kette besteht. Die minimalistische VHH-Domäne 

(Variable heavy chain Homodomain, PDB-Code: 7O31) stammt aus Antikörpern von Kameliden, in 

welchen die leichte Kette nicht vorhanden ist. Die exponierten hypervariablen Peptidschleifen (CDRs, 

Complementarity Determining Regions) sind für die Wechselwirkungen mit dem jeweils erkannten 

Antigen zuständig (in allen vier Proteinstrukturen in orange hervorgehoben). 

Die Gesamtstruktur des IgG kann in zwei Fragmente aufgeteilt werden. Die zwei C-terminalen 

Domänen der schweren Kette bilden das sogenannte Fragment crystallizable (Fc), welches 

hauptsächlich für die Vermittlung der Effektorfunktionen des zellulären Immunsystems 

verantwortlich ist. Jeweils eine leichte Kette bildet zusammen mit den zwei N-terminalen 

Domänen einer schweren Kette das Fragment antigen-binding (Fab). Dessen jeweils N-

terminal gelegenen Immunglobulindomänen, VH im Fall der schweren und VL im Fall der 

leichten Kette, weisen je drei hypervariable, exponierte Peptidschleifen auf. Somit ergeben 

sich sechs Peptidschleifen, auch Complementarity Determining Region (CDR) genannt, die 

zusammen das Paratop bilden und die spezifische und hochaffine Erkennung des Epitops im 

Antigen ermöglichen. Es hat sich gezeigt, dass alleine der Fab-Teil und, noch minimalistischer, 

ein rekombinantes Fusionsprotein aus VH- und VL- Domäne (scFv, single chain variable 

Fragment), für die Bindung des Epitops ausreichend ist. Eine erwähnenswerte Besonderheit 
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unter den in Wirbeltieren vorkommenden Immunglobulinen weisen jene der Kameliden auf, da 

sie neben den konventionellen IgG1-Antikörpern auch Immunglobuline produzieren, welche 

lediglich aus zwei miteinander verbundenen schweren Ketten aufgebaut sind. In diesem 

besonderen Fall reicht die einzelne, nur 12-13 kDa große N-terminale Immunglobulindomäne 

aus, um das Antigen zu binden (Muyldermans, 2013). Diese sogenannten VH-Einzeldomänen-

Antikörper (VHH) finden zum Beispiel als biochemische Reagenzien, als Affinitätsliganden oder 

als Kristallisationspartner Anwendung (Brilhante-da-Silva et al., 2021; Ereño-Orbea et al., 

2018).  

Die spezifischen Wechselwirkungen zwischen dem Paratop eines Antikörpers und dem Epitop 

des Antigens sind nicht-kovalenter Natur und basieren auf intermolekularen 

Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrückenbindungen, ionischen Wechselwirkungen, Van-

der-Waals Kontakten sowie hydrophoben Interaktionen. Insbesondere die strukturell 

hypervariablen Peptidschleifen der sechs CDRs bilden eine zusammenhängende Oberfläche 

aus, die komplementär zur Oberfläche des Antigens ist. Hierdurch wird eine große Menge an 

nicht-kovalenten Bindungen zwischen Paratop und Epitop ermöglicht. Gerade diese Vielzahl 

trägt zur energetischen Stabilisierung des Komplexes bei und bestimmt die Affinität des 

Antikörpers zu seinem Antigen.  

Epitope lassen sich grundsätzlich in zwei Klassen einteilen: Kontinuierliche Epitope sind allein 

durch die Primärstruktur der zusammenhängenden Aminosäuresequenz definiert, während 

sich die diskontinuierlichen oder konformationellen Epitope aus Resten zusammensetzen, die 

voneinander in der Aminosäuresequenz getrennt sind und erst durch die Faltung des Proteins 

zur nativen Struktur zusammengebracht werden (Barlow et al., 1986). Es hat sich nicht nur 

gezeigt, dass die überwiegende Mehrheit der B-Zell Epitope auf nativen Proteinen 

konformationeller Art sind (Huang & Honda, 2006) sondern auch, dass diese Art von Epitop 

immunologische Vorteile gegenüber kontinuierlichen Epitopen mit sich bringen kann, was 

beispielsweise die breitere Neutralisierung von Virusisolaten betrifft (Steimer et al., 1991).  

Strukturell ungeordnete kontinuierliche Epitope stellen eine besondere Herausforderung für 

die spezifische Erkennung durch Antikörper dar und werden von einigen humanpathogenen 

Krankheitserregern geradezu als Strategie zur Vermeidung einer potenten Immunantwort 

genutzt (Goh et al., 2016; Guy et al., 2015; Xue et al., 2014). Die Flexibilität in wässriger 

Lösung und die fehlende Ausbildung von Sekundär- oder Tertiärstrukturen erschweren eine 

hochaffine und spezifische Erkennung solcher Peptidepitope durch Antikörper. Die hohen 

entropischen Kosten aufgrund des mit der Bindung einhergehenden Übergangs zu geordneter 

Struktur spielen hierbei eine wesentliche Rolle (Kwong et al., 2002).  

Nichtsdestotrotz finden strukturell wenig definierte Epitope in der Entwicklung von 

Peptidvakzinen Anwendung, spielen bei der Antikörperantwort auf Malariaimpfstoffe eine 
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wichtige Rolle und sind potentielle Bindestellen für therapeutische Antikörper (Foquet et al., 

2014; MacRaild et al., 2018; Vazquez-Martinez et al., 2020). Ein besseres strukturelles 

Verständnis der molekularen Mechanismen zur Erkennung ungeordneter Epitope wäre von 

großer Hilfe, um Licht auf das Zusammenspiel zwischen konformationeller Unordnung und 

Spezifität der molekularen Erkennung zu werfen. Dies wäre eine Unterstützung für das gezielte 

Design von Antikörper-Bibliotheken, oder könnte dabei helfen, die bioinformatische Simulation 

von Interaktionen mit intrinsisch ungeordneten Epitoppeptiden zu verbessern (Mandaci et al., 

2020). 

1.3 Proteinreinigung durch Affinitätschromatographie 
Gentechnisch hergestellte Proteine finden breiten Einsatz in industriellen Anwendungen, der 

pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung und der biochemischen Forschung. Um das 

produzierte Protein in möglichst reiner Form zu erhalten, bedarf es Methoden, um das 

rekombinante Protein von allen anderen Proteinen des Expressionsorganismus abzutrennen. 

Eine Möglichkeit zur selektiven Isolierung des gewünschten Proteins bietet die 

Affinitätschromatographie, welche sich die molekulare Erkennung von Biomolekülen zunutze 

macht und bereits seit Jahrzehnten erfolgreich eingesetzt wird (Rodriguez et al., 2020). Diese 

Methodik ist eine Form der Flüssigchromatographie, in der ein immobilisierter Affinitätsligand 

als stationäre Phase dient. Dessen selektive Affinität zu einer Zielsubstanz macht man sich 

zunutze, um letztere aus einem komplexen Probengemisch zu isolieren. Grundvoraussetzung 

hierfür ist allerdings ein geeignetes biochemisches Affinitätspaar, bei dem unter definierten 

Bedingungen eine Bindung des Zielmoleküls stattfindet. Durch gezielte Veränderung dieser 

chemischen Bedingungen wird andererseits aber auch dessen Elution von der 

Chromatographiematrix ermöglicht.  

Während die ersten Affinitätspaare noch auf monospezifischen Liganden wie Analoga von 

Enzyminhibitoren basierten (Cuatrecasas et al., 1968), wurden in den darauffolgenden 

Jahrzehnten sogenannte Affinitätsanhängsel entwickelt, die gruppenspezifisch sind und ein 

breites Anwendungsspektrum bieten. Solche peptidischen Affinitätsanhängsel können durch 

Genfusion, indem das zu produzierende Protein und das Affinitätsanhängsel in einem 

gemeinsamen Leseraster kodiert werden, einfach an ein rekombinantes Protein angefügt 

werden. Breite Anwendung findet beispielsweise das Oligohistidin-Affinitätsanhängsel, oftmals 

als His-tag bezeichnet, welches gewöhnlich aus sechs aufeinanderfolgenden Histidinresten 

aufgebaut ist (Kimple et al., 2013; Skerra et al., 1991). Histidin ist als weiche Lewis-Base ein 

guter Ligand für Übergangsmetallionen wie Ni2+, Co2+ oder Zn2+, was zum Zweck der 

Affinitätschromatographie genutzt werden kann, indem ebendiese Metallionen mithilfe eines 

an die stationäre Phase gekoppelten Chelators immobilisiert werden.  
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Das mit dem Oligohistidin-Affinitätsanhängsel ausgestattete Zielprotein bindet an die 

immobilisierten Metallionen, während die restlichen im Probengemisch enthaltenen Proteine 

sich durch die Chromatographiesäule hindurchbewegen. Die Elution kann durch Anlegen 

eines Konzentrationsgradienten mit Imidazol, das mit Histidin um die Koordinierung der 

Metallionen kompetiert, erreicht werden.  

Ebenfalls weit verbreitet sind auf dem Biotin-Bindeprotein Streptavidin und Biotin basierende 

Affinitätsanhängsel wie das Strep-tag (Schmidt & Skerra, 2007; Skerra & Schmidt, 2000). Die 

Affinität zwischen Streptavidin und Biotin ist mit einer Dissoziationskonstante im femtomolaren 

Bereich eine der stärksten bekannten biologischen Wechselwirkungen und aufgrund dessen 

für eine in der Affinitätschromatographie nötige reversible Bindung nicht direkt geeignet. Aus 

diesem Grund wurden Peptide aus acht bzw. neun Aminosäureresten mit Affinität zu 

Streptavidin entwickelt und haben sich – vor allem nach der Entwicklung einer optimierten 

Streptavidinmutante – als Affinitätsanhängsel für die Einschritt-Reinigung rekombinant 

produzierter Proteine bewiesen (Schmidt & Skerra, 2007; Skerra & Schmidt, 2000). Des 

Weiteren sind als Affinitätsanhängsel genutzte große Fusionsproteine wie Glutathion S-

Transferase (Smith & Johnson, 1988), das Calmodulin-Bindeprotein (Klein, 2003) oder das 

Maltose-Bindeprotein (Maina et al., 1988) ebenfalls gut etabliert. 

Bei all den Vorteilen, die Affinitätsanhängsel für die Reinigung rekombinanter Proteine mit sich 

bringen, kann deren Vorhandensein in einigen Fällen unerwünscht sein oder einen Nachteil 

für die geplante Anwendung darstellen. So kann die Fusion mit einem Affinitätsanhängsel 

negative Auswirkungen auf die biologische Aktivität und Struktur seines Fusionspartners oder 

die Immunogenität des Fusionsproteins haben (Fonda et al., 2002; Goel et al., 2000; Khan et 

al., 2012). Für therapeutische Anwendungen muss das Affinitätsanhängsel in der Regel 

entfernt werden, was mit einer Kostensteigerung durch den Einsatz hierfür erforderlicher 

Proteasen und zusätzlichen Prozessschritten in der Weiterverarbeitung sowie 

Qualitätskontrolle einhergeht (Arnau et al., 2006). Derzeit gibt es keine generisch anwendbare, 

kostengünstige Methode zur affinitätschromatographischen Reinigung von Proteinen ohne 

Affinitätsanhängsel.  

Um trotzdem ein Produkt zu erhalten, das vollkommen frei von Affinitätsanhängseln ist, bietet 

sich eine andere Möglichkeit an: Das affinitätsbasierte Abfangen des Zielproteins unter 

Verwendung eines Affinitätsliganden, der spezifisch für dieses Protein oder diese 

Proteinklasse ist (Guan & Chen, 2014). Ein geeigneter Träger kann mit einem solchen 

Affinitätsliganden funktionalisiert werden, um dadurch eine maßgeschneiderte Affinitätsmatrix 

für das Zielprotein zu erhalten. Das beste Beispiel für eine solche Strategie ist die Nutzung 

des bakteriellen Antikörper-Bindeproteins Protein A zur Reinigung von Antikörpern (Ey et al., 

1978; Hober et al., 2007). Protein A ist ein aus fünf homologen Domänen aufgebautes 

Zellwandprotein des pathogenen Bakteriums Staphylococcus aureus mit einer starken Affinität 
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zum Fc Teil von Antikörpern der humanen Immunglobulinklassen IgG1, IgG2 und IgG4. Gerade 

aufgrund dieser von den variablen Regionen des Antikörpers unabhängigen Wechselwirkung 

eignet sich die Protein A Chromatographie als generischer Reinigungsprozess und hat sich 

als Industriestandard für die affinitätschromatographische Reinigung von Antikörpern etabliert 

(Gagnon, 2012).  

Die Immunaffinitätschromatographie hingegen nutzt die sehr spezifische Affinität eines 

Antikörpers oder Antikörperfragments zu seinem Antigen, um letzteres anzureichern und von 

anderen Bestandteilen des Probengemisches abzutrennen (Moser & Hage, 2010). Ein großer 

Nachteil sind allerdings die oftmals notwendigen harschen Elutionsbedingungen bei beiden 

Verfahren, beispielsweise pH-Werte im Bereich von unter 3, chaotrope Reagenzien oder 

Denaturierungsmittel, um die starke Wechselwirkung zwischen Antikörper und zu reinigendem 

Zielprotein oder Protein A aufzubrechen (Hillman et al., 2001). Möchte man auf solch 

schädigende Elutionsbedingungen verzichten, kommen im Fall der 

Immunaffinitätschromatographie kompetitiv bindende Substanzen als mögliche 

Elutionsreagenzien in Frage, die allerdings für jedes Paar aus Antikörper und 

Zielprotein/Antigen neu bestimmt und nur in Einzelfällen verfügbar sind. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit der Affinitätschromatographie eine robuste 

Technologie zur Reinigung von Proteinen zur Verfügung steht. Allerdings bringt diese in 

einigen Bereichen Limitationen mit sich und ist nicht allgemein einsetzbar. Die Entwicklung 

neuer, universell für eine ganze Proteinklasse einsetzbarer 

Affinitätschromatographietechniken, ohne Verwendung eines Affinitätsanhängsels, würde die 

Reinigung pharmazeutisch genutzter Proteine erleichtern und zu deren schnellen Entwicklung 

beitragen. 
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 
Die PASylierung hat sich als vielversprechende biologische Alternative zur Verlängerung der 

Plasmahalbwertszeit von Biopharmazeutika gegenüber Polyethylenglycol (PEG) erwiesen. 

Um die präklinische und klinische Entwicklung PASylierter Biologika voranzutreiben, wäre es 

hilfreich, über spezifische Antikörper zu verfügen die den empfindlichen Nachweis PASylierter 

Wirkstoffe erlauben. In dieser Arbeit sollten monoklonale Antikörper gegen strukturell 

ungeordnete Pro/Ala-reiche Sequenzen (PAS) charakterisiert werden. Auf Basis einer durch 

den Kooperationspartner XL-protein GmbH in Auftrag gegebenen Immunisierung von Mäusen 

mit drei verschiedenen PAS-Polypeptiden sollten dabei gewonnene Hybridomzellen und die 

entsprechenden sekretierten Antikörper auf Bindungseigenschaften wie Affinität und 

Kreuzreaktivität untersucht werden.  

Weiterhin galt es, für jede Art PAS-Polypeptid die vielversprechenden Antikörper auszuwählen 

und für diese die Nukleinsäuresequenz der variablen Regionen einerseits sowie die 

Aminosäuresequenz des Epitops andererseits zu bestimmen. Die daraufhin in E. coli 

produzierten Antikörperfragmente sollten zusammen mit ihrem jeweiligen Epitoppeptid 

kokristallisiert und die molekularen Mechanismen der Bindung mittels Röntgenkristallographie 

untersucht werden (Veröffentlichung 1).  

Hinsichtlich einer weiteren praktischen Anwendung der identifizierten Antikörper war zudem 

geplant, eine auf deren spezifischen Wechselwirkungen mit PAS-Polypeptiden basierende 

generische Strategie zur affinitätsbasierten Reinigung PASylierter Proteine zu entwickeln 

(Veröffentlichung 2). 
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2 Material und Methoden 
Diese publikationsbasierte Dissertation basiert auf zwei wissenschaftlichen 

Veröffentlichungen, in denen diverse molekularbiologische, proteinbiochemische, genetische 

und strukturbiologische Methoden angewendet wurden. Diese Methoden sind im Detail in den 

hier eingebundenen Veröffentlichungen sowie den dazugehörigen ergänzenden Informationen 

beschrieben. Aus diesem Grund werden in diesem Kapitel nur die wichtigsten aktuellen 

Methoden erläutert. Weitere Beschreibungen von molekularbiologischen, gentechnischen und 

proteinbiochemischen Standardmethoden können vorangegangenen Doktorarbeiten am 

Lehrstuhl für Biologische Chemie der Technischen Universität München entnommen werden, 

beispielsweise von Dr. M. Schlapschy, Dr. M. Gebauer, Dr. L. Friedrich und Dr. J. Breibeck. 

2.1 Bakterienstämme und Vektoren 
Escherichia coli B Stämme: 

BL21     F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSB(rB
– mB

–), gal [malB+]K-12(λS) 

     (Studier & Moffatt, 1986) 

Escherichia coli K Stämme: 

JM83     ara, Δ(lac-proAB), rpsL (= strA), Φ80, lacZΔM15  

     (Yanisch-Perron et al., 1985)  

KS272     F-, ΔlacX74, galE, galK, thi, rpsL(= strA), ΔphoA(pvuII) 

     (Meerman & Georgiou, 1994)  

Origami B    F-, ompT, lon, hsdSB(rB
– mB

–), gal, dcm, lacY1, ahpC, 

     gor522:Tn10 trxB (KanR, TetR) (Bessette et al., 1999) 

XL1-Blue    recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(r-
k, m+

k), supE44, 

     relA1, Δ(lacZYA-argF)U169 [F’:proAB+, lacIq, lacZΔM15, 

     Tn10 (tet')] (Bullock, 1987) 

2.2 Oligodesoxynukleotide 
Satz von Primern zur Amplifizierung von variablen Immunglobulindomänen der Maus (Chardès 

et al., 1999): 

Für degenerierte Nukleotide wurden folgende Abkürzungen verwendet: R = A/G; Y = T/C; K = 

T/G; W = A/T; M = C/A; S = C/G; V = A/C/G. 

VH1.1    5‘-ACT GCA GGT RTC CAC TCC-3‘   

VH1.2    5‘-ATA GCA GGT GTC CAC TCC-3‘   

VH1.3   5‘-RCT ACA GGT GTC CAC TCC-3‘   

VH1.4    5‘-GCY ACA GMT GTC CAC TCC-3‘   



Material und Methoden 

14 

VH1.5    5‘-ACT GCA GGT GTC CWM TCC-3‘   

VH1.6    5‘-RCT RCA GGT GTK CAC TCC-3‘   

VH1.7    5‘-GCT AWM GGT GTC CAC TCC-3‘   

VH1.8    5‘-CC TCA GGT GTC CAC TCC-3‘ 

VH1.9    5‘-GCT ACA GGT GCT CAC TCC-3‘  

VH1.10  5‘-ACT GCA GGT GTC CTC TCT-3‘ 

VH1.11  5‘-AYT GCA GGT GTC CAY TGC-3‘  

VH1.12  5‘-GCT AMM GGT GTC CAC TTC-3‘  

VH1.13  5‘-CTC CTG TCA KTA ACT KCA GGT-3‘ 

VH1.15  5‘-AAC TGC AGG TGT CTC TCT-3‘  

VH1.16  5‘-RCT RCA GGY GTC CAC TCT-3‘ 

VH2.1    5‘-CCA AGC TGT ATC CTT TCC-3‘  

VH2.2   5‘-CCA AGC TGT GTC CTR TCC-3‘  

VH3.1   5‘-TGT TGA CAG YCV TTC CKG GT-3‘ 

VH3.2   5‘-TGT TCA CAG CCT TTC CTG GT-3‘  

VH4   5‘-TTT AAA AGG GGT CCA GTG T-3‘  

VH5.1    5‘-TAY TTT AAA ARG TGT CMA GTG T-3‘  

VH5.2   5‘-GTT TTA AAA GGT GTC CTG TG-3‘  

VH6   5‘-CTY TTA AAA GGK GTC CAG WG-3‘  

VH7.1    5‘-CYT TTA MAT GGT ATC CAG TGT-3‘ 

VH7.2   5‘-CTT TTA CAT GGT TTC AAG TGT-3‘  

VH8   5‘-YTG TCC CTG CAT ATG TCY T-3‘  

VH9   5‘-ATG GCA GCW GCY CAA AG-3‘  

VH10   5‘-TTT ATC AAG GTG TGC ATT GT-3‘ 

VH11    5‘-CTT TTA AAA GWT GTC CAG KGT-3‘ 

VH12   5‘-GTG ACA GTC CTT CCT GGT AG-3‘  

VH14   5‘-CTT CCT GAT GGC AGT GGT T-3‘ 

VH15    5‘-AGC TAC AGG TAT CCA ATC C-3‘  

Vk1.1   5‘-CTG WTG TTC TGG ATT CCT G-3‘ 

Vk1.2   5‘-GGT CAG ACA GTC AGC AGT-3‘  

Vk2   5‘-GTG CTC TGG ATT CGG GAA-3‘  

Vk4/5   5‘-TCA GCT TCY TGC TAA TCA GTG-3‘  

Vk4/5   5‘-CTA ATC AGT GCT TCA GGA-3‘ 

Vk8.1   5‘-TGG GTA TCT GGT RCS TGT G-3‘ 

Vk8.2   5‘-AAA TTT AAA AGT ACC TGT GGG-3‘  

Vk9A/9b.1  5‘-GTT TCM AGG TRC CAG ATG T-3‘ 

Vk9A/9b.2  5‘-GCT CTG GTT YCC AGG TAT C-3‘ 
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Vk10   5‘-TGT TTT CAA GGT RCC AGA TGT-3‘ 

Vk11   5‘-GTT GTA ATG TCC AGA GGA-3‘  

Vk12/13.1   5‘-GCT TAC AGG TGC CAG ATG T-3‘  

Vk12/13.2  5‘-TCA ATT GTA GRT GCC AGA TGT-3‘  

Vk12/13.3  5‘-TTA CAG TAG GTG TCA GAT GT-3‘  

Vk12/13.4  5‘-CAG TCG TAG TTG TCA GAT GT-3‘  

Vk12/13.5  5‘-CCT CCT TCT TGG CCA AGA-3‘  

Vk19/28.1   5‘-TTA TAT GGA GCT GAT GGG-3‘  

Vk19/28.2   5‘-GTG TCT GGT GCT CAT GGG-3‘  

Vk19/28.3  5‘-CTS TGG TTG TCT GGT GTT GA-3‘  

Vk20   5‘-GTC TCT GAT TCT AGG GCA-3‘  

Vk21.1   5‘-TGC TKC KCT GGG TTC CAG-3‘ 

Vk21.2   5‘-TTG CAG GTG TTG ACG GA-3‘  

Vk22.1   5‘-GTA GGT GCC TCG TGC AC-3‘  

Vk22.2   5‘-TGT CTG GTG CCT GTG CA-3‘  

Vk23    5‘-TGG AYT YCA GCC TCC AGA-3‘ 

Vk24/25.1   5‘-WTC TCT RGA GTC AGT GGG-3‘  

Vk24/25.2  5‘-CTG GAT CCC TGG AKC YAC T-3‘ 

Vk32   5‘-TGT TCT GCT TTT TAG GTG TG-3‘  

Vk33/34   5‘-GAA TCC CAG GCA TGA TAT GT-3‘  

Vk31/38C   5‘-GCT TCA TGG TGC TCA GTG T-3‘  

VkRF   5‘-GAT ATC AGG TGC CCA GTG T-3‘ 

Außerdem wurden folgende Primer aus dem Bestand des Lehrstuhls verwendet (Loers et al., 

2014): 

RMG   5‘-AGG TCG CCA CAC GTG TGG-3‘  

RMK   5‘-GAC CTC CAC GGA GTC AGC-3‘  

 

2.3 Charakterisierung von Antikörpern aus dem Kulturüberstand 
von Hybridomzellen 

Anti-PAS Antikörper aus dem Kulturüberstand von Hybridomzellen wurden zwecks 

Bestimmung der Affinität und Kreuzreaktivität gegenüber PAS-Polypeptidsequenzen mittels 

Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie (SPR) und Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) charakterisiert. Da es sich bei einem Kulturüberstand um ein komplexes 

Probengemisch handelt, in dem neben den zu untersuchenden Antikörpern zahlreiche weitere 

Proteine und makromolekulare Bestandteile enthalten sind, mussten geeignete Methoden 

gefunden werden, um die Antikörper im Assay selektiv aus dem Probengemisch zu 
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immobilisieren. Hierbei wurden sowohl in der Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie 

als auch im ELISA anti-Maus IgG spezifische Fangantikörper eingesetzt. Auf diese Weise 

konnte im Fall des ELISA zudem sichergestellt werden, dass eine definierte Maximalmenge 

Antikörper aus dem Überstand auf der Mikrotiterplatte adsorbiert wurde. Dies erlaubte eine 

Charakterisierung der Bindungsaktivität unabhängig von der Konzentration des Antikörpers im 

Überstand. 

Charakterisierung von Antikörpern aus dem Kulturüberstand von Hybridomzellen mittels 

Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie (SPR) 

Alle Messungen wurden bei 25 °C an einem Biacore X100 Instrument (GE Healthcare, 

München) durchgeführt und die Ergebnisse mittels der Biacore X100 Evaluation Software 

(Version 2.0.1) ausgewertet. Als Laufpuffer und zur Verdünnung der Proben diente HBSET-

Puffer (0.01 M HEPES/NaOH pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 % v/v Tween-20). Über 

die Carboxylgruppen der Carboxydextran-Matrix eines CM3 Sensorchips (GE Healthcare) 

wurde der anti-Maus IgG-Fangantikörper gemäß Herstellerprotokoll (Maus Antibody Capture 

Kit, GE Healthcare) durch Aminkopplung mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N-Ethyl-N'-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) kovalent immobilisiert. Verbliebene NHS-

Estergruppen wurden durch Injektion von 1 M Ethanolamin abgesättigt. Dies erlaubte das 

reversible Einfangen von Antikörpern aus dem Kulturüberstand von Maus-Hybridomzellen an 

der Chip-Oberfläche und eine Echtzeitanalyse seiner Bindungswechselwirkung mit den 

jeweiligen Antigenen in unterschiedlichen Konzentration. Hierzu wurde der Fangantikörper in 

beiden Kanälen der Flusszelle des Sensorchips immobilisiert und anschließend nur in einem 

Kanal Antikörper aus dem Zellkulturüberstand adsorbiert, um den zweiten Kanal später als 

Referenz nutzen zu können. Eine Zugabe von Antigenen in unterschiedlichen Konzentrationen 

erfolgte bei der anschließenden Messung in beiden Kanälen. Hybridom-Kulturüberstände 

wurden im Verhältnis 1:5 in HBSET-Puffer verdünnt und 30 µl dieser Lösung bei einer 

Flussrate von 10 µl/min injiziert, um darin enthaltene anti-PAS Antikörper zu adsorbieren. 

Anschließend wurden abhängig von dem zu untersuchenden Antikörper mittels Einzelzyklus-

Kinetik (Karlsson et al., 2006) 45 µl eines der folgenden PAS-Fusionsproteine bei einer 

Flussrate von 30 µl/min und in Konzentrationen von 100 nM, 20 nM, 4 nM, 800 pM und 125 

pM injiziert: PAS#1(200)-IL1Ra, P/A#1(200)-IL1Ra, P/A#1(600)-GMCSF, APSA(200)-IL1Ra 

und hu4D5-P/A#1(200) (Breibeck & Skerra, 2018; Schlapschy et al., 2013). Um den 

absorbierten Antikörper nach der Messung abzulösen und damit die Oberfläche des 

Sensorchips für eine nächste Analyse zu regenerieren, wurde 50 µl 10 mM Glycin/HCl pH 1,7 

mit einer Flussrate von 30 µl/min injiziert. Die Messsignale wurden nach Subtraktion des 

Referenzwerts aus Kanal 2 und eines mit HBSET bestimmten Leerwertes der 

Kurvenanpassung nach einem Bindungsmodell mit bivalenten Analyten zur Bestimmung der 
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Geschwindigkeitskonstanten für Assoziation (kon) und Dissoziation (koff) unterzogen. Die 

Dissoziationskonstante KD ergab sich anschließend aus dem Quotienten koff/kon. 

Bestimmung der Bindungsaktivität von Antikörpern aus Hybridom-Überständen durch Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Die Vertiefung einer NUNC Maxisorp F 96-Well Mikrotiterplatte wurde über Nacht mit 50 µl 

einer in PBS auf 5 µg/ml verdünnten Lösung eines Fc-spezifischen anti-Maus IgG 

Fangantikörpers (polyklonal, aus Ziege) beschichtet. Freie Bindungsstellen wurden nach zwei 

Waschschritten mit PBS (4 mM KH2PO4, 16 mM Na2HPO4, 115 mM NaCl) durch Inkubation 

mit 200 µl 3 % w/v BSA in PBS/T (PBS mit 0,1 % v/v Tween-20) für 1 h blockiert, gefolgt von 

fünf Waschschritten mit PBS/T. Der den anti-PAS Antikörper enthaltende Hybridom-Überstand 

wurde 1:100 in PBS/T verdünnt und je 50 µl dieser Lösung in die Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h und fünfmaligem Waschen mit 

PBS/T wurde jede Reihe der Platte für 1 h mit einer 1:2 Verdünnungsreihe (beginnend bei 8 

nM) und, je nach Bedarf, mit einem der folgenden Antigene in PBS/T inkubiert: digoxigeniertes 

APSA(200)-Il1Ra, hu4D5-PAS#1(200), hu4D5-P/A#1(200) (Breibeck & Skerra, 2018; 

Schlapschy et al., 2013). Nach fünf Waschschritten mit PBS/T erfolgte eine einstündige 

Inkubation mit dem Sekundärantikörper (anti-human kappa leichte Kette Alkalische 

Phosphatase Konjugat (Sigma-Aldrich, Darmstadt), 1:1000 in PBS/T, oder anti-Digoxigenin 

Fab Fragment Alkalische Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim), 1:500 in PBS/T). Die 

Nachweisreaktion wurde nach 5 Waschschritten mit PBS durch Zugabe von 0,5 mg/ml p-

Nitrophenylphosphat in AP-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 8.8, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2) 

gestartet, und die Absorption bei 405 nm wurde für eine Dauer von 15 min in Intervallen von 1 

min mit einem Synergy 2 Mikroplatten-Lesegerät (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall) 

aufgezeichnet. 

Die Änderung der Absorption mit der Zeit (ΔA405/Δt) wurde gegen die Konzentration des in der 

Verdünnungsreihe eingesetzten PASylierten Proteins aufgetragen. Für die Bildung des 

Komplexes (P∙L) zwischen Bindeprotein (P) und immobilisiertem Ligand (L) wurde ein 

einfaches Gleichgewicht angenommen. Die Dissoziationskonstante wurde gemäß der 

Gleichung 

[P∙L]= [P]t*[L]tKD+[L]t  
durch nichtlineare Regression bestimmt (Voss & Skerra, 1997), wobei [P]t und [L]t die 

Gesamtkonzentrationen an Bindeprotein (Antikörper) bzw. Ligand (Antigen) sind. Der KD-Wert 

ergibt sich hierbei aus der in der Verdünnungsreihe eingesetzten und bekannten Konzentration 

anhand des jeweiligen Absorptionswertes, der zur Konzentration des Komplexes [P∙L] 
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proportional ist. Für die iterative Kurvenanpassung wurden die Softwarepakete OriginPro2020 

und KaleidaGraph verwendet. 

2.4 Charakterisierung von in E. coli produzierten 
Antikörperfragmenten 

Im Gegensatz zu den Antikörpern aus dem Kulturüberstand von Hybridomzellen (siehe 

Abschnitt 2.3) lagen die entsprechenden in E. coli rekombinant produzierten 

Antikörperfragmente in mittels Affinitäts- und Ionenaustauschchromatographie gereinigter 

Form vor. Dies erlaubte eine vereinfachte Charakterisierung der Bindungseigenschaften, da 

beispielsweise auf einen Fangantikörper verzichtet werden konnte. So wurde ein direkter 

ELISA angewendet, bei dem das Antigen direkt an der Platte immobilisiert wird. Im Fall der 

Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie wurden die PASylierten Proteine als Liganden 

ebenfalls direkt auf einem Chip immobilisiert, um durch anschließende Zugabe des 

Antikörperfragments als Analyt dessen monovalente Affinitätskonstante bestimmen zu 

können. 

Charakterisierung von in E. coli hergestellten Antikörperfragmenten mittels SPR 

Um die Bindungseigenschaften der Antikörperfragmente zu untersuchen, wurden die 

PASylierten Proteine PAS#1(200)-IL1Ra, P/A#1(200)-IL1Ra und Thioredoxin A (TrxA)-

APSA(200) (Breibeck & Skerra, 2018) mit der 20fachen molaren Menge Succinimidyl-6-

(biotinamido)hexaonate biotinyliert und jeweils einzeln als Ligand in einem Kanal eines Biotin 

CAPture Chip immobilisiert. Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe des jeweiligen 

rekombinanten Antikörperfragments mittels Einzelzyklus-Kinetik (Karlsson et al., 2006) bei 

einer Flussrate von 30 µl/min in den Chip injiziert. Zur Vorbereitung für die Immobilisierung 

eines neuen biotinylierten Liganden erfolgte die Regenerierung des Chips durch zwei 

aufeinanderfolgende Injektionen von 30 % v/v Acetonitril, 0,25 M NaOH und 6 M Guanidin-

HCl. Eine Auswertung der Daten erfolgte nach Subtraktion des Referenzkanals sowie eines 

mit HBSET aufgenommenen Leerwertes durch Anpassung der Kurven nach einem 1:1 

Bindungsmodell in der Software Biacore X100 Evaluation. 

Bestimmung der Bindungsaktivität von Fab Fragmenten im direkten ELISA 

Die Vertiefungen einer NUNC Maxisorp F 96-Well Mikrotiterplatte wurden mit je 50 µl einer auf 

10 µg/ml in PBS verdünnten Antigenlösung von P/A#1(600), PAS#1(600)-Leptin oder 

APSA(200)-IL1Ra (Breibeck & Skerra, 2018; Morath et al., 2015) entweder über Nacht bei 4 

°C oder für 2 h bei Raumtemperatur beschichtet. Auf einen Waschschritt mit PBS/T folgte eine 

Inkubation mit 200 µl 3 % w/v BSA in PBS/T für 1 h, um freie Bindungsstellen auf der Platte 

zu blockieren. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/T wurde jede Reihe der Mikrotiterplatte 

für 1 h mit 50 µl einer fortlaufenden 1:2 Verdünnungsreihe (beginnend mit einer geeigneten 
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Konzentration, typischerweise 100 nM) des zu untersuchenden Fab Fragments in PBS/T 

inkubiert. Ungebundene Antikörperfragmente wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS/T 

entfernt und die Platte für 1 h mit je 50 µl einer 1:1000 Verdünnung eines anti-human kappa 

leichte Kette Alkalische Phosphatase Konjugats (Sigma-Aldrich) in PBS/T inkubiert. Auf je zwei 

Waschschritte mit PBS/T und PBS wurde die Nachweisreaktion durch Zugabe von p-

Nitrophenylphosphat (0,5 mg/ml in AP-Puffer) gestartet. Die Absorption bei 405 nm wurde über 

eine Dauer von 15 min in Intervallen von 1 min mit einem Synergy 2 Mikroplatten-Lesegerät 

aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte analog zur Kurvenanpassung des ELISA mit den 

Antikörpern aus dem Kulturüberstand (siehe Abschnitt 2.3). 

2.5 Epitop-Kartierung mit dem SPOT-Verfahren 
Um die Aminosäuresequenz des von den anti-PAS Antikörpern gebundenen Peptidepitops zu 

bestimmen, wurde eine Epitop-Kartierung mit dem SPOT-Verfahren durchgeführt (Frank, 

2002). Arrays aus 12mer Peptiden, welche den kompletten Bereich der repetitiven 20 

Aminosäuren der PAS#1 und P/A#1 Sequenz abdeckten (Schlapschy et al., 2013), wurden als 

um jeweils eine Aminosäure versetzte Peptide in räumlich separierten Spots auf einer 

hydrophilen Zellulosemembran synthetisiert. Im Fall der APSA-Sequenz wurde aufgrund des 

einfacheren hochrepetitiven Aufbaus der Aminosäuresequenz dagegen eine 

Substitutionsanalyse durchgeführt. Hierfür wurde ein an den Positionen 3-8 durch alle 20 

proteinogenen Aminosäuren substituiertes Peptid mit der Sequenz AAPSAAPSAA 

synthetisiert. In allen drei Synthesen wurden Aminosäurederivate verwendet, deren terminale 

Aminogruppe durch eine Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc)-Schutzgruppe blockiert war. Im 

Fall von Aminosäuren mit reaktiven Seitenketten wurden weitere Schutzgruppen verwendet 

die während der gesamten Synthesephase stabil waren. Eine Aktivierung der freien terminalen 

Carboxylgruppe der zu koppelnden Aminosäure erfolgte durch Veresterung des in N-Methyl-

2-Pyrrolidon (NMP) gelösten Derivats mit Hydroxybenzotriazol (HOBt) in Anwesenheit von 

N,N-Diisopropylcarbodiimid (DIC) als Aktivator. Die Ausbildung der neuen Peptidbindung 

geschah durch Reaktion des so erhaltenen Aktivesters mit den Aminogruppen der 

derivatisierten Zellulosemembran bzw. der freien N-terminalen Aminogruppe des wachsenden 

Peptids, welches vorher mit 20 % v/v Piperidin in Dimethylformamid (DMF) von der Fmoc-

Gruppe entschützt wurde. Nach jedem Kopplungsschritt erfolgte eine Acetylierung 

verbliebener freier Aminogruppen durch Zugabe von 5 % v/v Essigsäureanhydrid in DMF. Um 

eine im natürlichen Polypeptid nicht vorkommende Ladung der synthetisierten Peptide am N-

Terminus zu vermeiden, wurde diese Acetylierung quantitativ nach dem letzten 

Kopplungsschritt durchgeführt. Die gesamte Synthese wurde automatisiert mit dem MultiPep 

RS Peptidsyntheseroboter (Intavis, Köln) durchgeführt, wobei die Planung, Berechnung der 

benötigten Reagenzien und die Programmierung der Syntheseschritte anhand der 

Peptidsequenzen mit Hilfe der MultiPep-Software erfolgten. 



Material und Methoden 

20 

Nach der automatisierten Synthese wurde die Membran in Ethanol (p.a.) gewaschen, 

getrocknet und jegliche verbliebenen Schutzgruppen mittels zweistündiger Inkubation mit 

einer Lösung aus 95 % v/v Trifluoressigsäure, 3 % v/v Triisopropylsilan und 2 % v/v H2O in 

einer verschlossenen Polypropylen-Box (unter dem Abzug) abgespalten. Es folgten vier 

Waschschritte mit je 20 ml Dichlormethan, gefolgt von 4 Waschschritten mit DMF und 

zweimaligem Waschen mit Ethanol. Die Membran wurde anschließend bei Raumtemperatur 

luftgetrocknet, gegebenenfalls zugeschnitten und entweder sofort verwendet oder bei -20 °C 

gelagert. 

Danach erfolgte die Inkubation mit den anti-PAS Antikörpern beziehungsweise 

Antikörperfragmenten. Hierzu wurde die Membran nach dreimaligem Waschen mit TBS (137 

mM NaCl, 2.7 mM KCl, 50 mM Tris/HCl pH 8.0) bei 4 °C über Nacht in MBS (TBS mit 0.05 % 

v/v Tween-20, 1 % w/v Saccharose) mit 10 % v/v Western Blocking Reagenz (Roche, 

Penzberg) inkubiert. Nach Waschen mit MBS erfolgte eine einstündige Inkubation mit einer 

1:5000 Verdünnung des Antikörpers aus dem Hybridom-Überstand oder einer 1 µg/ml Lösung 

des rekombinanten Antikörperfragments in MBS. Auf dreimaliges Waschen mit MBS folgte die 

Inkubation mit einer 1:1000 Verdünnung eines geeigneten Sekundärantikörpers (anti-Maus 

IgG Alkalische Phosphatase Konjugat (Sigma-Aldrich) im Fall der Antikörper aus dem 

Hybridom-Überstand; anti-human kappa leichte Kette Alkalische Phosphatase Konjugat 

(Sigma-Aldrich) im Fall der rekombinanten Fabs) in MBS für 1 h. Die Membran wurde daraufhin 

mit TBS-T (TBS mit 0.05 % Tween-20) gewaschen und in AP-Puffer äquilibriert. Durch Zugabe 

von 10 µl Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT, 75 mg/ml in 70 % (v/v) DMF) und des AP-

Substrats 60 µl 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP, 50 mg/ml in DMF) pro 20 ml AP-

Puffer wurde die Färbereaktion gestartet, wobei diejenigen Peptid-Spots sichtbar gemacht 

wurden, an die ein anti-PAS Antikörper oder Antikörperfragment gebunden hatte.  

2.6 Amplifizierung und Sequenzierung variabler Immunglobulin-
Regionen der Maus 

Um die Sequenz der variablen Regionen der von Hybridomzellen sekretierten Antikörper zu 

bestimmen, wurde die nach Isolierung der Gesamt-Zell-RNA erzeugte cDNA mit geeigneten 

Primern amplifiziert und anschließend sequenziert. Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus 

Hybridomzellen wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers 

verwendet. Hierbei wurden die Hybridomzellen mit Hilfe einer Spritze mit stumpfer Kanüle (0,9 

mm Durchmesser) nach Angaben des Herstellers homogenisiert. Die Konzentration der 

isolierten Gesamt-RNA wurde mit dem NanoDrop 2000 Photometer (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA) bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt und diese anschließend sofort für 

die Synthese der cDNA weiterverwendet oder bei -20 °C eingefroren. 
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Mittels reverser Transkription wurde zur Gesamt-RNA komplementäre cDNA synthetisiert. 

Hierfür wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) unter Befolgung 

des Herstellerprotokolls verwendet. Für die Synthese der cDNA mithilfe der reversen 

Transkriptase aus dem Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) wurden 1-3 µg der 

isolierten Gesamt-RNA sowie ein (dT)18-Oligodesoxynukleotid als Primer verwendet. Die so 

erhaltene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Ausgehend davon 

wurde mit einem Satz an 63 Vorwärts-Primern, die die Keimbahnsequenzen der leichten und 

schweren variablen Immunglobulinregionen der Maus weitgehend abdecken (siehe Abschnitt 

2.2; Chardès et al., 1999), zusammen mit den Rückwärts-Primern RMG und RMK, mittels PCR 

amplifiziert. Um hierbei zeit- und ressourcenschonend zu arbeiten, wurden die Vorwärts-

Primer für die leichten und schweren variablen Regionen in jeweils drei Untergruppen mit 5-

15 verschiedenen Oligodesoxynukleotiden zusammengefasst und gemischt. Diejenige 

Untergruppe, welche in einer analytischen Agarose-Gelektrophorese Banden mit der zu 

erwartenden Länge zeigte, wurde anschließend durch Verwendung der einzelnen Primer 

eingegrenzt, bis ein Paar aus Vorwärts- und Rückwärts-Primern identifiziert werden konnte, 

das zur spezifischen Amplifizierung der variablen Region führte. Das mit diesem Primer-Paar 

amplifizierte DNA-Fragment wurde anschließend mit dem Wizard SV Gel und PCR Clean-Up 

System (Promega, Madison, WI) von Primern und Polymerase gereinigt und in Verbindung mit 

dem jeweiligen spezifischen Vorwärts- oder Rückwärts-Primer mittels Mix2Seq Kit (Eurofins 

Genomics, Ebersberg) von beiden Seiten sequenziert. Die PCR-Ansätze zur Amplifizierung 

der variablen Immunglobulinregionen wurden mit 100 ng cDNA, 0,5 µM der Primer-Mischung 

oder der spezifischen Primer und Q5 Polymerase mit einer finalen Konzentration von 0,02 U/µl 

in einem Reaktionsvolumen von 30 µl durchgeführt. Auf eine initiale Denaturierung für 30 s bei 

98 °C folgten 30 Zyklen mit Denaturierung (98 °C, 10 s), Hybridisierung (60 °C, 30 s) und 

Elongation (72 °C, 30 s) sowie eine abschließende Vervollständigung der Syntheseprodukte 

bei 72 °C für 10 min. Um Kontaminationen der verwendeten Reagenzien ausschließen zu 

können, wurden jeweils parallel Reaktionsansätze ohne cDNA als Negativkontrolle angesetzt 

und ebenfalls durch analytische Agarose-Gelelektrophorese untersucht. 

2.7 Gentechnische Herstellung und chromatographische Reinigung 
von Proteinen 

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine wurden entweder cytoplasmatisch oder im 

periplasmatischen Raum von E. coli produziert. In letzterem Fall wurde eine Sekretion des 

Proteins durch Fusion des Strukturgens mit dem Genabschnitt der Signalsequenz des Outer 

Membrane Protein A (OmpA) oder der Alkalischen Phosphatase (PhoA) erreicht (Skerra, 

1994). Durch selektive Permeabilisierung der äußeren Bakterienmembran kann anschließend 

ein Periplasmaextrakt präpariert werden, der die rekombinanten Proteine enthält. Um bei der 
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Produktion von Fab-Fragmenten die korrekte Ausbildung sowohl inter- als auch intrachenarer 

Disulfidbindungen zu begünstigen, war die Expression im oxidierenden Milieu des 

periplasmatischen Raums unabdingbar (Skerra, 1994). Die kodierenden Sequenzen der 

variablen leichten und schweren Immunglobulinregionen wurden zur Expression als chimäres 

Fab, d.h. mit den humanen Cκ- und CH1γ1-Domänen, auf dem generischen Vektor pASK88 

(Schiweck & Skerra, 1995) kloniert. Die Sequenzen der variablen Regionen der Hybridom-

Klone 1.2, 2.1 und 3.1 waren bereits bekannt und wurden mit zur Subklonierung auf dem 

Vektor pASK88 geeigneten Restriktionsschnittstellen als synthetische Gene (Thermo Fisher 

Scientific) bestellt. An die kodierenden Sequenzen der Klone, deren Sequenz durch 

Amplifizierung der variablen Domänen ausgehend von der cDNA bestimmt worden war, 

wurden mittels geeigneter Primer Restriktionsschnittstellen angefügt. Diese Vorgehensweise 

ist in vorausgegangenen Arbeiten ausführlich beschrieben (Loers et al., 2014; Peplau et al., 

2020). Alle klonierten Antikörpersequenzen sind mit Translation im Anhang angegeben. 

2.7.1 Produktion von rekombinanten Fab-Fragmenten in E. coli im Schüttelkolben 
Ausgehend von einer frisch transformierten Einzelkolonie des E. coli K12-Stamms JM83 

(Yanisch-Perron et al., 1985) wurde 50 ml LB-Medium (Sambrook & Russell, 2001), 

supplementiert mit dem entsprechenden Antibiotikum (Ampicillin), inokuliert und diese 

Vorkultur bei 37 °C und 180 rpm kultiviert. Nach Zusatz des entsprechenden Antibiotikums 

wurde 2 L TB-Medium mit 4 ml der Vorkultur inokuliert und diese Hauptkultur bei 22 °C und 

180 rpm über Nacht kultiviert. Nach Erreichen eines OD550-Werts von 1,5 - 2 wurde die 

rekombinante Genexpression durch Zugabe von Anhydrotetracyclin (Acros Organics, Geel, 

Belgien) mit einer Konzentration von 200 µg/l induziert. Nach 3 h wurden die Zellen durch 

Zentrifugation bei 4 °C und 4500 rpm für 20 min sedimentiert und der Überstand vollständig 

entfernt. Das erhaltene Zellsediment wurde unter Kühlung auf Eis mit 25 ml eiskaltem 

Periplasma-Aufschlusspuffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA) 

resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Durch zwei 15-minütige Zentrifugationsschritte 

bei 4 °C und 5000 bzw. 11000 rpm wurden die Spheroplasten vom Periplasmaextrakt 

abgetrennt und letzterer zur darauffolgenden Reinigung mittels Metallchelat-

Affinitätschromatographie gegen das 100-fache Volumen des entsprechenden 

Chromatographiepuffers dialysiert (siehe Abschnitt 2.7.4). 

2.7.2 Produktion von rekombinanten Fab-Fragmenten in E. coli im Laborfermenter 
Die Produktion rekombinanter Proteine in E. coli im Laborfermenter wurde bis auf kleine 

Änderungen nach einem publizierten Protokoll durchgeführt (Schiweck & Skerra, 1995). Die 

genaue Zusammensetzung der verwendeten Lösungen kann dieser Publikation entnommen 

werden. Fermentationen wurden mit dem E. coli Stamm KS272 (Meerman & Georgiou, 1994) 

in einem 10 l Fermenter in Mineralsalzlösung (31 mM Na2HPO4, 19 mM KH2PO4, 25 mM 

NH4Cl, 5 mM Na3-Citrat) durchgeführt, der Glucose und Ammoniak als Kohlenstoff- bzw. 
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Stickstoffquelle zugeführt wurden. Um während der gesamten Fermentation gleichbleibende 

Bedingungen zu gewährleisten, erfolgte eine Überwachung von Temperatur, pH-Wert und 

Sauerstoffpartialdruck durch geeignete Regeleinheiten (Hamilton, Reno, NV). Hierbei wurde 

der pH-Wert durch Titration mit 12,5 % w/v Ammoniak bzw. 25 % w/v Orthophosphorsäure auf 

einen Wert von 7,0 eingestellt. Der Sauerstoffpartialdruck wurde durch Begasung mit Druckluft 

bzw. reinem Sauerstoff sowie durch Anpassung der Rührgeschwindigkeit im Bereich von 400-

800 rpm bei einem Wert von ≥30 % des sauerstoffgesättigten Partialdrucks in dem noch nicht 

angeimpften Kulturmedium gehalten. 

Als Vorvorkultur wurden ausgehend von einer frisch transformierten Einzelkolonie des E. coli 

Stamms KS272 4 ml mit entsprechendem Antibiotikum versetztes LB-Medium inokuliert und 

für 6 h bei 37 °C und 180 rpm kultiviert. 400 µl dieser Vorvorkultur wurde anschließend 

verwendet, um eine Vorkultur in 360 ml Mineralsalzlösung, supplementiert mit 40 ml 20 %iger 

w/v Glucoselösung, 4 ml 1 M MgCl2, 400 µl einer 10 mg/ml Thiaminhydrochlorid-Lösung sowie 

dem entsprechenden Antibiotikum zu inokulieren. Diese Vorkultur wurde für 20 h bei 30 °C 

und 180 rpm kultiviert.  

Das Fermentergefäß wurde mit 7 l Mineralsalzlösung gefüllt, im Autoklaven sterilisiert und das 

Kulturmedium durch Zugabe von 800 ml 20 %iger w/v Glucoselösung, 80 ml 1 M MgCl2, 8 ml 

einer 10 mg/ml Thiaminhydrochlorid-Lösung, 4 ml einer 35 g/l Fe3Cl-Lösung, 4 ml einer 8 g/l 

Zn-Acetat-Lösung, 10 ml Spurenelementlösung (Schiweck & Skerra, 1995) und dem 

entsprechenden Antibiotikum komplettiert. Nachdem das Kulturmedium in dem mit Sensoren 

bestückten Fermenter auf einen pH-Wert von 7,0 und eine Temperatur von 30 °C eingestellt 

war, wurde der Fermenter mit der gesamten Vorkultur inokuliert und Schaumbildung durch 

Zugabe von 1 ml einer 20 %igen Antifoam Y-30 Lösung (Sigma Aldrich) unterdrückt. Die 

Temperatur wurde nach der Inokulation für weitere 2 h bei 30 °C belassen, anschließend über 

einen Zeitraum von 2 h linear auf 25 °C gesenkt und für die restliche Dauer der Fermentation 

auf 25 °C belassen. Um eine ausreichende Versorgung der Bakterienkultur mit Kohlenstoff zu 

gewährleisten, wurde eine 50 %ige w/v Glucoselösung bei Erreichen einer Zelldichte von 

OD550 = 7,5 mit 14 ml/h, 20 ml/h bei OD550 = 12,5, 30 ml/h bei OD550 = 18,5 und 40 ml/h ab 

OD550 = 22,5 zugeführt. Zusätzlich wurden der Kultur bei Erreichen von OD550 = 15 nochmals 

4 ml der Fe3Cl- und Zn-Acetat-Lösungen, 10 ml Spurenelementlösung und 4 ml des 

entsprechenden Antibiotikums zugesetzt. Die Expression des Fab-Fragments wurde bei 

Erreichen von OD550 = 30 durch Zugabe von Anhydrotetracyclin mit einer Konzentration von 

0,5 mg/l induziert. Die Kultivierung wurde für 2,5 h weitergeführt und die Bakterienzellen 

anschließend durch Zentrifugation bei 4 °C und 4500 rpm (Sorvall™ RC 12BP Plus mit H-

12000 Rotor; Thermo Fisher Scientific) für 30 min sedimentiert. Der Überstand wurde 

vollständig verworfen und das erhaltene Zellsediment in einem geeigneten Volumen von 

eiskaltem Periplasma-Aufschlusspuffer (Volumen [ml] = OD550 x Kulturvolumen [l] x 2), versetzt 
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mit 250 μg/ml Lysozym und 15 mM EDTA, unter ständiger Kühlung auf Eis resuspendiert und 

für 30 min bei 4 °C auf einem Magnetrührer inkubiert. Der Periplasmaextrakt wurde 

anschließend durch drei Zentrifugationsschritte bei 4 °C und 5000 rpm (Sorvall™ RC 6 Plus 

mit SLA-1500 Rotor), gefolgt von zwei Zentrifugationen bei 11000 rpm, bei einer Dauer von 

jeweils 40 min von den Sphäroplasten getrennt. Der so erhaltene Periplasmaextrakt wurde 

durch fünfmalige Dialyse gegen je 5l Chromatographiepuffer für die Metallchelat-

Affinitätschromatographie vorbereitet und durch einen 0,45 µm Filter filtriert.  

2.7.3 Gentechnische Herstellung PASylierter Proteine  
Die gentechnische Herstellung und Reinigung der in dieser Arbeit im ELISA, SPR oder 

Western Blot verwendeten PASylierten Proteine ist hinreichend in vorausgegangen 

Doktorarbeiten und Veröffentlichungen beschrieben worden (Breibeck & Skerra, 2018; Morath 

et al., 2015; Rauth et al., 2016; Schlapschy et al., 2013). Nur die gentechnische Herstellung 

des PASylierten grün-fluoreszierenden Proteins (Green Fluorescent Protein, GFP) wurde in 

keiner vorausgegangenen Arbeit dokumentiert. Eine detaillierte Beschreibung der Herstellung 

und chromatographischen Reinigung dieses rekombinanten Proteins findet sich in 

Veröffentlichung 2 (Schilz et al., 2022). 

2.7.4 Chromatographische Reinigung von Antikörperfragmenten und PASylierten 
Proteinen 

Für alle in dieser Arbeit durchgeführten chromatographischen Verfahren wurden FPLC-

Anlagen des Modells ÄKTA Pure (GE Healthcare) verwendet. Chromatographieläufe wurden 

mit einer vom Hersteller für die jeweilige Säulenart empfohlenen Flussrate durchgeführt und 

Proben vor dem Auftragen auf die Chromatographiesäule durch einen 0,45 µm Filter filtriert. 

Die Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen für die in dieser Arbeit gereinigten 

Proteine ist in den Abschnitten zur jeweiligen Reinigungsstrategie und den beiden 

eingebundenen Veröffentlichungen angegeben (Schilz et al., 2021; Schilz et al., 2022). 

Metallchelat-Affinitätschromatographie 

Das Prinzip der Metallchelat-Affinitätschromatographie (Immobilized Metal Ion Affinity 

Chromatography, IMAC) zur Reinigung gentechnisch hergestellter Proteine mit Polyhistidin-

Affinitätsanhängsel wurde in der Einleitung bereits hinreichend erläutert, weshalb hier nur das 

methodische Vorgehen beschrieben wird. 

Eine Chromatographiesäule mit geeigneter Bindekapazität (typischerweise 200 mg) wurde mit 

einem halben Säulenvolumen einer 100 mM Ni-Sulfat-Lösung beladen und mit 3 

Säulenvolumina Wasser durchspült. Um gegebenenfalls überschüssige Ni2+-Ionen von der 

Säule zu waschen, wurde diese mit 2 Säulenvolumina des imidazolhaltigen Elutionspuffers 

(50 mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol) durchspült und anschließend in 

Laufpuffer (50 mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl) äquilibriert. Die Probe wurde entweder mit 
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Hilfe einer 50 ml Probenschleife (Superloop) oder, im Fall von größeren Probenvolumina, über 

eine Probenpumpe aufgetragen. Die Säule wurde bis zum Erreichen der Basislinie des UV-

Signals bei 280 nm mit Laufpuffer gespült. Die Elution gebundener Proteine erfolgte durch 

Anlegen eines linearen Konzentrationsgradienten von 0 bis 300 mM Imidazol in Laufpuffer 

über 15 Säulenvolumina. Im Fall der Reinigung eines im Laborfermenter hergestellten Fab-

Fragments wurden unspezifisch gebundene Proteine mit einem linearen Imidazol-

Konzentrationsgradienten von 0 bis 30 mM in Laufpuffer über 3 Säulenvolumina, gefolgt von 

2 Säulenvolumina mit konstanten 30 mM Imidazol in Laufpuffer, entfernt. Die Elution des Fab-

Fragments erfolgte mit einem linearen Konzentrationsgradienten von 30 bis 300 mM Imidazol 

in Laufpuffer über 10 Säulenvolumina. Das Eluat wurde in Fraktionen gesammelt und zur 

Vermeidung schwermetallvermittelter Präzipitation mit einer Endkonzentration von 5 mM mit 

500 mM EDTA/NaOH, pH 8.0 versetzt. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE 

auf Reinheit und Proteingehalt untersucht und bis zur weiteren Verwendung bis zu 3 Tage bei 

4 °C oder für längere Dauer bei -20 °C gelagert. Die IMAC-Säule wurde nach der Reinigung 

mit 3 Säulenvolumina 50 mM EDTA, 1 M NaCl durchspült, um die komplexierten Metallionen 

zu entfernen und die Säule für ein erneutes Beladen vorzubereiten. 

Ionenaustauschchromatographie 

Die Ionenaustauschchromatographie (Ion Exchange Chromatography, IEX) beruht auf 

Ladungs/Ladungs-Wechselwirkungen zwischen geladenen Proteinen und der 

entgegengesetzt geladenen Chromatographiematrix. Durch die Wahl eines Puffers mit einem 

pH-Wert oberhalb oder unterhalb des isoelektrischen Punktes (pI) des Zielproteins kann 

dessen Nettoladung dementsprechend beeinflusst werden. Für die 

Kationenaustauschchromatographie der Antikörperfragmente wurde der pH-Wert des Puffers 

hierzu 1 bis 1,5 pH-Einheiten unterhalb oder im Fall einer Anionenaustauschchromatographie 

entsprechend oberhalb des pI des Zielproteins eingestellt. Für die Reinigung der in dieser 

Arbeit produzierten rekombinanten Proteine wurden im Fall der 

Kationenaustauschchromatographie Resource S Säulen mit Sulfoethylgruppen und im Fall der 

Anionenaustauschchromatographie Resource Q Säulen mit quartären Ammoniumgruppen 

eingesetzt (beide von GE Healthcare). Da die Elution der gebundenen Proteine über einen 

Salz-Konzentrationsgradienten erfolgt, musste die Salzkonzentration der Proteinprobe vor der 

Ionenaustauschchromatographie durch Dialyse gegen einen geeigneten 

Chromatographiepuffer auf ein Minimum reduziert werden. Um eine ausreichende Löslichkeit 

der Antikörperfragmente zu gewährleisten, wurde mit einer Konzentration von 50 mM NaCl im 

Laufpuffer gearbeitet. Bei dieser Salzkonzentration war eine erfolgreiche Separierung der 

Antikörperfragmente von anderen Proteinen möglich, bei gleichzeitig minimalem Verlust an 

rekombinantem Protein aufgrund Aggregation während der Dialyse. Für die zu reinigenden 

Antikörperfragmente wurden folgende Laufpuffer verwendet: 50 mM NaCl, 20 mM 
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HEPES/NaOH, pH 6.5 für Fab-Fragmente 1.1, 1.2, 2.1 und 2.2; 50 mM NaCl, 50 mM 

MES/NaOH, pH 6.5 für Fab-Fragmente 3.1 und 3.2.  

Die entsprechende Chromatographiesäule wurde zunächst mit 5 Säulenvolumina des 

jeweiligen Chromatographiepuffers äquilibriert. Die Probe wurde abhängig vom Volumen 

entweder über die 50 ml Probenschleife oder direkt über die Probenpumpe aufgetragen. Um 

ungebundene Proteine zu entfernen, wurde die Säule anschließend bis zum Erreichen der 

Basislinie des UV280-Signals mit Laufpuffer gespült. Die Elution der gebundenen Proteine 

erfolgte durch Anlegen eines linearen Konzentrationsgradienten von 50 bis 500 mM NaCl über 

20 Säulenvolumina. Das Eluat wurde in Fraktionen gesammelt und hinsichtlich Reinheit und 

Proteingehalt per SDS-PAGE untersucht.  

Größenausschlusschromatographie 

In der Größenausschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) erfolgt die 

Trennung von Proteinen anhand deren Größe und Form. In dieser Arbeit wurde die SEC 

insbesondere zum Zweck der Feinreinigung, zum Abtrennen von Aggregaten oder 

Oligomeren, zum Pufferaustausch, zur Bestimmung der apparenten Molekülmasse oder zur 

Isolierung von Proteinkomplexen eingesetzt. Das Trennverfahren der SEC-Säulen beruht auf 

einer Chromatographiematrix aus sphärischen porösen Partikeln, welche mit sinkender 

Molekülgröße zunehmend durchdrungen werden. Für präparative Anwendungen wurden 

Superdex 10/300 GL Säulen und für analytische Zwecke Superdex 16/60 pg Säulen (beide 

von GE Healthcare) verwendet. Je nach Größe des Zielproteins wurde entweder Superdex 75 

(für Proteine ≤70 kDa) oder Superdex 200 (für Proteine >70 kDa) Säulenmaterial verwendet. 

Im Fall PASylierter Proteine wurde aufgrund des vergrößerten hydrodynamischen Volumens 

generell Superdex 200 Säulenmaterial eingesetzt. Um ein Überladen der SEC-Säulen zu 

vermeiden, wurde ein Probenvolumen von maximal 2 % des Säulenbettvolumens injiziert. 

Gegebenenfalls wurde das Probenvolumen zuvor mit Hilfe von Amicon-Konzentratoreinheiten 

(Merck Millipore, Billerica, MA) durch Zentrifugation eingeengt. Die Säule wurde vor dem 

Beladen mit der Proteinprobe mit mindestens 1,5 Säulenvolumina Puffer äquilibriert, bis sich 

ein konstantes Signal für die Konduktivität eingestellt hatte. Die Probe wurde mittels einer 

Probenschleife mit geeignetem Volumen aufgetragen. Die Auftrennung der in der Probe 

enthaltenen Proteine erfolgte durch isokratische Elution mit Chromatographiepuffer über ein 

Säulenvolumen. Die Größenausschlusschromatographie wurde generell mit PBS als 

Laufpuffer durchgeführt. Sollte das zu reinigende Antikörperfragment allerdings im nächsten 

Schritt der Kristallisation unterzogen werden, so wurde ein phosphatfreier Puffer mit geringer 

Konzentration an Puffersubstanz, geringer Ionenstärke sowie neutralem pH-Wert verwendet, 

beispielsweise 10 mM HEPES/NaOH, 70 mM NaCl, pH 7,5. Analog zu IMAC und IEX wurde 

das Eluat in Fraktionen gesammelt und mittels SDS-PAGE auf Reinheit und Proteingehalt 

untersucht. 
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Zur Bestimmung der apparenten Molekülgröße wurden die analytischen Gelfiltrationssäulen 

Superdex 75 10/300 GL oder Superdex 200 10/300 GL (beide GE Healthcare) mit einem 

Bettvolumen von 24 ml verwendet. Eine Kalibrierung der Säulen wurde mit den folgenden 

Standardproteinen (alle von Sigma-Aldrich) durchgeführt: Apoferritin (443 kDa), β-Amylase 

(200 kDa), Alkoholdehydrogenase (150 kDa), Transferrin (81 kDa), Rinderserumalbumin (66 

kDa) und Ovalbumin (43 kDa), während die Bestimmung des Totvolumens der Säulen mit 

Dextranblau (Sigma-Aldrich) erfolgte. Die apparente molekulare Masse des zu 

untersuchenden Proteins wurde anschließend anhand des Elutionsvolumens durch lineare 

Regression bestimmt. 

2.8 Reinigung PASylierter Proteine mittels anti-PAS 
Affinitätschromatographie 

Die im Rahmen der wissenschaftlichen Arbeiten zu Veröffentlichung 2 (Schilz et al., 2022) 

entwickelte anti-PAS Affinitätschromatographie basiert auf der Bindungswechselwirkung eines 

an dem Säulenmaterial immobilisierten anti-PAS Antikörperfragments mit der PAS#1-

Polypeptidkette PASylierter Proteine. Die kovalente Kopplung des anti-PAS Fab 1.2 über 

dessen freie Lysin-Aminogruppen erfolgte mit Hilfe der reaktiven NHS-Gruppen des 

Säulenmaterials (NHS-aktivierte Sepharose; GE Healthcare) und ist in der genannten 

Veröffentlichung detailliert beschrieben. Alle Reinigungen mit der so hergestellten 1 ml anti-

PAS Chromatographiesäule wurden an einer mit Multiwellenlängen-Detektor ausgestatteten 

ÄKTA Pure FPLC Anlage bei einer Flussrate von 1 ml/min durchgeführt. Als Laufpuffer diente 

1x SA-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA); die Elution erfolgte mittels 

1 M L-Prolinamid (Carbosynth, Compton, Vereinigtes Königreich) in Laufpuffer. Eine 

kompetitive Elution durch L-Prolinamid wird erzielt, da dieser einfache Ligand nicht nur eine 

Prolingruppe enthält, die einen wiederkehrenden Hauptbestandteil von PAS-Sequenzen bildet 

(Schlapschy et al., 2013), sondern seine Carboxamidgruppe auch die Peptidbindung mit dem 

darauffolgenden Aminosäurerest imitiert. Zur Lagerung wurde die Säule in Laufpuffer unter 

Zusatz von 0,1 % (w/v) Natriumazid bei 4 °C aufbewahrt. Bei der Reinigung von StrepII-eGFP-

PAS#1(200) wurde die Absorption neben der üblichen Wellenlänge von 280 nm auch bei 488 

nm verfolgt, um die intrinsische Fluoreszenz des eGFP zu detektieren. 

Aufgrund von spektroskopisch aktiven Verunreinigungen des L-Prolinamids wurde bei 

Anlegen der 1 M L-Prolinamidlösung ein Anstieg der Absorption bei 280 nm beobachtet, der 

mit der Absorption des eluierenden Proteins überlagerte. Um diesen Effekt zu korrigieren, 

wurde ein Chromatogramm ohne Proteinprobe unter ansonsten gleichen Bedingungen als 

Referenz aufgenommen. Das erhaltene Elutionsprofil wurde bei der Auswertung des 

Chromatographielaufs für die Proteinprobe mithilfe der Unicorn 7.04 Software als Leerwert 



Material und Methoden 

28 

abgezogen, um ein Chromatogramm zu erhalten, welches nur noch die Absorption des 

eluierenden Proteins bei 280 nm zeigt.  

In der Praxis wurde die Säule mit 2 Säulenvolumina Laufpuffer äquilibriert und die 

Proteinprobe anschließend über eine 2 ml Probenschleife aufgetragen, gefolgt von weiteren 2 

Säulenvolumina Laufpuffer zum Spülen der Säule. Im Fall der Reinigung eines PASylierten 

Proteins aus Periplasmaextrakt wurde ein Volumen von 20 ml mit einer Probenschleife 

aufgetragen. Die Elution erfolgte durch Injektion von 2 ml 1 M L-Prolinamid in Laufpuffer mit 

Hilfe einer 2 ml Probenschleife. Fraktionen des Eluats wurden gesammelt und mittels SDS-

PAGE auf Reinheit und Proteingehalt geprüft. Die Regenerierung der Säule erfolgte durch 

Spülen mit Laufpuffer bis zum Erreichen der Basislinie der Konduktivitäts- und UV-Signale. 

2.9 Biophysikalische Methoden 
2.9.1 ESI-Massenspektrometrie 
In E. coli hergestellte Proteine wurden durch massenspektrometrische Analyse auf korrekte 

Molekülmasse und quantitative Ausbildung von Disulfidbrücken untersucht. Dies erfolgte mit 

einem maXis Q-TOF Massenspektrometer (Quadrupol Time of Flight, Bruker Daltonics, 

Bremen) ausgestattet mit einer Elektrospray-Ionisations-Quelle (ESI). Dazu wurde 100 µl der 

zu analysierenden Proteinlösung mit Hilfe von Mikrodialyseeinheiten (MWCO: 10 kDa, Thermo 

Fisher Scientific) zweimal gegen 2 l 10 mM Ammoniumacetat pH 6,5 dialysiert. Direkt vor der 

Messung wurde die Probe mit 20 % (v/v) Acetonitril und 0,1 % (v/v) Ameisensäure versetzt. 

Die erhaltenen Spektren wurden mit Hilfe der Software Compass Data Analysis v4.0 (Bruker 

Daltonics) dekonvoliert. 

2.9.2 Fluoreszenztitration 
Um die Bindungskonstante des synthetischen Peptids Abz-APAPAAPA (Peptide Specialty 

Laboratories – PSL, Heidelberg) gegenüber den anti-P/A#1 Antikörperfragmenten zu 

bestimmen, wurde die Methode der Fluoreszenztitration angewendet (Lundblad et al., 1996). 

Hierbei wurde die Abnahme der intrinsischen Tyr/Trp-Fluoreszenz des Fab-Fragments bei 

Komplexbildung mit dem Peptidliganden, der mit einer N-terminalen o-Aminobenzoesäure 

(Abz) als strahlungsloser Energieakzeptor derivatisiert war, ermittelt. Die Messungen wurden 

an einem LS-50B Luminescence Spectrometer (Perkin Elmer, Waltham, MA) in einer auf 25 

°C temperierten 2 ml Quarzküvette bei Wellenlängen von 280 nm für die Anregung und 340 

nm für die Fluoreszenzdetektion durchgeführt, wobei das Signal über einen Zeitraum von 5 s 

integriert wurde. Hierbei wurden 2 ml einer 1 µM Lösung des Fab-Fragments in 100 mM 

Tris/HCl pH 7,5 mit einer 5 mM Lösung des Abz-APAPAAPA Peptids im gleichen Puffer in 

Aliquots von je 1 µl in insgesamt 22 Schritten titriert. Die gemessenen Fluoreszenzwerte 

wurden auf eine initiale Fluoreszenz von 100 % normalisiert und gegen die jeweils 
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resultierende Konzentration an titriertem Liganden aufgetragen. Eine Anpassung der Kurve 

erfolgte durch nichtlineare Regression mit dem Programm Kaleidagraph mit der Formel  

F=([P]t-[L]t-KD)ƒP
2 +([P]t+[L]t+KD)ƒPL

2 +(ƒP-ƒPL)ඨ([P]t+[L]t+KD)2
4 -[P]t[L]t 

nach Vogt & Skerra (2004), wobei die Parameter ƒPL, ƒP und KD angepasst wurden. [P]t und 

[L]t stehen hierbei für die Gesamtkonzentrationen von Protein (P) und Ligand (L) bei jedem 

Titrationsschritt, ƒP und ƒPL für die molaren Fluoreszenzkoeffizienten des freien Proteins und 

des Protein-Ligand-Komplexes, und KD stellt die Dissoziationskonstante des Komplexes dar. 

Eine Korrektur des inneren Filtereffektes erfolgte durch analoge Titration einer 5 µM Lösung 

von N-Acetyl-Tryptophanamid in 100 mM Tris/HCl pH 7,5 mit dem Abz-APAPAAPA Peptid 

(Vopel et al., 2005). 

2.10 Proteinkristallisation 
Alle für Kristallisationsansätze verwendeten rekombinanten Proteine wurden frisch hergestellt 

und zur Homogenität gereinigt. Das jeweilige gereinigte Protein wurde mit Amicon Ultra-4 oder 

Ultra-15 Konzentratoren auf 8-14 mg/ml konzentriert und anschließend durch Zentrifugen-

Filtereinheiten (Merck, Darmstadt) mit einer Porengröße von 0,45 µm filtriert. Die mit dem 

NanoDrop 2000 Photometer (Thermo Fisher Scientific)  bestimmten und zur Kristallisation 

verwendeten Proteinkonzentrationen und Kristallisationsbedingungen sind der 

eingebundenen Veröffentlichung 1 zu entnehmen (Schilz et al., 2021). Zur Kokristallisation 

wurden die anti-PAS Fab-Fragmente anschließend bei 4 °C für 1 h mit der dreifachen molaren 

Menge des jeweiligen Peptids (gelöst in Reinstwasser) inkubiert. Hierbei wurde darauf 

geachtet, dass das eingesetzte Volumen des gelösten Peptids maximal 5 % des Volumens 

der gesamten Lösung ausmachte, um die Proteinkonzentration nicht unnötig zu verringern. 

Die erhaltene Lösung wurde anschließend mit Hilfe des Kristallisationsroboters FreedomEvo 

(Tecan, Männedorf, Schweiz) in einem institutseigenen Satz von Präzipitationsbedingungen 

unter Verwendung der Dampfdiffusionsmethode (McPherson & Gavira, 2014) im sitzenden 

Tropfen in 96-Well CrystalQuick-Platten (Thermo Fisher Scientific) auf Kristallbildung getestet. 

Hierbei wurden Tropfenvolumina von insgesamt 300-1000 nl angesetzt, wobei jeweils die 

Proteinlösung mit der Präzipitationslösung in einem Volumenverhältnis von 1:1 gemischt 

wurde. So hergestellte Kristallisationsansätze wurden mit transparenter Klebefolie 

(CrystalClear, MancoInc., Avon, OH) luftdicht verschlossen und bei exakt 20 °C inkubiert. Im 

Fall von Kristallwachstum wurden die jeweiligen Bedingungen in manuellen Ansätzen in 24-

Well Platten (Crystalgen, Commack, NY) wiederholt angesetzt und hinsichtlich Größe und 

Streufähigkeit der Proteinkristalle durch iterative Variation von pH-Wert und Salz- oder 

Fällungsmittelkonzentration optimiert. Die Tropfengröße dieser manuellen Ansätze im 

sitzenden Tropfen betrug 1 µl Proteinlösung gemischt mit 1 µl Reservoirlösung. Die Tropfen 
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wurden dazu auf silanisierte Deckgläschen pipettiert, umgedreht auf einem am Rand mit einer 

Öl/Vaseline-Mischung beschichteten Reservoir dicht platziert und daraufhin gegen 1 ml 

Reservoirlösung äquilibriert. Die Zusammensetzung der Kryo-Lösungen zum Ernten und 

Schockfrieren der Kristalle sowie die Datensammlung am Synchrotron und das Vorgehen bei 

der Strukturlösung sind ausführlich in der eingebundenen Veröffentlichung 1 beschrieben 

(Schilz et al., 2021). Atomkoordinaten und Strukturfaktoren der im Rahmen dieser Arbeit 

gelösten Kristallstrukturen sind in der Protein Data Bank (PDB) unter folgenden Codes 

deponiert: 7O30 (Fab 1.1), 7O31 (Fab 1.2), 7O2Z (Fab 2.2) und 7O33 (Fab 3.1). 
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2.11 Computerprogramme und Datenbanken 
Computerprogramme 

Adobe Creative Suite 4  Erstellen von Abbildungen und Bildbearbeitung  

     (Adobe, San José, CA) 

ANTICALIgN    Analyse und Annotation von Immunglobulinsequenzen 

     (Jarasch et al., 2016) 

Biacore X100 Evaluation  Analyse und Auswertung von Rohdaten aus der  

ver. 2.0.1    Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie 

     (GE Healthcare) 

BioDocAnalyze 2.2   Bilddokumentation von SDS- und Agarosegelen  

     (Biometra, Göttingen) 

CCP4 ver. 7.0.078   Softwarepaket für die makromolekulare Röntgen-  

     Kristallographie (Winn et al., 2011) 

CLIQS ver. 1.2.044   Quantifizierung von Signalintensitäten im SPOT-Array

     (TotalLab, Newcastle-upon-Tyne, UK) 

Compass Data Analysis v4.0  Analyse und Dekonvolierung von Massenspektren  

     (Bruker Daltonik, Bremen) 

Coot ver. 0.8.9.   Modellierung von Proteinkristallstrukturen  

     (Emsley & Cowtan, 2004) 

Crysscreen ver.2.0   Software zur robotergestützten Proteinkristallisation 

     (Tecan Group, Männedorf, Schweiz) 

Endnote X8    Literaturverwaltung (Thomson Reuters, New York, NY) 

Gemini ver. 4.2.17.304  Software zur robotergestützten Proteinkristallisation 

     (Tecan Group) 

Gen5 ver.1.09.7   Datenerfassungs- und Analysesoftware für ELISA- 

     Experimente (BioTek Instruments, Winooski, VT) 

Gentle ver. 1.9.4   Analyse, Annotation, Bearbeitung und Verwaltung von 

     DNA-Sequenzen (Manske, 2006)    

KaleidaGraph ver. 4.03  Kurvenanpassung und statistische Analysen (Synergy 

     Software, Reading, PA) 

MultiPep ver. 1.5.07   Programmierung und Durchführung von Peptidsynthesen 

     (Intavis, Köln) 
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Office Professional 2016  Textverarbeitung und Tabellenkalkulation (Microsoft 

     Corporation, Redmond, WA) 

OriginPro 2020   Kurvenanpassung und statistische Analysen (OriginLab 

     Corporation, Northampton, MA) 

PyMOL 2.3.3    Dreidimensionale Darstellung und Analyse von  

     Proteinstrukturen (Schrödinger, New York, NY) 

Unicorn 7.04    Steuerung der ÄKTA FPLC-Anlagen und Analyse von 

     Chromatogrammen (GE Healthcare) 

XDS     Prozessierung von röntgenkristallographischen  

     Beugungsdaten (Kabsch, 2010) 

 

Datenbanken 

ExPASy    Portal zur Proteinanalyse   

     www.expasy.org (Gasteiger et al., 2003) 

IMGT     Analyse von Immunglobulinsequenzen   

     www.imgt.org (Brochet et al., 2008) 

PISA     Analyse von intermolekularen Kontaktflächen in  

     Proteinstrukturen 

     www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa (Krissinel & Henrick, 2007) 

Protein Data Bank (PDB)  Datenbank für Proteinstrukturen  

     www.rcsb.org (Berman et al., 2000) 
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3 Veröffentlichungen 
Die in dieser publikationsbasierten Dissertation eingebundenen Veröffentlichungen wurden 

jeweils durch wissenschaftliche Gutachter auf dem entsprechenden Fachgebiet im Auftrag der 

Fachzeitschrift geprüft (engl.: Peer Review). 

3.1 Veröffentlichung in Journal of Molecular Biology, Juni 2021 – 
Überblick und eigener Beitrag 

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel “Molecular recognition of structurally disordered 

Pro/Ala-rich sequences (PAS) by antibodies involves an Ala residue at the hot spot of the 

epitope” wurde am 20. Juni 2021 (online Version) in der Fachzeitschrift “Journal of Molecular 

Biology” veröffentlicht. 

Zitat: 

Schilz, J., Binder, U., Friedrich L., Gebauer, M., Lutz, C., Schlapschy, M., Schiefner, A. & 

Skerra, A. (2021) Molecular recognition of structurally disordered Pro/Ala-rich sequences 

(PAS) by antibodies involves an Ala residue at the hot spot of the epitope. J Mol Biol 433, 

167113. 

Zusammenfassung der Veröffentlichung: 

In dieser Veröffentlichung wird die biochemische und strukturelle Charakterisierung von 

Antikörpern mit Spezifität für Pro/Ala-reiche Sequenzen (PAS) beschrieben. Die PASylierung 

ist eine innovative Technologie zur Verlängerung der Plasmahalbwertszeit von Therapeutika, 

die als biologische Alternative zur PEGylierung entwickelt wurde. Im Rahmen dieser 

Veröffentlichung wurden Antikörper erzeugt, die als molekulare Werkzeuge in der 

präklinischen Entwicklung PASylierter Moleküle eingesetzt werden können. Hierbei galt es 

auch zu klären, wie die flexiblen und strukturell ungeordneten PAS-Polypeptide durch 

Antikörper spezifisch erkannt und gebunden werden können. 

In dieser Studie beschreiben wir die Generierung von Antikörpern durch Immunisierung von 

Mäusen mit drei verschiedenen an ein immunogenes Trägerprotein gekoppelten PAS-

Polypeptiden. Die Charakterisierung der daraus resultierenden Antikörper hinsichtlich ihrer 

Bindungseigenschaften erfolgte zunächst ausgehend von Kulturüberständen der 

entsprechenden Hybridomkulturen. Für jede der drei PAS-Polypeptide konnten nur wenige 

Klone, und darunter jeweils nur ein monoklonaler Antikörper mit hoher Affinität und Spezifität, 

für die jeweilige PAS-Antigensequenz identifiziert werden. Die Sequenzen der variablen 

Regionen dieser Antikörper wurden bestimmt und die daraus abgeleiteten rekombinanten 

Antikörperfragmente für kristallographische Studien in E. coli hergestellt. Auf diese Weise 

konnten, in einem Fall unter Zuhilfenahme eines ternären Komplexbildners, hochauflösende 
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Proteinstrukturen für vier Antikörperfragmente im Komplex mit dem zugehörigen PAS-

Epitoppeptid gelöst werden. Die strukturelle Untersuchung dieser Proteinkomplexe ergab, 

dass die Bindung vor allem durch Wasserstoffbrücken mit dem Rückgrat der Peptide sowie 

durch Van-der-Waals Kontakte vermittelt wird. Es stellte sich heraus, dass in mehreren dieser 

Komplexe Alanin, die Aminosäure mit der kleinsten Seitenkette, durch spezifische Kontakte 

und hohe räumliche Komplementarität im Zentrum des Paratops ein zentrales Element für die 

Epitoperkennung bildet. 

Die in dieser Studie charakterisierten Antikörper stellen vielversprechende Werkzeuge für die 

präklinische Entwicklung PASylierter Therapeutika wie auch für die Grundlagenforschung mit 

PASylierten Proteinen dar. Die Ergebnisse der röntgenkristallographischen Untersuchung 

liefern außerdem einen seltenen Einblick in den molekularen Erkennungsmechanismus von 

strukturell ungeordneten Immunogenen durch Antikörper. 

Beitrag des Autors dieser Dissertation: 

Der Autor dieser Dissertation war maßgeblich an der Konzeption der wissenschaftlichen 

Studie sowie der Sammlung, Analyse und Interpretation der Daten beteiligt. Er führte den 

Großteil der Experimente eigenhändig durch, beispielsweise Charakterisierung der Antikörper 

aus Kulturüberständen von Hybridomkulturen, Sequenzbestimmung der variablen Regionen 

ausgewählter Immunglobuline, Epitopbestimmung mittels SPOT-Array, Charakterisierung der 

Bindungseigenschaften der hergestellten rekombinanten Antikörperfragmente, Planung und 

Klonierung von Plasmiden sowie Produktion und Reinigung der Antikörperfragmente und 

Proteinantigene. Die Kristallisation der Proteinkomplexe, die Lösung der Kristallstruktur mittels 

molekularem Ersatz und Verfeinerung der Strukturmodelle wurden maßgeblich vom Autor 

dieser Dissertation durchgeführt. Der Autor war für das Verfassen des Manuskripts sowie 

dessen Überarbeitung verantwortlich. 
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3.2 Veröffentlichung in Angewandte Chemie International Edition, 
März 2022 – Überblick und eigener Beitrag 

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel “Direct affinity purification of long-acting PASylated 

proteins with therapeutic potential using L-prolinamide for mild elution” wurde am 24. März 

2022 (online Version) in der Fachzeitschrift “Angewandte Chemie International Edition” 

veröffentlicht. 

Zitat: 

Schilz, J., Clement, C., Greiner, F. & Skerra, A. (2022) Direct affinity purification of long-acting 

PASylated proteins with therapeutic potential using L-prolinamide for mild elution. Angew. 

Chem. Int. Ed., e202200079. 

Zusammenfassung der Veröffentlichung: 

Die chromatographische Reinigung stellt in der Entwicklung und Produktion von 

Biotherapeutika einen kritischen und oftmals kostenintensiven Arbeitsschritt dar. Aufgrund 

strenger Auflagen können bei Therapeutika für den klinischen Einsatz im Menschen keine 

Affinitätsanhängsel eingesetzt werden, weshalb alternative Reinigungsmethoden eingesetzt 

werden müssen. Im Rahmen einer vorangegangenen wissenschaftlichen Studie (siehe 

Abschnitt 3.1) wurden Antikörper generiert und charakterisiert, die spezifisch Pro/Ala-reiche 

Sequenzen (PAS) binden. Auf Grundlage der daraus abgeleiteten Antikörperfragmente sollte 

die Entwicklung einer generischen affinitätsbasierten Reinigungsmethode für PASylierte 

Proteine in Angriff genommen werden. 

In dieser Studie beschreiben wir die Auswahl eines niedrigaffinen Antikörperfragments und 

dessen Kopplung an NHS-aktivierte Sepharose als Affinitätsmatrix für die Reinigung 

PASylierter Proteine, sowie die Bestimmung geeigneter Elutionsbedingungen. Um einerseits 

die PASylierten Proteine effektiv an der immobilen Phase anzureichern und diese wieder 

schonend zu eluieren, wurde das Antikörperfragment des Klons 1.2 mit einer moderaten 

Affinität von 3.7 µM (bestimmt mittels Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie) zur 

PAS#1-Sequenz gewählt. Bei der Suche nach geeigneten Elutionsbedingungen zeigte sich 

die kompetitive Elution mit dem entsprechendem PAS#1-Epitoppeptid als anwendbar. Ebenso 

effizient, und hinsichtlich der Anwendung im präparativen Maßstab vielversprechender, war 

eine 1 M Lösung L-Prolinamid. Letztere Substanz wurde aufgrund ihrer deutlich geringeren 

Kosten für die weitere Entwicklung verwendet. Sowohl mit einer Suspension aus 

Sepharosekügelchen im 20 µl-Maßstab als auch mit einer 1 ml Säule konnte gezeigt werden, 

dass verschiedene PASylierte Proteine auf der Affinitätsmatrix stabil gebunden und durch 

Zugabe von 1 M L-Prolinamid im Laufpuffer wieder eluiert werden können, ohne die 

Affinitätsmatrix oder das zu reinigende Protein zu schädigen. Des Weiteren konnte die 
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Eignung dieser neuen chromatographischen Methode zur Einschrittreinigung PASylierter 

Proteine mit therapeutischer Relevanz, His6-PAS#1(800)-IL1Ra (Powers et al., 2020) und 

His6-H1GA-PAS#1(200) (Rauth et al., 2016),  aus dem Ganzzell- oder Periplasmaextraxt von 

E. coli gezeigt werden. 

Diese Ergebnisse beweisen die Anwendbarkeit der affinitätsbasierten Reinigung von 

PASylierten Proteinen ohne Notwendigkeit der Einführung eines zusätzlichen 

Affinitätsanhängsels. Die in dieser Studie entwickelte Reinigungsstrategie stellt somit eine 

vielversprechende Methode dar, um in der Herstellung PASylierter Proteine breite Anwendung 

zu finden. 

Beitrag des Autors dieser Dissertation: 

Der Autor dieser Dissertation war maßgeblich an der Konzeption und Durchführung der 

wissenschaftlichen Studie beteiligt und führte den Großteil der Experimente selbst durch. 

Hierzu zählen beispielsweise Produktion und Reinigung des Antikörperfragments, dessen 

Kopplung an NHS-aktivierte Sepharose, Planung der Experimente zur Bestimmung geeigneter 

Elutionsbedingungen sowie Methodenentwicklung und Durchführung sämtlicher Versuche an 

Chromatographieanlagen. Der Autor analysierte die entstandenen Daten und war für das 

Erstellen und Überarbeiten des Manuskripts verantwortlich. 
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4 Diskussion 

4.1 Charakterisierung von monoklonalen Antikörpern gegen 
strukturell ungeordnete Pro/Ala-reiche Sequenzen 

Im Arzneimittelentwicklungsprozess von Biotherapeutika sind molekulare Werkzeuge zur 

Untersuchung von Pharmakokinetik und Pharmakodynamik unabdingbar, um zu verstehen, 

wie ein Medikament wirkt und wie sich seine Konzentration im Körper oder Zielorgan nach der 

Verabreichung entwickelt (Baumann, 2006). Sowohl die US-amerikanische FDA als auch die 

Europäische Arzneimittel-Agentur (EMA) stellen hohe Anforderungen an die zu ermittelnden 

Daten und die verwendeten Methoden, um eine maximale Sicherheit für den Patienten zu 

gewährleisten. Besonders im Rahmen pharmakokinetischer Studien biotherapeutischer 

Wirkstoffe wird auf Immunoassays zurückgegriffen, um beispielsweise die Verweildauer des 

Wirkstoffs im Blutplasma zu überwachen, wobei sich monoklonale Antikörper aufgrund ihrer 

hohen Spezifität für das Zielmolekül als besonders geeignet erwiesen haben (Gorovits et al., 

2018). 

Allerdings besteht die Notwendigkeit, zuerst für jeden einzelnen biotherapeutischen Wirkstoff 

einen spezifischen Antikörper zu entwickeln. Im Zusammenhang mit durch die 

PASylierungstechnologie ausgestatteten Biotherapeutika bietet sich dagegen die Entwicklung 

universell einsetzbarer Antikörper an. Egal wie differenziert die therapeutisch wirksamen 

Protein- oder Peptidkomponenten der Wirkstoffe sind, so sind alle PASylierten Biotherapeutika 

durch ein Merkmal vereint: die damit fusionierten PAS-Polypeptidketten. Die Entwicklung von 

Antikörpern gegen ebendiese PAS-Polypeptidketten eröffnet somit die Möglichkeit, einen 

einzigen Antikörper für pharmakokinetische Studien in der Entwicklung sämtlicher mit der 

gleichen PAS-Sequenz ausgestatteter Biomoleküle verwenden zu können. Da zu Beginn der 

vorliegenden Arbeit keinerlei gegen PAS gerichtete Antikörper vorhanden waren, mussten 

zuallererst Antikörper generiert werden. 

Bei PAS-Polypeptiden handelt es sich um strukturell ungeordnete Sequenzen, für die in 

vielfachen präklinischen Studien unter wiederholter Verabreichung unterschiedlicher 

PASylierter Proteine in hohen Dosen eine niedrige Immunogenität gezeigt werden konnte 

(Bolze et al., 2016; Griffiths et al., 2019; Harari et al., 2014; Richter et al., 2020), weshalb eine 

Immunisierung von Mäusen mit reinem PAS-Polypeptid keine vielversprechende Option war. 

Hier bot sich die Kopplung mit dem hoch immunogenen Trägerprotein KLH (Keyhole Limpet 

Hemocyanin) an, das sich als wirksam erwiesen hat, um die Immunogenität von kurzen 

Polypeptiden zu steigern (Swaminathan et al., 2014). Mit dieser Methode war es zwar möglich, 

eine substantielle Immunantwort zu generieren, allerdings konnten unter den für jede der drei 

PAS-Sequenzen je 40 in Zusammenarbeit mit XL-protein GmbH näher charakterisierten 
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Hybridomklonen nur wenige einzigartige Klone identifiziert werden, was die sehr schwache 

Immunogenität der PAS-Polypeptide unterstreicht.  

Die Antikörper aus dem Kulturüberstand der von XL-protein GmbH erhaltenen Hybridomzellen 

wurden zunächst mittels SPR und ELISA durchmustert, da diese beiden Methoden eine 

zuverlässige Bestimmung der Bindungseigenschaften bei gleichzeitig hohem Durchsatz 

erlauben. Insbesondere die Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie bietet sich bei der 

Charakterisierung von Antikörpern an, da sie eine markierungsfreie Echtzeit-Bestimmung der 

Assoziations- und Dissoziationskonstanten der Komplexbildung zwischen Antikörper und 

PAS-Polypeptid erlaubt (Davidoff et al., 2015). Auf diese Weise wurden für die PAS#1-, P/A#1- 

und APSA-Polypeptidantigene je zwei vielversprechende Antikörper identifiziert, von denen 

jeweils zumindest einer eine hohe Affinität/Avidität im einstelligen nanomolaren oder sogar 

pikomolaren Bereich aufwies (Schilz et al., 2021). Kriterien für die Auswahl geeigneter 

Hybridomklone für die weitere Entwicklung waren vor allem eine hohe Affinität zur jeweiligen 

PAS-Sequenz, aber auch eine durch SPR bestimmte niedrige Dissoziationsrate sowie 

gegebenenfalls vorteilhafte Kreuzreaktivität zu anderen PAS-Sequenzen. Außerdem wurde 

die Eignung der Antikörper für den spezifischen Nachweis PASylierter Proteine im Western-

Blot bewertet. Während sich Antikörper mit hoher Affinität insbesondere für bioanalytische und 

diagnostische Zwecke eignen, kann eine moderate Affinitätskonstante dagegen für andere 

Anwendungsbereiche vorteilhaft sein, wie sich auch im Verlauf dieser Arbeit gezeigt hat.  

Mit Hilfe eines SPOT-Arrays konnten für die PAS#1- und P/A#1-Polypeptide die exakte 

Aminosäuresequenz des Epitops ermittelt werden. Während die gegen PAS#1 gerichteten 

Antikörper spezifisch für ebendiese Version der PAS-Sequenz waren, zeigten die gegen P/A#1 

gerichteten Antikörper eine gewisse Kreuzreaktivität für PAS#1. Erwähnenswert ist hierbei, 

dass in beiden Fällen ein sechs Aminosäuren langes Epitop an der exakt gleichen Stelle in der 

repetitiven 20mer Basissequenz (Schlapschy et al., 2013) erkannt wird, trotz der Substitution 

eines Alanins gegen Serin in der PAS#1-Sequenz. Die charakterisierten Antikörper 

unterschieden sich jedoch in der Anzahl der pro repetitivem 20mer erkannten Epitope. 

Während die PAS#1-Antikörper nur ein Epitop pro 20mer erkennen, binden die P/A#1 

Antikörper an zwei Epitope pro 20mer. Aufgrund des nur vier Aminosäuren umfassenden 

repetitiven Motivs der APSA-Sequenz ist in diesem Fall eine noch höhere Epitopdichte 

vorhanden.  

Der Einfluss der Epitopdichte scheint sich auch in der Affinität bzw. Avidität der Antikörper 

widerzuspiegeln: Für die beiden APSA-Antikörper beziehungsweise deren rekombinante Fab-

Fragmente wurden die höchsten Affinitäten gemessen. Die nur ein Epitop pro 20mer 

bindenden PAS#1 Antikörper hingegen wiesen im Gesamtvergleich die niedrigsten Affinitäten 

auf. Neben dem Aviditätseffekt auf Seiten des bivalenten Antikörpers scheint also auch die 

Epitopdichte auf Seite des jeweiligen Antigens eine große Rolle zu spielen, was sich bereits in 
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anderen Studien mit monoklonalen Antikörpern gezeigt hatte (Liu & Chen, 2005). Obwohl die 

für die Immunisierung verwendeten PAS#1- und P/A#1-Polypeptide so konzipiert waren, dass 

mindestens auch eine Kopie des Übergangs zwischen zwei benachbarten 20mer-

Sequenzwiederholungen enthalten war, konnten allerdings keine Antikörper identifiziert 

werden, die diesen Sequenzbereich erkennen.  

Für alle sechs ausgewählten Antikörper wurden nach der Sequenzanalyse der variablen 

Regionen, entweder ausgehend von cDNA aus den Hybridomzellen oder mittels synthetischer 

Gene, die entsprechenden chimären Fab-Fragmente mit humanen konstanten Domänen in E. 

coli hergestellt (Skerra, 1994). Aufgrund der kurzen Generationszeit dieses gut 

charakterisierten Labor-Bakteriums können in entsprechenden Nährmedien schnell und 

kostengünstig hohe Zelldichten erreicht werden (Rosano & Ceccarelli, 2014). Die komplexe 

Struktur eines kompletten IgG1-Antikörpers mit seinem Aufbau aus vier Proteinketten und den 

zahlreichen intra- und interchenaren Disulfidbrücken bringt E. coli als Expressionsorganismus 

jedoch an seine Grenzen (McKenna et al., 2019). Im reduzierenden Milieu des Cytoplasmas 

von E. coli ist aufgrund der fünf intra- beziehungsweise interchenaren Disulfibrücken auch die 

korrekte Faltung eines Fab-Fragments nicht möglich. Aus diesem Grund wurden die 

Aminosäuresequenzen der OmpA- und PhoA-Signalpeptide mit den N-termini der schweren 

beziehungsweise leichten Kette genetisch fusioniert (Skerra, 1994). Über das Sec-

Transportsystem werden beide Ketten des Fab-Fragments in den periplasmatischen Raum 

des Bakteriums geschleust, in dem aufgrund des vorherrschenden oxidierenden Milieus eine 

korrekte Ausbildung aller Disulfidbrücken und damit eine native Faltung möglich ist (Nakamoto 

& Bardwell, 2004; Plückthun & Skerra, 1989; Skerra & Plückthun, 1988). 

Die so hergestellten Fab-Fragmente wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Affinität zu den PAS-

Polypeptiden untersucht. Für alle Fab-Fragmente wurde im Vergleich zum intakten IgG-

Antikörper eine um 1-2 Größenordnungen schwächere Dissoziationskonstante im ELISA und 

SPR festgestellt. Der aufgrund der zwei verfügbaren Bindestellen eines IgG-Antikörpers 

mögliche Aviditätseffekt manifestiert sich dabei also besonders stark. Betrachtet man die hohe 

Flexibilität der PAS-Polypeptidkette, so scheint es sehr wahrscheinlich, dass bei der Bindung 

eines Antikörpers an dieselbe Polypeptidkette beide Paratope besetzt werden. Aufgrund der 

sehr hohen räumlichen Epitopdichte innerhalb der flexiblen PAS-Polypeptide sowie der 

Flexibilität des Antikörpers spielt eine Abhängigkeit des Aviditätseffekts von der Distanz der 

zur Verfügung stehenden Epitope, wie sie in anderen Studien festgestellt wurde (Jendroszek 

& Kjaergaard, 2021), im Fall langer PAS-Sequenzen offenbar keine Rolle. 

Zur Bestimmung der monovalenten Affinität des Fabs 2.2 gegenüber dem P/A#1-Epitoppeptid 

wurden Fluoreszenztitrationsexperimente mit dem synthetischen Peptid Abz-APAPAAPA 

durchgeführt, das eine N-terminale o-Aminobenzoylgruppe als Fluoreszenzresonanz-

Energietransfer-Akzeptor trägt (Voss & Skerra, 1997). Die so ermittelte Dissoziationskonstante 
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von 9.2 ± 0.1 µM (siehe Anhang, Abschnitt 8.2, Abbildung S1) kann mit dem für das gleiche 

Fab im ELISA ermittelten Wert von KD = 8 ± 1 nM verglichen werden, welcher mit dem 

Polypeptid P/A#1(600) als Antigen bestimmt wurde und etwa 1000fach höher ist. Dieser 

Unterschied kann bei dem monovalenten Fab nicht auf einen Aviditätseffekt zurückgeführt 

werden sondern deutet darauf hin, dass die genaue molekulare Nachbarschaft, die bei dem 

kurzen Minimal-Epitoppeptid fehlt, oder die räumliche Epitopdichte innerhalb eines längeren 

Polypeptids mit vielen Sequenzwiederholungen (Abbildung 4) die scheinbare 

Antikörperaffinität erheblich beeinflussen kann. 

 

Abbildung 4: Schematische Veranschaulichung der räumlichen Epitopdichte innerhalb eines längeren 

PAS-Polypeptids. Im Fall des hier exemplarisch gezeigten PASylierten IL-1Ra (PDB-Code: 1ILR) kann 

pro repetitivem 20mer der PAS#1-Sequenz ein Antikörperfragment (Fab 1.1, PDB-Code: 7O30) binden. 
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Durch die Verfügbarkeit von PAS-spezifischen Antikörpern eröffnen sich abgesehen von deren 

Einsatz zum empfindlichen Nachweis PASylierter Proteine weitere Möglichkeiten zur 

Anwendung der PASylierungstechnologie. So ist beispielsweise die zielgerichtete 

Adressierung PASylierter Nanocarrier mittels eines bispezifischen Bindemoleküls, das aus 

einem für das Zielprotein spezifischen Teil sowie einem anti-PAS Antikörper(-fragment) 

besteht, vorstellbar. Zudem hat sich die Verwendung von anti-PAS-Antikörperfragmenten zum 

Zweck der Affinitätsreinigung PASylierter Proteine als anwendbar erwiesen und ist in 

Veröffentlichung 2 (Schilz et al., 2022) detailliert beschrieben. 
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4.2 Strukturelle Untersuchung von Komplexen aus 
Antikörperfragmenten und Pro/Ala-reichen Epitoppeptiden 

Die hochaffine Wechselwirkung von Antikörpern mit der strukturell ungeordneten und flexiblen 

PAS-Polypeptidkette ist bemerkenswert, weshalb es von großem wissenschaftlichen Interesse 

war, die genauen molekularen Interaktionen aufzuklären, die diese Bindung erlauben. Trotz 

des rasanten Fortschritts, die die Proteinstrukturvorhersage mittels maschinellen Lernens in 

den letzten Jahren gemacht hat (Jumper et al., 2021; Senior et al., 2020) bleibt die Methode 

der Röntgen-Kristallographie der Goldstandard für die Bestimmung von Proteinstrukturen mit 

atomarer Auflösung. Der limitierende Schritt bei dieser Methodik ist meist das Erzeugen von 

beugungsfähigen Proteinkristallen, die in einem Beugungsexperiment mit Röntgen-Strahlung 

dazu genutzt werden um Beugungsbilder aufzunehmen. Aus diesen kann die dreidimensionale 

Verteilung der Elektronendichte für das kristallisierte Protein und damit seine Struktur bestimmt 

werden. Da aus Beugungsexperimenten lediglich die Intensitäten der Beugungsmaxima 

verfügbar sind, ergibt sich die Notwendigkeit, die für die Berechnung der Elektronendichte 

ebenfalls notwendige Phase derselben zu bestimmen (Hauptman, 1991). Dieses sogenannte 

Phasenproblem spielt besonders bei der ab-initio-Bestimmung von Proteinstrukturen eine 

große Rolle. Wenn bereits aufgeklärte homologe Proteinstrukturen vorliegen, kann dieses 

Problem wie im Fall der hier untersuchten Fab-Fragmente mittels Molekularem Ersatz gelöst 

werden, um initiale Phasen zu erhalten, die dann schrittweise verfeinert werden (Rossmann, 

1990). 

Obwohl auch Kristallstrukturen von kompletten IgG-Antikörpern gelöst werden konnten (Harris 

et al., 1998; Saphire et al., 2001), bildet die hohe intrinsische Flexibilität eines IgG-Moleküls 

eine Hürde für die erfolgreiche Kristallisation. Insbesondere die Gelenkregion, welche die erste 

und zweite konstante Domäne der schweren Kette und damit den Fab- und den Fc-Teil 

verbindet, erlaubt eine relativ freie Beweglichkeit innerhalb des Antikörpers (Sandin et al., 

2004). Die Glycosylierung des Fc-Teils trägt zusätzlich zur strukturellen Heterogenität eines 

Antikörpers bei, was die Ausbildung von geordneten Proteinkristallen erschwert. 

Vielversprechender ist dagegen der Ansatz, nur den für die Bindung des Antigens 

verantwortlichen Teil, das Fab-Fragment, für die Kristallisation zu verwenden.  

Diese Vorgehensweise wurde auch in der vorliegenden Arbeit verfolgt, um die 

Kristallstrukturen von vier verschiedenen Fab-Fragmenten im Komplex mit ihrem jeweiligen 

Epitoppeptid aufzuklären. Die Beschränkung auf das Fab-Fragment erlaubt deren Produktion 

als rekombinante Proteine in E. coli statt in deutlich zeitraubender Zellkultur. Trotz Wegfalls 

des Fc-Teils bleibt die Antigenbindung vollständig erhalten, was eine uneingeschränkte 

Untersuchung der molekularen Wechselwirkungen ermöglicht. Das Design der Epitoppeptide 

für die Kokristallisation basierte im Fall der P/A#1- und PAS#1-Sequenzen auf den im SPOT-
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Assay ermittelten Aminosäuresequenzen der erkannten Epitope, welche N- und C-terminal um 

jeweils einen Alaninrest erweitert wurden, in Übereinstimmung mit den Aminosäuresequenzen 

der repetitiven 20mer Bausteine. Im Fall der APSA-Sequenz wurde dagegen ein Oligopeptid 

aus drei Wiederholungen des APSA-Motivs verwendet, um auch deren Verknüpfungsstellen 

und hierdurch mögliche Epitopsequenzen abzudecken. Zur Vermeidung von Ladungen an den 

N-Termini der Eptioppeptide, die in den entsprechenden längeren PAS-Polypeptiden nicht 

vorkommen, wurden diese mit Pyroglutaminsäure oder durch Acetylierung blockiert. 

Die direkte Kokristallisation des Fab-Fragments mit dem jeweiligen Epitoppeptid war in drei 

Fällen erfolgreich, und die entsprechenden Kristallstrukturen der Fabs 1.1, 2.2 und 3.1 konnten 

bei einer maximalen Auflösung von 2.65 Å, 2.55 Å beziehungsweise 1.85 Å gelöst werden. 

Für die Fabs 1.2 und 2.1 jedoch wurden auf diese Weise keine beugungsfähigen 

Proteinkristalle erhalten. Dabei ist zu beachten, dass selbst das Fab-Fragment eines 

Antikörpers eine hohe Flexibilität aufweist, die insbesondere auf die strukturelle Beweglichkeit 

in der Ellbogen-Region zurückzuführen ist, welche die konstanten mit den variablen Domänen 

des Fabs verbindet. Für die Ausrichtung der variablen Domänen in Bezug auf die konstanten 

Domänen ist der Ellbogen-Winkel maßgeblich, der als der Winkel zwischen den Pseudo-

Zweifach-Achsen definiert ist, die die variable schwere mit der variablen leichten Domäne und 

die erste konstante Domäne der schweren mit der konstanten Domäne der leichten Kette 

gegenseitig in Verbindung setzen. In früheren Studien wurde für Kristallstrukturen von Fab-

Fragmenten mit leichter Kette des Typs kappa eine Variation dieses Winkels im Bereich von 

116° bis 226° nachgewiesen (Stanfield et al., 2006), was die strukturelle Flexibilität 

eindrücklich unterstreicht. Dieser Freiheitsgrad kann für die Ausbildung wohlgeordneter 

Proteinkristalle von Nachteil sein, da eine gleichmäßige Anordnung und Packung der Fab-

Fragmente entropisch erschwert wird. 

In der Vergangenheit konnte durch die Einführung von Mutationen in der Ellbogen-Region, 

welche die Beweglichkeit des Fabs limitieren, Verbesserungen bezüglich der 

Kristallisierbarkeit erzielt werden (Bailey et al., 2018). Um Aminosäureaustausche und damit 

eventuell einhergehende Änderungen der Eigenschaften des Fabs zu vermeiden, wurde in 

dieser Arbeit allerdings eine andere Strategie, nämlich die Kokristallisation zusammen mit 

einer für die Ellbogen-Region humaner leichter Ketten des Typs kappa spezifischen VHH-

Domäne als Kristallisationshelfer erwogen. Durch die Bindung der VHH-Domäne in diesem 

Bereich wird die Beweglichkeit von Fab-Fragmenten stark eingeschränkt, was die 

Kristallisation fördert (Ereño-Orbea et al., 2018). Der Komplex aus Fab und VHH wurde 

zunächst durch Größenausschlusschromatographie isoliert um eine 1:1-Stöchiometrie zu 

gewährleisten, und anschließend mit der dreifachen molaren Menge des für die 

Kokristallisation vorgesehenen Epitoppeptids inkubiert. Dieser Ansatz führte im Fall des Fab 
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1.2 zum Erfolg und erlaubte die Strukturbestimmung des Komplexes aus Fab, Epitoppeptid 

und VHH-Domäne bei einer Auflösung von 1.55 Å (Abbildung 5A). 

 

 

Abbildung 5: (A) Kristallstruktur des Fab 1.2 (leichte Kette: blau; schwere Kette: rosa; PDB-Code: 

7O31) in Komplex mit dem PAS-Epitoppeptid (rot) und der als Kristallisationshelfer eingesetzten VHH-

Domäne (grau). (B) Überlagerung der Strukturen der CDR-H3 Peptidschleifen der anti-PAS Fabs 1.1 

(rosa), 1.2 (blau), 2.2 (grün) und 3.1 (rot) zur Veranschaulichung der extrem kurzen CDR-H3 des Fab 

3.1 (abgewandelt nach Schilz et al., 2021). 

Die molekularen Wechselwirkungen zwischen Epitoppeptid und Antikörperfragment sind in 

allen vier Strukturen durch Van-der-Waals Kontakte, Wasserstoffbrückenbindungen sowie 

lokale hydrophobe Interaktionen dominiert. Gemäß der Natur der PAS-Polypeptide, die frei 

von jeglichen geladenen Aminosäureseitenketten sind, finden sich keinerlei Salzbrücken an 

der Kontaktfläche zwischen Fab und Epitoppeptid. Die Topologie der Paratope weist 

untereinander dennoch teils große Unterschiede auf. Die Fabs 1.2 und 3.1 besitzen eine 

Furche im Paratop, in der das Epitoppeptid eingebettet ist. Dies führt insbesondere in der 

Struktur des Fab 3.1 zu einer dichten räumlichen Interaktion, die mit einer begrabenen 

Oberfläche von 1009 Å² auf Seiten des Epitoppeptids sogar im Bereich der Kontaktfläche einer 

typischen Protein/Protein-Interaktion liegt (Janin et al., 2007). In den Strukturen der Fabs 1.1 

und 2.2 hingegen findet sich eine mehr oder weniger stark ausgeprägte Bindetasche. In diesen 

beiden Fällen sind einzelne, tief in den Bindetaschen begrabene Aminosäuren die 

Hauptakteure der Bindung. Überraschenderweise spielt in den Strukturen der Fabs 1.1 und 

2.2 jeweils ein Alaninrest im Epitop eine entscheidende Rolle bei der Bindung und der 
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Vermittlung enger räumlicher Wechselwirkungen. Dies ist insofern erstaunlich, als dieser 

Aminosäure generell eine inerte Rolle zugesprochen wird, und sie in der Substitutionsanalyse 

(“Alanin-Scan“) zur Aufschlüsselung von für die Protein/Ligand-Bindung wichtigen Resten 

eingesetzt wird (Cunningham & Wells, 1989). Im Gegensatz zu allen anderen proteinogenen 

Aminosäuren – ausgenommen Glycin, das aufgrund der fehlenden Seitenkette allerdings 

erhöhte Rückgratflexibilität bewirkt – bietet die Methylseitenkette des Alanins nur wenige 

Angriffspunkte für molekulare Interaktionen. Diese Tatsache unterstreicht die besondere 

Herausforderung für Antikörper bei der Bindung von PAS-Polypeptidketten und die 

Notwendigkeit der Nutzung jeglicher verfügbarer Wechselwirkungen.  

Mit einem vier Aminosäuren umfassenden Typ I β-Turn weisen die PAS#1-Epitoppeptide in 

den Komplexen mit den Fab-Fragmenten 1.1 und 1.2 eine gewisse Gemeinsamkeit auf. Dieser 

Turn wird in beiden Strukturen durch zwei intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen 

stabilisiert. Auch wenn in vorangegangenen Studien keinerlei Sekundärstrukturelemente für 

PAS-Polypeptide nachgewiesen werden konnten (Breibeck & Skerra, 2018), könnten solche 

intramolekularen Wasserstoffbrückenbindungen die konformationelle Entropie reduzieren, 

was die Bindungsaffinität durch einen Gewinn an freier Energie erhöhen würde (Makabe, 

2020; Miyanabe et al., 2018). 

Die besonders starke Furchung des Paratops von Fab 3.1 im Komplex mit dem (APSA)3-

Peptid (Abbildung 6A) wird durch eine sehr kurze CDR-H3 möglich gemacht, die mit nur drei 

Aminosäureresten selbst für die im Vergleich zu humanen CDR-H3 Sequenzen generell 

kürzeren Sequenzen der Maus-Immunglobuline auffällig wenig Reste aufweist (Wu et al., 

1993; Zemlin et al., 2003) (Abbildung 5B). Des Weiteren ermöglicht diese kurze CDR-H3 die 

exponierte Ausrichtung der hydrophoben Seitenkette eines Tryptophan-Rests im Zentrum des 

Paratops. Dieses Tryptophan ist in vielfältige Wechselwirkungen mit dem Epitoppeptid 

involviert und kann als zentraler Rest im Paratop betrachtet werden. Das APSA-Epitoppeptid 

windet sich um diesen Tryptophanrest, was zu einer bemerkenswerten Interaktion von vier 

Ringstrukturen führt, in der abwechselnd eine aromatische Aminosäureseitenkette des 

Antikörpers gegen den Pyrrolidinring jeweils eines Prolinrests im Epitoppeptid gestapelt ist 

(Abbildung 6B).  

Ein Tryptophan als zentraler Rest wurde auch in der Struktur eines anti-PEG Antikörpers 

beschrieben (Huckaby et al., 2020). In diesem Komplex agiert die ebenfalls exponierte 

hydrophobe Seitenkette des Tryptophanrests dynamisch, wobei die PEG-Kette nach einer 

Konformationsänderung der Seitenkette dieses Tryptophanrests eingefangen wird und sich 

die Wechselwirkungen mit der PEG-Kette hierdurch stabilisieren (Huckaby et al., 2020). Einen 

solchen dynamischen Bindemechanismus, bei dem die Polymerkette durch Änderung der 

Konformation einer Aminosäureseitenkette in einer Art Ringstruktur eingefangen wird, wurde 

in keiner der vier Strukturen der anti-PAS Fabs gefunden.  
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Abbildung 6: Strukturelle Details der Bindungswechselwirkungen zwischen Fab 3.1 und dem (APSA)3-

Peptid (PDB-Code: 7O33). (A) Einbettung des (APSA)3-Peptids (grün) innerhalb der Furche im Paratop 

des Fab 3.1 (leichte Kette: blau; schwere Kette: rosa). (B) Stapelwechselwirkungen zwischen TyrH27, 

ProP3, TrpH99 und ProP7 (schwarze gestrichelte Linien) des (APSA)3-Peptids (grün) bzw. der schweren 

Kette des Fab 3.1 (rosa). Die 2FO-FC-Elektronendichtekarte ist bei einer Konturenebene von 1σ 

dargestellt (abgewandelt nach Schilz et al., 2021). 

Obwohl anti-PEG Antikörper bereits seit Jahrzehnten bekannt sind, wurden erst 2020 die 

Strukturen von insgesamt drei verschiedenen Komplexen aus anti-PEG Fab und gebundener 

PEG-Kette gelöst (Huckaby et al., 2020; Lee et al., 2020). In allen drei Strukturen bilden zwei 

anti-PEG Fabs kooperativ einen Dimer-Komplex mit einer einzelnen PEG-Kette. Ein solcher 

Bindemodus unterscheidet sich stark von den anti-PAS Fabs, die allesamt in einer 1:1-

Stöchiometrie an ihr jeweiliges Epitoppeptid binden. Die gleichzeitige Bindung zweier Fabs 

wäre alleine schon wegen der Verwendung der kurzen Epitoppeptide für die Kokristallisation 

nicht möglich gewesen (im Gegensatz zu den hochrepetitiven PEG-Ketten). Außerdem weisen 

die gebundenen PAS-Epitoppeptide in keiner der vier Strukturen eine S-förmig gewundene 

Struktur auf, wie sie in den Komplexen mit den PEG-Ketten beobachtet wurde. Diese Struktur 

des PEG-Polymers führt dazu, dass die PEG-Kette aus dem Paratop herausragt, was eine 

kooperative Bindung zweier Fabs ermöglicht. 

Im Gegensatz zum PEG-Polymer weisen die PAS-Polypeptide alleine schon wegen des 

Peptidrückgrats deutlich mehr chemische Gruppen auf, die als Donor oder Akzeptor für 

Wasserstoffbrückenbindungen fungieren können (Schlapschy et al., 2013). In den Strukturen 

der anti-PEG Fabs wurden überraschenderweise keine Wasserstoffbrücken zwischen den 

Sauerstoffatomen der Ethergruppen des PEG und Aminosäuren der Antikörperfragmente 

identifiziert. Dementsprechend erfolgten die Wechselwirkungen zwischen PEG und Fab 

hauptsächlich über Van-der-Waals Kontakte. In PAS-Polypeptiden hingegen stehen durch die 

Peptidbindungen und die in der PAS#1- und APSA-Sequenz enthaltenen Serinreste eine 

Vielzahl an chemischen Gruppen zur Verfügung, die sich an Wasserstoffbrückenbindungen 
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beteiligen können. Diese Tatsache machen sich die anti-PAS Antikörper zunutze, um neben 

Van-der-Waals Kontakten mit zahlreichen Wasserstoffbrückenbindungen eine relativ starke 

Bindung der PAS-Polypeptide zu erreichen.  

In der Kristallstruktur des Fab 1.2 wurden beispielsweise 9 Wasserstoffbrückenbindungen 

zwischen Fab und Epitoppeptid identifiziert. Die drei N-terminalen Reste des Epitoppeptids 

bilden zusammen mit der CDR-H3 ein regelrechtes Wasserstoffbrückennetzwerk aus, das 

einem kurzen, antiparallelen β-Faltblatt ähnelt. Welchen Beitrag die zahlreichen 

Wasserstoffbrücken allerdings zur Affinität leisten, bleibt angesichts des begrenzten 

Energiegewinns von Wasserstoffbrücken in einer konkurrierenden wässrigen Umgebung 

unklar (Fersht, 1987; Gao et al., 2009).  

Trotz größter Bemühungen und mehrerer Herangehensweisen zur Kristallisation des Fab 2.1 

konnten in diesem Fall keine beugungsfähigen Proteinkristalle erhalten werden. So wurde 

sowohl eine Kokristallisation zusammen mit der VHH-Domäne, die im Fall des Fab 1.2 zum 

Erfolg führte, als auch die Expression des Fab 2.1 mit humaner leichter Kette des Typs lambda 

oder als chimäre Version mit murinen konstanten Domänen zur anschließenden 

Kokristallisation erfolglos versucht. Ein weiterer Ansatz, der in einer weiterführenden Arbeit 

untersucht werden soll, wäre die direkte Fusion des Epitoppeptids mit dem Fab. Hierbei wurde 

ein Abschnitt der P/A#1-Sequenz mit 16 Aminosäuren, der das vom Fab 2.1 erkannte Epitop 

in zweifacher Kopie beinhaltet, über einen aus fünf Glycinresten bestehenden Linker mit dem 

N-Terminus der leichten oder schweren Kette des Fabs fusioniert. In ersten 

Expressionsexperimenten konnte das Konstrukt mit dem Epitoppeptid am N-Terminus der 

leichten Kette hergestellt werden, wenn auch nur mit geringer Ausbeute. Weitergehend konnte 

in einem ELISA gezeigt werden, dass dieses Konstrukt im Gegensatz zum unmodifizierten 

Fab 2.1 nicht mehr in der Lage ist, ein PASyliertes Protein zu binden (siehe Anhang, Abschnitt 

8.2, Abbildung S2). Dies lässt darauf schließen, dass das Paratop des Fabs bereits durch das 

mit dem N-Terminus fusionierte Epitoppeptid belegt ist, was die Eignung dieses Konstrukts für 

die intramolekulare „Ko“-Kristallisation prinzipiell nahelegt. 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen nicht nur zu einem besseren Verständnis 

der Erkennung von intrinsisch ungeordneten Peptiden oder Proteinen durch Antikörper bei; 

die strukturelle Aufklärung der Wechselwirkungen zwischen Antikörpern und PAS-

Polypeptiden eröffnet außerdem Möglichkeiten für das strukturbasierte Engineering von anti-

PAS Antikörpern mit verbesserten Bindungseigenschaften. 
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4.3 Entwicklung einer Strategie zur Affinitätsreinigung PASylierter 
Proteine auf Basis der charakterisierten Antikörperfragmente 

Die kosten- und ressourceneffiziente Downstream-Reinigung stellt eine große Hürde in der 

Entwicklung und Produktion von Biotherapeutika dar. Zahlreiche protein- oder peptidbasierte 

Anhängsel für die spezifische Detektion und Reinigung von Proteinen werden in der 

biochemischen Forschung verwendet (Brizzard, 2008; Waugh, 2005), wohingegen deren 

Einsatz in Fusionsproteinen zur klinischen Behandlung von Patienten allerdings stark 

eingeschränkt ist. Nachteil dieser Affinitätsanhängsel ist, dass zusätzlich zum pharmazeutisch 

aktiven Protein eine weitere Komponente in das System eingebracht wird, was dessen Einsatz 

im Patienten beispielsweise aufgrund potentieller Immunogenität einschränkt. Auf Basis der in 

dieser Arbeit charakterisierten Antikörper gegen PAS-Polypeptidsequenzen und den hiervon 

abgeleiteten rekombinanten Antikörperfragmenten wurde eine allgemein anwendbare 

affinitätsbasierte Reinigungsstrategie für PASylierte Proteine entwickelt. Der größte Vorteil 

hierbei besteht darin, dass keine zusätzlichen Fremdbestandteile hinzugezogen werden 

müssen, da die als Affinitätsmatrix genutzten Antikörperfragmente gegen die PAS-

Polypeptidkette als pharmakologisch relevante Komponente des Biotherapeutikums gerichtet 

sind. Ein ähnlicher Ansatz findet sich in der weit verbreiteten Protein A Chromatographie, da 

hier die Bindung an den konservierten Fc-Teil von IgG-Antikörpern für deren Affinitätsreinigung 

genutzt wird (Hober et al., 2007).  

Neben der funktionellen und strukturellen Charakterisierung der anti-PAS Antikörper war die 

Evaluierung der Anwendbarkeit ihrer rekombinanten Fab-Fragmente für die Affinitätsreinigung 

PASylierter Proteine Bestandteil dieser Arbeit. Im Vergleich zu den Affinitäten/Aviditäten der 

bivalenten anti-PAS Antikörper, die allesamt im einstelligen nanomolaren oder sogar 

pikomolaren Bereich lagen, wurden für die monovalenten rekombinanten Antikörperfragmente 

deutlich niedrigere Affinitätswerte mittels SPR bestimmt, teilweise im einstelligen 

mikromolaren Bereich (Schilz et al., 2021). Im Hinblick auf die affinitätsbasierte 

Proteinreinigung stellt eine solche eher moderate Bindungswechselwirkung einen Vorteil dar, 

da nach erfolgter Komplexbildung mit dem Zielmolekül leichter dessen Elution unter milden 

Bedingungen erreicht werden kann (Götzke et al., 2019; Schmidt & Skerra, 2007; Skerra & 

Schmidt, 2000). Dies wird insbesondere wichtig, wenn man bedenkt, dass die für die 

Plasmahalbwertszeitverlängerung verwendete PAS-Polypeptidkette mehrere Kopien der 

Epitopsequenz beinhaltet, beispielsweise zehn Kopien des von den anti-PAS#1 Fabs 

erkannten Epitops in einem PAS#1(200) Fusionsprotein. Aufgrund dieser hohen Epitopdichte 

auf Seiten des PAS-Polypeptids wurde für die Entwicklung einer affinitätsbasierten 

Proteinreinigungsmethode das anti-PAS#1 Antikörperfragment mit der geringsten Affinität 

ausgewählt, Fab 1.2. Mit einer im SPR bestimmten monovalenten Affinität von nur 3.7 ±0.2 

µM und einer relativ schnellen Dissoziationskinetik (τ1/2 =6.4 s) weist das Fab 1.2 eine deutlich 
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niedrigere Affinität auf als beispielsweise das ebenfalls in der Immunaffinitätschromatographie 

eingesetzte Antikörperfragment des c-myc Antikörpers 9E10, welche in 

Fluoreszenztitrationsexperimenten mit einem synthetischen myc-tag Peptid zu 80 ±5 nM 

ermittelt wurde (Schiweck et al., 1997). Dass eine Affinität im mikromolaren Bereich für die 

Affinitätschromatographie ausreicht, wenn einer der beiden Bindungspartner multivalent ist, 

wurde bereits im Fall des Strep-tag-Affinitätsanhängsels bewiesen. Dieses Affinitätspaar 

eignet sich trotz einer Dissoziationskonstante von nur 37 µM zur Affinitätschromatographie 

(Schmidt et al., 1996). 

Bei der nicht ortsgerichteten kovalenten Kopplung von Antikörperfragmenten oder anderen 

Bindemolekülen können im Prinzip auch Reste in der Nähe der Antigenbindestelle konjugiert 

werden, was die biomolekulare Erkennung des Zielmoleküls beeinträchtigen kann. Deshalb 

wurden die Positionen der freien Lysin-Aminogruppen des Fab 1.2 vor der Kopplung an das 

Säulenmaterial anhand der vorhandenen Kristallstruktur überprüft. Da keine für die chemische 

Kopplung zugänglichen Lysinreste in der Nähe des Paratops identifiziert wurden, konnte eine 

nachteilige Beeinflussung der Bindungsaktivität ausgeschlossen werden, was sich in späteren 

Experimenten bestätigte.  

Um in den initialen Versuchen zur Ermittlung geeigneter Elutionsbedingungen einen möglichst 

großen Durchsatz bei vergleichsweise geringem Materialverbrauch zu erzielen, wurden die 

Experimente in Mikrozentrifugenröhrchen (1,5 ml) durchgeführt, bevor die 

vielversprechendsten Bedingungen im Säulenformat (1 ml) angewandt wurden. Insgesamt 

wurden drei Modellproteine verwendet: His6-PAS#1(800)-IL1Ra (Powers et al., 2020), His6-

H1GA-PAS#1(200) (Rauth et al., 2016) und StrepII-eGFP-PAS#1(200) (Schilz et al., 2022), 

wobei sich insbesondere letzteres aufgrund seiner Fluoreszenzeigenschaften als 

Modellprotein anbot. Das aus der Qualle Aequorea victoria stammende grün-fluoreszierende 

Protein (GFP) hat sich aufgrund seiner intrinsischen Fluoreszenz als wertvolles Werkzeug in 

vielen Bereichen der Molekularbiologie etabliert (Tsien, 1998). Der Vorteil hierbei ist, dass sich 

bereits kleine Mengen des GFP mit dem bloßen Auge erkennen lassen, was bei der 

Beurteilung von vollständiger Bindung und Elution auf beziehungsweise von der 

Affinitätsmatrix von großer Hilfe ist. Des Weiteren ermöglicht die intrinsische Fluoreszenz des 

GFP die Detektion desselben bei einer zweiten Wellenlänge, zusätzlich zu der für Proteine 

typischen von 280 nm, was beispielsweise bei der Verwendung von Elutionsreagenzien mit 

einer Absorption in diesem Wellenlängenbereich Vorteile mit sich bringt. Aufgrund der 

intensiveren Fluoreszenz und einer schnelleren Maturierungszeit des Chromophors beim 

enhanced GFP (eGFP) (Cormack et al., 1996) wurde hier diese GFP-Mutante verwendet.  

In Übereinstimmung mit den Beobachtungen bei der Kristallstrukturanalyse des Komplexes 

aus Fab 1.2 und dem PAS#1-Epitoppeptid (Abbildung 7B), in dem keinerlei Salzbrücken an 

der Interaktion beteiligt sind, führten Elutionsbedingungen mit erhöhter Ionenstärke nicht zur 
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Elution. Neben stringenten Elutionsbedingungen, bei denen beispielsweise durch einen stark 

erniedrigten pH-Wert eine Elution des PASylierten Proteins ausgelöst wird, bewirken 

kompetitiv bindende Reagenzien die Elution des Zielproteins. Im Gegensatz zu stringenten 

Bedingungen, bei denen oftmals eine Schädigung des Affinitätsliganden auftritt (Hari et al., 

2010; Shukla et al., 2007), wird bei kompetitiver Verdrängung die Interaktion zwischen den 

beiden Bindepartnern selektiv beeinflusst. Als besonders vielversprechend stellte sich anfangs 

eine 2 mM Lösung des PAS#1-Epitoppeptids heraus.  Obwohl die Elution mittels eines 

kompetitiv bindenden Peptids nicht unüblich ist (Götzke et al., 2019), wurde dieser Ansatz 

aufgrund der hohen Kosten für die Peptidsynthese nicht weiter verfolgt. Ebenso effizient, und 

hinsichtlich der Anwendung im präparativen Maßstab aufgrund der niedrigeren Kosten 

vielversprechender, war eine Lösung von 1 M L-Prolinamid.  

 

Abbildung 7: Prinzip der Affinitätsreinigung PASylierter Proteine unter Verwendung einer Säule mit 

dem immobilisiertem anti-PAS Fab 1.2. (A) Schematische Illustration der PAS-Affinitätsreinigung im 

Einschrittverfahren: (i) Auftragen des Zellextrakts, der das PASylierte Protein von Interesse enthält, (ii) 

Waschen der Säule mit einem physiologischen Laufpuffer und (iii) Elution des PASylierten Proteins 

durch Anwendung einer 1 M Lösung von L-Prolinamid in Laufpuffer bei pH 8. (B) Kristallstruktur (PDB-

Code: 7O31) des Fab 1.2 (leichte Kette: hellgrün; schwere Kette: dunkelgrün) im Komplex mit seinem 

PAS#1-Epitoppeptid (rot). (C) Aufsicht auf das Paratop von Fab 1.2 mit dem gebundenen minimalen 

PAS-Epitoppeptid dargestellt als Stäbchen mit den L-Prolinamidgruppen darin rot hervorgehoben. (D) 

Chemische Struktur von L-Prolinamid (Abbildung aus Schilz et al., 2022). 



Diskussion 

51 

Auch im 1 ml-Säulenformat konnte L-Prolinamid, ein biologisch inaktives und gut lösliches 

Carboxamidderivat der Aminosäure L-Prolin durch scharfe Elution überzeugen. Aufgrund der 

zusätzlichen Carboxamidgruppe ähnelt L-Prolinamid der Struktur eines in der PAS#1- 

Polypeptidkette eingebauten Prolinrestes (Abbildung 7C,D). In der gelösten Kristallstruktur des 

Komplexes aus Fab 1.2 und dem PAS#1-Epitoppeptid wird anhand des Prolins an Position 3 

im Peptid, welches als Wasserstoffbrückenakzeptor fungiert und hydrophobe 

Wechselwirkungen mit zwei Tyrosinresten in CDR-L1 eingeht, die Bedeutung dieser 

Aminosäure für die Bindung deutlich (Schilz et al., 2021). Im strukturellen Verlauf des PAS#1-

Epitoppeptids ist die Amidgruppe der C-terminalen Peptidbindung dieses Prolins zu Alanin für 

eine weitere Wasserstoffbrücke verantwortlich, was die Bedeutung der Carboxamidgruppe im 

L-Prolinamid hervorhebt und erklärt, weshalb eine Elution mit der Iminosäure L-Prolin alleine 

auch in hohen Konzentrationen nicht zum Erfolg führte. Unter der Annahme, dass eine weitere 

N- und/oder C-terminale Derivatisierung des L-Prolinamids zur Erhöhung der Ähnlichkeit zum 

Peptidrückgrat möglicherweise zu einem noch effektiveren Elutionsreagenz führt, wurden die 

durch Dr. Markus Anneser am Lehrstuhl synthetisierten und freundlicherweise zur Verfügung 

gestellten Derivate N-Methyl-pyrrolidin-2-carboxamid, Acetylpyrrolidin-2-carboxamid und 

Acetyl-N-methyl-pyrrolidin-2-carboxamid im 1 ml-Säulenmaßstab untersucht. Allerdings 

erreichte keine der getesteten Substanzen die Elutionseffizienz des L-Prolinamids (Daten nicht 

gezeigt).  

Nachdem zunächst das Funktionsprinzip der anti-PAS Affinitätssäule (Abbildung 7A) mit drei 

vorgereinigten PASylierten Proteinproben bewiesen wurde, konnte auch die Anwendbarkeit 

zur Einschrittreinigung aus E. coli Ganzzell- oder Periplasmaextrakten gezeigt werden. Dass 

die Interaktion mit der Affinitätsmatrix durch die PAS-Polypeptidkette herrührt, wurde in einem 

Versuch mit nicht PASyliertem StrepII-eGFP nachgewiesen, in dem keine Bindung an die 

Säule beobachtet wurde. Da für eine praktische Anwendung die Stabilität der Affinitätsmatrix 

und die Reproduzierbarkeit der Reinigung von großer Relevanz ist, wurden 20 identische 

Reinigungsläufe hintereinander durchgeführt und dabei die Fläche sowie Höhe des 

Elutionspeaks analysiert. Hierbei stellte sich heraus, dass die Elutionsprofile bei 

Standardabweichungen von nur 1,8 % und 0,8 % für Peakfläche beziehungsweise Peakhöhe 

sehr hohe Reproduzierbarkeit aufwiesen und kein Kapazitätsverlust der Säule zu erkennen 

war (Schilz et al., 2022). Obwohl bei der Verwendung einer biologisch inaktiven Substanz wie 

L-Prolinamid in einem Puffer mit neutralem pH-Wert von 8.0 zur Elution keinerlei 

Auswirkungen auf die makromolekulare Struktur des gereinigten Proteins zu erwarten war, 

wurden verschiedene Proteine nach der Elution einer analytischen 

Größenausschlusschromatographie unterzogen. Hierbei zeigten alle über die anti-PAS-

Affinitätssäule gereinigten Proteine monomeres Verhalten, ohne Anzeichen von 
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Oligomerisierung oder Aggregatbildung, sodass die so gereinigten PASylierten Proteine direkt 

nach der Elution beispielsweise in molekularbiologischen Assays verwendet werden können.  

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte anti-PAS-Affinitätschromatographie zeigt ein 

weiteres vielversprechendes Anwendungsgebiet für die in dieser Arbeit charakterisierten anti-

PAS-Antikörper auf. Zusammen mit den nun als molekulare Werkzeuge zur Verfügung 

stehenden Antikörpern bietet diese Chromatographietechnik eine weitere Methode, die bei der 

Entwicklung und Herstellung PASylierter Biotherapeutika von Nutzen sein kann. 

 

  



Zusammenfassung 

53 

5 Zusammenfassung 
In den letzten Jahren hat die Bedeutung proteinbasierter Therapeutika, sogenannter 

Biopharmazeutika, stark zugenommen. Die Wirksamkeit vieler dieser innovativen Arzneimittel 

wird allerdings durch eine kurze Plasmahalbwertszeit limitiert, da diese trotz höheren 

Molekülgewichts im Vergleich zu niedermolekularen Wirkstoffen immer noch über die Niere 

ausgeschieden werden. Mit der PASylation®-Technologie, einer biologischen Alternative zur 

PEGylierung, wurde eine innovative Strategie entwickelt, um durch genetische Fusion mit 

einer Pro/Ala-reichen Sequenz (PAS) Biotherapeutika mit verlängerter Verweildauer im 

Blutplasma zu schaffen. Neben der Plasmahalbwertszeit stellt die Reinigung von 

Biotherapeutika eine große Herausforderung im Entwicklungsprozess dar, da aufgrund 

strenger Auflagen für die Anwendung im Menschen auf in der Forschung übliche 

Affinitätsanhängsel verzichtet werden muss. 

Das Ziel dieser Arbeit war es, für die Diagnostik interessante Antikörper gegen PAS-

Sequenzen zu charakterisieren und deren Anwendbarkeit als molekulare Werkzeuge in der 

Entwicklung PASylierter Biotherapeutika zu untersuchen. Die flexible und strukturell 

ungeordnete PAS-Polypeptidkette stellt eine Sonderform intrinsisch ungeordneter Proteine 

und eine schwierige Zielstruktur für Bindemoleküle dar. Eine kristallographische Aufklärung 

des Bindemodus und der beteiligten molekularen Wechselwirkungen ist deshalb von großem 

wissenschaftlichem Interesse. Ausgehend von den charakterisierten Antikörpern sollte die 

Anwendbarkeit der daraus abgeleiteten Antikörperfragmente für die Entwicklung einer 

affinitätsbasierten Reinigungsstrategie für PASylierte Proteine untersucht werden. 

Nach Konjugation eines je vierzig Aminosäuren langen Polypeptids an ein hochimmunogenes 

Trägerprotein und mehrmaliger Immunisierung konnte für die drei PAS-Sequenzen PAS#1, 

P/A#1 und APSA jeweils eine Immunantwort in Mäusen hervorgerufen werden. Mittels 

Oberfächenplasmon-Resonanzspektroskopie und Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

wurden Antikörper aus dem Kulturüberstand von Hybridomzellen hinsichtlich ihrer 

Bindungseigenschaften untersucht und vielversprechende Klone für die weitere Entwicklung 

ausgewählt. Die Fähigkeit der Antikörper zur spezifischen Detektion PASylierter Proteine 

wurde im Western-Blot bewiesen. Die genaue Lage der linearen Epitope in den PAS-

Sequenzen konnte für die ausgewählten Antikörper mittels SPOT-Technologie bestimmt 

werden. 

Nach der Bestimmung der Nukleotidsequenzen der variablen Regionen dieser Antikörper 

mittels PCR mit geeigneten Primern wurden entsprechende Antikörperfragmente (Fab) zum 

Zweck der Proteinkristallisation als chimäre Version periplasmatisch in E. coli produziert. In 

vier Fällen war es auf diese Weise möglich, die hochauflösende Proteinstruktur des 

Komplexes aus Antikörperfragment und Epitoppeptid zu lösen. Um Proteinkristalle des Fab 



Zusammenfassung 

54 

1.2 zu erhalten, wurde eine Strategie zur Verbesserung der Kristallisierbarkeit von Fabs unter 

Zuhilfenahme einer kameliden VHH Domäne mit Spezifität für die Gelenkregion der humanen 

leichten Kette des Typs kappa als „Kristallisationschaperon“ angewendet.  

Die Kristallstrukturen zeigten, dass die Bindung zwischen Epitoppeptid und 

Antikörperfragment aufgrund der Abwesenheit von geladenen oder großen hydrophoben 

Aminosäureseitenketten in den PAS-Polypeptiden durch Wasserstoffbrückenbindungen mit 

dem Peptidrückgrat und Van-der-Waals Kontakte geprägt ist. In einigen Fällen wies das 

Paratop ausgeprägte räumliche Komplementarität zum Epitoppeptid auf, was zu einer großen 

begrabenen Oberfläche führte (1009 Å2 im Fall des vom Fab 3.1 gebundenen Epitoppeptids). 

Überraschenderweise zeigte sich, dass Alanin, die Aminosäure mit der kleinsten Seitenkette, 

in mehreren Strukturen ein zentrales Element im Epitop darstellt und an essentiellen 

Wechselwirkungen beteiligt ist. Zusätzlich stellte sich heraus, dass die apparente Affinität stark 

vom Aviditätseffekt der bivalenten Antikörper und der Länge der PAS-Polypeptidkette mit 

multiplen Epitopen abhängig war.  

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Anwendbarkeit der charakterisierten Antikörper zur 

Verwendung in einer affinitätsbasierten Reinigungsstrategie für PASylierte Proteine 

untersucht. Hierfür wurde auf das monovalente Fab 1.2 mit einer moderaten Affinität von 3.7 

µM zurückgegriffen, um nach der selektiven Adsorption der PASylierten Zielmoleküle an die 

Säulenmatrix auch eine effektive Elution unter milden Bedingungen zu ermöglichen. Nach der 

Kopplung dieses Fabs an Sepharose konnten im Mikromaßstab vielversprechende 

Elutionsbedingungen identifiziert werden. Die kompetitive Elution in Gegenwart von 1 M L-

Prolinamid bei pH 8 erwies sich als besonders geeignet und wurde im 1 ml Säulenmaßstab 

auf einer automatisierten Chromatographieanlage getestet. Die Anwendbarkeit der so 

hergestellten Affinitätssäule wurde durch die erfolgreiche Einschrittreinigung verschiedener 

PASylierter Proteine aus Ganzzell- oder Periplasmaextrakt von E. coli demonstriert. Ein 

nachteiliger Einfluss der Reinigungsprozedur oder des L-Prolinamids auf die PASylierten 

Proteine oder die Affinitätsmatrix wurde nicht beobachtet. Mit einer Standardabweichung von 

nur 1,8 % und 0,8 % für Peakfläche beziehungsweise Peakhöhe über zwanzig 

aufeinanderfolgende Chromatographieläufe wurde die Stabilität der Affinitätssäule und die 

hohe Reproduzierbarkeit demonstriert. 

Sowohl mit den charakterisierten Antikörpern als auch mit der neu entwickelten 

affinitätsbasierten Reinigungsstrategie konnten in dieser Arbeit vielversprechende molekulare 

Werkzeuge für die präklinische und klinische Entwicklung von PASylierten Wirkstoffen sowie 

eine innovative Reinigungsstrategie für PASylierte Proteine bereitgestellt werden. 
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6 Abkürzungen 
Abz   ortho-Aminobenzoesäure 

AEX    Anionenaustauschchromatographie 

Amp   Ampicillin 

AP   Alkalische Phosphatase  

BSA   Buried Surface Area  

cDNA   kodierende Desoxyribonukleinsäure  

CDR   Complementarity Determining Region  

CEX   Kationenaustauschchromatographie 

E. coli   Escherichia coli  

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

eGFP   enhanced GFP  

ELISA   Enzyme-Linked Immunosorbent Assay   

Fab   „Fragment Antigen Binding“ eines Immunglobulins  

Fc   „Fragment Crystallizable“ eines Immunglobulins  

FDA   U.S. Food and Drug Administration  

GFP   Grün fluoreszierendes Protein  

IgG   Immunglobulin der Klasse G  

IMAC   Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography  

KD   Dissoziationskonstante  

kDa   Kilodalton 

kon   Assoziationsgeschwindigkeitskonstante 

koff   Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante 

MWCO  Molecular Weight Cut-Off  

NHS   N-Hydroxysuccinimid 

ODx   Optische Dichte bei Wellenlänge x  

p.a.   pro analysi  

PAS   Pro/Ala-reiche Sequenzen  

PBS   Phosphate Buffered Saline  

PEG   Polyethylenglycol 

PDB   Protein Data Bank at RCSB  

PCR   Polymerasekettenreaktion  

pI   isoelektrischer Punkt  

PPA   Periplasmaaufschluss 

RMSD   Root Mean Square Deviation  

rpm   Rounds per Minute  



Abkürzungen 

56 

SAC   StrepTactin Affinitätschromatographie  

scFv   „Single Chain Variable Fragment“ eines Immunglobulins  

SDS-PAGE  Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  

SEC   Size Exclusion Chromatography  

SPOT   Synthetic Peptides on Transfer Membrane   

SPR   Surface Plasmon Resonance  

VH   “Variable Heavy Chain” eines Immunglobulins  

VHH   “Variable Heavy Chain” eines kameliden Immunglobulins  

VL   “Variable Light Chain” eines Immunglobulins  

v/v   Volume per Volume  

w/v   Weight per Volume  
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8.2 Anhang II: Ergänzende Ergebnisse 

 

Abbildung S1: Fluoreszenztitration des gereinigten Fab 2.2 mit dem Peptid Abz-APAPAAPA 

(RFU: Relative Fluorescence Units). Eine Kurvenanpassung gemäß der bimolekularen 

Komplexbildung ergab eine Dissoziationskonstante von KD = 9.2 ± 0.1 µM.  
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Abbildung S2: ELISA mit dem Fab 2.1 im Vergleich mit Fab 2.1 P/A16-Gly5-VL. Letzteres 

Proteinkonstrukt ist am N-terminus der leichten Kette über einen Glycinlinker mit einem 16 

Aminosäuren umfassenden Abschnitt der P/A#1-Sequenz fusioniert, der zwei Kopien des 

Epitops enthält. Als Antigen wurde P/A#1(200)-IL1Ra an der Mikrotiterplatte adsorbiert; die 

Detektion erfolgte nach Zugabe eines Sekundärantikörpers mit p-Nitrophenylphosphat als 

chromogenem Substrat. Das Fab 2.1 P/A16-Gly5-VL ist im Gegensatz zum Fab 2.1 nicht mehr 

in der Lage, das an der Mikrotiterplatte adsorbierte P/A#1(200)-IL1Ra zu binden. 

  



Anhang – Antikörpersequenzen 

122 

8.3 Anhang III: Liste aller klonierten Antikörpersequenzen 
Fab 1.1 – Nukleotidsequenz der schweren Kette: 
GAAGTTAAACTGCAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCACATGCACCGTCTCA
GGGTTCTCATTAACCGGCTATGGTGTAAATTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAATG
ATATGGGGTGATGGAATCACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAGCATCAGCAAGGACAACTCCAAG
AGTCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGATGACACAGCCAGGTACTACTGTGCCAGGGATTACTAC
GGTAGGAGGTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACTGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACC
TACATCTGCAACGTTAATCACAAACCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGCCATCAC
CACCATCACCAT 
Fab 1.1 – Nukleotidsequenz der leichten Kette:  
GACATCGAGCTCACACAGTCTCCTGCTTCCTTAGCTGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTCATGCAGGGCC
AGCAAAAGTGTCAGTTCATCTGGCTATAATTATATGTTCTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTC
CTCATCTATCTTGCATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGACAGGTTCTGGGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTC
ACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCAGCAACCTATTACTGTCAGCACAGTAGGGAGCTTCCTCTA
ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTCGAGATCAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTC
ACCCATCAGGGCCTGAGTTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGAGAGTGT 
Fab 1.1 – Aminosäuresequenz der schweren Kette: 
EVKLQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTGYGVNWVRQPPGKGLEWLGMIWGDGITDYNSALKSRLSISKDNSK
SQVFLKMNSLQTDDTARYYCARDYYGRRYYAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCHH
HHHH 
Fab 1.1 – Aminosäuresequenz der leichten Kette:  
DIELTQSPASLAVSLGQRATISCRASKSVSSSGYNYMFWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFWGSGSGTDF
TLNIHPVEEEDAATYYCQHSRELPLTFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 
Fab 1.2 – Nukleotidsequenz der schweren Kette: 
GAAGTTCAGCTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCTGGTGGTAGCCTGAAACTGAGCTGTGCAGCAAGC
GGTTTTACCTTTAGCAGCTATGGTATGAGCTGGGTTCGTCAGACACCGGATAAACGTCTGGAACTGGTTGCCACC
ATTAATAGCAATGGTGGTAGTACCTATTATCTGGATAGCGTGAAAGGTCGCTTTACCATTAGCCGTGATAAAGCA
AAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAGCAGCCTGAAAAGCGAAGATACCGCAATGTATTATTGTGTTCGTGGTGGC
AGCATTTATGATGGCTATGATTATGCTATGGATTATTGGGGTCAGGGCACCTCGGTCACCGTTAGCAGCGCAAGC
ACCAAAGGTCCGAGCGTTTTTCCGCTGGCACCGAGCAGCAAAAGCACCAGCGGTGGCACCGCAGCACTGGGTTGT
CTGGTTAAAGATTATTTTCCGGAACCGGTTACAGTTAGCTGGAATAGCGGTGCACTGACCAGTGGTGTTCATACC
TTTCCGGCAGTTCTGCAAAGCAGCGGTCTGTATAGCCTGAGCAGCGTTGTTACCGTTCCGAGCAGTAGCCTGGGC
ACCCAGACCTATATTTGTAATGTTAATCATAAGCCGAGCAACACCAAAGTGGACAAAAAAGTTGAACCGAAAAGC
TGTCATCACCACCATCACCAT 
Fab 1.2 – Nukleotidsequenz der leichten Kette:  
GATATTGTTCTGACCCAGAGTCCGGCAAGCCTGGCCGTTAGCCTGGGTCAGCGTGCAACCATTAGCTGTCGTGCA
AGCCAGAGCGTTAGCACCAGCAGCTATAGTTATATGCATTGGTTTCAGCAGAAACCGGGTCAGCCTCCGAAACTG
CTGATCAAATATGCAAGCAATCTGGAATCAGGTGTTCCGGCACGTTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGATTTT
ACCCTGAACATTCATCCGGTTGAAGAAGAAGATACAGCCACCTATTATTGTCAGCATAGCTGGGAAATTCCGCTG
ACCTTTGGCGCAGGTACAAAACTCGAGATCAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTC
ACCCATCAGGGCCTGAGTTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGAGAGTGT 
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Fab 1.2 – Aminosäuresequenz der schweren Kette: 
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFSSYGMSWVRQTPDKRLELVATINSNGGSTYYLDSVKGRFTISRDKA
KNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCVRGGSIYDGYDYAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CHHHHHH 
Fab 1.2 – Aminosäuresequenz der leichten Kette:  
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASQSVSTSSYSYMHWFQQKPGQPPKLLIKYASNLESGVPARFSGSGSGTDF
TLNIHPVEEEDTATYYCQHSWEIPLTFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 
Fab 2.1 – Nukleotidsequenz der schweren Kette: 
GAAGTTAAACTGCAGGAAAGCGGTCCGGGTATTCTGCAACCGAGTCAGACCCTGAGCCTGACCTGTAGCTTTAGC
GGTTTTAGCCTGAGCACCTATGATATGGGTGTTGGTTGGATTCGTCAGCCGAGCGGTAAAGGTCTGGAATGGCTG
GCCAATATTTGGTGGAATGATAACAAATACTACAACAGCGCACTGAAAAGCCGTCTGACCATTAGCAAAGATACC
AGCAATAATCAGGTGTTCCTGAAAATTAGCAGCGTTGATGCAACCGATACCGCAACCTATTATTGTGCACAGATG
CGTGATAATTATGGTGTGTGGTTTGCATTTTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAG
GGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCG
GCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACTGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTTAATCACAAACCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGCCAT
CACCACCATCACCAT 
Fab 2.1 – Nukleotidsequenz der leichten Kette:  
GACATCGAGCTCAGCCAGAGTCCGAGCAGCCTGGCAGTTAGCGTTGGTGAAAAAGTTACCATGAGCTGTAAAAGC
AGCCAGAGCCTGTTTTATAGCAATCGCGAAAAAAACTATCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCGGGTCAGAGCCCG
AAACTGCTGATTTATTGGGCAAGCACCCGTGAAAGCGGTGTTCCGGATCGTTTTACCGGTAGCGGTAGTGGCACC
GATTTCACCCTGACCATTTCAAATGTTAAAGCAGAGGATCTGGCCGTGTATTATTGTCAGCAGTATTATAACTAT
CCGACCTTTGGTGCAGGTACAAAACTCGAGATCAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGTTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGAGAGTGT 
Fab 2.1 – Aminosäuresequenz der schweren Kette: 
EVKLQESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTYDMGVGWIRQPSGKGLEWLANIWWNDNKYYNSALKSRLTISKDT
SNNQVFLKISSVDATDTATYYCAQMRDNYGVWFAFWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCH
HHHHH 
Fab 2.1 – Aminosäuresequenz der leichten Kette:  
DIELSQSPSSLAVSVGEKVTMSCKSSQSLFYSNREKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGT
DFTLTISNVKAEDLAVYYCQQYYNYPTFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 
Fab 2.2 – Nukleotidsequenz der schweren Kette: 
GAAGTTAAACTGCAGGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCT
GGGTTTTCACTGAACACTTATGGTATGGGTGTAGGTTGGATTCGTCAGCCTTCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGCTG
GCCAACATTTGGTGGACTGATGATAAGTACTATAATTCAGTCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACC
TTCAACAACCAGGTATTCCTCAAGATCTCCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCAACTA
GCCTATCATGATAACCCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAG
GGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCG
GCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACTGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTTAATCACAAACCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGCCAT
CACCACCATCACCAT 
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Fab 2.2 – Nukleotidsequenz der leichten Kette:  
GACATCGAGCTCTCACAGTCTCCATCCTCCCTAGCTGTGTCAGTTGGAGAGAAGGTTACTCTGAGCTGCAAGTCC
AGTCAGAGCCTTTTATATAGTAACAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCT
AAACTGCTGATTTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACA
GATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGAAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATTATAACTAT
CCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTCGAGATCAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGTTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGAGAGTGT 
Fab 2.2– Aminosäuresequenz der schweren Kette: 
EVKLQESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLNTYGMGVGWIRQPSGKGLEWLANIWWTDDKYYNSVLKSRLTISKDT
FNNQVFLKISSVDTADTATYYCAQLAYHDNPWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCH
HHHHH 
Fab 2.2– Aminosäuresequenz der leichten Kette:  
DIELSQSPSSLAVSVGEKVTLSCKSSQSLLYSNNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGT
DFTLTISSVKAEDLAVYYCQQYYNYPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 
Fab 3.1 – Nukleotidsequenz der schweren Kette: 
GAAGTTAAACTGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGGTTCGTCCGGGTGCAAGCGTTAAACTGAGCTGTAAAGCACTG
GGTTATATCTTCACCGATTATGAAATGCATTGGGTGAAACAGACACCGGTTCATGGTCTGGAATGGATTGGTGTT
ATTCATCCTGGTAGCGGTAATACCGTGTATAACCAGAAATTTCAGGGTAAAGCAACCCTGACCGCAGATAAAAGC
AGCAGCACCGCATATATGGAAGTTAGCAGCCTGACCAGCGAAGATAGCGCAGTTTATTACTGTAATCTGTGGGGT
CGTTGGGGTCAGGGCACCACGGTCACCGTTAGCAGCGCAAGCACCAAAGGTCCGAGCGTTTTTCCGCTGGCACCG
AGCAGCAAAAGCACCAGCGGTGGCACCGCAGCACTGGGCTGTCTGGTTAAAGATTATTTTCCGGAACCGGTTACA
GTTAGCTGGAATAGCGGTGCACTGACCAGTGGTGTTCATACCTTTCCGGCAGTGCTGCAAAGCAGCGGTCTGTAT
AGCCTGAGCAGCGTTGTTACCGTTCCGAGCAGTAGCCTGGGCACCCAGACCTATATTTGTAATGTTAATCATAAG
CCGAGCAACACCAAAGTGGACAAAAAAGTTGAACCGAAAAGCTGCCATCACCATCATCATCAT 
Fab 3.1 – Nukleotidsequenz der leichten Kette:  
GATGTTGTTATGACCCAGACTCCGGTTACACTGAGCGTTAATATTGGTCAGCCTGCAAGCATTAGCTGTAAAAGC
GGTCAGAGCCTGCTGCATAGTGATGGTAAAACCTATCTGAATTGGCTGCTGCAACGTCCGGGTCAGAGTCCGAAA
CGTCTGATTTATCTGGTTAGCGATCTGGATTCAGGTGTTCCGGATCGTTTTACCAGCAGCGGTAGCGGCACCGAT
TTTACACTGGAAATTAGCCGTGTTGAAGCCGAAGATCTGGGTGTGTATTATTGTTGGCAGGGCACCCATCTGCCG
CATACCTTTGGCGGTGGTACAAAACTCGAGATCAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGTTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGAGAGTGT 
Fab 3.1 – Aminosäuresequenz der schweren Kette: 
EVKLQQSGAELVRPGASVKLSCKALGYIFTDYEMHWVKQTPVHGLEWIGVIHPGSGNTVYNQKFQGKATLTADKS
SSTAYMEVSSLTSEDSAVYYCNLWGRWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCHHHHHH 
Fab 3.1 – Aminosäuresequenz der leichten Kette:  
DVVMTQTPVTLSVNIGQPASISCKSGQSLLHSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSDLDSGVPDRFTSSGSGTD
FTLEISRVEAEDLGVYYCWQGTHLPHTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 
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Fab 3.2 – Nukleotidsequenz der schweren Kette: 
GAAGTTAAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTTG
GGCTACACATTTACTGACTATGAAATGTTCTGGGTGAAGCAGACACCTGTGCATGGCCTGGAATGTATTGGAACT
ATTCATCCAGGAAGTGGTGGAACTGCCTACAATCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGACAAATCC
TCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGACGTCTGAGGACTCTGCTGTCTATTACTGTACAAGAAATGAC
AGAGGCTCCTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTG
GCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGA
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACTGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTTAAT
CACAAACCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGCCATCACCACCATCACCAT 
Fab 3.2 – Nukleotidsequenz der leichten Kette:  
GACATCGAGCTCACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAACCAGCCTCCATCTCTTGCAGGTCA
AGTCAGAGCCTCTTAAATAGTGATGGGAAGACATTTTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCTGTCTCCAAAG
CGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACAGAT
TTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACATTTTCCT
CACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTCGAGATCAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGTTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGAGAGTGT 
Fab 3.2 – Aminosäuresequenz der schweren Kette: 
EVKLQQSGAELVRPGASVKLSCKALGYTFTDYEMFWVKQTPVHGLECIGTIHPGSGGTAYNQKFKGKATLTADKS
SSTAYMELSSLTSEDSAVYYCTRNDRGSWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCHHHHHH 
Fab 3.2 – Aminosäuresequenz der leichten Kette:  
DIELTQTPLTLSVTIGQPASISCRSSQSLLNSDGKTFLNWLLQRPGLSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTD
FTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPHTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 
 


