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Patientenantikorper als Informationsquelle
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Since decades antibodies are used for diagnosis e. g. by detecting
patient antibodies that specifically bind to Influenza virus proteins. We
predict these diagnostic questions will be parallelized to diagnose all
known disease specific antibodies at once. These tests will ask in addi-
tion, which unknown antibodies patrol in a patient’s blood, and what
exactly they bind to. Thereby, we expect to find antibody species that
correlate to hitherto enigmatic diseases or have specialized functions.
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B Die Corona-Pandemie zeigt gerade, wie
wichtig das Wissen ist, welche Antikorper
ein Mensch entwickelt. Ein zur Diagnose ein-
gesetztes Peptid oder Protein sollte moglichst
alle infizierten Patienten entdecken und nur
selten einen Fehlalarm auslosen. Fiir einen
Impfstoff oder auch fiir eine passive Immu-
nisierung mit Serumantikdrpern sollten wir
wissen, welche Antikorper den Patienten
schiitzen bzw. welche ihm schaden (Abb. 1).
Einige Stamme des Dengue-Virus induzieren
Antikorper, die anderen Stimmen des Virus
die Infektion erleichtern [1]. Uns sollte eine
Warnung sein, dass solche ,infektions-
fordernden Antikorper* auch fiir das SARS-
Coronavirus beschrieben wurden, das ein
enger Verwandter des Sars-CoV-2-Virus ist.
Abgesehen davon gibt es

nicht genug Seren fiir eine

passiven Impfung aller

Patienten einer Pandemie.

Als Alternative stehen

Patient Serum
monoklonale Antikorper
zur Verfligung, die von
Georges J. F. Kohler und —~
César Milstein erstmals :« {
a4)

hergestellt wurden (Nobel-
preis 1984). Damit - und
mit der Technik der spiter
entwickelten rekombinan-
ten Antikorpern (Nobel-
preis 2018 fiir Gregory Win-
ter) [2] - konnen mittler-
weile unbegrenzte Mengen
von monoklonalen mensch-

Virus oder auch eine Tumorzelle gerichtet
sind. Wenn diese Antikorper in Zellkultur
den Eintritt des Virus verhindern, dann ist
die Wahrscheinlichkeit groB, dass sie die
Infektion effizient bekdmpfen. Allerdings
waére zusatzlich das Wissen hilfreich, welche
Antikorper haufig bei Patienten vorkommen,
die nur wenige Krankheitssymptome aufwei-
sen, bzw. welche Antikorper fehlen, wenn
ein Patient schwer erkrankt — denn dadurch
werden weitere mogliche Ziele fiir eine anti-
korperbasierte Therapie aufgezeigt.

Wie findet man die ,richtigen
Antikorper und Impfstoffe?

Ein kleines Virus wie das Sars-CoV-2
schrankt die Suche schon dadurch ein, dass
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A Abb. 1: Als Reaktion auf eine Infektion bilden Patienten drei
Kategorien von Antikdrpern: (i) Schéadliche Antikdrper fordern
den Eintritt der Viren in die Wirtszelle, (ii) neutrale Antikérper
verhindern die Infektion der Wirtszelle nicht und (iii) niitzliche

Antikorper markieren die Viren, z. B. fiir den Abbau durch

lichen Antikorpern herge-
stellt werden, die gegen ein

Makrophagen.

diagnostische oder therapeutische Antikor-
per gegen eines von nur wenigen Viruspro-
teinen gerichtet sein miissen. Dieser Such-
raum wird erheblich groBer, wenn Antikor-
per gegen ein bakterielles Pathogen oder
auch Autoantikorper gegen menschliche
Ziele gesucht werden. Noch schwieriger wird
es, wenn zwar ein diagnostizierbares Krank-
heitsbild vorliegt (z. B. Chronique Fatigue-
Syndrom), aber nichts dartiber bekannt ist,
ob diese Krankheit eine Infektion oder
Autoimmunreaktion (mit)verursacht hat -
und wenn ja, welche.

In den letzten Jahren sind immer mehr
Techniken entwickelt worden, die es erlau-
ben die ,richtigen“ Antikorper zu finden,
nachzubauen und ihre Bindungseigenschaf-
ten zu charakterisieren. Aber nicht nur die
Antikorper selbst konnen nachgebaut wer-
den, dies gilt auch fiir die Antigene. Ein
Meilenstein war die Entwicklung des phage
display (Nobelpreis 2018 fiir George P.
Smith) [3]. Dabei wird ein Peptid mit einem
Hiillprotein des Phagen fusioniert, sodass es
auf der Oberfliche des Phagen verankert
wird, wahrend gleichzeitig das dafiir codie-
rende Gen mit verpackt wird. Dadurch tragen
alle so exprimierten Fusionspeptide ihr eige-
nes Gen ,huckepack®. Mittlerweile gibt es
Peptidbibliotheken, die Billionen verschiede-
ner Peptide in einem kleinen Eppendorf-
Rohrchen enthalten. Der dadurch verfiigbare
riesige Suchraum wurde z. B. dafiir verwen-
det, diagnostische Antikorper zu finden, die
ein Prostatakarzinom anzeigen [4]. Eine
Variante dieses Verfahrens fiihrte zu den
oben bereits erwahnten rekombinanten Anti-
korpern: An Stelle von Peptiden wurden
single chain-Antikorper auf der Phagenhtille
exprimiert [2].

Mit einem Peptidarray kénnen sehr
viele Diagnosen gleichzeitig gestellt
werden

Mitte der 80er-Jahre entwickelte Roger Ekins
das Konzept des ,Arrays“. Dabei werden vie-
le unterschiedliche Molekiile auf einem zwei-
dimensionalen Tréager an jeweils festgelegten
Orten aufgebracht, sodass der Ort einer Bin-
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A Abb. 2: Synthesemethoden fiir Peptidarrays. A, Spotten zuvor synthetisierter Peptide auf
Trégeroberflachen. B, SPOT-Synthese: schrittweiser Aufbau der Peptide durch Spotten von gelds-
ten Aminosduren. C, D, Festmaterial-basierte Synthese. Bei Raumtemperatur feste Aminoséure-
Tonerpartikel werden mit einem Laserdrucker verdruckt (C). Einzelne Laserpulse eines nano3D-
Druckers lbertragen die in ein festes Material eingebetteten Aminoséuren auf den Array (D).
Danach werden diese aufgeschmolzen, was die Kupplung der Aminoséuren erméglicht. Bildmitte:

fertiger Peptidarray.

dungsreaktion sofort aufzeigt, welches Mole-
kiil gebunden hat [5]. Mittlerweile kann man
zigtausende verschiedene Proteine im Array-
format herstellen und mit einem einzigen
Experiment herausfinden, welche davon z. B.
an die Antikorper eines Patienten binden [6].
Noch erfolgreicher war eine weitere Strate-
gie, die auf der von Bruce Merrifield erfunde-
nen Festphasensynthese von Oligonukleoti-
den und Peptiden beruht (Nobelpreis 1984).
Dabei ist das wachsende Oligomer kovalent
an einen Trager gekuppelt, sodass alle nicht
umgesetzten Monomer-Bausteine einfach
weggewaschen werden konnen. Ronald
Frank parallelisierte diese Merrifield-Synthese
dadurch, dass er die chemisch aktivierten
Bausteine fiir die Peptidsynthese kombinato-
risch an festgelegten Stellen auf einen Trager
spottete. Die an diesen Orten synthetisierten
Peptide werden dadurch jeweils um einen
weiteren Baustein verldngert [7, 8]. Damit
stand eine sehr einfache Methode zur Verfi-
gung, mit der sehr viele Peptide im Array-
format hergestellt werden konnten, ohne
dass zigtausende von diagnostischen Mole-
kiilen einzeln synthetisiert, gereinigt und auf
den Trager gespottet werden mussten.
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Seither sind mehrere Varianten dieser
Methode entwickelt worden, die sich nur dar-
in unterscheiden, wie die chemisch aktivier-
ten Bausteine an den Syntheseort gelangen
(Abb. 2). Im Jahr 1993 kam der erste SPOT-
Roboter auf den Markt (ABIMED Analysen,
ASP222), der es erlaubte, etwa 25 Peptide
pro cm? zu synthetisieren. S. Fodor et al.
nutzten fiir die Computerchipherstellung
entwickelte lithografische Methoden, um
hochdichte Peptidarrays herzustellen. Das
Licht spaltet eine Schutzgruppe ab, sodass
die wachsenden Peptide nur an den durch
lithografische Masken definierten Orten mit
einem chemisch aktivierten Baustein verlan-
gert werden [9]. Dieses Verfahren brachte
von der Firma Affymetrix kommerzialisierte
Oligonukleotidarrays hervor, aber analog
hergestellte Peptidarrays hatten nie einen
groBen Markterfolg. Dies liegt daran, dass bei
diesem Verfahren jeder Baustein nacheinan-
der an die vorher durch die Lichtmasken
definierten Orte kuppeln muss, d. h. fiir
einen Array mit 15-mer-Peptiden mit seinen
20 verschiedenen Aminosdure-Bausteinen
werden 15 X 20 = 300 Kupplungszyklen
bendtigt, die zu Qualitatsmangeln fiihren. Die
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Firma PEPperPRINT nutzt einen 24-Farben-
Laserdrucker, um die verschiedenen in
Tonerpartikel eingebetteten Aminosaure-
Bausteine an die Syntheseorte zu drucken
[10]. Feste Materialien ,kriechen“ nicht wie
Fliissigkeiten auf der Trageroberfliche ent-
lang, die darin eingebetteten Aminosauren
diffundieren nicht vom Syntheseort weg und
sie verdunsten auch nicht, wie dies kleine
fliissige Tropfchen tun. Erst nachdem alle
Aminosdure-Bausteine auf den Trager
gedruckt sind, werden diese durch Hitze oder
Losungsmitteldampf verfliissigt. Dadurch
konnen diese zu ihrem Reaktionsort auf der
Trageroberfliche diffundieren, wodurch alle
Kupplungsreaktionen gleichzeitig gestartet
werden. In einem anderen Ansatz wurden
elektrisch geladene ,Aminosaurepartikel”
von gegenpolig geladenen Pixelelektroden
eines Computerchips angezogen [11]. In
einer weiteren Variante dieser ,Festmaterial-
basierten Synthesemethode® werden die
Aminosdure-Bausteine als diinne Schicht
iiber eine lichtabsorbierende Folie gezogen
und dann an ausgewdhlten Bereichen mit
einzelnen Laserpulsen auf einen Akzeptor
tibertragen [12]. Damit konnen derzeit etwa
17.000 Peptide pro cm? hergestellt werden,
wodurch es moglich wird, ganze Bakterien-
genome in die entsprechenden ,Peptidome*
zu libersetzen.

Ausblick: Antikérperseren als
Informationsquelle

Menschen konnen zu einem gegebenen Zeit-
punkt nur maximal tausend verschiedene
Antikorper in therapeutisch wirksamen Men-
gen von etwa fiinf bis zehn Mikrogramm pro
Milliliter vorhalten. Die Dynamik des Auf-
und Abbaus der Antikorper hat also einen
evolutionaren Sinn: In unserem Korper wird
standig Platz geschaffen fiir neue Antikorper
gegen drohende Infektionen. Diese vom
Immunsystem ausgewdhlten ,sinnvollen®
Antikorper sichern der Population als Ganzes
das Uberleben. Wie konnen die oben
beschriebenen Techniken genutzt werden,
um herauszufinden welche Antikérper uns
besonders gut schiitzen oder auch schaden?
In Zukunft werden die Proteome wichtiger
Pathogene und des Menschen im Array-
format herstellbar sein, sodass ein einziges
Experiment geniigt um herauszufinden, an
welche Peptide oder Proteine die Antikorper
eines Menschen binden. Damit kann auch
nachgefragt werden, ob es Unterschiede gibt
zwischen den Menschen, die eine Krankheit
gut oder schlecht iiberstanden haben. Diese
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(1a) Phage display

spassen” (Abb. 3). Die nach-
folgenden Versuche erga-
ben ein lberraschendes
Ergebnis: Viele der so
gefundenen Antikorper gibt
es genau so auch bei ande-
ren Patienten [13]. Einige

(2a) Synthese von Proteinfragmenten
(2h) Bindung v. Antikirpem aus Serum

(2¢) Bindung von markierten

dieser ubiquitaren Antikor-
per haben offensichtlich die
Aufgabe, uns gegen gefihr-

Sekundarantikspem

Abgeich mit

Datenbank (3) Substitutionsanalyse

liche Pathogene zu verteidi-
gen, wihrend andere regu-
latorische Funktionen [14]
haben konnten, indem sie
besonders wichtige Proteine
vor einer Immunattacke

A Abb. 3: Phage display (1a) bietet so viele Peptide an, dass
fiir fast jeden Antikdrper eines Serums ein Binder dabei ist.
Wenn die so gefundenen Peptide als Peptidarray (2a) herge-
stellt werden, geben nur die vervielféltigten Antikdrper eines
Serums (2b) ein Bindesignal (2c). Ist das Pathogen bereits
bekannt, kann alternativ direkt das Peptidom des Erregers im
Arrayformat hergestellt (2) und mit Patientenseren gefarbt wer-
den (2b, 2¢). Um herauszufinden, genau welche Aminoséuren
innerhalb des bindenden Peptids fiir die Bindung wichtig sind,
wird jede Position des urspriinglich gefundenen Peptids gegen
alle Aminoséuren substituiert und erneut mit dem Serum
gefarbt (3). In Datenbanken kann dadurch das Pathogen identi-
fiziert werde, das dieses Antigen produziert. Mit Peptidarrays
konnen viele Krankheiten gleichzeitig diagnostiziert werden.
Das ,,?“ symbolisiert bisher nicht entdeckte, natiirliche und
regulatorische Antikorper, die so gefunden werden kénnen (4).
Teile dieser Abbildung wurden dankenswerter Weise von Wiley

zur Verfiigung gestellt.

Unterschiede zeigen auf, welche Antikorper
Kandidaten fiir Therapeutika sind bzw. wel-
che Antigene sich besonders gut fiir einen
Impfstoff eignen (Abb. 3).

Anstatt zu fragen, welche Proteine eines
Pathogens von Antikorpern erkannt werden,
kann auch umgekehrt gefragt werden, was
die Antikorper eines Menschen binden und
welche dieser Antikorper nur bei erkrankten
Patienten auftauchen. Laura Weber et al.
nutzten die riesige Zahl der mittels phage
display prasentierten Peptide, um zunachst
eine Liste von Peptiden zu erhalten, die an
irgendeinen Antikorper eines Patientense-
rums gebunden hatten. Im nachsten Schritt
wurden die so gefundenen Peptide im Array-
format synthetisiert und schlieBlich wurden
die auch in diesem Format gebundenen Pep-
tide systematisch an jeder Position variiert.
Damit kann man herausfinden, welche Ami-
nosauren des Peptids fiir die Bindung an den
Antikorper notig sind und man kann auch
fragen, welche Pathogene die Proteine codie-
ren, die zu den jeweiligen Antikorperspezies

schiitzen oder Zelltrimmer
markieren, damit diese
Sweggerdaumt“ werden kon-
nen.

Es ist auch absehbar,
dass die immer billiger wer-
denden Peptidarrays mit
point-of-care-Systemen ver-
bunden werden [15] und so
friiher oder spater dazu die-
nen werden, sehr kosten-
glinstig viele Diagnosen
gleichzeitig zu erstellen.
Sobald solche parallelisier-
ten Diagnosen hdaufig
geschehen, werden fast
zwangslaufig Querverbin-
dungen zwischen Krank-
heitsbildern und angefiarbten Antigenmus-
tern entdeckt werden. Bei etwa der Hélfte der
bekannten Krankheitsbildern ist die Ursache
nicht bekannt und es wird spannend sein
herauszufinden, ob es bei diesen Krankheits-
bildern Antikorper gibt, die auf eine Infekti-
on oder eine Autoimmunreaktion hindeuten.
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