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Einleitung

1 Einleitung

Die Inzidenz der weltweiten Krebserkrankungen libgi Gehirntumoren, die ihren
Ursprung aus Zellen des ZNS haben, bei 2% (Laeda, 1999). Mit dieser Diagnose
beginnt fur die meisten Betroffenen ein schwereildéesweg, der in kirzester Zeit
meist todlich endet. Gewebewucherungen, die sichdam Nervenstitzgewebe, den
Hirnhauten oder der Hirnanhangsdriise entwickelrdere als primare Gehirntumore
bezeichnet. Sie beeintrachtigen durch die cerelalenforderung, die sie verursachen,
das Hirn in seiner Funktion. Primare maligne Tumweehsen meist rasch und neigen
dazu umliegendes gesundes Hirngewebe diffus zitriefen (Black, 1991a; Black,
1991b). Eine vollstandige operative Entfernung woalignen Gehirntumoren kann
nicht erreicht werden, so dass sich die mittlereeddibenszeit fiir Betroffene kaum
bessert (Black, 1998; Black, 2000; Devaeixal, 1993). Ebenso kann mit tblichen
Therapieformen, wie der Chemotherapie oder dehingherapie, die Krankheit nicht
geheilt werden. Die mittlere Uberlebenszeit kandigkch verlangert werden. Der
limitierender Faktor fur den Erfolg dieser Therdpienen ist die Schonung des
umliegenden gesunden Hirngewebes (Burnet und T.ay9&7).

Weltweit wird stetig versucht, bestehende und n€herapieformen, die sich in der
klinischen Erprobungsphase befinden, weiter zu essérn und neue Wirkstoffe zur
Bekampfung primérer Gehirntumore zu entwickeln.

Einen neuen, viel versprechenden Ansatz fur dierdfhe maligner Gliome stellt die
systemische oder lokale Applikation radioaktiv merter monoklonaler Antikorper
bzw. Antikdrper-Fragmente dar (Carter, 2001; Newd Bicknell, 2005). Die Antikorper
sind hierbei gegen tumorspezifische Oberflachenkiidegerichtet (Hazrat al, 1995)
und werden mit einem Radionuklid konjugiert. Dertik@rper adressiert im Idealfall
das Radionuklid nur an die Tumorzelle, wobei dioaktive Strahlung die Tumorzelle
zerstort. Antikorper bieten fiur die Radioimmuntimea (RIT) den Vorteil einer
mittleren Plasmahalbwertszeit von ca. zwei WochEm geeigneter Antikorper,
gekennzeichnet durch eine hohe Affinitat (Mal3 fie &tarke der Wechselwirkung
zwischen einer Ag-Bindungsstelle auf dem Antikérpgd einem Epitop auf dem
Antigen) und Aviditat (Mal3 fur die Starke, mit dein bivalenter Antikérper an ein
intaktes Antigen bindet) gegentber dem Tumoranfigeerweilt dariber hinaus
mindestens 72 h am Tumor und kann dadurch den gs@ire€ffekt* des Strahlers
verlangern (Sharkey und Goldenberg, 2005). Die disthurchgefuhrten klinischen
Studien der systemischen und der lokoregionalenidiachuntherapie maligner
Gehirntumore sind in Kombination mit den konvenétben Therapieformen
erfolgversprechend (Brauckmann, 2006).
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Die Differentialdiagnostik von primaren Gehirnturaor erfolgt mittels bildgebender
MRT-Verfahren und funktioneller nuklearmedizinischerfahren. Anhand der hiermit
festgestellten Tumorcharakteristika wird Gber mdgd Therapieformen entschieden.
Ein maximaler Erfolg der Therapieform fiir die Betllamg von Gliomen, im Speziellen
fur den der RIT, kann durch die Verwendung genteciimhergestellter radiomarkierter
Antikdrper-Fragmente in der funktionellen nukleadizénischen Bildgebung erzielt
werden (Renneet al., 2001). Der Erfolg der RIT hangt stark von der Eegsionshéhe
des Tumorantigens ab, gegen den der AntikOrperclgeti ist. Diese Antikorper-
Fragmente sind fur das gleiche Tumorantigen wiesgéter in der Therapie verwendete
Antikdrper spezifisch. Patienten bei denen in detkfionalen Bildgebung solch eine
erhohte Expression nachweisbar ist, sprechen bagtdie anschliel3ende RIT an.

1.1 Glioblastom und Therapieformen

Die haufigsten Hirntumore bei Erwachsenen stellett oa. 52% die primaren
Gehirntumore (Gliome) dar (Comprehensive Canceteétdriibingen, 2006).

Gliome entstehen aus Gliazellen, den Stitzzellen @ehirns. Histomorphologisch
kann die Art der Stitzzelle, aus der der Tumor dig®gangen ist, bei den meisten
Gliomen festgestellt werden. Astrozytome entsteham Astrozyten und stellen die
haufigste Art der neoplastischen Erkrankungen d&&S Zdar (Rao, 2003). Die
Ependynome, sowie die Oligodendrogliome gehen aysendymzellen bzw.
Oligodendrozyten hervor. Dartber hinaus gibt es diMischformen, die aus
verschiedenen Arten von Stitzzellen entstehen (z.Bligo-Astrozytom:
Oligodendrozyten und Astrozyten). Insgesamt welidgleggr 200 Tumorentitaten von der
Welt-gesundheitsorganisation (WHO) unterschiedere Rlassifikation der Gliome
nach histologischen Merkmalen wird 1925 von Baikeyl Cushing eingefiihrt (Bailey
& Cushing, 1925). Heutzutage wird zur Klassifikatidas histologische Graduierungs-
System der World Health Organisation (WHO) (Louisle 2007) verwendet. Wichtige
Informationen fur die Klassifizierung eines TumorBefern auch dessen
immunhistochemische und molekulargenetische EigerhgKim, 2000). Demnach
werden vier Malignitatsgrade unterschieden: WHQSIMWHO*°IV.

Niedergradige Gliome, wie das pilozytische Astromyt(WHO°I), werden als benigne
eingestuft. Diese Tumoren zeichnen sich durch Edriges Proliferationspotential aus.
Sie wachsen nicht infiltrativ und die Heilungschamaach operativer Entfernung des
Tumors sind sehr gut. Das diffuse Astrozytom (WHJOglIt schon als maligne Form
der Gliome. Diese Tumoren wachsen zwar ebenfallgsiam, aber infiltrativ und neigen
sehr stark zu einer postoperativen Rezidivbildumgnaplastische Astrozytome
(WHO*°Ill) haben ein erhohtes Proliferationspoteintiachsen invasiv und zeigen
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Merkmale der Anaplasie. Die Rezidivierung erfolghérhalb weniger Jahre, wodurch
die Uberlebenszeit etwa 2-3 Jahre betragt. Eineaggressivsten Gliomarten ist neben
dem anaplastischen Astrozytom, das Glioblastomaifonmhe (GBM/WHO°IV). GBM

ist mit einer Inzidenz von 12-15% aller primarerh@umore der haufigste Hirntumor
(Meyer et al., 2007; Leinet al, 2003). Ein WHO°lll oder IV Tumor ist demnach vor
allem durch ein schnelles diffuses Wachstum, Ara@laund seine genetische
Veranderungen gekennzeichnet und geht mit einetecuien Prognose fir den
Patienten einher. Das Glioblastoma multiforme érfille zuvor genannten Merkmale
(Grad I-111) und unterscheidet sich unter anderem ginem anaplastischen Astrozytom
durch das Vorhandensein von Nekrosen, verstarkeskularer Proliferation und
mehreren genetischen Veranderungen (chromosomaeationen, Mutationen).

Die Standardtherapie nach erfolgter Differentiaddiastik maligner Gliome, die eine
cerebrale Raumforderung verursachen, ist die migflicvollstandige operative
Entfernung (OP) dieser Tumore. Bei kleinen Tumared nach erfolgter Resektion der
groReren Gliome wird die Standardtherapie chemafigrtisch und/oder mittels
Bestrahlung weiter gefihrt. Die mittlere Uberlelmsis an malignen Gliomen
(WHO°IV) erkrankten Patienten betragt mit Standaedhpie (OP, Bestrahlung,
Chemotherapie) weniger als ein Jahr (Maldaual.,2004).

In der Behandlung derartiger Tumore hat sich auehMbglichkeit der Therapie mit
Antikorpern bewahrt (Paganebit al, 2001; Zalutskyet al, 2002; Goetzt al, 2003).
Dabei wird die fur Antikérper charakteristische &ngchaft genutzt, ein bestimmtes
Antigen, hier tumorassoziiertes Antigen (TAA), agr delloberflache von Tumoren zu
erkennen und nur hier spezifisch zu binden. Koppeh nun ein Cytostatikum an
diesen Antikorper, so soll idealerweise der Wirkstmelgerichtet nur die maligne
entartete Zellen treffen. Man erreicht durch dien&ndung spezifischer, gegen TAA
gerichteter Antikérper in jedem Fall eine geringesehadigung des umliegenden
gesunden Gewebes, verglichen mit den anderen kbomehen Therapieentitaten, und
kann so die Konzentration des Wirkstoffes an dendizelle deutlich erh6hen.

Ein Problem bei der Behandlung von Gehirntumorerd dResttumorzellen, die am
Rande des Tumors gesundes Hirngewebe infiltrierehaperativ nicht entfernt werden
konnen. Ein Antikdrper kann aufgrund seiner Grof3ehtnweit in das Gewebe
diffundieren. Antikdrperfragmente, wie F(ah)Fab- oder scFv-Fragmente, di-, tri- und
multivalente-Fragmente, die ein geringeres Molelgdwicht im Vergleich zu
Antikérpern haben, konnten hierfur eine Losung wdlen (Carteret al, 1997; Cortez-
Retamozcet al, 2002). Die rekombinante Herstellung von Antikdgrpand Antikorper-
Fragmenten gewinnt mehr und mehr an Relevanz &iBdhandlung solider Tumoren
(Gura, 2001; Stortet al, 2001; Souriau und Hudson, 2003).



Einleitung

Die Radioimmuntherapie (RIT) von malignen Gliomeirdwweltweit in klinischen
Studien erprobt (Westphal, 1998; Gregor und Cufi6tZalutsky, 2005; Paganebit
al., 2006). An die verschiedenen Antikdrpermolekiledwein radioaktives Isotop
(Radionuklid) gekoppelt. Die Reichweite der zytasomhen Strahlung betragt bis zu 4
mm (Abb. 1.1). Durch geeignete Radionuklidwahl ké&mnTumorzellen Uber eine
Distanz von mehreren Zelldurchmessern adressiattalngetdtet werden (Prinzip der
Anwendung von Beta-Strahler in der RIT). Dadurchrdee auch, weiter von der
Tumorhdhle entfernte, Antigen negative Tumorzeliew Tumorzellen in sogenannten
.kalten Zonen* erfasst (Zalutsky & Bigner, 1996).

Die schlechte Penetration der Antikdrper in das & wird durch den
.Kreuzfeuereffekt‘mit [3-Strahlern groé3erer Reichweite, wie déivi]Yttrium, zumindest
teilweise ausgeglichen (Wheldon, 2000; Donogétual,, 1995; Zweit, 1996).

mittlere Reichweite a-Strahler
[#*3Bi]Bismut 3 — 4 Zelldurchmesser

mittlere Reichweite -Strahler

[*®8Re]Rhenium 18 Zelldurchmesser
[*Lu]Lutetium 22 Zelldurchmesser
[**4]lod 45 Zelldurchmesser
[*°Y]Yttrium 200 Zelldurchmesser

Abbildung 1.1: Anwendung von Strahlern in der Riifekte Wirkung vom-Strahlern auf Tumorzellen
(Tortora et al., 2007) und Zerstérung von Tumorezelurch den ,Kreuzfeuereffekt energiereicher 3-
Strahler; mittlerer Tumorzelldurchmesser ~ 20 pBild aus: Wheldon, 2000)
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1.2 Radioimmuntherapie von Gliomen

Die Radioimmuntherapie (RIT) unterscheidet sich @1 konventionellen externen
oder lokalen Bestrahlung dadurch, dass sie systemiad zielgerichtet erfolgt (siehe
Abb. 1.2). Es wird entweder ein monoklonaler Antp&r (mAK), der direkt radioaktiv
markiert ist, oder ein Avidin-Biotin-konjugierter Ak, der erst am Tumor mit dem
Radionuklid konjugiert wird (,pretargeted RIT") gesetzt . Durch die selektive
Bindung des Antikdrpers an bestimmte Oberflacheekide des Glioms wird eine
hohe lokale Konzentration des Radionuklids am Turageicht (Westphal, 1998;
Gregor und Cull 1996; Zalutsky, 2005; Pagaretlial, 2006).

Abbildung 1.2: Radioimmunotherapie des Glioms: Kam Schnittbilder, rekonstruiert aus der Vertei-
lung der Radioaktivitdt nach A: systemische Adrrat®n ; B: lokoregionale Gabe des mAk-Nuklid-
Konjugates (aus Paganelli et al., 2006)

Kombiniert mit den géngigen Therapieentitaten,d&t RIT eine viel versprechende
Therapieform fur Gliom-Patienten (Poppet al, 2006). Die Weiterentwicklung der
RIT, durch Optimierung der unterschiedlichen Apatiknsformen, Verbesserung der
biologischen Tragermolekile (Immunglobuline) undfoEschung neuer besserer
Zielmolekile am Tumor, wird weltweit verfolgt. Elsn wird die Markierung oder
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Konjugation der Antikdrpermolekile mit verschiedeadioaktiven Strahlern stetig
weiterentwickelt.

Bewahrt hat sich in vielen weltweit durchgefuhridimischen Studien die systemische
oder lokoregionale Applikation eines Radionuklidhkamierten Antikérpers (Rivat al,
2000; Popperlet al, 2002; Huynhet al, 2006). Die mittlere Uberlebenszeit
radioimmuntherapierter Patienten mit GBM betragbalal?2 - 24 Monate, bei guter
Vertraglichkeit und einer deutlich erhdhten Leberaigat. Im Vergleich dazu betrug
die mittlere Uberlebenszeit einer Patientengrupgie nur die Standardtherapie
(Operation und perkutane Radiatio) erhielten, lechg9,7 Monate (POpperét al,
2002).

Ein grolRer Vorteil der lokoregionalen RIT liegtder Umgehung der Bluthirnschranke,
der hohen lokalen Aktivitatskonzentration und diedrigen systemischen Toxizitat, die
bei der systemischen Applikation auftreten kann.

In unserer Arbeitsgruppe wurde, in einer erstentstildie, die lokoregionale RIT nach
erfolgter Standardtherapie, mit 1-5 RIT-Zyklen imbséand von 6 Wochen mit
durchschnittlich 1100 MBq {4]lod-markierten Antikérpern Uber ein Ommaya-
Reservoir (kissenformiger Kunststoff-Behélter) veeacht (Popperkt al, 2002). Das
Ommaya-Reservoir wird, noch wahrend der ResektemTdimors, unter die Kopfhaut
implantiert und endet, Uber einen Katheter, in @amorresektionshéhle. In dieses
Reservoir wird der konjugierte Antikdrper applizieund gelangt dann in die
Resektionshohle. Therapiert werden mit dieser MighdPatienten mit malignen
WHO°III und °IV Tumoren. Das Radioimmunkonjugatdar Tumorhohle bleibt tGber 5
Tage stabil. Die mittlere Uberlebenszeit liegt mirbei 18,5 Monaten (Abb. 1.3/rechts)
und ist damit deutlich hoéher als bei einer histdren Patientengruppe mit
Standardtherapie: 9,7 Monate und 89 Patienten (Al3inks).
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Abbildung 1.3: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: Linkdittlere Uberlebenszeit einer Patientengruppe
mit Standardtherapie (OP und Bestrahlung); Rechtittlere Uberlebenszeit von Patienten mit Standard-
therapie gefolgt von RIT mit*ll]lod markierten Antikérpern im Rahmen einer ersiitot-Studie (P6p-

perl et al, 2002)

In einer zweiten klinischen Studie wird das mAk-Kayat nach einem fraktionierten
Schema verabreicht (4 Zyklen zu 1850, 1480, 11aD 140 MBq [*4]lod-markierten
Antikérpern). Die mittlere Uberlebenszeit der ha@ngeschlossenen Patienten, die an
WHO?°lll-Astrozytomen oder GBM (WHO°IV) erkrankt gin konnte auf 22 Monate
gesteigert werden, bei geringen Nebenwirkungen (Abb

Eine dritte Studie wird mit'f®Re]Rhenium markierten Antikérpern und in Anlehnung
an die zweite Studie durchgefiihrt (Gildehaws, al., 2007). Durch den hdher
energetischen R-Strahlef®®Re]Rhenium wird die mittlere Reichweite im Gewebe
erhoht. Eine Phase Il Studie soll zeigen, ob migrilim bessere Resultate fur die RIT
erreicht werden kénnen.
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Abbildung 1.4: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: mitldJberlebenszeit von Patienten nach Standard-
therapie gefolgt von RIT mit¥i]lod markierten Antikdrpern und Gabe nach dem fiakiertem Schema
(Gildehaus, et al., 2007)

Neben Applikationsart, der Frage der einmaligen .bder fraktionierten Gabe des
Immunkonjugats und der Wahl des Radionuklids (ablganvon GréfRe und
Durchblutung des Tumors) spielt auch die radiockehe Markierungsmethode eine
entscheidende Rolle fiir den Erfolg der Therapie. Markierung mit dem radioaktiven
Isotop  [P*Y4]lod (Koordinierungsbedarf) werden Disulfidbricken die das
Antikdrpermolekll zusammenhalten, gespalten. Die ndBeigenschaften des
Antikdrpers werden dadurch beeinflusst. So wirdnadurt versucht beispielsweise tber
peptidische Linker und Komplexbildner das Isotophhidirekt an die Antikdrperkette
zu binden. Der Linker wird zuerst konjugiert (eiteikes Peptid vertragt weitaus
harschere Markierungsbedingungen) und wird anddhhid unter standardisierten
nicht/oder wenig denaturierenden Bedingungen anfaikorper gekoppelt.

Die wichtigsten biochemischen Determinanten flreesffektive Radioimmuntherapie
sind: neben der Wahl des Radionuklids mit seinext&nqualitat und der Stabilitat des
Immunkonjugats nach der Markierung, eine homogénaression des Zielantigens im
Tumorgewebe und die Affinitat bzw. Aviditat des Adirpers gegeniiber seinem
Antigen.

Um die Nebenwirkungen der RIT so gering wie mdglah halten, wird durch die
Optimierung der Spezifitdt des Antikorpers ebesfaine Verbesserung der Therapie
erzielt. Durch einen Antikdrper, der mit Strukturean benachbarten gesunden
Hirngewebe kreuz reagiert, werden auch gesundezeéllem adressiert. Dies fuhrt
erstens zu einem Verlust von Antikorper-Nuklid anmior, wodurch kein maximaler
Erfolg der Therapie gewahrleistet ist und zweitems vermehrter Zerstérung von
gesunden Hirnarealen in der unmittelbaren Nachbafscder Tumorhdhle. Des
weiteren kann durch einen wenig aviden (Aviditafirdert die Bindungsstarke des
Antikdrpers am Zielantigen) Antikorper eine scheebissoziation und damit eine
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verkirzte in vivo Halbwertszeit des Antikdrpers ebenfalls negativdgén fur den
Therapieerfolg haben.

Der zur Zeit eingesetzte Antikorper BC-24 bindetdas extrazellulare Matrixprotein
Tenascin CTNC). DashTNC wird mit steigendem WHO Grad vermehrt in Gliame
exprimiert (Behremnet al,, 2005).hTNC gilt als sogenanntes tumorassoziiertes Antigen
(TAA), das erstmals 1983 von Bourdon und Mitarbeit¢Bourdonet al, 1983)
beschrieben wurde. Das Distributionsverhalten dés2B und die durch Pepsinverdau
erhaltenen F(abFragmente sind in unserer Arbeitsgruppe an einérR&tten-Modell

in vivo getestet worden (Gotet al, 2005). Das genaue Epitop (als Teil d@3NC-
Molekul) des monoklonalemurinen Antikdrpers BC-24, der kommerziell bezogen
wird, ist jedoch wenig charakterisiert. Ebenso éehh vitro Daten zur Kreuzreaktivitat
dieses Antikorpers. Die geringe Verfluigbarkeit d€&s 2! fur die RIT und die Tatsache,
dass der Antikorper als Aszitesfluid hergestelltdnder aufwendig gereinigt werden
muss), sind weitere Nachteile dieses Antikorpers.

Um einen vollstandig charakterisierten monoklonakentikdrper fir die RIT zur
Verfigung stehen zu haben, muss ein neuer vollgtaitdrakterisierter monoklonaler
Antikorper hergestellt werden. Das primare Zielrbé ist die Entwicklung eines
Antikorpers, ohne Kreuzreaktivitat und einer hoheAeiditat gegentber deimrNC als
BC-24, mit dem Ziel die Nebenwirkungen der RIT zinimieren und dadurch einen
besseren Therapieerfolg zu erreichen.

Einige Nebenwirkungen der Therapie mit Antikbrpewme die Bildung von HAMA
oder auch die langsame Clearance, kdnnen durchamiehliel3ende gentechnische
Herstellung und Veranderung dieses Antikdrpersessbért werden. Die Humanisierung
des Fc-Teils, die rekombinante Herstellung von WKirper-Fragmenten und die
Moglichkeit der gentechnischen Reifung (mittels iAf&tsmaturierung) zur
Verbesserung der Affinitat bzw. Aviditat dieser Adirper waren dann ebenso mdglich
und wirden die Nebenwirkungen dieser Therapie weueninimieren helfen.

1.3 Tenascin

1.3.1 Tenascin Isoformen

Zellen in einem Gewebeverband sind in der extrakZgkn Matrix (ECM) eingebettet.
Die ECM (engl: extracellular matrix) ist in zwei Komponentengliedert, zum einen
die amorphe Grundsubstanz, zum anderen die Fd3erramorphe Grundsubstanz, in
welche die Zellen und Fasern eingebettet sindt setlz hauptsachlich aus interstitieller
Flissigkeit, Glykosaminoglykanen (GAGs), Proteoglygn und Glykoproteinen
zusammen. Diese Makromolekile spielen eine Roliedee Wundheilung und der
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Regulation des Wasserhaushaltes von Geweben. Olgelmendenen Proteoglykane
beeinflussen sowohl Adhasion, als auch MigrationZtdlen im ECM (Drenckhahn &
Kugler 1994). Prozesse wie Lockerung der Zelle isw€beverband, und somit deren
Fortbewegung (Migration), resultieren aus den hkgonen solcher Proteine im ECM
mit integralen Zellmembranrezeptoren (Albeetsal, 2005). Dartber hinaus werden
durch Adhasionsmolekile die Proliferation und dielldfferenzierung beeinflusst.
Diese Prozesse spielen ebenso bei der Tumorgeinesenéscheidende Rolle.

A)

(B) TNY
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Abbildung 1.5: Struktur der Tenascin Isoformen:d@smin-Y (CTNY) in Huhn und vier humane Tenascin-
Isoformen: hTNX, hTNC, hTNR, hTNW. Gewellte Lipi¢eptad Repeats”, karo: EGF-like Repeats,
Quadrat: Fibronektin type Il Repeats, Kreis: gldéme Fibrinogen-Domane. Fibronektin-type Il Re-
peats werden alternativ gespleif3t, wodurch weitgteillisoformen der hier abgebildeten Tenascine ent
stehen. Links: EM-Aufnahme eines hexameren humaaeascin C (hTNC) und -W (hTNW). (B) Se-
quenzanalysen der Fibrinogen Doméanen zeigen hoHemologien der SpleiRisoformen aus unter-

schiedlichen Spezies im Vergleich zu den Gesangsegn der Isoformen einer Spezies (c, chicken; m,
mouse; b, bovine; h, human; z, zebra fish) (aug@t-Ehrismann, 2004)

Ein wichtiger Vertreter der Adhasionsmolekile iasd'enascin, welches Prozesse, wie
Tumorgenese und Tumorzellmigration (Lockerung delleZim Gewebeverband),
beeinflusst. Tenascin ist ein multifunktionales Kalgrotein, das in einer Vielzahl von
Geweben exprimiert wird. Tenascin ist unter versgbnen Synonymen bekannt. Zuerst
wurde es, von Bourdon und Mitarbeitern ,glioma nmetgmal extracellular matrix
protein® (GMEM) benannt (Bourdoet al.1983), dann wird es unter dem Namen
.Myotendinous Antigen* von Chiquet und Mitarbeitebeschrieben (Chiquett al,
1984). Sie wiesen mit Hilfe eines monoklonalen Rdtpers in Muskelsehnen-
verbindungen eine Komplexbildung zwischen dem Airfiler und einem unbekannten
Protein nach (Chiquett al, 1984). Im Huhn wird das Protein als Cytotactizdehnet
(Grumetet al, 1985). Kruse und Mitarbeiter beschreiben 1985Gykoprotein unter

10
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dem Namen J1220/200-Glykoprotein, dem auf Adh&smngginge zwischen Neuronen
und Gliazellen eine hemmende Funktion zugeschrieberde (Kruseet al,1985).
Schliel3lich wurde es 1986 von Chiquet-Ehrismatnal, als Tenascin bezeichnet.
Dieser Name setzt sich aus den lateinischen Vepesrere = halten” und ,nascere =
geboren werden* zusammen. ,Nasci* spielt auf diekfionelle Rolle wahrend der
Embryogenese an und ,tenere* weist auf die Expoessin zugfesten Gewebe hin
(Chiquet-Ehrismannet al, 1986). Wahrend der Embryogenese kommt Tenascin
vorubergehend in Regionen mesenchymaler Kondensatig wie zum Beispiel in der
Brustdrise, der Zahnglocke der Niere (Chiquet-Himaisn et al, 1991), im Darm
(Aufderheideet al, 1987), in Knorpel und Knochen (Maclageal., 1987), sowie in dem
zentralen und peripheren Nervensystem.

Tenascin C, Tenascin R (TNR), Tenascin X (TNX),dsin Y (TNY) und Tenascin W
(TNW) sind gut beschriebene Vertreter der TenaBamilie (Erickson, 1993). Tenascin
R wird als neurales Zelladhasionsmolekul des zlamrdervensystems beschrieben und
unter dem Namen J1160/180, Restrictin oder Jar(Bathjenet al, 1991; Fuse®t al.,
1993) bekannt. TNX ist ein essentieller Bestandterschiedener Gewebe (Bristat
al., 1993). TNY ubt Einfluss auf das Zellwachstum @diagioset al, 1996). TNW wird
von Weberet al aus dem Zebrafisch isoliert, wo es wahrend dezledbildung
synthetisiert wird (Webegt al, 1998).

1.3.2 Tenascin C

DashTNC wurde als erstes im sich entwickelnden Zen#malansystem im Menschen
beschrieben (Laywedt al, 1992).

Die Expression deBumanenTenascin CTNC) wird mit der zellularen Proliferation,
Migration und der Umstrukturierung der extrazeltaté Matrix in Verbindung gebracht
(Bronner-Fraser, 1988). DIBTNC Expression ist, aul3er in Arealen mit sekundarer
Neurogenese und Zell-Migration, wie der lateralabventrikularen Zone, im adulten
Zustand vermindert (Miraga#t al, 1990; Gate®t al, 1995). Im adulten Gewebe ist
hTNC im Gewebe glatter Muskelzellen (Grungttal, 1985), in der Haut (Lightnest
al., 1994), in Thymuszellen (Sagé al, 1992), wahrend der Wundheilung (Chuong &
Chen, 1991) und, als Grundlage dieser Arbeit, withaer Tumorentstehung (Chiquet-
Ehrismanret al, 1986) exprimiert.

Das hTNC ist das am besten charakterisierte Mitglied @enascin FamiliehTNC
interagiert mit Integrinen, Kollagenen, Proteoglyka und Fibronektin (Chung, 1995).

11
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Es kann, abhangig von der zellularen Umgebung, entdw als Adh&sions- oder
Antiadhasions-Protein fungieren (Chiquet-Ehrismanal, 1988).

Das hTNC Monomer ist ein lineares Molekil. Das aminotierae Ende ist sehr
cysteinreich und bildet intramolekulare Disulfidbkén, die fur die Bildung der
hexameren Struktur verantwortlich sind (Abb. 1Barauf folgt eine Sequenz von 14
EGF (epidermal growth factor)- like Domanen, an sigh, abhangig von der Splice-
Variante, mehrere Fibronektin Typ Il (FNIII) Dom&m anschlielen. Die Fibronektin-
Domanen enthalten die RGD-Sequenz, die fur dieadblsion eine wichtige Rolle
spielt (Pierschbacheet al, 1984). Das Carboxyterminale Ende besteht auer ein
einzigen Einheit, die homolog zur D-Region des ikigen ist (Abb. 1.5).

Es werden ShumaneTenascin C Isoformen (Abb. 1.5) in der Literat@sthrieben
(Chiquet-Ehrismann, 2004). Sie entstehen durchratees Spleil3en der neun FNIII-
Domanen. Das Molekulargewicht der SpleiRisoformeegt! zwischen 180-240
Kilodalton. Die schwerenhTNC Isoformen HTNC-1 und hTNC-4) werden Zeit
limitiert, wie bereits erwahnt, wahrend der Embryogse exprimiert. Darlber hinaus
kann es zu einer erneuten oder erstmaligen Expressi pathologisch veranderten
Geweben, z.B. bei Neoplasien kommen (Dorries & Schar, 1994; Tuckeet al,
1994). In etwa 80% aller Glioblastome (WHO°IV) wirdie hTNC-Expression
nachgewiesen, ohne jedoch zwischen den einzelnil3eformen unterscheiden zu
kénnen (Boninoet al, 1995; Kimet al, 2000). In gesunden Hirnarealen kann mit
solchen AntikdrpernhTNC-1 nicht nachgewiesen werden. Nicht-tumorassoziierte
Isoformen des©iumanenTNC (hTNC-2, -3, - 5, -6) kbnnen in geringen Mengen im de
weillen Substanz des telencephalischen Lappens H{@pind in der ersten Schicht
der grauen Substanz vorhanden sein. Im Schlafesteisp diehTNC-Expression erhdht
und fehlt hier in der Nahe der GefalRe (Behetral, 2005). Im Unterschied dazu steht
die starkehTNC-Expression in der Nahe der Gefal3e in hochgraditignen Gliomen
(Behremet al, 2005). Es handelt sich hierbei vermutlich umeaadspleil3isoformen als
im Normalhirn.

1.3.3 Tenascin C als tumorassoziiertes Antigen

Die Isoform 1 ATNC-1) deshTNC wird in verschiedenen Entitaten maligner Tumore
wie den Gliomen, exprimiert (Koukouliset al, 1991). Die genaue gewebe
morphologische Lokalisation der Expression Q€BIC-1 (ca. 240 kDa) in Gliomen ist
noch nicht bekannt. Da in konditionierten Medienltikierter humaner Gliom-
Zelllinien eine grof3e Menge &TNC-1 vorhanden ist, spricht dafiir, dass dasIC-1
von den Gliomzellen selbst exprimiert wird (Bourdeh al, 1983). Eine andere
Uberlegung fiihrt jedoch zu der Annahme, dagsIC-1 nicht von den Tumorzellen
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selbst gebildet wird, sondern dass diese HIENC-1-Synthese im Mesenchym
induzieren (Anbazhagapt al, 1990; Mackieet al, 1987). Die Arbeitsgruppe um
Zagzag stellte mittels immunhistochemischen Nacbw®i05 eine signifikant erhdhte
hTNC-Konzentration in GBM und eine Korrelation derdgession mit dem Tumorgrad
fest (Zagzaget al, 1995). Dieses Ergebnis konnte, zum Beispiel, Betrem und
Mitarbeitern bestatigt werden (Behrem et al., 2005)e flr einen histologischen
Nachweis vorhTNC vorhandenen Antikorper unterscheiden allerdimigst zwischen
den einzelnen Isoformen deENC. Zudem scheinen maligne Tumore, je nach Stadium
andere Isoformen ddsTNC zu exprimieren. Das hat zur Folge, dass, jddan mit
welchem Antikorper der Nachweis gefiihrt wurd@NC entweder in der ECM der
Krebszellen oder an mesenchymalen Strukturen, wie @efallwanden, lokalisiert
wurde (Chiquet-Ehrismann und Chiquet, 2003). FéarTdimorgenese und Prognose ist
es enorm wichtig einen Antikdrper zu haben, dersehen den einzelnen Isoformen
unterscheiden kann, um genauer das Stadium eimasrsudiagnostizieren zu kénnen.
Die Wahl der richtigen Therapieform ist ebenso eamer guten Differentialdiagnostik
abhangig wie die Optimierung des Therapieerfolgbiq@et-Ehrismann und Chiquet,
2003). Es ist demnach enorm wichtig, eben solclereiAntikdrper einzusetzen, der
zwischen den Isoformen diskriminieren kann. Spézrel Falle von WHO°IIl und
WHO°IV Gliomen sollte solch ein Antikdrper nur di@morassoziierte Isoform 1
(hTNC-1) spezifisch erkennen.

Bis heute ist nicht detailliert geklart worden, vgieh die Interaktionen ddsTNC mit
anderen Adhasionsmolekilen und den Integrinen sufSgynalgebung und somit auf
das Verhalten der Tumorzellen auswirken (Vollm&917). Es ist jedoch bekannt, dass,
sowohl in der Zellkultur als auch im Mausmodellnesierzwungene Interaktion
zwischen Tumorzellen und Fibronektin (FN) die TurRooliferation blockiert
(Akamatsuet al, 1996). Es konnte gezeigt werden, daBBIC die Interaktion von FN
mit den Zellen unterbricht und somit die Tumorz@ibliferation potentiell férdert
(Chiquet-Ehrismanet al, 1988; Chiquet-Ehrismaret al, 1986).

Ein theoretisches Modell (Abb. 1.6) impliziert d&yndecan-4 als Corezeptor der
Integrin-Signaltransduktion (Chiquet-Ehrismann u@thiquet, 2003; Huanget al.,
2001). Die FN-Zell-Interaktion wird dadurch beeithtigt, dashTNC kompetitiv an
die Syndecan-4 Bindungsstelle und dem RGD-Sequemznmnerhalb des FN bindet.
Derart kannhTNC wachstumsfordernde Signalwege beeinflussenter ianderem die
wnt- und MAPK-Signaltransduktionskaskade (Reizal, 2004). Damit ein Gewebe
wachst, muissen sich teilende Zellen locker im Gewetband sitzen. Eine
entsprechende Wirkungsweise d&&NC wird auch fir das Tumorwachstum und der
Tumorzellmetastasierung diskutiert.
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Abbildung 1.6: Das multimere humane Tenascin GeinEICM: Ein theoretisches Modell, fir die Interak-
tion des hTNC in der ECM: A) Zelle in einem Gewelizand: ist kein hTNC in der ECM vorhanden,
liegt die Zelle gut verankert im Zellverband; B)N(T I6st die Interaktion zwischen Syndecan und Fibro
nektin, dieses Signal nimmt die Zelle Giber diedrniteRezeptoren, die in der Zellmembran lokalisiert
sind, wahr und leitet Signaltranduktionskaskden Zighikern ein. Diese wiederum haben zur Folge, dass
das Zytoskellet umgebaut wird, bis hin zur Abkugglund Migration der Zelle aus dem Zellverband
(aus: Chiquet-Ehrismann und Chiquet, 2003)

1.4 Struktur und physiologische Funktion der Immungbbuline

1.4.1 Struktur und Funktion von Antikdrpern

Antikdrper (auch als Immunglobuline bezeichnet) desr bereits nach dem ersten
Kontakt des Organismus mit einem Antigen gebildgie Makrophagen des Blutes
nehmen Krankheitserreger oder andere Fremdstoffeuau diese zu zerstéren und
prasentieren anschlieBend an ihrer Oberflache Améigdieses Erregers. In den
lymphatischen Organen - wie der Milz - treffen @iezellen auf unreife B-Zellen und
regen diese zur Antikdrperproduktion gegen dasitioen prasentierte Antigen an. Es
werden neben Gedachtniszellen auch Plasma-Zellaidge die sich nicht mehr teilen
kénnen, das Immunsystem jedoch mit den von ihnerersirten Antikérpern
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versorgen. Oft ist, wie bei den meisten Impfungen, wiederholter Kontakt der B-
Zellen mit dem gleichen Antigen notwendig, damis dimmunsystem Gedachtniszellen
anlegt und beim erneuten Kontakt mit dem Erreglenslter reagiert (Klein, 1991).

In das Blut sezernierte Antikdrper gelangen aufdrilrer verhaltnismaRig geringen
GroRRe fast Uberall in alles Gewebe und haben dehtige Aufgabe Erreger und
Fremdstoffe fur Killer- und Fresszellen des Immutegns zu markieren. Viele
Antigene werden ohne Antikérper gar nicht oder eegtr spat von den Zellen des
Immunsystems erkannt.

Das Immunsystem hoher entwickelter Tiere ist inldage, gegen fast jedes prasentierte
Antigen einen spezifischen Antikorper herzustellddie Vielfalt der moglichen
Antikorper wird auf etwa 10 geschatzt und ist unter anderem auf die besondere
Organisation ihrer Gene zurtickzufiihren (Nossal3200

Der variable Teil der Immunglobulin-GendomanenimsiGensegmente unterteilt (V-,
D-, J-Regionen), der sowohl wéahrend der Translatedla auch wahrend der
Transkription rekombinieren kann:

Kombinatorische Diversitat der Immunglobuline:

* Leichte Ketté\: 29 V-, 4 J-Segmente = 116 Mdglichkeiten

* Leichte Kettec: 40 V-, 5 J -Segmente = 200 Moglichkeiten

» Schwere Kette: 51 V-, 27 D-, 6 J-Segmente = 8d68lichkeiten

> = (116 + 200) x 8262 = 2.6 x AMdbglichkeiten

Zusatzlich wird die Variabilitat, durch, wahrend deifung von B-Zellen (wiederholter
Kontakt mit dem Antigen) in diesen variablen Regiorauftretenden Zufallsmutationen
(somatische Hypermutation) potenziert (geschatzhnkd so 18 verschiedene
Antikdrper generiert werden). Man spricht hier \ifinitatsreifung der B-Zellen bzw.
des Antikorpers. Antikorper, die spezifisch dasiéen erkennen, werden konserviert
(Gedachtniszellen des Immunsystems).

Der Aufbau der Immunglobuline lasst sich am bestehand des Immunglobulins G
(IgG), dem Antikérper (mAK) mit der hochsten Konwration im Blut, beschreiben
(Abb. 1.8). Ein IgG-Molekul besitzt eine Gesamtneagsen ca. 150 kDa. Porter zeigte,
dass sich IgG nach kurzer proteolytischer Einwitkudes Enzyms Papain in drei
Fragmente: zwei Antigen-bindende Fragmente (Falmgt. dragment antigen-binding)
und ein leicht kristallisierbares Fragment (Fengl fragment crystalline) mit einem
Gewicht von je 50 kDa spalten lasst (Porter, 1959).

1t



Einleitung

Die beiden leichten Ketten (L-Kette) tragen zur &esnasse je 25 kDa, die schweren
Ketten (H-Kette) mit jeweils ca. 50 kDa bei. Dieiden Arme enden in den N-
terminalen, variablen Domé&nen der H- und L-Kettéber die die Antigen-Bindung
erfolgt. Der Stamm wird aus den C-terminalen Enden beiden H-Ketten gebildet,
welche zusatzlich den Effektorbereich des Antikéspenthalten. Die einzelnen Ketten
lassen sich in Domanen einer Lange von 110 Amirresd(AS) unterteilen, wobei jede
Domane durch eine intramolekulare Disulfidbriickesaazumen gehalten wird. Die L-
Ketten besitzen zwei Doménen, die N-terminale weiaDoméane (V) und die C-
terminale konstante Domane JCDie H-Ketten bestehen aus vier oder funf Domé&nen
Sie besitzen ebenfalls die variable N-terminale Boen (M), gefolgt von den
konstanten Doméanen,C, Cs2 und G3. Die Verbindung zwischen Stamm und Armen
wird durch die Scharnierregion, die sogenannte HENR&gion, eine kurze, bewegliche
Polypeptidkette zwischen € und G2 gebildet, wodurch der Winkel zwischen den
Fab-Fragmenten sehr flexibel ist. Dies begunsigtmplexbildung von Antigen und
Antikorper.

Innerhalb der variablen Domé&nen zeigen sich graftgiéhzunterschiede, die sich auf
drei hypervariable Domé&nen, den complementary otémg regions (CDRS),
konzentrieren. Uber die CDRs von H- und L-Ketteolgtf die Interaktion zwischen
Antigen und Antikorper (Tonegawa, 1985).

Es existieren verschiedene Isotypen der leichtehder schweren Kette. Die Isotypen
der L-Kette sind funktionell aquivalent und bestelemtweder aus einer, oder einer
k—Kette. Fur die schwere Kette existieren die figdtypeny, d, vy, a, unde. Diese
determinieren die funf Hauptklassen der ImmunglimeulgM, IgD, IgG, IgA und IgE in
dieser Reihenfolge. Der Isotyp der schweren Kedsiimmt die Struktur und Funktion
des Antikorpers. IgM kann als Monomer oder Pentamgéy als Monomer, Dimer oder
Trimer vorliegen. Die restlichen drei Immunglobidiassen liegen als Monomere vor.
Die B-Zellen koénnen alle funf Ig-Klassen exprimierelst die B-Zellreifung
abgeschlossen werden IgM und IgD-Molekile membriamgeen exprimiert. Sie
werden dann als B-Zell-Rezeptoren (BZR) bezeichnet.

Nach Kontakt mit einem Pathogen, werden von denele# initial, als primére
Immunantwort, IgM-Molekiile sezerniert. Ist das PRag#n nach dieser priméren
Immunantwort noch vorhanden, erfolgt die sekund@maunantwort, in deren Verlauf
die B-Zellen einen anderen Isotyp, meist 1gG, ewmien. Dies wird als
Klassenwechseklass switch bezeichnet. Beim Klassenwechsel verandern sicluieu
H-Ketten. Dies wird durch DNA-Rekombination errgiclwobei einzelne DNA-
Abschnitte herausgeschnitten werden.
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1.4.2 Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikérper in vitro

Die von Koéhler und Milsten erstmals 1975 beschmebelybridomatechnik (Kdhler &
Milstein, 1975) bezeichnet ein Verfahren zur Hdhstgy monoklonaler Antikérper
(mAK). In dieser Arbeit wird das von Kennett undtdbeitern (Kennetet al, 1978)
entwickelte Fusionsprotokoll zur Herstellung einbohen Rate immortalisierter
Hybridoma-Zellen verwendet: Hierbei werden Antikérgproduzierende B-Zellen mit
einer Tumorzelllinie (Myelomazelllinie) zur Fusigebracht (Abb. 1.7). Die B-Zellen
konnen unter gangigen Laborbedingungen nur begrekattiviert werden.
Myelomazellen sind ihrerseits stark dereguliertendrzellen. Durch die Fusion beider
Zelltypen kénnen die Eigenschaften der unsterbticMyelomzellen auf die derart
generierten Hybridomazellen Ubertragen werden. éDisisd nun in der Lage fast
unbegrenzt Antikérper in groflen Mengen und mit neaBhneiderter Spezifitdt zu
sezernieren (Abb. 1.7). Um B-Zellen zu erhaltere diAk gegen ein bestimmtes
Antigen sezernieren, wird einem Versuchstier (mé¥dus oder Kaninchen) ein
entsprechendes Immunogen injiziert. Dadurch wiel iAk-Produktion der B-Zellen
initiiert. Um einen wiederholten Klassenwechsel ugM bis hin zum 1gG in der B-
Zelle zu erreichen, wird das Immunogen in Abstaod B bis 4 Wochen mehrmals
injiziert.

Nach erfolgreicher Immunisierung werden die B-Lympyten aus der Milz des Tieres
selektiv aufgereinigt und mit Myelomzellen fusionie Um die Antikorper
produzierenden Hybridoma zu selektieren, werden Zb#en in einem speziellen
Medium, das Hypoxanthin, Aminopterin und ThymiditHAT-Medium) enthalt,
kultiviert. Aminopterin hemmt die Purin- und Pyrigimsynthese und blockiert somit die
Biosynthese von Nukleotiden.
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Abbildung 1.7: Prinzip der Immortalisierung reifBrZellen (aus Kuby Immunology)

B-Lymphozyten konnen Uber alternative Stoffwechsgiev aus Hypoxanthin und
Thymidin Nukleotide synthetisieren. Nicht-fusionieerMyelomzellen hingegen sind
dazu nicht in der Lage, da sie einen genetischdekDaufweisen, der verhindert die
Aminopterin-Blockade zu umgehen. Daher sterbenedies HAT-Medium ab. Es
bleiben nur Hybridomzellen Ubrig, da nicht-fusiatée B-Zellen nur eine begrenzte
Lebensdauer besitzen. Um einen monoklonalen, spez#h mAk zu erhalten, missen
positive  Mischkulturen der Hybridomzellen vereirizelwerden. Nur ein
Hybridomzellklon sezerniert einen spezifischen, oldonalen mAk (Goding, 1980).
Auf diese Weise erhélt man mAk, die aus chemisdimigeten Medien (Hybridoma-
Kultivierungsmedium) leicht aufzureinigen sind uttteoretisch unbegrenzt fur die
klinische Anwendung zur Verfigung stehen.
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1.4.3 Gentechnische Verfahren zur Herstellung rekomhbanter
Antikdrperfragmente

Ein gentechnisches Verfahren zur Herstellung vortikéirperfragmenten ist die
Expression inE. coli. Die cDNA-Sequenzen deryG und der V1 Doméne der
schweren Kette und die L-Kette werden zu diesem ckwen einen speziellen
Expressionsvektor kloniert (Bettet al., 1988).

Rekombinante mAk-Fragmente kdénnenEncoli einfach und kostengiinstig hergestellt
werden (Skerra & Pluckthun, 1988, Plickthun & S&erd989). Kann auf die
Effektorfunktion des Fc-Teiles verzichtet werdererden lediglich die Fab-Fragmente
zur Expression irkE. coli gebracht. Soll der Fc-Teil ebenfalls exprimiegrden, so
wird ein eukaryotisches Expressionssystem gewabhit.

H,N NH,

#-

HOOC COOH

Fab

Schamier-Region H F(ab");
HN  NH | lReduktiou
[%% Vi H,N NH;
IgG1
HOOC COOH Vo Vu
Fv
Cr Cul
HOOC S
COOH
Fab'

Abbildung 1.8: Antikbrperfragmente, die durch Padyse erhalten werden kénnen. Pepsin spaltet die
schweren Immunglobulinketten in der Scharnier-Regém dass als Produkt ein Fc-Fragment und das
F(ab")2-Fragment mit den beiden Antigenbindungksteéntsteht. Fab-Fragmente entstehen durch Pro-
teolyse mit Papain. Die kleinste antigenbindendehEit eines Antikorpers, ist das Fv-Fragment (Frag-
ment Variable Domains), das lediglich aus den Valga Doméanen beider Immunglobulinketten besteht
(aus: Schlapsky, 2004)
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Als limitierend fur das bakterielle Expressionssyststellt sich jedoch die funktionelle
Faltung des Molekils dar. Um ein biologisch aktivdslekil zu erhalten ist es
notwendig, dass Disulfidbriicken exakt an den rgghti Stellen ausgebildet werden.
Dies ist jedoch aufgrund des reduzierenden Mil@ées bakteriellen Zytoplasmas nicht
maoglich. Daher missen die i coli exprimierten Fragmente in den periplasmatischen
Raum der Bakterienzelle gelangen (Collet & Bardw2d02). Der Transport wird durch
eine N-terminal lokalisierte Leitsequenz (z.B. @enalpeptide: phoA oder ompA)
ermdglicht (Skerra & Pluckthun, 1988, Skerra, 1994)rrekt disulfidverbrickte Fab-
Fragmente konnen in diesem oxidierenden Milieu gertewerden (Plickthun &
Skerra, 1989; Zemel-Dreasen & Zamir, 1984).

Der geringe Ertrag an funktionellem Polypeptid kardurch eukaryotische
Expressionssysteme, wie die in Hefe®. (Cerevisiaeoder P. pastori$ etablierten,
verbessert werden (Riddeet al, 1995). Sie vereinen die Vorteile kurzer
Generationszeiten und geringer Nahrmedienanspriidghgenen der posttranslationalen
Modifikationen des eukaryotischen Faltungs- undr&#insapparates (Voediseh al,
2005). Fur die Herstellung grof3er Mengen korrekalgeter Antikbrperfragmente wird
die Produktion auf Hefen-Fermentation umgestellt.
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1.5 Projektbeschreibung und Zielsetzung

Die Radioimmuntherapie mit demurinenmonoklonalen Antikérper BC-24 ist ein viel
versprechender therapeutischer Ansatz zur Behagdhon WHO°lI und WHO°IV
Gliomen. Hierfur sind weitere klinische Studien ndyend erforderlich, die jedoch
aufgrund der limitierten Menge des mit grol3em Aufdiaufgereinigten Antikdrpers
BC-24 und der Kreuzreaktivitdt dieses Antikorperst 8trukturen an gesunden
Hirngewebe und der daraus resultierenden Beeinigiciy der damit behandelten
Patienten, nicht im erforderlichen Umfang durchhirsind. Als vornehmliches Ziel
muss daher die Bereitstellung eines nicht mit E@ito der Tumor umgebenden
gesunden Hirnarealen kreuzreagierenden Antikorgelten, der sich zudem leicht in
grof3en Mengen und in homogener Form produzieres. las

Erste semi-quantitative PCR-Daten sollen im Rahdieser Arbeit mit genspezifischen
Primern die tumorassoziiertdNC-1 Splei3isoform nachweisen und zeigen, dass ein
Korrelation der Expression dieser Isoform mit denalighitdtsgrad des Tumors auf
MRNA Ebene vorhanden ist. Andere Arbeiten fuhrtevarzimmunhistochemische
Nachweise dehTNC und weitere Arbeiten konnten im Western Blot amderen
Tumorentitdten (Darmkrebs, Brustkrebs) und nichtGliomen diehTNC-1 Isoform
nachweisen (Takedat al., 2007; Tsunodat al, 2003; Behrenet al, 2005). Es konnte
jedoch kein Nachweis der Korrelation zwischen Mal@tsgrad undhTNC-1
Expression auf Protein- oder mRNA-Ebene an Gliogefiihrt werden. Der Nachweis
der Expression defhiTNC-1 wird durch die Amplifikation einer der altextiv
gespleil3ten FNIlI-Domanen, die nur in ddMNC-1 vorkommt, mittels PCR von gesamt
RNA erhoben und semiquantitativ ausgewertet.

Anschlief3end soll eimuriner monoklonaler Antikorper fir die RIT hergestelltnden,
der keine Kreuzreaktivitdt auf Proteinebene zu dederenhTNC Isoformen oder
anderen Proteinen zeigt und eine hohe Aviditat §@iseit der beiden Affinitaten der
Fab-Regionen eines Antikorpers) gegenuberhd®C-1 Isoform aufweist. Dieser soll
in vitro undin vivo vollstéandig charakterisiert werden. Parallel witekr BC-24 mAKk
gleichermal3en charakterisiert und seine Affini&ébAviditat mit dem neu generierten
mAKk verglichen.

Eine Verbesserung der klinischen Anwendung koénstesen, einen fur diéTNC-1
SpleiBisoform hochgradig selektiven Antikorper zmerieren. Der neue Antikdrper soll
die klinischen Nebenwirkungen, die aufgrund der Ugreaktivitait des mAk BC-24
entstehen, minimieren (Carnemodibal, 1999; Vialeet al, 2002).

Bedingt durch die verbesserte Aviditat des neuenkmwird auch eine hohere
Konzentration des mAk am Tumor erzielt (Chiquetiiiann, 2003). Ebenso kann
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durch die verbesserte Aviditdt des neuen Antik&pEne langere Verweildauer des
Antikdrper-Nuklid-Konjugates an der Tumorzelle éhe werden.

Dieser mAk soll durch Immunisierung von Balb/c Mé&asmit einer der alternativ
gesplei3ten FNIlI-Doméanen, die nur iNC-1 vorkommt, generiert werden. Diese
FNIII-Domane wird hierzu gentechnisch hergest®&®ie Immortalisierung und klonale
Selektion der erfolgreich herangereiftearinenB-Lymphozyten wird, angelehnt an das
von Kenett und Mitarbeitern entwickelte Protokallirchgefuihrt (Kennetgt al, 1978).
Der Antikorper kann aus den konditionierten Zeltkunedien des entsprechenden
Hybridoma Zellklons praktisch unbegrenzt, mit ggam Aufwand aufgereinigt werden.

Aufgrund ihres kleinen molekularen Gewichtes (50akMaben Fab-Fragmente eine
kurze Plasmahalbwertszeit und eignen sich deshsalm@gliche Tracer fur die nuklear-
medizinische Bildgebung. Aber auch ihr Einsatz ier drherapie soll eine der
Nebenwirkungen der RIT, ndmlich die Entwicklung VAIRAMA (human anti-mouse
antibody) durch den fehlenden Fc-Teil beheben. visiterer grof3er Vorteil der Fab-
Fragmente als Tragermolekul fir die RIT ist, ebbmféedingt durch ihr kleines
molekulares Gewicht, am Tumorhohlenrand weiter as dmliegende Gewebe durch
Diffusion zu gelangen, um hier Tumorzellreste, dperativ nicht vollstandig entfernt
und auch mit einen Radionuklid konjugierten Antg@r nicht erreicht werden kdnnen,
zu adressieren. Die gentechnische Herstellung wiidtandige Charakterisierung von
Fab-Fragmenten fur die Differentialdiagnostik ured tbkoregionalen RIT von Gliomen
ist von daher ein zweites Ziel dieser Arbeit. DIBNA-Sequenzen der (d- und der
Vul-Doméane der H- und der L-Kette des neu generiart@ék werden hierfir in den
bakteriellen Expressionvektor pASK85-D1.3 (freuoldérweise von Prof. Skerra zur
Verfugung gestellt) kloniert und gentechnisch hsteiét (Skerra, 1994). Dieses Fab-
Fragment wird ebenfall® vitro undin vivo charakterisiert. In dieser Arbeit sollte die
Fab-Produktion irE. coliim Labormalistab erreicht werden.
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2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 RNA-Extraktion aushumanen Gliom-Biopsaten

Das Ausgangsmaterial fir die RNA-Isolation warenrb§ schwerehumaneGliom-
Biopsate (Tumorbank der Neurochirurgischen Klinde dMU). Diese Gewebeproben
wurden auf Eis aufgetaut, wiederholt in flussig-Mingefroren und mit einem
Mikrohomogenisator (Roth) mechanisch zerkleinere &erart vorbehandelte Gewebe-
Proben wurden mit 800 pl TRIzol-Reagenz (Invitrggearsetzt. AnschlieRend wird
nach dem Protokoll des Herstellers (Invitrogen¥ateien (Chomczynski, 1993). Die so
gereinigte RNA wurde in mit DEPC-behandeltem Wasssuspendiert. Reinheit,
Konzentration und Integritdt der RNA wurden durdiofometrische Bestimmung der
Extinktionskoeffizienten E260nm und E280nm bestimias wurden nur RNA-Extrakte
weiterverwendet, die eine Konzentration von cauful aufwiesen. Wurde mehr RNA
isoliert als fiur die folgende Reverse Transkriptiontwendig ist, so wurde der
Uberschuss aliquotiert und bei -20°C fur die Daeigres Jahres bzw. bei -80°C fir
langere Zeit konserviert. Zusétzlich zur photonsetien Konzentrationsbestimmung der
gRNA wurde die Integritat dieser mittels analytischGelelektrophorese tberpriift.
Dafur wurden jeweils 1 pg gRNA elektrophoretischlink TBE aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt.

2.1.2 Photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekomentration

Zur Bestimmung der Konzentration von Desoxyriboeuidauren einer Probe wurde
photometrisch die Absorption bei 260 nm gemessarallRel zu diesem Wert wurde die
Absorption bei 280nm bestimmt. Bei 280 nm zeigt dimmatische Aminosaure
Tryptophan eine im Photometer messbare Absorpf\us. dem Verhaltnis E260nm /
E280nm lasst sich der Reinheitsgrad einer Nukleires&robe bestimmen (Sambrook,
1989). Die Konzentration isolierter und gereinigbA wurde unter Zuhilfenahme des
molaren Extinktionskoeffizienten E260nm = 1 entspend 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA und E260nm = 1 entsprechend gg/ml RNA ermittelt (Sambrook, 1989). Die
Konzentration einer RNA-Probe wurde wie folgt béwreet:

c(RNA)= E260nm x 40 x Verdunnungsfaktor.

23



Methoden

2.1.3 Reverse Transkription und cDNA-Synthese

Die in vitro angewandte Reverse Transkription dient der Syatleszelstrangiger
cDNA von mRNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Trangtase (Aatsinkiget al, 1994).
Hierfir wurden maximal 2 pg RNA zusammen mit demlypdrimer (12-18
Desoxythymidylate, 5 uM) oder einem genspezifiscliReimer (GSP, 10 uM) und
einem dNTP-Mix (2,5 mM, fir jedes Nukleotid) fir &uf 70°C erhitzt. Dieser Schritt
diente der Denaturierung eventueller Sekundarsirakt der RNA. In einem zweiten
Schritt wurde erst die hitzesensitive Reverse Tkapisse (RT, 25U) zugegeben und
die cDNA-Synthese bei 42°C und 1h lang in 1 x RTitwurchgefihrt. AnschlieRend
wurde die RT hitzeinaktiviert (5/95°C) und 2U RNa#l zugegeben, um an der
Einzelstrang-cDNA haftende RNA-Fragmente abzuspali@e RT-Ansatze wurden im
Anschluss fur die PCR weiter verwendet oder bePE2felagert.

2.1.4 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Zur selektiven Amplifikation von cDNA- und DNA-Abkaitten sowie zum Nachweis
eines bestimmten Bereichs rekombinanter DNA inrlbrhaines gentechnisch
manipulierten Organismus wurde die ,polymeraserchaaction” (PCR) durchgefuhrt
(Saiki, Gelfandet al, 1988). Die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen gt®olin
Anlehnung an die Protokolle von Ausulsdl al (Ausubel, Brenket al,1994). Puffer,
Losungen und der Tag-DNA-Polymerase-Mix wurden véiarsteller (Clontech)
bezogen.
Pipettierschema zur Durchfihrung der PCR/12,5 |dadn
Template (0,1ng/ul)
0,5 pl/Polymerase-Mix (50x)
0,5 pl/5’-Primer (10 uM)
0,5 pl/3’-Primer (10 uM)
0,5 ul dNTP’s (10 mM ea.)
2,5 pul 10 x Polymerase-Buffer
18 pl PCR-Grade-Water
Der fertige PCR-Mix durchlief in einem PCR-Thermoley folgendes Programm:
|. Dentarierung: 30"/95°C
Il. Annealing: 45"/55-68°C
lll. Elongation: 1'/68°C
IV. Termination: 1'/68°C
Die Schritte I. bis Ill. bilden einen Zyklus, de# pach PCR-Programm 35-45 mal
wiederholt wurde. Es wurden auch hier, paralletien eigentlichen Ansatzen, Kontroll-

24



Methoden

Anséatze durchgefuhrt. Dazu wurde ein Teil eineesagnten ,Housekeeping genes” in
der positiv Kontrolle amplifiziert. Im Rahmen dies@rbeit wurde das ubiquitar im
Menschen exprimierte 3-Aktin-Gen gewahlt und eid 56 langes Produkt von der 13-
Aktin cDNA mit folgendem Primer-Paar amplifiziert:

5'-hR-ActinX00351(235-255) TGG GAC GAC ATG GAG AAATC (21 bp)
3"-hR-ActinX00351(779-798) GAA GGA AGG CTG GAA GAGGT (20 bp)

Gleichzeitig diente dieses Primerpaar auch als iodaet fur die Reinheit der

hergestellten gRNA: eventuelle Kontaminationen genomischer DNA wurden zur
Amplifikation eins zweiten PCR-Produktes der Langa ca. 1000 bp fuhren, da die
Primer ein Exon des R-Aktin-Gens Uberspannen. Mit Megativkontrolle konnten

maogliche Kontaminationen der PCR mit Fremd-DNA asstlossen werden. In diese
Ansatze wurde keine Template-DNA gegeben. Die Reasansatze wurden zu je 5-10
ul auf ein Agarosegel aufgetragen, elektrophoretesgfgetrennt, mit Ethidiumbromid

angefarbt und dokumentiert (siehe 3.1.6).

2.1.5 5-RACE- Polymerase Ketten Reaktion (5-RACE-ER)

RACE steht fur ,rapid amplification of cDNA ends” nd bezeichnet die
Vervielfaltigung von bestimmten cDNA-AbschnittenvanRNA (Frohmann, 1993).
Die 5-RACE-PCR basiert auf einem bekannten strangats gelegenen Gen-Bereich
(hier konstante Region der Antikorperketten), wgeigen der 5’-Bereich unbekannt ist.
Sie wurde mit einem einzigen genspezifischen Oliggeotid (GSP1), der wahrend der
reversen Transkription an der entsprechenden mRMAeb und strangaufwarts zur
Synthese der cDNA des gesuchten Genes fuhrt, ggEstoh, 1989). In einem zweiten
Schritt fugt das Enzym ,Terminale Desoxyribonukidgtransferase* (TdT) am 3'’-
Ende der cDNA ein (dC)-Homopolymer an. Die folgenpliested-PCR" amplifizierte,
mit Hilfe eines nested GSP2-Gen-spezifischen Psmed eines sogenannten ,abriged
anchor primer (AAP)“, den gesamten strangaufwageeBh dieses Genes (mitsamt des
5-UTR). Der AAP besteht neben einer poly(G)-Sequam 5’-Ende aus weiteren
Nukleotiden, die Schnittstellen fur Restriktionsgme fir das spatere Klonieren sind.
In der Regel reichen 45 Cyclen der PCR aus, umggrdiAmplifikate zu erzeugen, die
anschlieRend elektrophoretisch analysiert und zuequénzieren Kkloniert werden
konnen. Ansonsten wurde eine zweite ,Nested PCR“eimem zweiten nested-GSP3-
und einem sogenannten AUAP-Primer durchgefuhrt. diéirSynthese der Erststrang-
cDNA wurde der Primer GSP1 0,25 pM zu einem 25 p$atz gegeben. Des weiteren
wurden fur diese erste Reaktion 1 pg gRNA und biginem Endvolumen von 15,5ul
DEPC behandeltes ddB zugegeben. Zum Aufbrechen von Sekundérstruktamester
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Abbildung 2.1: Reaktionen einer 5-RACE-PCR zur Kikption von mRNA Regionen im 5'-Kodie-
rungsbereich, ausgehend von strangabwarts geleggeespezifischen Primern (GSP)

RNA wurde das Reaktionsgemisch 10' lang bei 70%Qbrert und sofort fur 1' auf Eis

gestellt. AnschlieBend wurden 200U der hitzesesmsiti Reversen Transkriptase
(SupersScript Il RT, Fa. Invitrogen) zugegeben digdreverse Transkription bei 42°C
und fur die Dauer von 50" gestartet. Die RT wurdscalie3end durch eine Inkubation
bei 70°C/15' zerstort. Wahrend des zweiten Schritter 5'-RACE-PCR wurden die
noch an der cDNA haftenden RNA-Fragmente durch kikebation des Ansatzes mit
2U RnaseH bei 37°C und 10' lang entfernt und diekRen auf Eis gestellt. Fur die
Synthese der doppelstrangigen cDNA wurden zuerst ici Ansatz vorhandenen
Nukleotide und der GSP1 Primer durch eine sogeeraBmti.A.P.-Reinigung tber eine
Silica-Membran gereinigt (Vogelstein und Gillespi@979). In einer mit dem

chaotropischen Salz Natriumiodid gesattigten Loshimglen DNA-Fragmente kleiner
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200 bp an der Silica-Membran und die derart gagggntDNA kann mit ddkD von der
Saule eluiert werden. 504l cDNA wurden hierzu nd0 Jul 6 M Nal versetzt und auf
die Saule gegeben. Nach dem einmaligen Wascheeishiiltem 6 M Nal wurde mit
eiskaltem 70% Ethanol zweifach gewaschen und incnss mit 50 pl ddkD (65°C
warm) die gereinigte cDNA eluiert. Fir den dritt8ohritt der 5'-RACE-PCR und der
Synthese doppelstrangiger cDNA wurde die Anheftdeg poly-d(C)-Restes an das 3'-
Ende des ersten Stranges der cDNA durchgefuhrtziédiwurden 2 mM dCTP und 5 pl
5 x Tailing-Buffer zu 16,5 ml S.N.A.P.-gereinigt@DNA gegeben. Nach einer
einminutigen Inkubation bei 94°C wurde zum eisgdddih Ansatz 2U Terminale
Deoxynukleotid Transferase (TdT) zugegeben. Die Wilrde 10' lang bei 65°C
denaturiert. Von der, nun doppelstrdngigen, cDNArke mittels ,Nested PCR" unter
Standard-PCR-Bedingungen (2.1.4) und mit einemede&SP2 und dem AAP Primer
der entsprechende Genabschnitt vervielfaltigt wer#@nnten nach dieser ersten PCR
nicht gentigend PCR-Amplifikate erzeugt werden, \eugthe zweite ,Nested PCR" mit
einem nested GSP3 und einen AUAP Primer durchgefuhr

2.1.6 Elektrophoretische Auftrennung der DNA und RNA

Zur Auftrennung der PCR-Amplifikate wurden die Peabin einer horizontalen
Gelelektrophoresekammer auf ein natives 0,7 bi8iy@s Agarose-Gel aufgetragen
(Sambrook, 1989). Zur Herstellung eines Gels wurd®@® ml 1 x TBE -Puffer
zusammen mit 0,8 bis 1,5 g Agarose in einer 250Lathorglasflasche in einer
Mikrowelle aufgekocht. Nachdem die Agarose vollgigngelést war, wurde dem Gel
Ethidiumbromid (20 pul EtBr einer 10 mg/ml Stock-&mdn/100 ml 1 x TBE) zum
Anfarben der DNA/RNA unter UV-Licht zugesetzt. CRCR-Amplifikate wurden mit
Ladepuffer versetzt und zusammen mit einem Langeadstd in die Geltaschen
pipettiert. Die Gelelektrophorese wurde bei einemdtanten Stromstéarke von max. 100
mA durchgefiihrt. Der mit der DNA interkalierende rlbstoff Ethidiumbromid
(Sambrook, 1989) fluoresziert violett im UV-LichB12 nm). Zur Dokumentation
werden die Gele mit dem Gel Dokumentations SystenF-¢ma Syngene ,, Geneflash”
abfotografiert.
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2.1.7 Reinigung und DNA-Isolierung

2.1.7.1 Reinigung von DNA-Fragmenten nach einer PCR

Die Reinigung der DNA wurde laut Herstellerprotdkaihd dem QIAquick PCR
Purifikation Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) durchgefiuhrMit dieser Methode wurden
PCR-Reaktionen aufgereinigt, die nur zur Amplifikateines PCR-Produktes flhrten.
PCR-Ansatze mit PCR-Produkten groRer als 100 bp devwur mit 6 M
Guanidinthiocyanat versetzt und an eine Silika-Bembran adsorbiert, wéhrend
andere Bestandteile (Oligo’s, Nukleotide, Prot@i®se ungehindert passieren konnen.
Nach vollstandiger Entfernung der Verunreinigunderch einen Waschschritt mit 6 M
Guanidinhydrochlorid in Ethanol erfolgte die Elutioler DNA mittels EB-Puffer (10
mM Tris-HCI, pH 8.5). Ein derart gereinigtes PCRo#ukt kann nun beispielsweise fur
Klonierungsversuche verwendet werden.

2.1.7.2 Isolierung von Plasmid-DNA aug&. coli -
mittels Silicaséulen

Die Plasmidisolierung aus. coli erfolgt laut Herstellerprotokoll und mit dem iitra
PlasmidPrep Mini Spin Kit* (GE Healthcare, Freibur§ie basiert auf der alkalischen
Bakterienlyse (Birnboim & Doly, 1979) und der sdle&n Bindung der Plasmid-DNA
an eine Silikamatrix. Es wurden immer Plasmide &usnl Bakterienkultur als
Ausgangsmaterial verwendet. Die Plasmid DNA wurd®&0-100ul EB-Puffer eluiert
(10 mM Tris-HCI, pH 8.5).

2.1.7.3 Isolierung von Plasmid-DNA au£. coli -
Ammoniumacetatfallung

Die in 200ul EB aufgenommene DNA wurde mit 1Q2 8 M Ammoniumacetat und
800 ul 100% EtOH versetzt. Nachdem die Probe kurz Zeagiert wurde, erfolgt die
Féllung der DNA 30’ lang auf Eis und 15’ lang b&0=C. Die DNA der Proben wurde
nun 30’ bei 13 000 x g und 4°C pelletiert. Der Gltand kurz US)wurde verworfen
und dieses so gewonnene DNA-Pellet mit 80G0% EtOH gewaschen. Erneut wurde
30’ lang bei 13 000 x g und 4°C zentrifugiert. ME wurde erneut verworfen und das
DNA-Pellet nun 30’ bei 40°C getrocknet. Die so ¢egaDNA wurde bei —20°C
eingefroren bzw. zum Sequenzieren verschickt.
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2.1.8 Klonierung von DNA-Fragmenten in bakterielle Fasmide

2.1.8.1 ,Blunt end”- Klonierung in den pET151-Vektor

In dieser Arbeit wurden PCR-Produkte (schwarz) pblend” und gerichtet in den
VektorpET151 kloniert. Der Vektor (rot) ist fur die Zwecke Topoisomerase | verdaut
und tragt ein Uberstehendes 5’-Ende (Shuman, 18811894):

------ CCCTT CACC ATG ------TAG  AAG GG -----
------ GEHAAGTGGT ~ GIGG TAG ------ATC  TTC CC-----

Dieser Uberhang kann aufgrund seiner hohen Bindineggie, die beim Spalten des
Phosphodiesterbandes der Vektor-DNA durch die Tsapoerase | entsteht, am 5'-
Hydroxyl-Ende des ,blunt-end* PCR-Produktes die I&ay der H-Briickenbindungen
bewirken. Die Topoisomerase | stellt die neue Phogster-Verbindung her und fuhrt
die Ligation des zu klonierenden Inserts in dentwelurch.

In der vorliegenden Arbeit wurden die fir das Aatigkodierende cDNA “blunt-end” in
den Expressions-Vektor pET151/D-TOPO (Invitrogenpniert. Der Vektor ist
Bestandteil eines Kits (,Champion pET151 Directiof®PO Expression Kit", Fa.
Invitrogen), der neben pET151 die nétigen kompetemOP10E. coli Zellen (dieser
Stamm ist ein DH10B Abkotmmling) enthélt. Die cDNAdghenz, die fur das
Polypeptid kodiert, wurde in einer PCR mit folgend&imern hergestellt:

5TOPO: 5’- CACCI.... - 3’ (Erkennungssequenz Topoisomerase Irsiniehen)
3 TOPO-TAG: 5- CTA/....... - 3’ (Stoppcodon unterstrichen)

Der 5-TOPO-Primer enthalt, zusatzlich zu den zuen§&quenz homologen
Nukleotiden, weitere vier Nukleotide (unterstrichewie die Topoisomerase | als
Substrat benotigt. Der 3- TOPO-TAG-Primer enthdaas Stoppcodon TAG
(unterstrichen). Das Stoppcodon dient fur die spatexpression des Peptides als
Terminationscodon. Das ,blunt-end* PCR-Produkt veurdnach der PCR
elektrophoretisch analysiert und mit dem ,QIAquiECR Purifikation Kit* (Fa.
QIAGEN) aufgereinigt (3.1.7.1). Der linearisierteekfor pET151 wurde anschliel3end
in verschiedenen molaren Verhaltnissen mit dem P@Riukt im Arbeitspuffer der
Topoisomerase | 10" bei RT inkubiert. Fur die Ligatvon 0,015 pmol des 600bp
langen PCR-Produktes in den pET151/D-TOPO (576Qrbpinem molaren Verhéltnis
von 1 zu 1, wurden 20 ng des Vektors (~ 0,015 pmmit)3,75 ng des PCR-Produktes
(~ 0,015 pmol) inkubiert. Das neue Vektor-Konstrakirde sofort nach der Ligation flr
die Transformation der Bakterien-Zellen eingesetzt.
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2.1.8.2 TA-Klonierung in den pCR2.1-Vektor

Fur eine effiziente und schnelle Insertion von P@RBedukten in einen Vektor zur
Uberprifung der amplifizierten cDNA mittels Sequienang wurde die ,blunt end*-
Klonierung in den pCR2.1 Vektor der FA. Invitrogdarchgefiihrt (Shuman, 1991 und
1994). Die PCR-Produkte wurden entweder unter St@hBCR-Bedingungen oder
mittels 5’-RACE-PCR erzeugt (2.1.4/2.1.5). Durcimesispezielle Aktivitat der Tag-
Polymerase wurden einzelne Desoxyadenosinmonopatesph das 3'-Ende der PCR-
Produkte angefiigt. Der linearisierte Vektor pCR@E TOPO TA Cloning Kits (Fa.
Invitrogen) besitzt am 5-Ende einzelne Desoxytldimieste, die kovalent mit einer
DNA-Topoisomerase verkniupft sind und somit eingzedhte Ligation mit den PCR-
Produkten ermoéglichen (TA-Klonierung). Es wurdeml440-120 ng) des gereinigten
PCR-Produktes mit 1 pl (10 ng) des linearisiert&ktdrs bei Raum-Temperatur fir 5'
ligiert. 2 pl des Ligationsansatzes wurden sofart ransformation chemikompetenter
TOP10E. coli (50 ul) zur Vervielfaltigung des neuen Vektorkaokts verwendet.

2.1.8.3 Gerichtete Klonierung in den pASK85-D1.3-Vetor

Zur Klonierung oder Integration eines bis zu 1 kiof@n doppelstrangigen DNA-
Abschnittes (Insert) in einen bakteriellen VektBtasmid) wurden PCR-Produkte mit
solchen Primern vervielfaltigt, die neben der zuen@®omologen Sequenz am 5’-Ende
eine Nukleotid-Erkennungssequenz (Palindrom) voisteries 6 bp Lange enthielten, die
den Verdau des Inserts mit Restriktionsendonukieasenoglichten (Scharét al,
1986). Der Vektor tragt ebenso diese SchnittstellEs entstehen Uberstehende
Einzelstrange (klebrige Enden oder "sticky endsY)der folgenden Ligation kdnnen
nun mit Hilfe der T4-DNA-Ligase die beiden DNA-Maéige miteinander
verbunden/ligiert werden.

2.1.8.4 Restriktionsverdau doppelstrangiger DNA

Der Vektor pASK85-D1.3 und die Insert-DNA (hier,Mund V -cDNA) wurden mit
den Restriktionsendonukleasen Pstl und BstEIl i@ng-cDNA und mit Sacl und Xhol
fur die V.-cDNA doppelverdaut. Die ¥ und M -cDNA tragen an ihren Enden die
entsprechenden Palindrom-Sequenzen, die Schrdtstél die jeweiligen Enzyme, die
wie unter 2.1.8.3 beschrieben eingefuhrt wurde@. |2y Vektor-DNA oder cDNA
wurden mit jeweils 10U Restriktionsendonukleaserse&t und in NEB-Puffer (vom
Hersteller mit dem Enzym mitgeliefert) bei 37°C eeirBtunde lang inkubiert.
Anschlie3end wurden die Nukleasen bei 80°C hitz¢iviart. Die Vektor-DNA wurde
anschlieBend mittels Gelextraktion (2.1.72) gegtjrum das ca. 300 bp lange exzisierte
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DNA-Fragment aus der L6sung zu entfernen. Analogdealie \(-cDNA mit Sacl und
Xhol doppelverdaut.

2.1.8.5 Ligation von ,sticky-end“ DNA-Fragmenten

Die nach dem Verdau mit Restriktionsnukleasenestdn DNA-Fragmente wurden mit
Hilfe der T4 DNA-Ligase kovalent verknipft. Der diarisierte Vektor (100 ng) wurde
nun in einem bestimmten molaren Verhaltnis mit demdauten Insert im Ligase-Puffer
gemischt und 1 h bei 22°C mit 1U T4-DNA-Ligase iblert (Endvolumen 20 pul). Die
molare Menge an restriktionsverdautem Insert wundié nachstehender Formel
(Cranenburgh, 2004) errechnet:

Die Ligase wurde flr 5’ bei 70 °C hitzeinaktiviert. V,= T
5 ul dieses Ligationsansatzes wurden zur Transtmwma Vel r11
von 50 pl kompetentdE. coli verwendet. IV,

2.1.9 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Alle Sequenzierungen erfolgten nach der von Sanger Mitarbeiter (Sangeet al
1992) beschriebenen Kettenabbruch-Methode. Siehbemwf dem zufalligen Einbau
eines von vier 2°, 3’-Didesoxyribonukleotiden inevorgelegte DNA und dem darauf
folgenden statistischen Kettenabbruch aufgrundfeldlenden Hydroxylgruppe am 3’-
Ende, wahrend der Polymerisierungsreaktion.

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des lllustra Plaghi?rep Mini Spin Kit der Firma
GE Healthcare isoliert. Nach der Konzentrationsd Wualitatsbestimmung wurden
300 ng der Vektor-DNA zur Sequenzierung an die RirnSequiserve
GmbH/Vaterstetten gesendet. Die Elektropherogrammeden mit der DNASTAR-
Software (1999, Madison) ausgewertet.

2.2 Gentechnische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Kultivierung der Bakterienstamme erfolgte intaldaviertem LB-Medium, mit
entsprechenden Zusatzen von Antibiotika, bei 3MiGRundschuttler (Sambroak al.,

1989). Zur Anzucht von Einzelkolonien wurden Antitka-haltige LB-Agar-Platten
verwendet. Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wamddem Medium 15 g/l Agar
zugesetzt bzw. das von der Firma Sigma-Aldrich kemmell erhaltliche Luria Agar
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verwendet. Zur Selektion wurddf. coli Kulturen auf Antibiotika haltigen LB-Agar
Platten in drei verschiedenen Dichten ausgebr&Bt3). Eine LB-Agar-Kontrollplatte
ohne Antibiotika wurde mit der gleichen Kultur amgpft. Die ausgebrachten
Bakterien-Kulturen wurden tiber Nackti(z UN) im 37°C Brutschrank inkubiert.

Zur langfristigen Lagerung wurden Bakterien-Daudtken angelegt. Es wurden
Bakterienkulturen der stationdaren Phase bei -8GfGeinem Glycerin-haltigen LB-
Medium ohne Antibiotikazusatz konserviert. Es wurdewohl die Ursprungskulturen,
als auch alle rekombinanten Bakterien-Klone degesichert.

2.2.2 Herstellung chemikompetenteE. coli IM83-Zellen

Fir diese Art von Transformation wurden die MembravonE. coli Zellen durch
Behandlung mit CaGoribergehend fir DNA, mittels der Methode von &fam und
Blomm (1996), durchlassig gemacht. 5 ml LB-Mediurarden mit einer Dauerkultur
angeimpft und bei 37°C und 270 rpm (Inkubator mibi@l-Schittel-Funktion) Uber
Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden wiederu@® Inl LB-Medium (mit dem
Zusatz von 20 mM MgS£ mit 1,25 ml der UN-Kultur angeimpft. Diese Fligs{ultur
wurde bis zum Erreichen einer optischen Dichte @»600nm ~ 0,35 bis 0,4 (log-
Phase) kultiviert. Die Zellen dieser Kultur wurdsofort 10’ lang auf Eis inkubiert und
sukzessive bei 4 500 x g (4°C/5’) pelletiert. Dadlzellet wurde in ~ 40 ml eiskaltem
TFB1 aufgenommen und fur 10’ auf Eis inkubiert. TFBnd TFB2 enthalten das
Kalziumchlorid (CaGJ), welches die Membran dé&. coli durchlassiger macht. Erneut
wurden die Zellen bei 4 500g (4°C/5’) zentrifugiddas Zellpellet wurde anschliel3end
in ~ 8 ml eiskaltem TFB2 aufgenommen und 15" a iBkubiert. Die Zellen sind nun
kompetent. Sie wurden a 200 ul aliquotiert und+80°C etwa bis zu zwei Monaten
aufbewahrt oder sofort transformiert. e coli Stimme BL21 und TOP10 wurden von
der Fa. Invitrogen chemikompetent erworben.

2.2.3 Transformation und Selektion chemikompetenteE. coli
TOP10-, BL21(DE3)- und JM83-Zellen

Die bei —80°C eingefrorenen (je 50 bzw. 200 ulwdiert) kompetentei. coli Zellen

wurden auf Eis langsam aufgetaut, mit 100 ng DN#Ajigeht und zur Absorption der
DNA an die Zellen 10’ auf Eis inkubiert. Die Aufrrale der DNA erfolgte durch einen
Hitzeschock bei 42°C fur maximal 90”. Die Zellenumden anschlieend auf Eis
inkubiert (ca. 5’ lang) und in 1 ml bereitgestedl®OB/SOC-Medium (950 ul SOB + 50
pl SOC) aufgenommen. Nachdem die Kulturen bei 3ii@ 270 rpm erneut die log-
Wachstumsphase erreichten (nach ca. 50’), wurdse diellsuspension (1200 ul) wie
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folgt aufgeteilt: 2 x 100 pl, 1 x 350 pl, 1 x 650 kurz zentrifugiert, der Uberstand bis
auf etwa 100 pl verworfen und die Zellen wie fadgif geeignete selektive LB- bzw.
(bei BL21 LBimprcan) - Agarplatten ausgebracht: 1 x 100ul als Posgititkolle auf eine
LB-Agarplatte, die restlichen Aliquote auf LB bzw. LBmpcamPlatten ausgebracht und
UN bei 37°C inkubiert. Von erfolgreich selektiortem Kolonien wurden Fliissig-
kulturen inokuliert. Parallel dazu wurde eine sayerte Masterplatte Uberstempelt. Aus
den TOP10-Flussigkulturen wurden die entsprecherifleasmide isoliert. Eine sich
anschlie3ende Kontroll-PCR wurde mit einem Prirder,an der Vektor- und einem der
an der Insert-Sequenz bindet, durchgefiihrt. DieertfiSequenz wurde mittels
Sequenzierung verifiziert (Fa. Sequiserve, Vat#mste & ABI Prism 3730
Kapillarsequenziergerat). Plasmide, welche dasekeerinsert beinhalteten, wurden zur
Transformation de&. coli Expressionsstammes BL21 (DE3) bzw. JM83 verwendet.
Einige der erfolgreich transformierten und selakigoten Kolonien wurden
cryokonserviert und konnten im Folgenden zur Exgposdes klonierten Polypeptides
eingesetzt werden. Eine Charakterisierung dieseerbaltenen Kolonien war nicht
notig, da diese mit dem rekombinanten Vektor tramsfert wurden, der aus einem
positiven TOP10-Klon stammt. Negative Klone wirdd® Antibiotika-Selektion nicht
uberleben.

2.2.4 Heterologe IPTG-induzierte Expression rekombianter Hise-
tagged Polypeptide inE. coli

Eine 10 ml Ubernachtkultur wurde mit einer entshesw transformierten BL21 (DE3)
Kolonie angeimpft und bei 37°C im Schittelinkubakaodtiviert. Nach 16 h wurden
zwei 1 | Erlenmeyerkolben mit je 250 ml LBamgefillt, gleichermalRen mit der 10 ml
Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD60A 0% — 0,5 bei 270 rpm und 37°C
im Schittler inkubiert (log-Wachstumsphase). Sololége OD erreicht war, wurde mit
1 mM IPTG (2,5 ml einer 100 mM Stammldsung pro 28(Zellkultur) induziert, und
die Zellkultur fur weitere 3 h unter oben genanrBaaingungen inkubiert. Die Zellen
wurden in 50 ml Cellstar-R6hrchen durch Zentrifimat3 280 x g/10°/4 °C geerntet
und das Gewicht des Zellpellets bestimmt. Der USrdeuentweder bei -20°C
eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.

Auf etwa 1,5 g Zellgewicht werden etwa 3 ml Puffgérgegeben. Durch kraftiges
Vortexen wurden die Zellen resuspendiert. Nach regiastiindigen Inkubation des
Lysats bei RT erfolgte die Zugabe eines Proteakiitor Cocktails — die folgenden
Angaben beziehen sich dabei auf die resuspendi@e#ian in Sonicating-Puffer (in
ml): Aprotinin 10 pl/ml= 0.05 - 0.1 U, Leupeptin (50 mg/ml) 1 pl/ml, Pepst€50
mg/ml) 1 ul/ml, PefablocSC (10 mg/ml) 1 pl/ml un@45(100 mg/ml) 1 pl/ml. Das so
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erhaltene Lysat wurde mit 10 Impulsen je 30” laemer Ultraschallbehandlung
unterzogen (sonifiziert) und mit einer 10%igen dmitX 100-Lésung (Endkonzentration
2%) versetzt — so wurden unspezifische Interakhom@ischen dem HisTag des
Peptids mit anderen Proteinen und somit die Komhudiieser wahrend der Aufreinigung
des Peptids vermieden. Ein 5 pl Aliquot wurde flie @gich an die Reinigung
anschlieBende SDS-PAGE/Silberfarbung entnommen. kBante ohne weitere
Behandlungen des Lysats, wie Filtration oder Z&rgdtion von etwaig vorhandenen
groReren Zellfragmenten mit der affinitatschromeaapischen Reinigung begonnen
werden, da die ,HisTrap FF crude“-Saulen der Fa.Hgalthcare verwendet wurden.
,crude bezeichnet die Eigenschaft dieser Séaulemhtn durch ungenigend
homogenisierte Zell-Lysate zu verstopfen (groRewmeveite der Saulenmatrix
aufgrund von ,Spacern®).

Um eine gute Reinigung zu gewahrleisten, sollte daal-Lysat vollstandig
aufgeschlossen sein. Die folgende Chromatograprighb auf dem Prinzip der Bindung
eines Histagged-Peptids an der mit Nickel-lonen beladeneckéIDA-Agarose-
Saule. Exprimiert wurde nicht nur die fur das Repbdierende Sequenz, sondern auch
der fur die Ni-IDA-Reinigung bendtigte Histidin-Rebestehend aus 6 Histidinen.
Dieser sogenannte Hi¥ag bindet Aufgrund der eigenen negativen Ladungdee
positiv geladenen Nickel-lonen der Séaule. Dieserttimative Bindung wurde erst mit
stark saueren Puffern - hier wahrend der Elutios Eleptides von der Saule — wieder
gelost.

2.2.5 Heterologe Tetracyclin-induzierte Expressionegkombinanter
Hiss-tagged Polypeptide inE. coli

Der hier verwendete Expressionsvektor (hier pASKAE53) kodiert fur das Strukturgen
des zu produzierenden Proteins als Fusion mit deem @ir eine bakterielle
Signalsequenz (OmpA bzw. PhoA), wodurch die Sebmetier Polypeptidkette (hier
Fab-Fragment) in den periplasmatischen Raum Korcoli moglich ist (Skerra &
Pluckthun, 1988). Das derart exprimierte Proteinrdeu anschlieRend aus der
Periplasmafraktion durch selektive Permeabilisigrder aul3eren Zellmembran der
coli aufgereinigt.

Eine 50 ml Ubernachtkultur wurde mit einer entshes transformierten Kolonie des
E. coliStammes JM83 angeimpft und bei 30°C/200 rpm im U8elinkubator
kultiviert. Am nachsten Tag wurden 2 x 1 | LBamp-dilem in je einem 2,5 | fassenden
Erlenmeyerkolben mit je 20 ml der UbernachtkultdeichermalRen angeimpft. Die
Kultur wurde bei 22°C / 200 rpm so lange weitertikigrt, bis die Kultur die log-
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Wachstumsphase erreichte (nach ca. 3% — 4%2h).viRiege durch stindliche Messung
der Optischen Dichte (OD) gepruft. Die Expressi@s dPolypeptids wurde fir 3 h,
nachdem die Kultur eine OD550 von 0,4 bis max. 6rEeicht hat, mit 200ul
Anhydrotetracyclinlésung in DMF (2 mg/ml; Endkonzetion: 0,2ug/ml) induziert.

Die Zellen wurden in 50 ml Cellstar-R6hrchen dufantrifugation 3 280 x g/10°/4°C
geerntet und das Gewicht des Zellpellets bestirdat.US konnte entweder bei -20°C
eingefroren oder weiterverarbeitet werden. Daspéd#t wurde in 20 ml eiskaltem
Saccharose-Aufschlusspuffer (100 mM Tris/HCI pH580 mM Saccharose, 1 mM
EDTA) schonend resuspendiert und fur 30" aus Bdghrert.

Anschlie3end wurden die sich bildenden Spharopidste 3 200 x g/ 10°/4°C pelletiert.
Der tribe Uberstand wurde in einem zweiten Zergsfionsschritt (17 200 x
g/15'/4°C) geklart. Fur die folgende Reinigung des dieser periplasmatischen
Zellfraktion enthaltenen rekombinant exprimierterrotBins mittels Affinitats-
chromatographie wurde dieser gegen Chromatogrdpiier ( 500 mM Betain, 50mM
NaR, pH 7.5) dialysiert.

Die so behandelte periplasmatische Zellfraktionriterwiederum bei -20°C eingefroren
oder direkt der Metallchelat-Chromatographie (IMA@}terzogen werden.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Saulen-Chromatographische Reinigung des Antige
mittels IMAC

IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography )

Rekombinant hergestellte Polypeptide wurden aé#iisthromatographisch an
immobilisierten zweiwertigen Metall-lonen (komplexi an einen chelierenden
Liganden) gereinigt (Poratt al, 1975).

Die in dieser Arbeit rekombinant hergestellten PEire¢ trugen am N-Terminus
Oligohistidin-Sequenzen und konnten wegen der aguageen Affinitat dieser
Histidinreste zu chelatisierten Metallionen chroogaaphisch gereinigt werden
(Hochuli et al, 1988; Skerraet al, 1991b). Die hier verwendeten Ni-IDA-Saulen (Fa.
GE Healthcare) sind mit dem zum Teil vernetzten IS#naterial der Chelating
Sepharose Fast Flow fertig gepackt. An die Sepbkaisisder Chelator Iminodiacetic
Acid, kurz IDA, kovalent gebunden und mit Nickelld#en. Das Bettvolumen der
Saulen betrug 1 ml. Zum aquilibrieren der Sauledgunit je 5 ml dd&EO und Buffer B
gewaschen. Das Lysat wurde zwei Mal mit einer Lesépwindigkeit von ca. 0,2
ml/Minute auf die Saule gegeben. Anschliel3end wualideSaule solange mit Puffer B
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gewaschen, bis die Proteinkonzentration, gemeseedea Absorption bei 280 nm,
weniger als 0,1 mg/ml betrug. Analoges galt fur Wéschschritt mit Puffer C und D.
Die Elution erfolgte mit Puffer E bei einem stakusren pH Wert von 4,5. Um das
Peptid zu ,schonen”, wurde es wéahrend der Elutiomasischem TRIS-Puffer, pH 9
aufgefangen. So wurde vermieden, dass sich dasdRdynich den saueren pH-Wert
(Elutionspuffer) irreversibel entfaltet. Die Sallennte nun mit einer 20%igen-Ethanol-
Lésung von am Saulenmaterial noch haftenden Peeihipiden, etc gesaubert
werden und so bei 4°C fir die ndchste Reinigungewéhrt werden.

Aliquote ausgewahlter Waschschritte und jeder gfeeFraktion wurden anschlie3end
elektrophoretisch im SDS-PAGE analysiert und di€getwennten Proteine mit
Silbernitrat angefarbt. Der Verlauf der Chromatpiyia und die Reinheit der
Fraktionen, die das eluierte Peptid enthalten, t@m@nf diese Weise beurteilt werden.
Die reinen Fraktionen (mind. 90% Reinheit) wurdemmeint, und der pH-Wert wurde
auf pH 7 eingestellt. Das Peptid konnte in diesemeathaltigen Puffer bei 4°C
aufbewahrt werden. In dieser Umgebung sind grolé¢efrie, wie Proteasen, soweit
denaturiert, dass sie das Peptid nicht enzymatgeiten konnen. Fur die meisten
Anwendungen wurde allerdings gegen physiologisdiel&ungen, wie PBS dialysiert.
In diesem Puffer wurde das Peptid bei -20°C aligubgelagert.

2.3.2 Saulen-Chromatographische Reinigung der,;-Fragmente
mittels IMAC

Analog zu 2.3.1 erfolgte die Immobilisierung derdogmngsmetallionen hier ebenfalls
durch chelatisierende chemische Gruppen, die agheiSaulenmaterial fixiert waren.
Hier wurde ebenfalls eine Sepharose-Matrix mit gelemen Iminodiessigsaure-
Gruppen (Chelating Sepharose Fast Flow) als Chieladly eingesetzt. Beladen wurde
mit dem divalenten Ubergangsmetallion2ZnZur Metallbindung der rekombinant
hergestellten Fab-Fragmente diente das C-termifigieT ag.

Zur lIsolierung eines rekombinanten Proteins ausnP®eriplasmaextrakt wurde eine
Séaule mit einem Bettvolumen von 2 ml verwendet. Berlauf der Chromatographie
wurde durch Messung der Proteinkonzentration mifeHler Absorptionsmessung bei
280 nm dokumentiert. Der gegen ChromatographieeP(B800 mM Betain, 50 mM
NaR, pH 7,5) dialysierte periplasmatische Proteindttrgsiehe 3.2.5) wurde
sterilfiltriert. Die Saule wurde mittels einer paaltischen Pumpe zunachst mit einer
Flussrate von 20 ml/h betrieben und mit 20 ml Wiabsezum Erreichen der Basislinie
gespult. Anschlie3end wurde die Saule mit genamL00 mM ZnSQ beladen, mit 20
ml Wasser nachgespilt und schlieBlich mit 20 ml BARuffer aquilibriert.
AnschlieRend wurde die periplasmatische Proteitisteakaufgetragen und bis zum
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Erreichen der Basislinie mit MC-Puffer gewaschene [Elution der an der Saule
gebundenen Proteine erfolgte durch Anlegen eimesaten Konzentrationsgradienten
von 0 bis 150 mM Imidazol/HCI in IMAC-Puffer, beiner verringerten Flussrate von
10 ml/h. Nach ca. 40 ml Elutionsvolumen wurde mdistBasislinie erreicht. Das Eluat
wurde mit Hilfe eines Fraktionssammlers in Frak#omwvon jeweils 2,5 ml aufgefangen.
Nach der Elution wurde die Séaule zur Entfernung def*-lonen mit 20 ml
Regenerierungspuffer (1 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8@d anschlielend mit 10 ml
Wasser gespult. Der Proteingehalt der Eluatfraktionnd deren Reinheit wurde mittels
SDS-PAGE bestimmt. Die Fraktionen mit dem hochst@ehalt an reinem
rekombinanten Protein wurden vereint, gegen einsgiggeten Puffer dialysiert und
nach Sterilfiltration (0,2um) bei 4°C gelagert.

2.3.3 Affinitdtschromatographische Protein A/G Reingung der mAKk

Die serumfreien konditionierten Medien (250-500 rm€r monoklonalen Antikorper
produzierenden Hybridoma wurden wie unter 3.3.4e8chrieben behandelt und an
Sepharose immobilisiertem Protein A (Sigma-Aldricker Protein G (GE Healthcare)
gereinigt. Protein A oder G besitzt eine hohe Afffin zur Fc-Region der
Immunglobulinketten. An Protein A binden die IgGbRlassen 1, 2 und 4 mit hoher
Affinitat, an Protein G zusétzlich auch IgG3. Are dirotein A Saule von der Fa. Sigma
kann eine Dialysesaule (5 ml) gekoppelt werdenchesldie Elution des aufgereinigten
Antikorpers in einen physiologischen Puffer erméigi Fur die Elution an den
Protein G S&ulen der Fa. GE Healthcare wurden digtioBsflaschchen mit
Neutralisierungspuffer vorbereitet, so dass hieenéddls gewahrleistet ist, dass die
Antikorper nicht langere Zeit dem stark sauren iBhgpuffer ausgesetzt werden.

Nach Aquilibrierung der Protein A Saule mit 10 S#volumina Bindungspuffer (vom
Hersteller mitgeliefert) wurde die in Bindepufferalysierte Antikorperldsung auf die
Saule gegeben. Parallel wurde die Dialyse-Saule2nstulenvolumina HEPES-Puffer
oder PBS aquilibriert. Die Protein A Séule wurdsdniieRend solange gewaschen, bis
keine unspezifisch an der Saule haftenden Protemshr eluiert werden (OD
280nm<0,1). Mit einem stark saueren Glycin-PuffeH (3,5) wurde der Antikorper
eluiert. Es wurden 6 Fraktion a 1 ml aufgefanged die Proteinkonzentration bei 280
nm bestimmt. Fraktionen die einen OD > 0,2 aufweisaurden im SDS-PAGE
analysiert.

Fur die affinitatschromatographische Reinigung nuer Protein G Saule
(GE Healthcare) wurden serumfreie konditioniertedia nicht eingeengt, sondern UN
bei 4°C mittels einer FPLC-Pumpe auf die Saule lpegeAnschlieRend wurde mit 20
mM NaR, pH 7,0 bis zum Erreichen der Basislinie gewascli®a Elution erfolgte
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manuell mit 0,1 M Glycin-HCI, pH 2,7 in die mit Nealisierungspuffer (1 M Tris-HCI,
pH 9) vorbereiten Reagenzglaser. Fraktion a 0,%-n0 wurden aufgefangen und die
Proteinkonzentration bei 280nm bestimmt. Fraktiorééa einen OD > 0,2 aufwiesen,
wurden im SDS-PAGE analysiert. Antikdrper enthalerfFraktionen wurden, wenn
notig, auf mindestens 2 mg/ml eingeengt und nacls Balysiert (Entfernung des
Glycins). Die Antikérperldsungen wurden aliquotiend bei -20°C gelagert.

2.3.4 Dialyse und Konzentration proteinhaltiger L6sugen

Die sogenannten ,PD-10"-Desalting-Saulen der Fa.H&&lthcare wurden zuerst mit
25 ml Dialysepuffer aquilibriert. 2,5 ml der Polyel-Urea-Losung wurden gegen 3,5
ml PBS-Puffer ausgetauscht (Verlust von ca. 20%teprungsmenge an Polypeptid).
Ist die Konzentration des Polypeptids bestimmt war@.3.5), konnte die Polypeptid-
Losung aliguotiert und bei -20°C eingefroren werden

Ebenso wurde Uber Dialyseschlauche dialysiert. 2dievurden autoklavierte, in 50%
(v/v) Ethanol gelagerte und, kurz vor Gebrauch, gut ddHO durchgespilte
Dialyseschlauche verwendet. Proteinlésungen wurdetien Schlauch eingeflllt und
UN bei 4°C unter Riihren gegen den entsprechendiéer Rlialysiert.

Gering konzentrierte Proteinlésungen (unter 100{)giwie konditionierte Zellkultur-
Uberstande, wurden mit Natriumazid (Endkonz.: 0,1&tsetzt, sterilfiltriert (0,2 pm)
und mit Vivaspin-20/30 000 MWCO (Sartorius) Zentghlkonzentratoren sukzessive
bei 4°C bis zum gewiinschten Endvolumen aufkonzsmtrAnschlielend wurde das
Konzentrat mittels PD-10-Saulen (Fa. GE Healthcgegen den Bindepuffer (0,1%
Natriumazid) fur die spatere Protein A Affinitdtscatographie dialysiert.

2.3.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte dutdi-Absorptionsmessung bei
280 nm und anschlielBender Berechnung mit der Fonaeh Warburg und Christian
(Warburg & Christian, 1941). Als Standard wurde B&A mg/ml; Fa. Invitrogen)
verwendet. Die Proteinmenge nach Warburg und Gdmisturde Uber folgende Formel
bestimmt:

C(Protein in mg/ml) = 1,55 x E280 - 0,76 x E260
Diese Methode basiert auf der Bestimmung der Eftinkder Aminosauren (As)
Tyrosin und Tryptophan bei 280 nm. Die Stdérung Huxeikleotide oder Nukleinséuren
konnte durch Messung der Extinktion bei 260 nm iglient werden.

38



Methoden

2.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese - SDS-PAGE

Diese Methode dient der Auftrennung von Proteimeainer vertikalen Elektrophorese-
Apparatur entsprechend ihrer molekularen Masser wi@raturierenden Bedingungen.
In Abhangigkeit von ihrer einheitlich negativen luag) (Denaturierung durch SDS),
wandern Proteine in einem SDS-Polyacrylamid-Gelaegt des elektrischen Feldes in
Richtung Plus-Pol. Es wurde das Bio-Rad-Criterigst&n verwendet. Die vertikale
Criterion-Apparatur erlaubt die parallele Elektroptse zweier 0,75 mm dicker
4-20%iger Gradientengele (Fa. Bio-Rad). Die Gelesseenthalten kein SDS. Damit die
Proteine in einem annahernd denaturierten und &irgeben Zustand verbleiben,
wurde ein Laufpuffer: 1x SDS-Laufpuff(Lammli, 1970) verwendet, der das fur dieses
denaturierende System notwendige SDS enthéalt. @msglicht, Proteine entsprechend
ihrer Gro3e aufzutrennen. Alle auf das Gel aufgetnan Proben wurden im Verhéltnis
1:1 bis 1: 2 mit Lammli-Probenpuffer versetztluetwa 5’ bei 95°C hitzedenaturiert.
Die Apparatur wurde wéhrend der schnellen Elektorpbe gekihlt und es wurde eine
Spannung von 220 V angelegt. Mit der Criterion-Ajapar erreicht man eine
Beschleunigung der Elektrophorese um 50%.

Fur Antikorper, die fur die N-terminale Edmann Sewgierung elektrophoretisch
aufgetrennt wurden, wurde glycinfreier 1 x Boratfuffer verwendet.

2.3.6.1 Coomassie Farbung

Zur Sichtbarmachung der im SDS-PAGE aufgetrenntestele eines Homogenats
wurden die Proteine mit einer Coomassie-BrilliatatBL6sung direkt im Gel
angefarbt. Diese Art der Farbung hat eine Nachweisg von ca. 50 ng Protein pro
Proteinbande und ist reversibel. Nach einer eimigi@gm Inkubation mit der
Farbeldsung, die neben dem Coomassie-Blau Esseysadngt Methanol zur Fixierung
der Proteine enthélt, kann der Farbstoff mit deroflen Zusammensetzung (Essigsaure
und Methanol) solange wieder herausgewaschen webiemur noch die angefarbten
Proteinbanden zu sehen sind, und die Proteine iink@enen nun beispielsweise
geblottet werden.

2.3.6.2 Silber-Farbung nach dem SDS-PAGE

Die Silberfarbung dient dem Nachweis von Proteimach dem SDS-PAGE. Die
Nachweisgrenze liegt hier bei etwa ca. 0,1 ng /damie einzelnen Schritte sind in
Tabelle 2.1 aufgefuhrt. Nachdem die Proteine im @l fixiert sind werden sie mit
einer Silbernitrat-Losung angefarbt, welche durdcd Bntwicklerlosung (alkalisches
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Formaldehyd) zu Silber reduziert wird. Dieses fadi@ Stellen, an denen Proteine
vorhanden sind, schwarz.

Tabelle 2.1: Silberfarbung nach dem SDS-PAGE nach Henkeshoven und Dernick (1986)

Fixierlésung 1 30% Ethanol mind. 30’ oder Uber Nacht schitteln
10% Essigsaure

Fixierlésung 2 0,4 M NaAc; 0,5% Essigsaure pH 6frisch angesetzt:
30% Ethanol 2 ml Glutaraldehyd und

200 mg NaSG; zugeben
60’ lang schitteln

Waschldsung ~500 ml ddB 3 x 15’ waschen
Farbeldsung 100 ml ddB ; 0.5 ml 20% AgN®@  immer frisch ansetzten
80l 37% Formaldehyd
Waschldsung ~500 ml ddB kurz schwenken
Entwicklerldsung 200 ml ddi®; 5 g NaCGs unter Beobachtung auf weiem Hintergrund
80 ul 37% Formaldehyd schwenken, bis Banden sichtbar werden
Stopp-Ldsung 50 mM NeEDTA pH8 bis zu 60’

anschlie@Rend wird die Stopp-Losung gegen
ddH,O ausgetauscht, um zu verhindern, dass das
Gel milchig wird

2.3.7 N-terminale Proteinsequenzierung

Fur die rekombinante Herstellung der in dieser Arlergestellten monoklonalen
murinen Antikorper bzw. deren Fab-Fragmente wurden gernpeze Primer fir die
Amplifizierung der korrespondierenden cDNA-Abschmimittels PCR entworfen. Da
die konstanten Regionen der Antikdrper von wenigtalen im Maus-Genom kodiert
werden und diese sich an nur wenigen Positionenihiner Nukleotidsequenz
unterscheiden, kann in diesem Bereich der AntikGgRENA der am Antisens-Strang
bindende Primer (kurz: 3’-Primer) gelegt werdere Bénetische Vielfalt der Antikorper
spiegelt sich in ihren variablen N-terminal gelegerDomanen wieder. Flir den am
kodogenen Strang bindenden Primer (kurz: 5-Prinveuyde zuerst die N-terminale
Aminosauresequenz der Antikdrperketten bestimmeradi wurden 1@g eines Protein
A gereinigten monoklonalen Antikdrpers einer SD3yRarylamid-Gelelektrophorese
unter Verwendung eines Borat-Laufpuffers ohne @ly¢l00 mM Tris, 100 mM
Borsaure pH 8,3; 0,1% w/v SDS) unterzogen. AnsBelrel wurde der Elektrotransfer
auf eine Immobilon-P-Membran mit Transferpuffer ¥20v/v Methanol in Borat-
Laufpuffer) durchgefiihrt. Nach Beendigung des Etgkansfers wurde die Membran
fur 5 min in Coomassie-Blau-Farbeldsung geschwamd bis zur Entfarbung des
Hintergrunds mit Entfarbelésung gewaschen. Die Mamlwurde mit bidestilliertem

40



Methoden

Wasser gespult und zwischen zwei Filterpapiererogketet. Fur die Sequenzanalyse
wurden die entsprechenden Banden der Schwer- uiahtieetten des Antikorpers
ausgeschnitten und von der Fa. Alphalyse, Danesegienziert.

Die von Pehr Edman entwickelte Methode zur Seqeemzg von Aminosauren, der
sogenannte Edmann-Abbau, beruht auf die wiederlkwitlgruppen-Bestimmung einer
Peptid-Kette (Edman, 1949). Die Peptidkette wuraleed schrittweise abgebaut und die
N-terminale Aminosaure (AS) des Peptids durch Zega&bn Phenylisothiocyanat
(PITC) markiert. In einem sauren Milieu wurde diepBdbindung hinter dieser PTC-
markierten N-terminalen Aminosaure gespalten. Di¥segang ist wiederholbar. In der
Regel erhalt man eine Sequenzinformation von ca. Nk@erminal gelegenen
Aminosauren.

2.4 Immunchemische Methoden

2.4.1 Bestimmung des Antikorpertiters mittels ELISA

ELISA (enzyme linked immunosorbant assay) (Eng8alPerlman, 1971; Goldsbgt
al., 2003) ist eine schnelle Testmethode, um speh#igmtikbrper — im Rahmen dieser
Arbeit der IgG-Gehalt der Blutseren immunisierteeré — nachzuweisen. Diese hoch
empfindliche Methode erlaubt den Nachweis von Imghoioulinen im picomolaren
Bereich. Die Entwicklung des Antikorpertiters koarderart mittels ELISA von Boost
zu Boost verfolgt werden. An das Antigen, das am Bestphase gekoppelt wurde,
binden Immunglobuline aus dem Zellkulturiiberstaadybridoma Klone und werden
mit einem sekundaren, gegen den Fc-Teil der MaGs-fgerichteten, Ziege-lgG
nachgewiesen. An diesen sekundaren IgG liegt aikedische Phosphatase gekoppelt
vor (AP konjugierter GAM-IgG), die ihr Substrat (BR) umsetzt und dabei einen
Farbumschlag des Reaktionsansatzes bewirkt, der Hiife eines Photometers
quantifizierbar ist. Fir einen ELISA-Test wurde esiBLISA-Platte U96 (Fa. Greiner)
verwendet. Diese Kunststoffplatte tragt 8 x 12 Wéungen, éngl: Wells). Insgesamt
bendtigt man in diesem Fall 7 Reihen zu je 8 Wélis. jedes zu testende Serum wurde
eine Reihe Wells benttigt. Beim Testen der Seree, Ak gegen das fur die
Immunisierung verwendete Antigen enthalten, werdas Preimmunserum - kurz PIS,
und das 1.-, 2.-, 3.- und 4.-. Serum getestet. Zvatiere Kontrollreihen werden gegen
BSA getestet. Alle Reihen werden bis auf die Reidemd 7 mit 10 pg/ml oder 0,5 pg
Antigen/Well beschichtet. Das Antigen (AG) wurdelix PBS verdinnt und es wurden
mit 50 pl/Well AG in PBS beschichtet. Das AG bleilotkubiert man die Platte
mindestens 16 h bei 4°C, durch adhasive Krafteearkdnststoffoberflache der Wells
gebunden. AnschlieRend wurde Uberschissiges AGlaeusNells gewaschen, indem
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man die Wells 3 x mit je 300 ul 1 x PBS/Well behaihdAnschlieRend wurden bei RT
die noch freien Bindestellen an der Kunststoffdetfe der Wells mit je 200 pl einer
nicht kreuzreagierenden Proteinlosung, hier 5% BS8ung in 1 x PBS, abgedeckt und
nach 1 h mit 200 ul PBS pro Well dreimal gewasciisa.Seren werden in einer 1 zu 3
Verdunnungsreihe, beginnend mit der 1. Zeile inWiells gegeben. In die erste Zeile
wurden 149 pl 0,25% BSA/PBS und 1 pl Serum gegéberi50). In die zweite Zeile
wurden 50 pl aus der 1. Zeile + 100 ul 0.5% BSA/RBS450) gegeben und so weiter
bis zur 8ten Zeile wo eine Verdinnung des Serunms o 328 050 erreicht wurde.
Inkubiert wurde 1,5 h lang bei RT. Nicht gebundemgkk wurde durch 6 x Waschen
mit 1 x PBS entfernt. Die Detektion der sich gebitth AG/mAk-Komplexe erfolgte
durch Bindung eines heterologen-Enzym-konjugie8ekundar-Antikérpers, der gegen
Maus-1gG’s (Seren stammen von Mausen) gerichteDisser Sekundar-mAk wurde 1 :
10 000 in 0,5% BSA/PBS verdinnt und a 100 pl/Wetlegeben. Inkubiert wurde 1,5 h
bei RT. Nichtgebundener Sekundar-mAk wurde durck B/aschen mit 1 x PBS
entfernt, wobei der letzte Waschschritt fir einesdeee Aktivitdt der AP und einer
schnelleren Farbentwicklung mit 1 x PBS, pH 9 dgseflihrt wurde. 100 ml der frisch
angesetzten Substratlosung (hier pNPP in DiethamolaéPuffer) werden pro Well
zugesetzt. Die Messung des entstehenden gelbestéiésberfolgte nach 15-30" im
Photometer (Titertek Multiscan Plus; Thermoelekirdrei einer Wellenldnge von
405nm. Die Intensitat der einsetzenden Gelbfarbighgoroportional der Menge an
gebundenem mAK. Die Intensitat der Farbentwicklaimgmt linear tGber die Zeit zu.

2.4.2 Indirekter ELISA zur Selektion von Hybridoma Klonen

Die primare Selektion der aus der Fusion hervonggeaen Hybridoma Klone erfolgte
mittels indirektem ELISA (enzyme linked immunosarbassay) (Engvall & Perlman,
1971); Goldsbyet al.,2003) &hnlich wie unter 2.4.1 beschrieben.

Dazu wurden 96-Loch-Platten ebenfalls mit dem fig bnmunisierung der Tiere
verwendeten Antigen (10 pg/ml) in 1 x PBS (Biochjobeschichtet. Die in der
Hybridoma-Kultur konditionierten Medien bzw. Ubéistle (kurz: US) wurden
unverdinnt bei 4°C Uber einen Zeitraum von 12 hheidi°C auf die beschichteten 96-
Well-Platten gegeben. Die Detektion erfolgte Anatog?.4.1.

Die monoklonalen Zell-Linien, deren konditioniertdedien hier positiv getestet
wurden, wurden in serumfreiem Medium weiter ku#iti und mittels indirektem
ELISA erneut getestet. AnschlieRend erfolgte diatexe Charakterisierung einiger
weniger Klone, mit hochster Affinitatt zum AG, im \&ftern Blot und
immunhistochemisch.
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2.4.3 Indirekter ELISA zur Bestimmung der Antigen Bindekapazitat
von mAKk's und Fab-Fragmenten

Die Antigenbeschichtung erfolgte analog zu 3.4.4ciNdreimaligem Waschen mit PBS
wurde die Oberflache der 96-well-Platten mit ,Prnotieee blocking buffer” in PBS (Fa.

Thermo) 1 h bei RT abgesattigt und erneut dreimalagchen. Das primére
Antikdrpermolekdl ist in diesem Fall ein Fab-Fragmewelches mit absteigender
Konzentration: 100, 80, 60, 40 und 20 pg/ml zum &&eben und UN bei 4°C

inkubiert wurde. Der sekundare mAk, Anti-Mouse I§&b-specific (Fa. Sigma-

Aldrich) ist mit alkalischer Phosphatase konjugiartd wurde nach sechsmaligem
Waschen fur 2 h bei RT zugegeben. Es wurde ermeetistach gewaschen und mit 100
ul/Vertiefung mit pNPP entwickelt. Die Extinktioreb405 nm wurde nach 15', 60", 90'
und 120" bestimmt und der Untergrund (Negativkdl@n) abgezogen. Fir die

Negativkontrolle (Untergrund) wurden Vertiefungerit 0,25% BSA abgesattigt. Des
weiteren wurde eine weitere Reihe mit 8 Vertiefungait AG beschichtet und

anschlieend nur der sekundédre mAk zugegeben. édgivkontrolle wurde Serum

immunisierter Mause (3.3.1.2) in einer Verdinnumgn v1:150 — 1:1350 auf AG

getestet. Die zeitabhéngige Veranderung der Exdinktvurde mittels nichtlinearer

Regression (Methode der kleinsten Quadrate) mit-Eréser modeliert.

2.4.4 |sotypbestimmung monoklonaler Antikorper

Die Isotypisierung diente der Charakterisierung ixssen bzw. Subklassen, der in
dieser Arbeit generierten monoklonalen AntikorpenAk). Fur die Wahl der
affinitatschromatographischen Methode, mit welckige mAk aufgereinigt werden
sollten, und fur die Entwicklung Gen- bzw. Isotypegifischer 3'-Primer fur die
Amplifikation der variablen mAk-Domaé&nen fur die Kegllung der rekombinanten Fab-
Fragmente, war es wichtig, die Isotypen dieser rakennen.

Der Kulturiberstand der klonierten Hybridomas wurdeer ebenfalls zur
Isotypbestimmung verwendet. Der Kit der Fa. Piencthalt hierzu gegen die Schwere-
Kette der Antikdrper gerichtete anti-IgG1, -lgG2dgG2b, -lgG3, -IgA, -IgM
beschichtete Membranstreifen. Ebenso ist im Kie diftembran enthalten, die mit anti-
A-Leichte-Kette und anti-Leichte Kette Antikdrpern beschichtet ist. Diekérerlaubt
einen Isotypennachweis mit einer Empfindlichkelfitnlich dem mAk-Nachweis mittels
ELISA. Aus diesem Grund werden Hybridoma-Kulturigténde mit dem mitgelieferten
Verdunnungspuffer 1 : 50 verdiinnt auf die Membrnaifein aufgebracht. Nach einer
Inkubationszeit von ca. 10’ entwickelt der Streitgne rote isotypenspezifische Bande.
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2.4.5 Immunfluoreszenznachweis von Antikdrpern an Hgridoma

Der Nachweis der mAk-Molektle an der Oberflache mék-produzierenden Zellen —
hier den Hybridomas — dient der Bestatigung, dassim dieser Arbeit erzeugten
monoklonale Hybridomazelllinien reine ,Producer-Kuen“ sind. Der Nachweis wurde
mit einem polyklonalen in Kaninchen hergestelltenti-Maus-mAk, der FITC-
konjugiert ist, gefuhrt. Die Hybridomazellen werden24-Loch-Platten ausgesat und
bis zum Erreichen der 70%igen Konfluenz kultivignr Fixierung wurden sie mit PBS
gewaschen und mit je 500 pl 4% PFA pro Loch 15glamkubiert. Es folgen drei
Waschschritte &4 je 10’ in 1% BSA-PBS-LOsung (WaBciffer). Um unspezifische
Bindungen zu blocken wurden 200 pl Protein-Blockiésung (Fa. Dako) dazugegeben
und fur 60" bei RT mit anschlieRend 3 x Waschelvasch-Puffer inkubiert. Folgend
wurden je 200 pl des sekundaren Antikérpers FlTgbitaanti-mouse (Fa. Dako) 1 : 40
verdunnt (Antibody Diluent, Dako) und fur 60’ beiTRauf die Zellen gegeben. Ab
diesem Arbeitsschritt war es notwendig im Dunkelnazbeitet. Um auch die Zellen
sichtbar zu machen, die keine mAk produzieren, emrchach weiteren drei
Waschschritten die Zellkerne mit DAPI (Dako) blaeggngefarbt. Dies erfolgte
wahrend eines Inkubationsschrittes von 5 mit eidemg/ml konzentrierten DAPI-
Lésung. Anschlielend wurde abermals dreifach gewesscund schlief3lich der
Nachweis im Mikroskop (Zeiss) gefuhrt und digit&letos erstellt.

2.4.6 Immundetektion am Western Blot

Western Blot

Nach erfolgtem SDS-PAGE kénnen Proteine direkt ieh @urch eine Coomassie- oder
Silber-Farbung sichtbar gemacht werden. Um eineezipchen Nachweis eines
bestimmten Proteins zu flhren, wurden die so ardgeten Proteine auf eine
beschichtete Kunststoffmembran Ubertragen und didsenbran, mit gegen das
nachzuweisende Protein gerichteten Antikérpern gtragr Klasse 1gG), inkubiert. Das
Blotten wurde in dieser Arbeit mit dem erstmal 198%n Kyhse-Andersen
beschriebenen Semidry Blotting mit der Apparatur [é@. Bio-Rad durchgefuhrt. Die
Proteine wurden dabei aus dem Polyacrylamidgel exhdw auf eine Nitrocellulose-
Membran kurz NC-Membran) oder auf eine PVDF-Membran Ubertrag€ghse-
Andersen, 1984).

Assemblierung des Blots:direkt im Anschluss an die Elektrophorese wurds da
~sandwich* bestehend aus dem Gel, der Membran ulergapier fir den Western
Blot zusammengesetzt. Gel und Membran wurden 1%g lan Transferpuffer
aquilibriert. Die Membran war auf die GroRe der é&elugeschnitten. Das hierzu
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verwendete extra dicke Whatman-Filterpapier wurdenéalls auf die GrolRe der Gele
zugeschnitten und vollstandig in Transfer-Pufferayet.

Transfer: Der Transfer erfolgte durch Anlegen einer Stromkgt&on 1 mA/cm?2. Das
Methanol im Transferpuffer erhéhte zwar die Bindsef§jzienz der Proteine an die
Membran, verringerte jedoch den Transfer hoch-mdégkr Proteine aus dem
Polyacrylamid-Gel. Aufgrund dessen wurde fur deanBfer hoch-molekularer Proteine
ein Transfer-Puffer (TB) ohne Methanol verwendeheEgute Haftung der Proteine auf
dem Blot war durch die Essigsaure-haltige Farbelgsuder nach dem Blotten
durchgefihrten Ponceau-Féarbung, gewahrleistet. Ndem Blotten wurde das
Sandwich vorsichtig auseinander genommen, die Memiin eine Glasschale mit
Ponceau—Féarbelosung gegeben und ca. 5’ bei RT igtuldnschlieend wurde die
Membran einmal mit ddiD gespult und anschliel3end in 1 x TBS-Puffer Glbetfind
solange entfarbt, bis Protein-Banden erkennbar wddé Ponceau S-Farbung wurde
fotografisch dokumentiert.

Fur die N-terminale Edman Proteinsequenzierung Algrkorper-Ketten wurde der
Transfer in Glycin-freiem Borat-Puffer (1 x BorséuBlotting-Puffer), dem Methanol
zugesetzt wurde, verwendet. Die Aminosaure Glydie, Bestandteil der Standard-
puffersysteme ist, wiirde die N-terminale Edmannu®eqgierung beeintrachtigen.

Immundetektion am Western Blot: Immuno-Blot

Blockieren: Um Protein freie Stellen auf der NC-Membran abitigeénh (die im
Verlauf der Immun-Detektion eingesetzten Antikbrpairden an diesen Proteinfreien
Stellen unspezifisch an der Membran haften bleibsnjde mit fettfreiem Milchpulver
in TBS (Blockierlosung) 60’ lang bei RT inkubiegefolgt von dreifachem Waschen
mit TBS. Nach Inkubation der Membran mit dem priemamAk (meist 1 : 1 000 in
Inkubationslésung/1 h/RT), der spezifisch ein lmesttes Protein — genauer: Antigen —
erkennt, wurde sechsmalig und jeweils 5’ lang b&i rRit TBS gewaschen. Erst die
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper (1 : 5/A06/RT), der gegen den Fc-Teil
des Erst-Antikorpers gerichtet und an den einex@#ase gekoppelt ist, liefert wahrend
der Detektion das gewiinschte Signal. Der Langedatdn(jedes Protein des Markers
enthalt einen Steptavidin-Rest/Tag) wurde durch méndem sekundaren Antikorper
zugegebenen, gegen den Streptavidin-Tag gerichtétetikorper und ebenfalls
Meerrettichperoxidase konjugierten Antikorper daerk

Detektion: Die Detektion erfolgte mittels Luminol (5-Amino3dihydro-1,4-
phthalazindion). Aktiviert wurde das Luminol dureimen Wasserstoffperoxid-Puffer,
der kurz vor der Detektion zum Luminol gegeben wuré&atalysiert wurde die
Reaktion von der Meerrettichperoxidase, die an skkundéaren - bzw. an den anti-
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Steptavidin-Tag gerichteten Antikdrper gekoppeltliegt. Bei dieser Reaktion oxidiert
das Luminol und es entsteht neben dem Oxidatiodsjto blaues Licht der
Wellenlange 450 nm (Chemiluminszenz). Es wurden ljeml Luminol und
Wasserstoffperoxid-Puffer gemischt und gleichméidgr den Blot verteilt (Blot darf
nicht austrocknen). Die NC-Membran wurde ca. dreiniven inkubiert und in
knitterfreier Folie verschweil3t. Die Chemilumineszeauf der NC-Membran schwarzt
einen Rontgenfilm an der Stelle, wo sie entstammgeihalb von wenigen Sekunden.
Durch eine langere Exposition des Filmes konnte &farstarkung des Signals erreicht
werden, was diese Methode aul3erst empfindlich m&ut Film wurde anschlie3end
entwickelt und ausgewertet. Die Nachweisgrenzet lnegr bei ca. 0,1 pg Protein pro
Bande.

2.4.7 Immunhistochemie - Histologie

2.4.7.1 Silanisierung von Objekttragern

Um die Haftung der Gewebeschnitte auf den Objajind zu verbessern, wurden diese
silanisiert. Zuvor wurden die Objekttrager von Scitumund Fett befreit, um eine hohe
Hintergrundfarbung zu vermeiden. Dazu wurden kotigaelle Glas-Objekttrager
(VWR) in Glasschaukeln (VWR) fur 5’ in Glaskivett¢dWR) mit 100% Aceton
(Sigma-Aldrich) getaucht und anschlieBend 5 bet@G0Om Brutschrank (Heraeus)
getrocknet. Im Anschluss wurden die Objekttragers¢auf RT abgekihlt und danach
15’ in Glaskuvetten mit 5%igem Silan (Triethoxydropylamin) (Fa. Sigma-Aldrich)
getaucht. Zur Fixierung des Silans auf dem Objagér wurden diese fur 5’ in frisches
100%iges Aceton getaucht und anschlieBend 5 mitlyptire-Wasser (doppelt
destilliertes Wasser) gesplult. Die Objekttrager dear nun Uber Nacht bei 60°C im
Brutschrank getrocknet. Nach dem Trocknen konntén @bjekttrdger bis zum
Schneiden der Gewebe bei RT gelagert werden.
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2.4.7.2 Gewebefixierung und Einbettung nach der Cryg¢Gefrier-) Methode

HumaneGewebe Biopsate (Tumor bzw. gesunde Hirnbiopsten Rande des Tumors)
wurden gleich nach einer OP in der Tumorbank mit-NiBnmer und Diagnose
aufgenommen und anschlielend mit Hilfe eines SKalpeStlcke einer Grol3e von ca.
0,5 x 0,5 x 0,3cm (BxLxH) geschnitten. Diese Stlekeden in eine Plastik-Kassette
gegeben (Tissue-Cassette, Thermo Shandon) undemitidnbett-Medium Ubergossen
(Cryo-Matrix, Thermo Shandon). Anschliel3end wurdeneingebetteten Gewebestlicke
bei -20°C (langer -80°C) eingefroren (Gefrierfixiag). Nach Erreichen dieser
Temperatur konnten Schnitte angefertigt werden.

2.4.7.3 Herstellung von Schnitten nach der Gefrierkierung

Vor dem Schneiden wurde der Kryostat (Leica) awi°€2 heruntergekihlt, um ein

Auftauen der Gewebeblocke und dadurch entstehendalefhe beim Schneiden zu
verhindern. Sobald die optimale Schnitttemperatweieht war, wurde das Messer so
eingestellt, dass die Schnittdicke 10 um betrug fgekihlte Cryo-Gewebe (-20°C)
wurde mit Hilfe eines Klebers (Tissue Tec) auf dBmobenteller befestigt und 10’

trocknen lassen. AnschlieBend wurde das Messen $eosition gebracht, dass erste
dinne Schnitte angefertigt werden konnten. Diesed&ru jedoch verworfen, bis die

Schnittflache eben und das Tumor- bzw. Normalhwedee im Gewebeblock sichtbar
war. Diese Schnitte wurden jeweils zu Zweit an ein@bjekttrdger bei RT an

geschmolzen und sofort bei -20°C in einem Objeggeirdasten zur Aufbewahrung bis
zur Durchfuihrung der Immunhistochemie gegeben.

2.4.8 Immunhistochemische Farbung von Cryoschnittenach der
LSAB-Methode

Dieses hoch empfindliche Farbesystem (Labellecef®ir Avidin-Biotin — LSAB) mit
dem biotinylierten sekundéaren Antikorper (tragt meelBiotin-Molekile an seinem Fc-
Teil) birgt den Vorteil gegeniber dem herkdbmmlich&@ystem, dass an diese
Biotinmolekiile mehrere Streptavidin-gekoppelte Megichperoxidase-Enzyme (engl.:
HRP, horseradishperoxidase) binden kénnen und dadiine enorme Verstarkung des
positiven Signals am gefarbten Gewebeschnittenicatraverden kann. Zusatzlich
koppeln an jedes Streptavidinmolekil mehrere HRByEw®, was eine zusatzliche
Verstarkung des urspringlichen Signals bedeutet. Hohe Affinitdt von Streptavidin
(Streptomyces avidiniifir Biotin (héchste bekannte Bindekonstante ziésc zwei
Proteinen) macht dieses System erst moglich.
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Die Schnitte wurden anhand des Protokolls des Dxak@LSAB-Kit System HRP,
Dako) gefarbt. Alle verwendeten Reagenzien wareKiinenthalten. Zuerst wurden die
Schnitte zur Gefriersubstitution (Eiskristalle wendrasch durch Aceton ersetzt, das
Praparat erhalt seine cryofixierte Struktur) 3@’aiskaltes, 70% Aceton getaucht und
danach 3 x 5 mit PBS gespult. Dann wurden die Gasehnitte mit Hilfe eines
Fettstifts (Dako Cytomatic Pen, Dako) eingekreisthy zu gewahrleisten, dass die
einzelnen Reagenzien das Gewebe Uberfluten. Umndiegene Peroxidase zu blocken,
wurden die Schnitte 10’ mit dem Peroxidase-Blockitgagenz inkubiert und danach
erneut 3 x 5" mit PBS gewaschen. Zum Blocken degdryrunds wurde das serumfreie
Protein Blocking Reagenz aufgetropft und 1 h lamg 80 °C im Warmeschrank
inkubiert. Anschliel3end wurde das Protein Blockitepgenz vorsichtig abgekippt und
die restliche Flussigkeit mit Filterpapier abgenoemywobei darauf zu achten war, dass
das Gewebe nicht mit dem Papier in Berihrung komitbhwveichend vom Hersteller-
Protokoll wurden als Priméarantikorper die zu tedean Hybridoma-Zellkultur-
Uberstande verwendet. Dies ist moglich, da der &amtikorper bei der LSAB
Methode unkonjugiert vorliegt. Dazu wurden je 100 WS unverdiinnt auf die
Gewebeschnitte aufgetropft. Auf die Schnitte, dg Megativkontrolle dienten, wurde
nur das Antikorper-Verdinnungsmedium gegeben. AdsitRkontrolle wurde der
gereinigte mAk BC-24 aufgetragen. Die Schnitte veardber Nacht bei 4°C inkubiert.
Anschliel3end wurden die Schnitte 3 x 5’ mit TrigfBuTween 20 (0,1% Tween 20, pH
7,6) gewaschen und danach der biotinmarkierte Sklantikdrper (Biotynilated Link),
der gegen murines IgG gerichtet ist, aufgetrageth 20 bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss erfolgte erneut ein Wastigc von 3 x 5 mit Tris-
Puffer/Tween 20. Anschlieend wurde Streptavidimidase aufgetropft und
ebenfalls 20" bei 37°C inkubiert und im Anschlusederum 3 x 5min mit Tris-
Puffer/Tween 20 gewaschen.

Um die Zellen sichtbar zu machen, wurde DAB (3,8fbinobenzidin) als Chromogen
fur die Peroxidase verwendet. Hierfur wurde naclotdkoll ein Tropfen DAB
Chromogen mit 1 ml DAB Substratpuffer gemischt ymd0ml des Gemischs auf die
Schnitte aufgetragen. Die Streptavidin Peroxidastetinnerhalb kirzester Zeit bei
Vorhandensein von DAB ein braunes Endprodukt, dahede ab diesem Arbeitsschritt
lichtgeschitzt gearbeitet. Die Farbentwicklung veuron Lichtmikroskop (Zeiss)
Uberpruft und durch Spulen mit debtWasser nach ca. 2’ gestoppt.

Die Kernfarbung wurde im Anschluss mit Mayers Hémal (Sigma) durchgefihrt.
Dazu wurden die Schnitte 2’ mit Mayers Hamalaunulikrt und anschlieRend unter
flieRendem kaltem Leitungswasser geblaut.

Zum Schluss wurden die gefarbten Praparate mit #qu@&igma) eingedeckelt und zur
Dokumentation abfotografiert.
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2.4.8.1 Gewebefixierung und Einbettung nach der HOP#ethode

Die HOPE (Hepes Glutamic Acid Buffer Mediated OrgaBolvent Protection Effect)-
Technik ist eine neuartige Methode zur Herstelluog Gewebeschnitten. Im Vergleich
zur reinen Paraffin-Fixierung bleiben beim HOPE{dhren sowohl Strukturproteine
und Nukleinsduren als auch Enzyme weitgehend iemhnativen Zustand erhalten.
Aufgrund dessen ist das Tragen von Handschuhenalten Bearbeitungsschritten
notwendig, da das HOPE-fixierte Gewebe auch aktwWgen, Prionen und
Mikroorganismen enthalten kann. Zur Einbettung wudhs HOPE | - Kit (DCS)
verwendet. Das Gewebe wurde wie bei der Cryo-Medtdicekt nach dem Erhalt in die
Tumorbank aufgenommen und weiterverarbeitet, inderm Stlicke einer Kantenléange
von max. 0,8 x 0,8 x 0,3 cm (LxBxH) geschnitten wudort in ein acetonfestes 5 ml-
Einmalréhrchen mit Schraubverschluss (DCS) mitadtek (0 — 4°C) HOPE-L6sung |
gegeben wurde. Das Gewebe wurde dann flr 40-64&tubei 4°C inkubiert. Da das
Hirngewebe besonders dicht gepackt ist, hat siehlainge Inkubationszeit von 64
Stunden als vorteilhaft herausgestellt. Es istufara achten, dass die Farbe der HOPE-
Losung | wahrend der gesamten Fixierungsdauer eggatly ist, was auf einen stabilen
pH-Wert hinweist.

Nach der Inkubationszeit wurde die Flussigkeit stéihdig aus den Réhrchen entfernt,
indem sie mit der Offnung nach unten auf Filteipagestellt werden. Dann werden
zur Dehydrierung je 5 ml einer eiskalten (0 — 4AC¥tonlosung (HOPE-L6sung Il und
Aceton reinst 1 : 1000) in die Rohrchen gefillt diad2 Stunden bei 0 — 2°C inkubiert.
Es ist sehr wichtig, dass das verwendete Acetoe diemperatur von 2°C nicht
Uberschreitet, da die Qualitdt der Fixierung un@& dpatere Schneidbarkeit der
Paraffinblécke davon abhangt. Deshalb wurde wahdemdDehydratation stets auf Eis
gearbeitet. AnschlieRend wurden die Rohrchen wiadélFilterpapier entleert und nur
mit reinem eiskaltem Aceton befillt und erneut Arsen bei 0°C bis 2°C inkubiert.
Dieser Vorgang wurde zwei Mal mit einer Inkubatidaser von 2 h wiederholt. Es war
zu beachten, dass eine Dehydratisierungszeit \@i@en nicht Gberschritten wurde.
Fur die Paraffinierung wurden die Réhrchen entlaad sofort vorgewarmtes, flissiges
Paraffin (Low Melting Paraffin, DCS) unter Vermerduvon Luftblasen dazu gegeben.
Dies muss sehr schnell erfolgen, da das Geweb¢ addtrocknen darf. Die Réhrchen
werden nun bei 55°C bis 60°C Uber Nacht im Warmesthgelagert. Dabei war zu
beachten, dass entstandene Luftblasen entweicmerdatauf folgenden Morgen wurde
das Paraffin abgegossen und die Gewebestlicke enMdatallschale (55°C bis 60°C)
eingebettet. AnschlieBend wurde zigig eine Gewelsekie (Cassette IV, Thermo
Shandon) aufgesetzt und diese so lange, unter V&unge von Luftblasen, mit
frischem, flissigen Paraffin Gbergossen bis diesktie gut bedeckt war. Diese Arbeit
wurde im Warmeschrank durchgefiihrt. Die Kassettede/im Anschluss sofort auf Eis
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gekuhlt. In den frischen Blocken kbnnen haufigessRientstehen, da es sich bei dieser
Einbettung um reines Paraffin handelt. Nach demibdn wurde das Metallschalchen
mit Hilfe einer Pinzette entfernt. Die Blocke konneun bis zum Schneiden bei 4°C
gelagert werden.

2.4.8.2 Herstellung von Schnitten nach der HOPE-Firrung

Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (L&)chergestellt. Zu Beginn wurden

die HOPE-fixierten Gewebebldcke fur 30" bei -201€fgekihlt und ein Wasserbad mit
einer Temperatur von 35 — 39°C, welches als Stastkfiir die Schnitte diente,

vorbereitet. Als Streckmedium wurde ddH verwendet. Die gekihlten

Gewebekassetten wurden im Mikrotom eingespannentert und das Messer so
ausgerichtet, dass erste Schnitte angefertigt wekdaenten. Das Gewebe besitzt nun
Ublicherweise eine Temperatur, bei der das Schneadme Splitter moglich ist. Es

wurden Schnitte einer Dicke von 8 mm angefertighn® wurden sie mit Hilfe eines

Pinsels auf die Oberflache des 35 — 39°C warmers®évbads gelegt, ohne die Schnitte
dabei einzutauchen. Dabei streckt sich der Schattglie Strukturen im Gegensatz zu
Formalin nicht miteinander vernetzt sind. Der assgekte Schnitt wurde nun mit

einem silanisierten Objekttrager vorsichtig aufgenten (zwei Schnitte/ Objekttrager).

Sobald die Schnitte glatt auf dem Objekttragernageurden sie auf Filterpapier seitlich
gut ablaufen lassen, um Wasserreste zwischen $chmdt Objekttrager zu entfernen

und sofort in einen Glasstander (VWR) schrag stéh#atziert. Die Schnitte wurden

Uber Nacht bei 37°C im Warmeschrank getrocknet. geieockneten Schnitte konnten
auch uber einen langeren Zeitraum im Kuhlschramldt@ fur weitere Untersuchungen

gelagert werden.

2.4.8.3 Entparaffinierung und Rehydrierung HOPE-fixierter
Schnitte

Zum Entparaffinieren wurden 2 Glaskiuvetten (VWRY meinem Isopropanol (Sigma)
beflllt und in einem Warmeschrank auf 60°C erware Schnitte wurden in einer
Glasschaukel nach Erreichen der Temperatur in cere Kiivette 20' lang inkubiert,
dann in die 2te Uberfuhrt und in dieser weitereibhRubiert, um den Paraffinfilm vom
Objekttrager zu losen. Die Objekttrager wurden hieBend aus der Kulvette
genommen und auf Filterpapier abgetropft und lafegknet. Es ist moglich, die
getrockneten Schnitte so im Kihlschrank aufzubeahwobei zu beachten ist, diese
luftdicht zu verpacken, da die Schnitte hygroskadpisind. Fir das Rehydratation der
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Schnitte wurde 70%iges Aceton auf -20°C heruntaigkkund die Schnitte darin bei
4°C 10’ inkubiert. Im Anschluss wurden die Objekgger entnommen und auf
Filterpapier ablaufen lassen und feucht in einevei@ mit ddHO gewaschen. Danach
wurden die Objekttrager in eine neue Kivette mécfrem ddHO Uberfuhrt und darin
10’ bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Oljeiger hochkant gestellt, kurz
ablaufen lassen, das Wasser mit Filterpapier vatigigbgenommen und auf eine 45°C
warme Heizplatte gelegt. Das Wasser war nach dais 2’ verdunstet. Der Schnitt
durfte jedoch nicht austrocknen.

2.4.8.4 [HC-Féarbung von HOPE-Schnitten nach der LSABMethode

Die Schnitte wurden anhand des Protokolls des Xak@LSAB-Kit System HRP)
gefarbt. Im Gegensatz zur Farbung der Cryoschwittele die endogene Peroxidase mit
Hilfe einer 0,5%igen BD--L6sung (in ddHO) 10’ bei RT geblockt. Die Folgeschritte
entsprechen nun wieder dem unter 2.4.8 beschriabieraokoll. Zum Eindeckeln der
Praparate wurde Entellan (Fa. Sigma-Aldrich) veretn

2.4.8.5 Auswertung der immunhistochemischen Préaparat

Alle immunhistochemisch angefarbeten Cryo- und HEEeEnitte wurden unter
Beibehaltung der Einstellungen mit dem LichtmikmgkAxiovert 200M (Carl Zeiss
AG, Jena) untersucht. Es wurden mehrere Bereicheamigefarbten Schnitte mit der
Axiocam Mrc5 Kamera (Carl Zeiss AG, Jena) fotogrdfi Die Erhaltung der Struktur
wurde ebenso beurteilt wie auch die VerteilungBlaun-FarounghTNC-1 Nachwelis)

an den Schnitten.

2.5 Zellkultur eukaryontischer Zelllinien

2.5.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen und Techniken

Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden unter Reimmabedingungen in einer
Sicherheitssterilbank des Typs Il (Herasafe) dueblifyt. Es wurden ausschliel3lich
sterile, pyrogenfreie Materialen, Medien und Zusaterwendet. Die hier verwendeten
Zellen wurden bei 37°C, 5% G@nd mind. 90% Luftfeuchtigkeit in einem Brutschkan
(Binder) gezogen. Der Brutschrank wurde in regeiggi? Abstanden durch
Hitzesterilisation gereinigt (3h/190°C).
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2.5.2 Zellkulturmedien

Samtliche Medien wurden Antibiotika frei verwend8bwohl die Myeloma-Zelllinie
P3X63Ag.653 Kurz Ag-8, Fa. ATCC/CRL 1580) als auch die Hybridomall&n
bendtigen stark puffernde Medien, wie das hier denFa. Biochrom verwendete und
mit HEPES gepufferte RPMI 1640.

Die Myelomazellen wurden in mit HEPES gepufferte/AMR 1640 mit Zusatz von
10% FCS-Gold (Fa. PAA) gezogen.

Das Normalmedium 1 (NM1) diente der Anzucht der ttydma direkt nach der HT-
Adaptation. Es enthielt neben dem Zusatz von 10%,Fn konditioniertes Medium
namens BriClone (Fa. Archport, Irland). Das BriGloersetzte die sonst notwendigen
Peritoneal Exudat Zellen (PEZ), die fur das WachdenHybridomas essentiell sind.
Die gleichen Wachstumsfaktoren scheinen im BriClenéhalten zu sein. Hybridoma
haben einen leicht erhdhten Bedarf an Glutamindass die Medien entsprechend
zusatzlich angereichert wurden.

Fur die erste Produktion von Antikdrpern und delel@n wurde dieses vollstéandige
NM1-Medium durch eines ersetzt, dass nur noch 336ftgies FCS enthalt (NM2), das
bedeutet unter 5 pg Rinder-IgG pro ml Kultivierumgslium. So gelangten nur noch
0,22 pg Fremd-lgG/ml in das Medium, was die spateedektion erleichterte. Das
BriClone wurde im NM2-Medium weggelassen. Dafir eeizur besseren Produktion
von Antikorpern 2-Mercaptoethanol (2-ME) 10 uM défedium zugesetzt. Das 2-ME
reduziert das im FCS vorhandene Gluthathion undorgt somit Hybridomas mit
reduziertem Cystein. Wegen der Antikorper-Synthed®en Hybridomas einen erhdhten
Bedarf an Cystein, da die vier Polypeptidkettenctueahlreiche Disulfidbriicken
zusammengehalten werden. Diese wiederum kodnnenentstehen, wenn an den
richtigen Stellen in den Polypeptidketten Cystemi freier SH-Gruppen vorhanden
sind.

Fur die Produktion von Antikdrpern im mg Mal3stabreen die Hybridomaklone, die
sich in denin vitro Analysen, wie ELISA und Western Blot, als spetfiisfir das
eingesetzte Antigen erwiesen, an die Wachstumsgedgen in Bioreaktoren adaptiert.
Die Zellen wurden hierzu an serumfreies chemisctiniéetes Medium stufenweise
adaptiert.

In den Bioreaktoren sind Versorgungsmodul vom Pkédasmodul durch ein 12,5 kDa
Dialysemembran getrennt. So werden die Zellen imd&ktionsmodul in einem
chemisch definierten Medium (hier SFM-Medium der. Favitrogen) gezogen,
welches von Polypeptiden und entsprechenden frg@&s| frei ist. Das
Versorgungsmodul wurde mit einer dritten Zusammizusg) des NM befillt. Dieses
NM3-Medium enthalt neben 10% FCS zusétzlich Gluman@riClone, Optimab (u.a.
ein Insulin/Transferrin-Cocktail, der die Antikdmpeoduktion erh6ht; Fa. Invitrogen)
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und das 2-ME. An die Zellen gelangten nur niedeekdlre Proteine, kleine
Wachstumsfaktoren, Mineralsalze, Glucose und Andoon. Im Gegenzug
ermdoglichte die Membran die Abgabe von Abfallstoffevie dem schéadlichen Laktat
aus dem Produktionsmodul. Die Zellen waren alsoin@dt versorgt, um hohe
Zelldichten und Antikérperproduktionraten zu erhsin.

2.5.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzahlbestimmung bendtigte man eine Neubaf@nlkammer, den Farbstoff
Trypanblau 0.4%, der tote Zellen einer Kultur benfarbt, und nattrlich ein inverses
Lichtmikroskop. Die Neubauer Zahlkammer und daskigks wurden mit 70% Ethanol
geséaubert und die Rander des geschliffenen Dedglasirden vor dem Aufsetzten
angefeuchtet. Das Deckglas wurde leicht hin- untbdwegt bis Newtonringe sichtbar
wurden (Regenbogen-farbenes Muster). Diese zeigtendass das Deckglas richtig
aufgelegt war und eine korrekte Zellzahlung geveisirt ist.
Von einer Zellsuspension bestehend aus 20 pl Zahein20 ul Trypanblau 0,4% wurde
ein Aliquot durch Kapillarkrafte unter das Deckglaglie Kammer gezogen. Die Zellen
wurden unterm Mikroskop gezéhlt und nach der Farmel

N x B x 10 = vitale Zellen/ml
die Zellzahl bestimmt, wobei N der Mittelwert demgefarbten Zellen aus 4
ausgezahlten groRen Quadraten ist, B der Verdumfakigr (durch Zugabe von
Trypanblau) mal 10
Die Vitalitat einer Zellkultur sollte nicht geringeals 90% sein. Weniger vitale
Zellkuluren kdnnten Kontaminationen aufweisen. 8elKulturen wurden eliminiert.

2.5.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen und Zelllinien wurden diellen zunachst bei 400 x g 5’
lang sedimentiert. Der Uberstand wurde gegebersnfial weitere Tests gewonnen.
Die Zellzahl wurde bestimmt und A1®ellen in 1 ml eiskaltem Einfriermedium
(Medium mit Zusatz von 10% DMSO) resuspendiert. Bigoréhrchen werden in

speziell isolierten Einfrierboxen bei —80°C gestelh diesen Boxen wurde eine
optimale Absenkung der Temperatur um 1°C pro Stumdeeicht. Fir eine

Konservierung der Klone tber langere Zeit werdenRIibhrchen nach einigen Tagen in
flissigen Stickstoff umgelagert.

Zum Auftauen wurden die kryokonservierten Zellehrsdl im Wasserbad knapp Uber
den Gefrierpunkt erwdrmt und in 10 ml Medium aufg@men, resuspendiert, bei
500 x g und 5 lang pelletiert und anschlieBend ritml Medium in eine
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Zellkulturschale zur Inkubation bei 37°C/5% giadbhe Luftfeuchtigkeit gegeben. Nach
24 h setzten sich die Zellen. Nun wurde das noclsEDMhaltige Medium gegen frisches
ausgetauscht.

2.5.5 Mycoplasmentest und DAPI-Farbung

Mikroskopisch sichtbare Kontaminationen, sei ecduBakterien verursachte oder gar
der makroskopisch sichtbare Pilzbefall einer Zétlky wurden ohne weiteres erkannt
und die entsprechend befallenen Zellkuturen elientniEin grofRes Problem stellen
Kontaminationen mit Mycoplasmen dar. Dies sind 0 kleine Bakterien, die unterm

Mikroskop nicht zu sehen sind. Zur Kontrolle aufrsteckte Mycoplasmen-

kontamination wurde die DNA-Anfarbung mittels dekidfeszenzfarbstoffes DAPI

routinemanig durchgefuhrt. Der Test wurde nach Atbeitsanleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Eine nicht-kontaminierte Zellkultueigte nur nukleére Fluoreszenz;
Mycoplasmen-infizierte Kulturen zeigten dagegenatzigch einzelne fluoreszierende
Punkte im Cytoplasma und manchmal auch im interZekkn Raum. In der Regel

bemerkt man solche Kontamination bereits am vertég&Vachstum einer Kultur.

2.5.6 Kultur der Myelomazellen P3X63Ag.653

P3X63Ag.653 (ATCC-CRL-1580) ist eine in Suspensiathsende Myelomazelllinie.
Sie wurde in mit HEPES gepuffertem RPMI 1640 mis&iz von 10 -15% FCS-Gold
(Fa. PAA) gezogen. Alle 3 - 5 Tage erreichte dieltktueine Zelldichte von 10
Zellen/ml und wurde in diesen Abstanden auf einézZlel von 10 Zellen/ml mit
frischem Medium verdinnt.

2.5.7 Gewinnung der Milz-Zellen der immunisierten Mause

Die Tiere wurden euthanasiert und mit 70%igem Et@ddinfiziert. Die Bauchdecke
wurde zur Milzpraparation steril erdffnet. Die Milurde mittels einer sterilen Pinzette
entnommen und in eine Petrischale mit eiskaltemPBEE gepuffertem, FCS-freiem
RPMI 1640 Medium gegeben. Die Milz wurde unter Raimbedingungen
weiterverarbeitet. Um eine Einzelzellsuspensionerualten, wurde das enthommene
Organ mit Hilfe eines sterilen Kolbens einer 1 nprri&e durch ein steriles 100 um
Zellsieb gequetscht. Da insgesamt 4 Tiere immunisierden und pro Fusion die B-
Zellen einer Milz ausreichen, werden die restlichdiizzellen in Einfriermedium
kryokonserviert.
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2.5.8 Immortalisierung der B-Zellen

Die Hybridom-Technik bezeichnet ein Verfahren zwersiellung von monoklonalen
Antikérpern. Sie wurde 1975 von César Milstein @ebrges Kohler entwickelt, woflr
beide Forscher im Jahr 1984 den Nobelpreis fur Eeddrhielten. Bei der Hybridom-
Technik werden antikorperproduzierende Zellen (Bet® mit Myelomzellen
(Krebszellen) fusioniert, woraufhin quasi unstesthé Hybride entstehen, die
monoklonale Antikorper produzieren. Da B-Zellen eeidimitierte Lebensdauer
aufweisen, ist eine effiziente Kultivierung unteadorbedingungen nicht maoglich.
Myelomazellen sind ihrerseits stark dereguliertéiede die nicht dem programmierten
Zelltod (Apoptose) unterliegen. Durch die Fusionidbe Zelltypen kdnnen ihre
Eigenschaften in Form sogenannter Hybridomzellenlkaiert werden. Diese sind nun
in der Lage, uneingeschrankt monoklonale Antikorpar sezernieren. Durch diese
Technik wurde es madglich, Antikdrper in groRen Memgind mit malRgeschneiderter
Spezifitat herzustellen.

Das von Kennett (Kennett, 1979) entwickelte Fugiootkoll wurde in dieser Arbeit
zur Herstellung einer hohen Rate immortalisiertgbtitiomas verwendet:

Die B-Zellen eines immunisierten Tieres wurden 3mit FCS freiem HEPES
gepuffertem RPMI 1640 gewaschen und in 10 ml deislgtn Mediums aufgenommen.
Parallel zur B-Zellen Gewinnung wurden Myeloma-&eligeerntet und gezahlt, um sie
anschlieBend mit den Milz-Zellen im Verhaltnis 3 in einem Zentrifugenréhrchen zu
kombinieren. Hier wurde die doppelte Menge Zelleandtigt, da die Zellen einer
ganzen Milz immortalisiert werden sollen. Pro Milwrden 5 x 10 Myelom-Zellen
ebenfalls 3 x mit FCS freiem HEPES gepuffertem RRBUO gewaschen und in 15 ml
des gleichen Mediums resuspendiert. Die Zellen emneereint und erneut bei 400 x g
fur 5’ sedimentiert. Der US wurde so vollstandiggwaur mdglich abgenommen und das
Zellpellet mit der Pasteurpipette an der Rohrchean@Vausgebreitet. Bei RT wurde 0,6
ml PEG (vermittelt die Fusion) rasch zu den Zelkgmgeben und diese 1’ bei 37 °C
unter leichtem Klopfen im Wasserbad inkubiert. &lgte eine 1’ Inkubation der Zellen
bei RT und die topfenweise Zugabe von 10 ml frelBEPES gepufferten RPMI 1640
(Uber 5’ hinwegq); die Zellen wurden dabei ganz iatrtsg im Wasserbad geschwenkt
(Zell-Zell-Fusionen sind in diesem Stadium héchsigil und kénnten wieder gelést
werden). Die so fusionierten Zellen werden nun @@ auf Eis inkubiert und
anschlieBend sedimentiert. Der US muss erneutt&otdsy abgenommen werden, damit
kaum mehr PEG an den Zellen verbleibt.
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2.5.9 HAT-Selektion

Eukaryontische Zellen weisen zwei Purin-Synthesevaad:

Aminopterin
AICR

(ein Aspartat Abkdmmling) Inosin—————»  Purine
(ADT, GDT)

Hypoxanthin

Myelomas weisen einen Gendefekt auf, infolge dessien keine funktionsfahige
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, HGPRT, besitzen. Die Pyrimidin-
De-Novo-Synthese aus Hypoxanthin funktioniert in didynas nicht. Der zweite
Syntheseweg wurde durch das Aminopterin, eines Hestandteile im HAT-
Selektionsmedium, blockiert. Demzufolge Uberlebegyelmas die HAT-Selektion
nicht. Ebenso gehen reine B-Zellen zu Grunde, wsd eine eingeschrankte
Lebensspanne von nur zwei Wochen besitzen. Nuofsisiodukte aus Myeloma- und
B-Zellen Uberleben die HAT-Selektion (HAT steht fAminopterin, Thymidin und.
Hypoxanthin).

Nach der Fusion wurden die Zellen in HAT-Selektrmeslium resuspendiert. Die eine
Halfte der Zellen wurde mit Methylcellulose-haltigeMedium versetzt und auf sterile
Petrischalen ausgebracht. Dieses halbfeste Mediesitzb den grof3en Vorteil, dass
Zellen die HAT-Selektion Uberleben, sprich Klond dem Medium makroskopisch
sichtbar werden und somit bereits als Einzelzetikloohne aufwendige
Einzelzellklonierung, gewonnen werden kénnen.

Die zweite Halfte der Zellen wurde auf vier 24-Welhatten verteilt und ebenfalls 14
Tage der HAT-Selektion ausgesetzt. Der Vorteil eliddethode ist der, dass das HAT-
Medium alle 2 -3 Tage erneuert werden kann, was githerere Selektion bietet.

Ist die Selektion abgeschlossen, werden die Ubmmtdn Einzelzellklone von den
Methylcellulose Platten jeweils in ein Loch eind-I9ch-Platte ausgebracht und eine
weitere Woche mit HT-haltigem Medium versorgt.

Die HAT-haltigen Zellkulturiberstande der Zellenr &4-Loch-Platte wurden mittels
indirektem ELISA getestet. Positive Vertiefungenrden im HT-Medium vereinzelt.
Das HT-Medium enthalt weiterhin das Hypoxanthin was Thymidin. Diese beiden
Bestandteile werden beibehlten, bis die Zellennhfgpoxanthin-unabhéngigen-Purin-
Syntheseweg wider aktiviert haben.
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2.5.10 Limiting-Dilution-Klonierung der Hybridoma

Mit Hilfe der Limiting-Dilution-Klonierung (Klonieung durch limitierende
Verdinnung) konnten aus Zellgemischen einzelneedadoliert und einzelne Zellklone
erzeugen werden (Goding, 1996). Zu diesem Zweckdevu Verdinnungsreihen der
nicht vereinzelten Zellsuspension hergestellt ungf &6-Loch-Zellkulturplatten
ausgesat. Ziel ist es, nur eine Zelle pro Loch aMachstum zu bringen. Zu diesem
Zweck wurde eine Zellzahl ausgesat, die statistimoh Wachstum von nur einer Zelle
pro Loch fuhrt. Berilicksichtigt man dabei Vitalitihd Wachstumseigenschaften der
Hybridomas liegt diese Zahl zwischen 4 und 1 Zglel. Entsprechend werden je eine
96-Loch-Zellkulturplatte mit je 250 upl/Loch der Zelen/ml- und der 2 Zellen/ml-
Verdinnung und zwei 96-Loch-Zellkulturplatten der Zelle/ml-Verdinnung
vorbereitet. Das Wachstum der Zellen wurde tagliserpruft und die Vertiefungen, die
ein offensichtlich monoklonales Wachstum zeigtemykiert. Positive Klone wurden
sowohl rekloniert als auch weiterkultiviert, biscBerheitsreserven eingefroren werden
konnten. Die Zellkulturiberstande dieser Vertieemgvurden zur der Selektion der
Klone einerin vitro Analyse mittels ELISA unterzogen.

2.6 Tierexperimentelle Methoden
2.6.1 Immunisierung von Balb/c Mausen

2.6.1.1 Haltung der Balb/c Mause

Fur die Herstellungnuriner monoklonaler Antikérper wurden weibliche 6 — 8 Wen
alte Mause des Inzuchtstammes BALB/cAnNCr| der&aarles River in IVC-Kafigen
unter Reinraumbedingungen gehalten. Die Versorguegfand aus handelsiblichem
Alleinfutter fir Mause und Wasser. Beides wugtk libitum verabreicht. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden 6 Méause zur Herstellung mooodler Antikbrper immunisiert.
Die Immunisierung wurde als anzeigepflichtiger Vessuch durch die Regierung von
Oberbayern genehmigt und entsprechend dokumentiert.
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2.6.1.2 Immunisierung

Zur Immunisierung von Mausen wurde das affinitatsoegte His-tagged-Antigen
(AG) verwendet. Zusatzlich wurde zum Verstarken gfggzifischen Immunantwort das
Antigen als Emulsion mit Freund’s Adjuvans (FA) aereicht. Die
Grundimmunisierung erfolgte zusammen mit komplettéreund schen-Adjuvans
(CFA). Das Immunisieren mit CFA fordert eine vermiehTH1-Antwort. CFA besteht
aus Mineraldl, hitzeinaktivierteiMycobakterium tuberculosisnd einem Emulgator.
Diese derart hergestellte Emulsion wurde - um emeximalen Effekt zu erreichen -
intraperitoneal injiziert. Die Boosts erfolgten nmkomplettem Freund’schen-Adjuvans
(IFA) (Sigma) - hier fehlen die Mycobakterien. Dietzte Booster-Injektion wurde
genau drei Tage vor der Tétung der Mause und Gewiprder Milzzellen appliziert.
Dieser letzte Boost mit 400 pg AG und ohne FA sobiinem letzten Refinement
(Reifung) der bis Dato verfiigbaren B-Zellen undedefAntikérper dienen.

Das genaue Immunisierungsprotokoll lautete wietfolg

BALB/CANNCI (weiblich / 6 — 8 weeks) Maus 1 -4 Maus 56
Immunisiserte Gruppe Kontrol-Gruppe
1% Immunisierung 75 g AG in 50 pl PBS + 50 pl CFA

2° Immunisierung (3 Wochen nach 1. Immunisierurjg)
3®Immunisierung (6 Wochen nach 1. Immunisierungﬁg5 AG in 50 ul PBS + 50 ul IEA
4* Immunisierung (9 Wochen nach 1. Immunisierung Mg ! !

5° Immunisierung (12 Wochen nach 1. Immunisierung) 0 #§ AG in 200 ul PBS

Totung: Zervikale Dislokatiofag 87 nach erster Immunisierung

200 pl PBS

Die Injektionen erfolgten intraperitoneal (i.p.grdetzte Boost wurde i.v. verabreicht.
Vor Beginn der Immunisierung und vor jedem Boostn(&ag der jeweiligen
Immunisierung) wurden den Tieren aus der Augenverenéses Blut zur
Titerbestimmung entnommen.

2.6.1.3 Serumgewinnung aus Maus-Blut

Das aus der Augenvene mit heparinisierten Hamatokrchen (& 0,8 mm) gewonnene
Blut wurde 10’ bei RT zur Gerinnung stehen gelasgerschlielend erfolgte eine 10

minutige Zentrifugation bei 3 000 x g zur bessefMasonderung des Serums von den
zellularen Blutbestandteilen. Das so gewonnenensevurde aliquotiert und bei —20°C

bis zur Durchfihrung der Titerbestimmung gelagert.
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2.6.2 Pharmakokinetik der mAk und Fab-Fragmente

Als Teilgebiet der Pharmakologie beschreibt die rRla&okinetik den zeitlich
abhangigen Konzentrationsverlauf einer Verbindungf&e Pharmakons und dessen
Verteilung und Umsetzung in einem Organismus urgsel® Kompartimenten (Dost,
1968; Pelzer, 1981). Das Zusammenwirken der vezdehnien Zuflisse und Abfllsse,
die Umsetzung des Pharmakons nach verschiedenektiddsardnungen und auch
Wechselwirkungen wie die Ruckkopplung, wirken sietuf den Verlauf der
Konzentration eines Pharmakons in einem Organisauss Experimentell wurde der
zeitliche Verlauf der Konzentrationsanderung dcidt Abhangigkeit von der
applizierten Dosis D der zu testenden Verbindungtézilt:

F(c, t,...) = dc/dt
Auf diese Weise kdnnen jedoch komplexe pharmaketbg Prozesse, die bei der
Umsetzung eines Pharmakons in einem lebenden Grgasistattfinden, welcher als
ein offenes in einem standigen Austausch von Matemd Energie (thermisches
FlieRgleichgewicht oder ,steady state”) fern vomerthischen Gleichgewicht
beschrieben werden kann, lediglich angenahert we8ernetzt al, 1986)
In dieser Arbeit werden GroRen wie Bioverfugbarkeitittlere Verweilzeit MTRT
(Mean Total Residence Time) oder auch die systdmai€iearance CL nicht bestimmt.
Diese Grol3en kénnte man durch Anwendung bestimpitarmakokinetischer Modelle
aus den hier bestimmten zeitlich abhéngigen Komagahsverlaufen im Tiermodell
errechnen. In dieser Arbeit wurde die zeitabhandigeeicherung und Ausscheidung
des Antikdrpernuklids bestimmt. Die Bestimmung @@schwindigkeit, mit welcher
der in dieser Arbeit neu generierten monoklonalentikdrper (mAk) und das
rekombinante Fab-Fragment ihr Ziel am Tumor findem deren Verweildauer am
Tumor reichen aus, um die Bindeeigenschaften dibsaekile zu bestimmen. Zu
diesem Zweck wurden die Antikdrpermolekile mit dBadionuklid [#]lod markiert
oder mit dem ¥n]indium-DTPA konjugiert und in einem Tiermodell ied
Biodistribution bestimmit.

2.6.2.1 Tiermodell und Tierhaltung

Die Biodistribution der in dieser Arbeit hergesiti monoklonalen, murinen
Antikorper und der rekombinanten Fab-Fragmente wuath mit U87-MG, einer
humanenGliomzellinie, xenotransplantierten weiblichen 8&Mausen (CB17/IcrHsd-
Prkdcscid/Crl-Albino) evaluiert.

Durch die Mutation auf dem Chromosom 16 erleideniDEilause einen fast
vollstandigen Ausfall ihres Immunsystems. Entstanidé dieser Mausstamm 1983 aus
einer Spontanmutation auf dem congenen Stamm Ca&ifilden Balb/c-Stamm Uber 17
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Generationen. Da ein Teil der zellularen Abwehiltfeteigen homozygote Tiere einen
kombinierten Immundefekt (Bosnmet al, 1989), sie kennzeichnet ein Mangel an B-
und T-Lymphozyten. Hamatopoetische Zellen wie Hogliten, Megakaryozyten,
Mono- oder Granulozyten werden in diesen Tierenlgeb(Bosmaet al, 1988). Diese
Immundefizienz ist Voraussetzung flr eine erfolgnei Xenotransplantationumaner
Tumore, da es sonst zu Abwehrreaktionen des Emefaes kommen kann (Knoat
al.,1992).

2.6.2.2 Tumormodell

Die Xenotransplantation erfolgte entweder durchkstdme Injektion von 6x*8Zellen

in PBS der U87-MG-Gliomzelllinie oder durch subkugalnjektion von 0,1 ml eines
homogenisierten U87-MG-Tumors in PBS. Die Tumoezell wurden in
Isoflurannarkose (1,6 Vol.-% Isoflurane, 1,2 Vol.®4 an die rechte Flanke der SCID-
Mause xenotransplantiert. Innerhalb von 21 Tagenhsen solide Tumore mit einem
mittleren Durchmesser von 5-7 mm an. Dies entspeamdm Gewicht von ca. 0,5 bis 1
g an Tumorgewebe. Da sich der Tumoruptake massiVibaoren, die eine Grof3e von
1,5 g Ubersteigen, verschlechterte (Hagtaal, 1986), wurde drauf geachtet, dass die
erzeugten Tumore idealerweise eine GrofR3e von 6,5 fiGewicht nicht Gberschreiten.

2.6.2.3 Tierhaltung, Anasthesie, Abbruchkriterien und Euthanasie

Die Tiere wurden, weil immundefizient, in steril®&C-Einheiten gehalten und in der
Sterilwerkbank umgesetzt.

Samtliche Handlungen am Tier wurden entsprecherrdbéadérdlichen Auflage in
Isoflurannarkose (1,6 Vol.-% Isoflurane, 1,2 Vol.-%,) durchgefiihrt. Die
Narkosedauer betrugt bei der TumorimplantationstaDie Bildgebung dauerte in der
Regel 1 h; die Tiere wurden zu diesem Zweck ebbsnfait Isofluran narkotisiert, fur
die Dauer des Scann's warmgehalten und die AugeBepianthensalbe versorgt (zum
Schutze vor Austrocknung). Anschlie3end wurdenTdgee bis zum Erwachen aus der
Narkose warmgehalten.

Tiere wurden aus dem Versuch genommen, wenn san éaewichtsverlust von mehr
als 15% erlitten. Traten die im Folgenden genanpiametrischen Abbruchkriterien
auf, wurden die Tiere entsprechend tierarztlichersuicht, um gemeinsam uber das
weitere  Vorgehen (Abbruch, Anderung des Analgegiates, spezielle
PflegemaRnahmen, engmaschigere Uberwachung, etcertscheiden.

Die Euthanasie der Tiere erfolgte durch zervikaigldkation zum Versuchsende oder
bei Eintritt der Abbruchkriterien.
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2.6.2.4 Studien zur Biodistribution Radionuklid-markierter Antikérper und
Antikorperfragmente

Tumor tragende weibliche SCID-Mause wurden zur Inyektion des radiomarkierten
Immunkonjugates mit Isofluran narkotisiert und wgahalten. In eine der lateralen
Schwanzvenen wurden fur die Biodistribution 2,5 MiBxg Tracers (entsprechend ca. 5
ug [*l]lod- oder [In]In-DTPA-konjugierter mAKk) oder 0,5 MBqg'fin]In-DTPA-
konjugiertes Fab-Fragment tUber eine Verweilkanidijieiert und mit 0,1 ml 0,9 % NaCl
nachgespult. Das Applikationsvolumen durfte dah2ir@l nicht Ubersteigen. Gruppen
von jeweils 6 Tiere wurden zu definierten Zeitpwarkhach Tracer-Gabe euthanasiert: 2
h, 24 h, 48 h, 72 h post Injektion. Im Anschlussadawurden verschiedene Organ-
proben enthommen: Tumor, Muskel, Blut, Herz, Nier8ohilddrise, Darm (Ingesta
durch Ausstreichen entfernt), Magen (Ingesta dukokstreichen entfernt) und Milz.
Zur Bestimmung der angereicherten Radioaktivitdtrden die Organe in davor
gewogene Gamma-Counter Probenréhrchen UberfilstGaavicht bestimmt und die
Impulsraten an den Organproben (Count per Minytey)diber 1' lang gemessen und
zerfallskorrigiert. Zuséatzlich wurden jeweils 3 &dardproben mitgemessen, die 1% der
Applikationsaktivitat enthielten. Fur die Pharmakugdtik wurde der zeitliche Verlauf
der Konzentrationsanderung der Applikationsaktivdé/dt in Abh&ngigkeit von der
applizierten Dosis D ermittelt und in Prozent dejizierten Aktivitdt pro Gramm
Gewebe/Blut umgerechnet (%ID/g). Die so ermittelidterte wurden pro Gruppe
statistisch folgendermal3en ausgewertet: es wurdeAdthmetische Mittel aller Tiere
einer Gruppe und die Standardabweichung bestimmatEfgebnisse wurden graphisch
in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt. Zusatzliwurden die Tumor/Nicht-Tumor-
Verhaltnisse berechnet und graphisch dargestetit.ehe iberméiige Anreicherung an
freiem lodid in der Schilddriise zu minimieren, bela die Mause 1 Tag vor Tracer-
Injektion und bis zum Versuchsende Irenat (0,1mp/ridber das Trinkwasser
verabreicht.

2.6.2.5 Szintigraphie

Pro Gruppe und Antikdrper bzw. Fab-Fragment wurdeisgelhaft ein Tier
szintigraphisch untersucht. Diese Bilder dienen Misualisierung der Verteilung der
Radionuklid-Konjugate im Tier und sind aufgrund gerwendeten Aufnahme-Technik
nur semi-quantitativ. Die Tiergruppen, die das louhunkonjugat verabreicht
bekamen, wurden wie unter 2.6.2.4 beschrieben maitat zur Schilddrisenblockade
vorbehandelt. In Isoflurannarkose wurden ca. 25 MBacer (entsprechend ca. 50 pg
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Antikdrper) i.v. injiziert. Fur den mAk wurden di€iere wiederholt zu folgenden
Zeitpunkten untersucht: 2 h, 24 h, 48 h und 72i.hHbr die Pharmakokinetik des Fab-
Fragmentes wurden die Tiere zu folgenden Zeitpumgintigraphisch Untersucht: 1 h,
6 h und 24 h p.i.

2.6.2.6 Radioiodmarkierung der Antikorper

Als diagnostisches Nuklid wurdé&]lod fir die Bestimmung der Pharmakokinetik der
in dieser Arbeit generierten monoklonalemrinenAntikérper und deren rekombinant
hergestellten Fab-Fragmente verwendet. DiesesimatHeNZ von 13 Stunden, ist ein
reinery-Strahler mit einer Energie von 159 keV und kanrh&knismafig einfach tber
nukleophile Substitution an Proteine gekoppelt ward

Die Markierung der mAk (0,5 mg/Ansatz) mit Radigakéitsmengen von 100-120
MBqg wurde nach einer von Fraker und Speck (Fraketr 8peck, 1978) entwickelten,
modifizierten und vereinfachten lodogen-Methodectgefiihrt, wie sie von Weadock
und Mitarbeitern (Weadoo#t al, 1990) beschrieben wurde. Die Reaktion wurdeiin m
500 pg lodogen beschichteten Reaktionsflaschch@y(&-Tetrachloro-3alpha,6alpha-
diphenylglycoluril, lodoGen, Pierce Chem., Rottendan Phosphat-Puffer (0.05 M, pH
7.4) durchgefihrt, wobei eine Reaktionszeit vorf fiis zehn Minuten ausreichend war.
Tragerfreies Pl]lod wurde als Nal in 0.05 M NaOH (7.4 GBg/ml, /MBqg/ug)
eingesetzt und von GE Healthcare (Ismaning, Delasdh bezogen. Nicht protein-
gebundenes lodid wurde mittels eines Anionen-Awsstiaers (Dowex 1X8-100, Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Germany) innerhalb von 3-5niten entfernt. AnschlieRend
wurde die Losung Uber einen Sterilfilter gereinfgcrodisc HT Tuffryn low protein
binding, 0.2 pm, Gelman Sciences, Ann Arbor, USB)e Markierungsausbeuten
wurden nach der Reinigung durch Bestimmung democidimische Reinheit ermittelt.
Die Integritéat der Praparationen wurde mittels (Bedtionschromatographie (High
Performance Liquid Chromatography = HPLC), Dunngotuhromatographie an
Kieselgel beschichteten Material und ProteinféallamgTrichloressigsaure bestimmt.

2.6.2.7 Indium-DTPA-Konjugation der Immunglobulin Ketten

Kopplung des SCN-benzyl-DTPA an den Antikorpers

500 pg mAk (3,33x1® mol) oder 250 pug Fab (5x20mol) wurden gegen 0,2 M
Ammoniumacetatpuffer, pH 9,0 dialysiert. In einet@riien 5 ml Glasflaschchen wurde
SCN-benzyl-DTPA (MW: 649,9 g) in einem 30 fachen lanen Uberschuss zum
Immunglobulin gegeben und fur 2 h bei 37°C inkubi®ie Lésung wurde gegen
0,25 M Ammoniumacetatpuffer, pH 5,5 und anschliel3gegen 0,25 M NaAc, pH 7,5
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mittels Vivaspin Konzentrator-Rohrchen (30 kDa MWGQA@ die mAk und 3 kDa
MWCO fir das Fab-Fragment) dialysiert. Bei dieséaly3e konnte auch freies SCN-
benzyl-DTPA entfernt werden.

[*In]Indium-Markierung der DTPA-derivatisierten Antik orpermolekule

Der zuvor mit DTPA derivatisierte mAk bzw. Fab wenth Ammoniumacetatpuffer, pH
7,5 mit 100-200 MBq Indiumchlorid versetzt und firh bei 42°C inkubiert. Freies
[**In]Indium wurde Uber eine NAP-5 Saule entfernt el Qualitatskontrolle mittels
DC und HPLC durchgefuhrt.

2.6.2.8 Bedingungen fur die Dunnschichtchromatogarpk

Die Diunnschichtchromatograpie (DC) wurde nach ddnstant Thin-Layer-
Chromatography“ Methode auf Silica-Gel beschicitef@C-Platten durchgefiuhrt.
(ITLC-SG, Pall Corp., Ann Arbo, USA)). Nachdem di®roben in der
Entwicklungskammer mit dem Laufmittel 0,9% NaClgetfennt wurden, dampfte man
das Laufmittel von der DC-Platte ab. Ausgewertetden die Chromatogramme am
Radiodetektor MiniGITA der Fa. Raytest. Der ansef®dind bestimmte Retentionsfaktor
(R-Wert) ist fur jede Verbindung charakteristisch,ealvom chromatographischen
System abhangig. Er lasst also eine qualitativewkusing des Chromatogramms zu
(gilt aber nicht als Beweis fir eine Identifizieg)nDer RWert ergibt sich als Quotient
aus Laufstrecke der Substanz zur Laufstrecke deBrfittels vom Startpunkt aus.
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3 Ergebnisse

3.1 Rekombinante Antigen-Herstellungn E. cali

3.1.1 Sequenzanalysen und Nachweis der tumorassodi® Isoform
deshumanen Tenascin C

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Sequenrschieede der sech&§iTNC
SpleilBisoformen aus dem alternativen Splei3en dENMI-Doméanen: Al — A4, B,
AD1, AD2 resultieren. In dieser Arbeit wurden migt®echner gestitzten Analysen der
Nukleotid- und Aminosauresequenzen HENC Spleil3isoformen (Software: ClustalW;
Larkin et al, 2007) identische, &ahnliche oder auch untersdcigell Bereiche
identifiziert (Abb. 3.1). Es zeigte sich dabei, slatie hTNC Splei3isoformen eine
maximal 95%ige Homologie in der Aminosduresequamrander aufweisen, wobei
alle homologen Bereiche eine 100% identische DNAd Aminosauresequenz haben
(Abb. 3.1). Die Sequenzunterschiede kommen durehatternativ gesplei3ten FNII
Doméanen zustande. Die Aminosduresequenzhd®C-1 (Isoform 1) ist mit 2201
Aminosauren die langste und dient fur die weitefgralysen als Konsensussequenz
(Acc.nr.: P24821-1; cDNA: NM_002160).

Tabelle 3.1: Ubersicht der h'TNC Isoformen und der durch alternatives Spleifien wihrend der RNA Prozessierung entfernte
FNII-Domdnen A1 bis AD2 (entsprechend FNIIIG - 9)

Isoform FNIII-AL1 | FNII-A2 | ENIII-A3 | ENIII-A4 FNIII-B  FNIII-AD1 FNI 1I-AD2
hTNC_l + + + + + + +
hTNC-2 - — : : + : +
hTNC-3 - - : - + + +
hTNC_4 + + + + + - +
hTNC'5 - - - - - - +
hTNC-6 - — : — : -
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Des weiteren zeigten die Sequenzanalysen, daseritsaform 4 lediglich die ca. 90
Aminosauren umfassende FNIII-Domane 11 (Exon ADtEr@ativ gespleildt wird (Tab.

3.1). In den weiteren Isoformen werden 4 bis 7 FRmanen durch alternatives
SpleiRen wahrend der RNA Prozessierung entferrh.(8dl). Es konnte jedoch keine
der FNIIl Doméanen gefunden werden, die nur in defdrm 1 vorkommt und in den
Isoformen 2 bis 6 alternativ gespleil3t wird, umegiralleinigen Nachweis der Isoform 1
fuhren zu kénnen. Den Isoformen 2, 3, 5, 6 fehlenkEkons Al bis A4 (entsprechen
den FNIlIl-Doméanen 6 bis 9). Den Isoformen 2, 46 5¢hlt das AD1 Exon (entspricht
der FNIII-Domé&nen 11). Die cDNA's aller weiteranmanenTenascin Formen: TNX,

TNC, TNR, TNW kodieren ebenfalls nicht fur FNIII-ABd FNIII-AD1.

Daher wurden fur den semiquantitativen Nachweis Ebgoression des©TNC-1, der
tumorspezifischen Isoform, genspezifische Primar die Amplifikation der AD1-
Domane von cDNA entwickelt. Das Primerpaar tberspatie AD1-Doméane und
bindet jeweils ein Exon vor bzw. nach der zu angéfenden Domane. Durch den
nichtkodierenden DNA-Abschnitt (Intron), der zwisth den Exons liegt, wurde
gewahrleistet, dass keine Amplifikation von genarnes DNA stattfindet. Der Primer
5'-NM_002160(4752-4773) bindet im Exon FNII-B unamplifiziert mit dem
Gegenstrangprimer 3'-NM_002160(5350-5329), der xornE-NIII-AD2 bindet, ein ca.
600 bp langes Produkt (die FNII-AD1 Doméne). Werddie Isoformen 2 und 4
ebenfalls exprimiert, wurde ein zweites ca. 330 llapges PCR-Produkt ebenfalls
amplifiziert.

Die Doméane FNIII-A3 wurde in den Isoformen 2, 3udd 5 alternativ gespleifl3t und
kann ebenfalls zum Nachweis defNC-1 dienen. Diese Doméne wurde aufgrund
dessen als Antigen flr die Antikérperherstellungwendet (Abb. 3.1).

Es wurde Gesamt-RNA (gRNA) von allen in Tabelle a@fgefuhrten Biopsaten
hergestellt (2.1.1), revers transkribiert (2.1.8) anschlie3end dreifach Ansatze fir die
PCR angesetzt (2.1.4). Die Positivkontrolle der P@Rt dem ubiquitar im
menschlichen Kdrper exprimierten [3-Aktin zeigte miien von gRNA hergestellten
cDNA's ein 564 bp langes Produkt. Alle cDNA's warfegi von genomischer DNA
Kontamination.
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P24821-2  YGIGVSAVKEDKESNPATINAATEL DTPKDLQVSETAETSLTLLWKARFDRYRLNYSLPTGQYWGVQLPRNTTSYVL 1040
P248214  YGIGVSAVKEDKESNPATINAATEL DTPKDLQVSETAETSLTLLWKARFDRYRLNYSLPTGOQVWWGVQLPRNTTSYVL 1040
P24821-6  YGIGVSAVKEDKESNPATINAATEL DTPKDLQVSETAETSLTLLWKARFDRYRLNYSLPTGQVWGVQLPRNTTSYVL 1040
P24821  YGIGVSAVKEDKESNPATINAATELD TPKDLQVSETAETSLTLLWRPLAKFDRYRLNYSLPTGOVWVGVQLPRNTTSYVL 1040
P24821-3  YGIGVSAVKEDKESNPATINAATEL DTPKDLQVSETAETSLTLLWKARFDRYRLNYSLPTGQVWWGVQLPRNTTSYVL 1040
P248215 YGIGVSAVKEDKESNPATINAATEL DTPKDLQVSETAETSLTLLWKARFDRYRLNYSLPTGQYWGVQLPRNTTSYVL 1040

P24821-2 RGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARVKAS 1070
P248214 RGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARVKASTEQAPELENLTVTERGEMIWTAADQAYEHHIQVQEANKVEAARNL 1120
P24821-6 = RGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARVKAS: 1070
P24821 RGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARVKASTEQAPELENLTVTEMOESL RLNWTAADQAYEHHIQVQEANKVEAARNL  112(
P24821-3 RGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARVKAS: 1070

P248215  RGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARVKAS 1070
Fekdekokdokokidcakdoklaecalalok

P248212 1070

P248214 TWG&RAVUPGU(AAWWSNGWQGYRWSAEASTGEFHI\M/AB/GV@M(LWWAPEGAYEYFHQ@ 1200

P248216 1070

P24821  TVPGSLRAVDIPGLKAATPYTVSIYGVIQGYRTPVL SAEASTGETRLGEVWVAEVGWDALKLNWTAPEGAYEYFFIQVQ 1200

P248213 — 101

P24821.5 _—  m

P24821.2 —_— 101

P24821-4  EADTVEAAQNLTVPGGLRSTDLPGLKAATHYTITIRGY TQDFSTTRIES/L TEEVPDMGNLTVTEVSWDALRLNWTTPD 128¢

P248216 —_— 10

P24821  EADTVEAAQNLTVPGGLRSTDLPGLKAATHYTITIRGYTQDFSTIESVEVLTERVFOVG\L TVIEVSVIDALR_NATTFD 1280

P24821-3 _— 0w

P248215 _—  lm

P248212 — 100

P24821-4  GTYDQFTIQVQEADQVEEAHNLTVPGSLRSMVEIPGLRAGTPY TVEMRGHSTRPLAVEW TEDLPQLGDLAVSEVGW 1360

P248216 —_— _10m

pP24821 GIYDIFTI QUIEADQVEEAHNL TVPGELRSVE PG RAGTPYTVTLHEEVRG-STRALAVBWTELL PQ GLAVGEVGAL1360

P24821-3 _— im

P24g215 - 1070

P248212 — _TAKEPE 1076

P24821-4  DGLRLNWTAADNAYEHFVIQVQEVNKVEAAQNL TLPGSLRAVDIRGIEYRVSIYGVIRGYRTPVLSAEASTAKEPE 1440

P248216 —_— 101

P24821 DG RLNATAADNAYEHRV QUEVNQVEAAQN TLFGELRAVD! PGLEAATPYRVS! YO ROYRTPVLSAEASTAKEPE 1440

P248213 — TAKEPE 1076

P24g215 — 10w

P24821-2  IGNLNVSDITPESFNLSWMATDGIFETFTIEIDSNRLLETVEYNISGAERTAHISGLPPSTDAVYLSGLAPSIRTKTI 1136

P24821-4  IGNLNVSDITPESFNLSWMATDGIFETFTIEIDSNRLLETVEYNISGAERTAHISGLPPSTDFIVYLSGLAPSIRTKTI 1520

P24821-6 e 1070

P24821  IGNLNVSDITPESENLSWMATDGIFETFTIEIDSNRLLE 1520

P24821-3  IGNLNVSDITPESFNLSWMATDGIFETFTIEIDSNRLLETVEYNISGAERTAHISGLPPSTDAVYLSGLAPSIRTKTI 1156
e 1070

P24821-5

P24821-2 SATAT- — 1161

P24821-4 SATAT- —— 155

P24821-6 e 1070

P24821 1600
P24821-3 SATATTEALPLLENLTISDINPYGFTVSWMASENAFDSHV TWDSERPQEFTLSGTORKLELRGLITGIGYEVMVS 1236
P24821-5 e 1070

P24821-2 —————TEAEPEVDNLLVSDATPDGFRLSWTADEGVFD NFVLKIRDTKKQSEPLEITLLAPERTRDITGL 1225
P248214 —————TEAEPEVDNLLVSDATPDGFRLSWTADEGVFD NFVLKIRDTKKQSEPLEITLLAPERTRDITGL 1529
P24821-6 e 1070

P24821 1680
P24821-3  GFTQGHQTKPLRAENTEAEPEVDNLLVSDATPDGFRLSWTADESRVAIKIRD TKKQSEPLEITLLAPERTRDITGL 1316
P248215 —————TEAEPEVDNLLVSDATPDGFRLSWTADEGVFD NFVLKIRDTKKQSEPLEITLLAPERTRDITGL 1134

P24821-2 REATEYEIELYGISKGRRSQTVSAIATTAMGSPKEVIFSDITENSATSWRAPTAQVESF 1285
P248214 REATEYEIELYGISKGRRSQTVSAIATTAMGSPKEVIFSDITENSATSWRAPTAQVESF 1649
P248216 ————  TAMGSPKEVIFSDITENSATV SWRAPTAQVESF 1103
P24821 REATEYEIELYGISKGRRSQTVSAIATTAMGSPKEVIFSDITENSATVSWRAPTAQVESF 1740
P24821-3 REATEYEIELYGISKGRRSQTVSAIATTAMGSPKEVIFSDITENSATSWRAPTAQVESF 1376
P24821:5 REATEYEIELYGISKGRRSQTVSAIATTAMGSPKEVIFSDITENSATSWRAPTAQVESF 1194

FkIIIIHAIHIIeIIeIeIcIK

Abbildung 3.1: Ausschnitt (960aa—1740aa/GesamtldngeC-1: 2201aa) einer Aminosaure Sequenz-
analyse (Alignment) der hTNC (P24821) Isoformere Béquenzhomologie betragt 95%, wobei die ho-
mologen Bereiche eine 100% identische Aminosauwesagaufweisen; A3-Exon (rot) und AD1-Exons
(griin); P24821-1 bezeichnet die hTNC-1, usw. (ZoéwClustalw?2: Larkin et al., 2007)
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Tabelle 3.2: Getestete humane Biopsate: PCR wmit genspezifischen Primern fiir die Amplifikation der FENIII-AD1 Domdne

Biopsat Anzahl  Isoform 1 und 3 Isoform 2 und 4
NH 6 negativ negativ
Epilepsie-NH 4 2 X positiv 4x schwach positiv
2 X negativ
Trauma-NH 1 positiv negativ
Gliom “ll 6 3 X positiv 1 x negativ
3 X negativ 5 x schwach positiv
Gliom “lll 7 7 X positiv 6 x schwach positiv
1 x positiv
Gliom°lV- GBM 25 25 X positiv 15 x stark positiv
10 x schwach positiv

Gesundes bzw. Tumor freies Hirngewebe (NH) wurdeistmevahrend der
neurochirurgischen  Entfernung von Epilepsiefoci gemen  (Klinik  for
Neurochirurgie/LMU). Es kann somit nicht immer besnht werden, ob es sich bei den
vorliegenden Biopsaten um gesundes Hirngewebe hafadewurden auch in 50% der
EpilepsiebiopsatéiTNC-1 bzw. -3 nachgewiesen. Die weiteren NH-Biopsalie bei
der operativen Entfernung von Gliomen gewonnen wydvurden im Rahmen dieser
Arbeit durchweg als negativ fur die Isoform 1 jedda zwei Féllen positiv fur die
Isoformen 2 und 4 getestet (Tab. 3.2), was ein ldiswauf Wundheilungsprozesse sein
koénnte (siehe auch 1.3).

Nach WHO als °ll diagnostizierte Gliome zeigterdinei Fallen ebenfalls keir@fNC-1
Expression. In drei weiteren hier getesteten Bitggs&onnte die Isoform 1 detektiert
werden allerdings deutlich schwécher als in WHOBIgpsaten.
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Abbildung 3.2: Semiquantitative PCR-Daten: Exp@sgier FNIII-AD1 Domane in gesunden Hirnbiop-
saten und Gliomen: die Expression korreliert mitndlalignitatsgrad und tritt ebenfalls im Rahmen der
Wundheilung (nach Traumata, Epilepsie) in gesurtdienarealen auf

Gliombiopsate von WHO°IIl und °IV Tumoren verhaltesich diesbezlglich sehr
ahnlich. Es wurden durchwegs in allen Biopsatenasbvdie Isoform 1 und 3 und

ebenso die Isoformen 2 und 4 nachgewiesen.

Die in der Abb. 3.2 dargestellte graphische Auswegtder hier erhobenen semi-
quantitativen PCR-Daten zeigten einen klaren TréexdZunahme der Expression der
hTNC-1 Isoform mit dem Malignitdtsgrad und das Fahldieser in gesunden

Gehirnbiopsaten. Es wurden alle untersuchten NHyétraind die Gliome anhand ihrer
WHO-KIassifizierung gruppiert und graphisch in AbB.2 dargestellt. Die lineare

Regressionsgerade zeigt einen Aufwartstrend von Pibben (niedrigste

Expressionsrate) bis hin zur Gruppe der WHO°IV-@lkomit dem hochsten Nachweis
der FNIII-A3 Doméane dekTNC-1.

3.1.2 Auswahl und Nachweis eines geeigneten Antigdiis die
Herstellung mAk gegen dathiTNC-1

Fur die gentechnische Herstellung eines fur dieeBerung und Charakterisierung
monoklonaler Antikérper geeigneten Antigens wurgieFNIII-A3-Doméane imhTNC-1
Gen verwendet, die in den anderen Tenascinen feW. nur in der Isoform 4
exprimiert wurde, diese aber nicht in NH nachgeemeswerden konnte. Der
monoklonale Antikdrper soll in Maus hergestellt dem.
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FPercent [dentity

THC hurman P24221 isoform1 PRO
THIC mouse NP_035737 PRO

Divergence

Abbildung 3.3: Sequenzanalyse der Homologien deéndséuresequenzen der humanen tumorassoziier-
ten Isoform zur langsten murinen Isoform des TNgEh{&ire: Protean/DNASTAR)

P24821 LPTGQWVGVQLPRNTTSYVLRGLEPGQEYNVLLTAEKGRHKSKPARSQGRELENL 1080 TENA_HUMAN

QB0YX1LPTGQSMEVQLPKDATSHVLTDLEPGQEYTVLLIAEKGRHKSKPARMKARSLENL 1080 TENA_MOUSE
*kkkk : ****:::**:** .*******'*** Fhkkkkkkkkkkkkkk **:.*.****

P24821 TVTEVGWDGLRLNWTAADQAYEHFIIQVQEANKVEAARNLTVPGSIFBMAATPY 1140 TENA_HUMAN

QBOYXLTVTEAGWDGLRLNWTADDLAYEYFVIQVQEANNVETAHNFTVPGNERAKDATSY 1140 TENA_MOUSE
*’k**.*********** * ***:*:*******:**:*:*:****.***.* **‘k**‘**.*

P24821 TVSIYGVIQGYRTPVLSAEASTGETPNLGEVWAEVGWDALKLNWTHEG-FIQVQ 1200 TENA_HUMAN

QBOYXLRVSIYGVARGYRTPVLSAETSTGTTPNLGEVTVAEVGWDALTLNWTARBGFIQVL 1200 TENA_MOUSE

*kkkkk Kkk kkkkkkk Kkkkkkkkk * kkkkx

P24821 EADTVEAAQNLTVPGGLRSTDLPGLKAATHYTITIRGVTQDFSTTPLEMEEVPDVG 1260 TENA_HUMAN
Q80YX1EADTTQTVQNLTVPGGLRSVDLPGLKAATRYYITLRGVTQDFGTAPMS\/E ----- 1252 TENA_MOUSE

**** *********** ********* * ** ******* * kkkkkk

p24821 NLT\/TEVSV\DALRLI\N\ITPDGTYDQ:TI QVQEADQVEEAHNLTVPGSLRSMEI PGLRAGT 1320 TENA_HUMAN

QBOYXL - - 1252 TENA MOUSE
P24821 PYTVTLHGEVRGHSTRPLAVEWTEDLPQLGDLAVSEVGWDGLRLNWTAADNAYEHEVIQ TBBNA_HUMAN
QBOYXL ----c-vvmmmmmmmmmmnnnns TEDLPQLGGLSVTEVSWDGLTLNWTTDDLAYKHFVVQ T2BBA_ MOUSE

FREKKKER Kokokk kkkX Kkkke % Kkokkkok

P24821 VQEVNKVEAAQNLTLPGSLRAVDIPGLEAATPYRVSIYGVIRGYRTPABASTAKEPE 1440 TENA_HUMAN

Q80YX1VQEANNVEAAQNLTVPGSLRAVDIPGLKADTPYRVSIYGVIQGYRTFFMVSTAREPE 1349 TENA_MOUSE
*kk * ***** *k *** *kk

P24821 IGNLNVSDITPESFNLSWMATDGIFETFTIEIDSNRLLETVEYNISGARTAHISGLPP 1500 TENA HUMAN

QBOYXLIGNLNVSDVTPKSFNLSWTATDGIFDMFTIENIDSNRLLQTAEHNISGREAHISGLPP 1409 TENA_MOUSE
********:**:****** ******: ************:*.*:****** Kkkkkkkkkk

P24821 STDFIVYLSGLAPSIRTKTISATATTEALPLLENLTISDINPYGFTVSWNSENAFDSFL 1560 TENA_HUMAN

Q80YX1STDFIVYLSGIAPSIRTKT|STTATTEALPLLENLTISDTNPYGFTVSWASENAFDSFL 1469 TENA_MOUSE

Kkkkkkkkkk

Abbildung 3.4: Ausschnitt (1020aa—1560aa/Gesamtan@NC-1: 2201aa) einer Aminosauresequenz-
analyse der Konsensussequenz der hTNC (P2482Htemitder mTNC (Q80YX1; NP_035737): Die Se-
guenzhomologie betragt 87%, das A3-Exon wurde itN@ndlternativ gespleilt (rot)
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Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der Aminosagresnzen derhTNC
verglichen mit deimTNC von ca. 87% (Abb. 3.3) kann kein Bereich gemeverden,
der eine erfolgreiche Immunisierung versprichtkdae grofReren Unterschieden in der
Aminosauresequenz vorhanden sind. Allen bekanntarinen Tenascinen fehlt die
FNIII-A3-Doméane (Abb. 3.4).

Mit der im Rahmen dieser Arbeit (3.1.1) untersuohi2zom&ne AD1 wuirde keine
erfolgreiche Immunisierungen in Maus erwartet ward#a diese auch in denTNC
Isoformen vorkommt.

Mit der FNIII-A3-Doméne, die allemTNC fehlt, waren die Erfolgsaussichten fur die
Immunisierung in Maus gegen daBNC-1 hoher (Abb. 3.4).

Rechner basierte Sequenzanalysen der Aminosdusseqier FNIII-A3 Domaéane
sollten die Immunogenizitat dieses Abschnittes WIENC-1 abschatzen. Die Software
.Protean“ des Softwarepacketes DNASTAR rechnete mMilfe des Emini-
Algorithmus/Emini-Plot (Emini, et al, 1985) die Wahrscheinlichkeit bestimmter
Aminosaurefolgen im gefalteten Polypeptid an dee®éche positioniert zu werden.
Diese Bereiche sind fur das Immunsystem von Veatebrbesser exponierte Abschnitte
im Antigen, die geeignete Epitope anbieten. Epitofie als MHC-Motive fur das
Immunsystem von Vertebraten darstellen kénntemmeicder Sette-Algorithmus (Sette,
et al, 1989). Die Epitope R94-T100 und E106-T112 werdent rhoher
Wabhrscheinlichkeit an der Oberflache im gefalteRatypeptid positioniert und werden
vom Sette-Algorithmus zusatzlich als mdgliche MH®@tMe bestatigt (Abb. 3.5).

nber Over: The Dooument

TNC-1+His-tag FRO OTitle

T \ T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7T \ T \ T T T T \ T | — T D=k
‘ § 10 15 2 25 30 35 40 45 5) G5 6D 65 0 75 80 85 50 85 100 105 190 115 120 125 130 135 140 145 150 155 18D 165 170 175 180 185 130 135
>‘+HHGP\ FN‘LMESFNLWm@Lﬂlememﬁlmeﬂ\me|3E\N(\WTM\C|WTPFR\SWW O8equence

¥y S oy T, T o By oy Ty SN, W Y SN PSP

sHOO—C —MH—— W 010 O0—{H [ oouse Regors-Emii
O - OO0 T M O ook Anpiati s st
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Abbildung 3.5: Analyse und Berechnung des Antigétsindexes geeigneter Epitope der FNIII-Domane
A3 (His-tagged-hTNC1(R+Vis2¢). Mit verschiedenen Algorithmen werden hydroplfdtope mit ho-
her sterischer Flexibititdt oder auch MHC-Motivareshnet (Sette et al., 1989; Emini et al., 1989)t-S
ware: DNASTAR/Protean.
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Einen guten Antigenizitatsindex fur die Domane FXB zeigte auch der relativ hohe
Anteil der Aminosauren Prolin und Tryptophan (insgyat 10%) auf. Diese beiden
Aminosauren werden als sogenannte Helixbrecherdier, weil sie die Ausbildung
von a-Helices und R-Bléattern verhindern bzw. in der Aos@uresequenz in Bereichen
(B-Turns) zwischem-Helices und/oder R3-Blattern zu stehen kommen. &S hhaben
einen hohen Antigenizitatsindex. Glycin wiederunil@®so) ist die kleinste Aminosaure
und ermdglicht eine hohe sterische FlexibilitatRnotein und somit die Ausbildung von
aliphatischeru-Helices (Abb.3.5 und 3.6), die ebenfalls positiveFlexibilizitats- und
somit zum Antigenizitatsindex dieses Antigens lagien (Eisenberget al, 1982). Die
Aminosaure Cystein kommt in der FNIlI-Domane A3 gHaggedaTNC1(Pi2s7V 1429
nicht vor (Abb. 3.6). Cystein ist an der BildungnvB8-Blattern beteiligt. Da (3-Blatter
keine geeigneten Epitope bieten, sollte im Antigeim Cystein vorhanden sein.

Ein zusatzlicher Vorteil der FNIII-A3 Domane istrégnC-terminale Lage inmTNC-1-
Molekul. Die Untereinheiten imhTNC-1-Hexamer sind N-terminal miteinander
verbunden, so dass ein geeignetes Epitop weit rGital liegen sollte, um dem
Antikdrper einen guten Zugang zum entsprechend@oftpu ermdglichen.

FNIII-A3 (cDNA und Aminosauresequenz siehe Abb.)3s® aufgrund der zahlreichen
Epitope mit hohem Antigenizitatsindex und der Gwigralen Lage imhTNC-1 als
Antigen geeignet.

) ) Whole Protein Composition Analysis

Predicted Structural Class of the Whole Protein; B Mumber [ % by % by
Deléage & Roux Madification of Nishikawa & Ooi 1987 e o - B A P a1
Acidic (DE) 26 14 .67 13.20
Basic (KR) 11 T.69 5.598
R R Polar (NCQSTY) 48 25.06 24 .37
Analysis Whole Protein Hydrophohic (AILFY) 69 | 3396 55.03
- A Ala 14 2.58 7.1
Molecular Weight 21732.32 maw. CCys 0 0.00 0.00
O Asp 12 6.35 6.09
E Glu 14 8.32 7.1
Length 19? F Phe il 271 2.03
. G Gl 16 4.20 a.12
1 microgram = 46.014 pMoles q Hisy 10 531 508
— — e 7 364 3.55
Molar Extinction coefficient 3044045% K Lys 2| 118 102
L Leu 2| 10.93 10.66
- o bt 3 1.81 14682
1 A(ZB0) 071 mofmi M oaen . 473 e
. . P Pro 14 626 7M1
lsgelectric Paint 4.78 o en sl 23 506
R Arg =) 647 487
Charge atpH 7 -13.39 5 ser g 3.21 4.06
T Thr 17 7.91 8.63
W oval 19 8.67 9.64
W Trp 2 343 2.03
Ty 5] .51 3.05
B Asx u] 0.0o0 0.0o0
ZGlx u] 0.0o0 0.0o0
s u] 0.0o0 0.0o0
Ter [} o.a0 o.o0

Abbildung 3.6: Sequenzanaylse und physikalischeriichaften der Priméarstruktur der FNIII-A3 Do-
mane (His-tagged-hTNC-1(P1257-V1428). Software DIM&S Protean
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3.1.3 Konstruktion eines geeigneten Expressionsveksofur die
rekombinante Herstellung des Antigens

Der Primer 5-NM_002160(4131-4151) bindet im ExdWllIFA3 und amplifiziert mit
dem Gegenstrangprimer 3'-NM_002160(4622-4773)jrddEéxon FNIII-A4 bindet, ein
ca. 490 bp langes PCR-Produkt, namlich die FNIIIB@méane dehTNC Isoform 1
und 3. Es wurden ausschlie3lich cDNA's der GBM Baip, die in 3.1.1 positiv getestet
wurden, fir den Nachweis von FNIII-A3 verwendete@mDNA fur FNIII-A3 wurde
mittels PCR durch reverse Transkription von GBMagesRNA erfolgreich
amplifiziert. AnschlieRend wurde mit Hilfe eines eten Primerpaares: 5-TOPOPepl
und 3'-Pepl-TAG die gleiche Doméane erneut ampdiftziDieses zweite Primerpaar
fugt die Erkennungssequenz fur die Topoisomeraaa I5-Ende des PCR-Produktes
und ein Stop Codon TAG fur die Termination der Btahon inE. coliam 3'-Ende des
PCR-Produktes ein. Die Erkennungssequenz ist f&r gdaichtete Klonieren in den
Vektor pET151/D-TOPO (Fa. Invitrogen) notwendig.sDasert wurde am N-Terminus
mit einem His-Tag (6 x His) fur die spatere affitichromatographische Aufreinigung
fusioniert (Abb. 3.7). Dieses Polypeptid wurde imigenden kurz HistaggedhTNC-
1(Pi2s7V 1420 genannt und hat ein MW von 21,7 kDa.

Plasmidmap pET15f(p1257-v1420/}

5 - MHHHHHEGRPT PNPLLGLDSTENLYFQGIDFFT P . DMGHLIVTEY
SWDALETHWTITPDGTYDOFT IOVEEADQVEEAHNLT VPG SLESME TPGLEA
GTPYTYTLHGEVYREGHSTRPLAYEYVVTEDLPOLGDLAVYSEYVGWDGLRLHWT A
ADNAYEHF ¥ IQ¥QE YNEYEARONT.TLPGSLRAYDIPGLEAATPYRYSTYG W, ., —3°

pET151/D
5760bp q P1257-¥1420 492bp

Abbildung 3.7: Vektorkonstrukt pET151/D-TOPO-hTN@1&+Vis20); hTNC-1(R2s- V1420 bezeichnet die
FNIII-A3-Doméne der hTNC1; die Sequenz des Antiggnmterstrichen
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Fur die bakterielle Herstellung dieses Polypeptidesden chemikompetenteé. coli
TOP10 transformiert und auf LB-Agarplatten selektioniert.

Von positiven Klonen wurde eine Kontroll-PCR und g¢ine 5 ml UNK (LB
angesetzt. Ebenso wurde eine Masterplatte als Bafiu die Sicherung der hier
ausgewahlten Klone angelegt. Das Konstrukt dettipaslektionierten Kolonien wurde
in vier verschiedenen PCR-Anséatzen getestet, umahage Orientierung im Vektor zu
bestétigen (Abb. 3.8):

T7 und T7-term: binden spezifisch an der Vektorsequenz strandevi- -abwarts des
Inserts und amplifizieren von Klonen, die das pElDBTOPOhTNC-1(Pi2s7V 1420
Vektor-Konstrukt enthalten, ein ca.~750 bp Produkt.

5-TOPOPepl und T7-term: der 3'-Primer bindet an der Insert DNA, der 5'-\Mgktor
und fuhrt bei richtiger Orientierung des Inserts\iektor zu einem Produkt der Groi3e ~
560 bp.

Abbildung 3.8: Kontroll-PCR: Vektor DNA einer pdsiselektionierten TOP10-E. coli Kolonie: links:
100 bp Ladder Fa. NEB; "- " bezeichnet die neg&ibntrolle und "+" die positiv Kontrolle mit gesamt-
cDNA aus Gliombiopsat und 3-Aktin Primer; 1,2,3 dndPCR-Ansétze der zu testenden Kolonie

T7 und 3'-Pepl-TAG: der 5'-Primer bindet an der Insert DNA, der 3hiten im Vektor
und fuhrt bei richtiger Orientierung des Inserts ektor zu einem PCR-Produkt der
Grof3e von ~700 bp

5-TOPOPepl und 3'-PeplfAG: genspezifische A3 Primer: Produkt ~ 500 bp.
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Mit positiven Klonen, die das Insert BitaggedhTNC-1(Pi2s7V1420 (Abb. 3.8) in der
richtigen Orientierung beinhalten, konnten die Vi®ICR-Ansatze erfolgreich
durchgefuhrt werden. Die Richtigkeit der Nukleoidaenz des Inserts (A3-Doméne)
wurde durch die anschlieBende DNA-Sequenzierungchduttie Fa. Sequiserve/
Vaterstetten bestatigt (Abb. 3.9). Es wurden vonf fjositiven Klonen Gylcerin-
Dauerkulturen bei -80°C konserviert.

ATCACCATCCGCGGGGTCACTCAGGACTTCAGCACAACCCCTCTCTCTGTTGAAGTCTTGACA
ITIRGVTQDFSTTPLSVEVLT aal2s3

GAGGAGGTIZAGATATGGGAAACCTCACAGTGACCGAGGTTAGCTGGGATGCTCTCAGACTG
EE PDMGNLTVTEVSWDAL

AACTGGACCACGCCAGATGGAACCTATGACCAGTTTACTATTCAGGTCCAGGAGGCTGACCAG
NWTTPDGTYDQFTIQVQEADRQ

GTGGAAGAGGCTCACAATCTCACGGTTCCTGGCAGCCTGCGTTCCATGGAAATCCCAGGCCTC
VEENLTVPGAHSLRSMEIPGL

AGGGCTGGCACTCCTTACACAGTCACCCTGCACGGCGAGGTCAGGGGCCACAGCACTCGACCC
RAGTPYTVTLHGEVRGHST

CTTGCTGTAGAGGTCGTCACAGAGGATCTCCCACAGCTGGGAGATTTAGCCGTGTCTGAGGTT
LAVEVVTEDLPQLGDLAVSEV

GGCTGGGATGGCCTCAGACTCAACTGGACCGCAGCTGACAATGCCTATGAGCACTTTGTCATT
GWDGLRLNWTAADNAYEHFV

CAGGTGCAGGAGGTCAACAAAGTGGAGGCAGCCCAGAACCTCACGTTGCCTGGCAGCCTCAGG
QVQEVNKVEAAQNLTLPGSLR

GCTGTGGACATCCCGGGCCTCGAGGCTGCCACGCCTTATAGAGTCTCCATCTATGGGGTGATC
AVDIPGLEAATPYRVSIYGUVI

CGGGGCTATAGAACACCAGTACTCTCTGCTGAGGCCTCCACAGCCAAAGAACCTGAAATTGGA
IRGYRTPVLSAEASTAKEPE/ aal44l

Abbildung 3.9:Die durch Sequenzierung bestatigtkldéatid-und Aminosdure-Sequenz der FNIII-A3 Do-
méne der hTNC-1 (von der Fa. Sequiserve/ Vateestettirchgefihrt)

3.1.4 Heterologe Expression des HigaggedhTNC-1(Pi2s7V1429) in E.
coli BL21 (DE3)

Fur die heterologe Expression des HeggedhTNC-1(Pis-Vieg) wurde das
Vektorkonstrukt pET151/D-TOP@TNC-1(Pi2s7Via29) in den E. coli Expressions-
stamm BL21(DE3) transformiert. Von einer 5 ml BLONK wurden Dauerkulturen
angeleqt.

Nach erfolgreicher Selektion auf LBc.nAgar-Platten wurde die Expression des
Antigens wie unter 3.2.4 beschrieben durchgefihrt.

Das Pilot-Experiment (3.2.4.1) zeigte, dass bemgish 3 h die mit IPTG induzierte
Expression gestoppt werden kann, da zu diesemuféitpgentigend Antigen gebildet
wurde. Nach einer weiteren Stunde wurde das exerieni Polypeptid in den
Nahrungsvakuolen, die typischerweise bei Uberexprien Polypeptiden irE. coli
entstehen, verschlossen. Das Polypeptid aus diegakuolen unter nativen
Bedingungen aufzureinigen ist nicht mdglich.
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Tabelle 3.3: Elutionsprofil einer Ni-INTA-affinititschromatographischen Aufreinigung des rekombinanten His6-tagged-
HTNC-1(P1257-1"1420); Nachdem mit den Wasch-Puffern B und C unspezifisch an der Sanle haftende 1 erunreinigungen
entfernt wurden, konnte mit dem Elutionspuffer E das Polypetid eluiert werden; die gelb unterlegten Fraktionen wurden gepoolt,
gegen PBS dialysiert und die Konzentration auf 1 mg/ ml eingestellt.

0OD280nm C in mg/ml Volumen d. Fraktion
Waschen mit Puffer B 2,78 1,5ml
Waschen mit Puffer B 3,98 1,5ml
Waschen mit Puffer B 2,30 1,5ml
Waschen mit Puffer B 0,33 1,5ml
Waschen mit Puffer B 0,12 1,5ml
Waschen mit Puffer C 1,09 1,5ml
Waschen mit Puffer C 0,79 1,5ml
Waschen mit Puffer C 0,55 1,5ml
Waschen mit Puffer C 0,42 1,5ml
Waschen mit Puffer C 0,15 1,5ml
Waschen mit Puffer C 0,25 1,5ml
Waschen mit Puffer C 0,08 1,5ml
Waschen mit Puffer E 1,94 1,94 1,0ml
Waschen mit Puffer E 2,65 2,65 1,0ml
Waschen mit Puffer E 1,14 1,14 1,0ml
Waschen mit Puffer E 0,28 0,28 1,0ml
Waschen mit Puffer E 0,4 0,4 1,0 ml
Waschen mit Puffer E 0,1 1,0ml

1 2 3 4 5 6 7 & % 10 11 142 13 14 15 16 17 18

--- 22 kDa

Abbildung 3.10: SDS-PAGE & Silberfarbung: Ni-NTArafatschromatographische Aufreinigung des re-
kombinanten Histagged-fTNC-1(P1257Vi420): apparentes MW: ca. 22 kDa 1: Lysat v. Saulelgsat
nach Saule; 3,4: Waschen mit Puffer C; 5,6: Wasah@rPuffer D1; 7,8 Waschen mit Puffer D2; Kalei-
doskop Langenstandard Fa. Biorad; 10-18 Elution kniffer E
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Die eigentliche Expression lieferte eine Ausbeute va. 4 - 6,5 mg HigaggedhTNC-
1(Pi2s7V1420). Aufgereinigt wurde wie unter 2.3.1 beschrieb&s. wurden nur die
Fraktionen verwendet, die zu mindestens 90% honeodéis-taggedhTNC-1(Pi2sr-
Vis0-LOSUNgen waren (Tab. 3.3, gelb unterlegte Frakin). Das Volumen der
Elutionsfraktionen betrug 1 - 1,5 ml. Fir die Bestiung der Proteinkonzentration in
den einzelnen Fraktionen wurde bei 280 nm die Afismor bestimmt (Tab. 3.3).

Das Bakterienlysat vor und nach der Saule, jewaiNsi Waschfraktionen und jede
Fraktion der Elution wurden im SDS-PAGE analysié¢ftbb. 3.10). Die derart
aufgetrennten Proteine wurden mit Silbernitrat &udpe. Die Silberfarbung zeigte, dass,
nachdem unspezifisch gebundenes Protein mit dercgaffern B, C, und D von der
Saule entfernt wurden, praktisch sauberes-tdiggedh TNC-1(Pi2s7V 1429 Mit Puffer E,
pH 4,5 und ohne den Zusatz von Imidazol von dedeSéluiert werden konnte (siehe
Abb. 3.10 und Tabelle 3.3).

Das derart aufgereinigte Polypeptid wurde gegersiplygisches PBS dialysiert (PD-

10-Dialyse-Saulen, Fa. GE Healthcare), die Konagiom auf 1 mg/ml eingestellt, a
100 pl aliquotiert und bei -20°C konserviert.
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3.2 Generierung muriner monoklonaler Antikorper

3.2.1 Immunisierung von Mausen mit His-taggedhTNC-1(Pi257V 1429)

Die Immunisierung von 5 weiblichen Balb/c Mauserrdeuwie unter 2.6.1. beschrieben
durchgefuhrt. Die Titerbestimmung erfolgte mittetslirektem ELISA auf Antigen
(AG) beschichteten 96-Loch-Platten (siehe 2.4.1)e A Tiere zeigten nach der 4ten
Immunisiserung (3ter Boost) einen Titer, der badritts 328 050 lag (Abb. 3.11).

1gG-Titer einer mit His6-tagged-hTN1(P1257-V1420) i mmunisierten Balb/c-Maus

Absorption 405nm

3ter Boost
2ter Boost
ler Boost

1ste Immunisierung

Verdinnung

‘E\ PIS O1ste isierung @ ler Boost [ 2ter Boost @ 3ter Boost ‘

Abbildung 3.11: Indirekter ELISA mit beschichtet@-Platten zur Titerbestimmung immunisierter

Mause (hier von einer Maus). Die gemessenen WerdeBackground-korrigiert. Der Titer dieses Tieres

steigt von Boost zu Boost auf 1 : 328 050. Gemessette die Antigenbindekapazitat mittels indirektem
ELISA des PIS (Preimmunserum) und der Seren dik dan Immunisierungen: lsten-, 2ten- und 3ten-
Boost dem Tier entnommen wurden.
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3.2.2 Immortalisierung muriner B-Zellen und Selektion dieser mittels
indirektem ELISA

Die erfolgreich immunisierten Tiere wurden durchvidale Dislokation getttet und es
wurde die Milz steril entnommen (siehe 2.5.7). Brtolgreiche Fusion dieser B-Zellen
mit den Zellen der Linie P3X63Ag8.653 erfolgte g&@mRArotokoll 2.5.8 und ergab
genldgend Fusionserreignisse. Dies konnte anhandathireichen fusionierten Zellen
(meist Myeloma-Myeloma-Fusionserreignisse), mikogs&ch beurteilt werden (Abb.
3.12 links). Hybridoma-Zellen (Antikbrper produzede Zellen) prasentieren den
Antikdrper, den sie sezernieren, an der Zellmembritit einem sekundéren
fluoreszenzmarkierten Antikorper konnte die an deberflache dieser Zellen
prasentierten Antikorper vom Typ IgG nachgewiesesden. Dieser Nachweis wurde
zur Bestimmung des sogenannten ,producer“-AntaitereZellinie (Abb. 3.12 rechts)
durchgefuhrt. Zelllinien, welche einen geringeremtél als 90% an Antikorper-
produzierenden Zellen aufwiesen, wurden nicht waitéviert. Sogenannte ,Non-
producer” haben gegenuber den ,Producern” einen¢eh/achstumsrate, wodurch sie
die Antikdrperproduzierenden Zellen innerhalb eingnie zahlenmafdig innerhalb
weniger Generationen uberholen wirden. Anschliefzndie HAT-Selektion wurden
die so erhaltenen Hybridoma im HT-Erholungsmediuittets indirektem ELISA auf
ihre Affinitat (in vitro wurde die monovalente Affinitat eines mAKk bestimgegenuber
dem zur Immunisierung verwendeten Antigen getedistwurden nur Kulturen der
Vereinzelung zugefuhrt, deren Antikorper produziele Zellanteil hoher als 90% war
und die gleichzeitig im ELISA ein mindestens vietfehdheres Signal im Vergleich zu

Abbildung 3.12: B-Zellen unmittelbar nach der Fusioit P3XAg8.653: linkes Bild: Kreise: Fusionser-
eignisse B-Zelle/Myeloma; Pfeile: Ereignisse Myedviyeloma; rechtes Bild: Immunfluoreszenz-Nach-
weis Antikérper produzierender Hybridoma-Zellen: €8% aller Zellen dieser Kultur sind Antikérper

produzierende Hybridoma (griin); Zellkerne sind DARAuU gegengefarbt (blau).
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3,5

25

1,5

OD 405 nm

0,5

ol i i i

Serum/AG NM2/AG sek. AK/AG NM2/BSA kond.
NM2/AG

Abbildung 3.13: Indirekter ELISA: Affinitatsanalykenditionierte Hybridoma Medien gegentber dem
zur Immunisierung verwendeten Antigen der Klone WEG WGG008, WGG6A6/4, WGG6C5/8,
WGG1/1-D3 und WGGD4-B4 in NM2-Medium (kond. NM2B\&u bis rot); Positiv Kontrolle: Verdin-
nungsreihe 4tes Serum: 1:150(blau) bis 1:4050(H)rkilegativ Kontrollen 4 fach: NM2 auf AG und sek.
mAk auf AG 4 fach; NM2 auf BSA 4 fach

den Kontrollen zeigten. Die Vereinzelung wurde aigt,limiting-dilution®-Klonierung
(2.5.10) durchgefiihrt. Derart wurden etwa hundeersehiedene immortalisierte
Hybridoma-Zelllinien analysiert.

Vereinzelt wurden insgesamt 25 Hybridoma-Kulturehe die héochste Affinitat
gegenuber dem Antigen (2.5.10) aufwiesen. Die wesdien Zellen, die zum Wachstum
monoklonalen Zelllinien fihrten, wurden erneut inemn indirekten ELISA mit AG
beschichteten Platten getestet. Nur diejenigen klonalen Hybridoma-Klone wurden
weitergefuhrt, die im indirekten ELISA die hdchsidfinitat gegentuber dem AG
zeigten. Es wurden 6 verschieden Klone weitergéfilWGG001, WGGO008,
WGG6A6/4, WGG6C5/8, WGG1/1-D3 und WGGD4-B4, die wieAbb. 3.13 (kond.
NM2/AG) gezeigt deutliche Unterschiede in ihrer iAfat zum AG zeigten. Weitere
getestete Klone zeigten keine oder eine geringeeifssche Reaktion mit dem Antigen
und wurden deshalb nicht weitergefiihrt. Alle sechstikdrper zeigten keine
Kreuzreaktivitat (Extinktion < 0,200) mit BSA. Dagrumfreie Kulturmedium (NM2,
Negativkontrolle) zeigte ebenfalls keine spezifesgteaktion (Mittelwert der Extinktion
hier < 0,200).
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3.2.3 Adaptation an serumfreies Medium und Bioreakto

Die im ELISA positiven Klone wurden nach der Selektan das Wachstum in
serumfreien Medium adaptiert. Dies erfolgte durtifenweise Reduktion des FCS-
Gehaltes in einem chemisch definierten Medium (SkKEkY Fa. Invitrogen. Die Anti-
korperproduktion wurde dabei standig Uberpriftwiasde ebenso der mAk-Gehalt kon-
ditionierter NM3-Medien (Medium fur das Versorgungsdul im Bioreaktor) sowie der
des SFM-Mediums mit den Zusatzen des NM3-MediuntdM@Bus) Uberprift (Abb.
3.14). Die hier analysierten konditionierten Medasar Klone WGG001 und WGG008
zeigten eine um ein Drittel erhéhte mAk-Produktiorden FCS-haltigen Medien NM2,
NM3 und SFMplus (SFM+) verglichen mit dem FCS-freedium SFM (SFM-).
Zeigten die Hydridoma-Klone des weiteren ein giéschstum in serumfreien SFM-
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Abbildung 3.14: Indirekter ELISA: Affinitatsanalykenditionierter Hybridoma Medien gegeniiber dem
zur Immunisierung verwendeten Antigen der Klone \W@&E@UNd -008 in NM2, NM3, SFM+ und SFM-
Medium; Positivkontrolle: Verdiinnungsreihe 4tesuser1:1350 und 1:4050; Negativkontrollen 2 fach:
NM2 auf AG und sek. mAk auf AG; NM2 auf BSA - B fac

Medium, wurde die Produktion im Bioreaktor gestiariza die Zellen auf die Zusatze
der vollstandigen Medien nicht verzichten konntehne dass die mAk-Produktion
dadurch verringert wurde, wurde das Versorgungsinodiudem vollstandigen NM3-
Medium beflllt. Die Zellen erreichten eine hohelZahl von bis zu 10Zellen/ml bei
einer mindestens 90%igen Viabilitdt. Der mAKk-GehaltBioreaktor konnte derart um
das 5-10fache gesteigert werden (siehe 3.2.3).

81



Ergebnisse

3.3 Affinitatschromatographische Protein A Reinigungder
monoklonalen Antikdrper

Konditionierte serumfreie Hybridoma-Medien der KéonWGGO001, WGGO008,

WGG6A6/4, WGG1/1-D3 und WGGD4-B4 wurden zu je 500 aufgereinigt (siehe

2.3.3). Die Tabelle 3.4 zeigt beispielhaft die Asifigung der konditionierten

Zellkulturmedien des Klones WGGD4-B4. Fir die weadte Klone konnten weniger
hohe Ertrage erzielt werden (durchschnittlich 271500 ml konditioniertes Medium).
Die Konzentration des Antikérpers WGGD4-B4 in danzelnen Fraktionen wurde
photometrisch bei 280 nm bestimmt (Tab. 3.4). CEklb ginterlegten Fraktionen wurden
vereinigt und mit Centricon Zentrifugenréhrchen (M@ 30 kDa) ankonzentriert.

Tabelle 3.4: Bestimmung der Proteinkonzentrationen der eluierten Fraktionen der Protein A Reinigung konditionierter Zellkul-
turiiberstande der Hybridomalinie W GGID4-B4: die gelb nnterlegten Fraktionen wurden vereint und ankonzentriert.

Fraktion Proteinkonzentration [mg/mi] Fraktion Proteinzentration [mg/mil]
El 0,01 E8 2,502

E2 0,013 E9 6,170 (1:10 gemessen: 0,617)
E3 0,008 E10 4,591(1:10 gemessen: 0,459)
E4 0,008 E11 1,743

E5 0,028 E12 0,852

E6 0,748 E13 0,3

E7 1,899 El4 0,2

Die Fraktionen, welche mAk enthalten, werden eimzel SDS-PAGE auf ihre Reinheit
Uberpruft (Abb. 3.15). Als GrolRenstandard dient Miarker Kaleidoscop€BioRad).
Der Referenz mAk wurde mit analysiert, weil dasappte Molekulargewicht (MW)
der schweren Kette der mAk im Glycin-haltigen Laufpr im Unterschied zum Glycin-
haltigen nicht 50 kDa gro3 war, sondern ca. 60 kBaug. Das apparente MW von 25
kDa entspricht dem tatsachlichen MW der leichtet&€LC). Konditionierte Medien
aus dem Bioreaktor erzielten einen klonabhangigerag: von 2,0 — 10 mg mAk. Die
derart aufgereinigten mAk wurden gegen PBS dialysimd aliquotiert bei -20°C
gelagert. Die Qualtatskontrolle nach dem SDS-PAG®Bb( 3.14) wurde mittels
analytischer SEC-HPLC durchgefiihrt (Abb. 3.16).viesde immer ein Standard-mAk
als Kontrolle ebenfalls mitgetestet. Sowohl dern8tad mAk als auch die in dieser
Arbeit aufgereinigten mAKk's zeigten eine Retentagiisvon 9,119 Minuten und eine
Reihnheit von mindestens 90% (Abb. 3.16).
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Clon 008 i\@.os Prot. A gereinigt Ref. MAK

i

Abbildung 3.15: Coomassie-Blau angefarbte Antikiipetten der aufgereinigten konditionierten Me-
dien des Clons WGGO008 nach dem SDS-PAGE: FraktjodienmAk enthalten: bei ca. 60 kDa die
schwere Kette, bei 25 kDa die leichte Kette des;iR&k MAK bezeichnet einen Referenz 1gG

VDT A, Wahe kngth= 280 nm (AABM AB 14062 0070002 .0)
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Abbildung 3.16: Analytische SEC-HPLC 20 ul (1 my/@ben: Standard-Antikérper: 1. Peak: mAKk-Di-
mere, 2. Peak: mAk mit einer Retentionszeit voh99miin, 3. Peak: niedermolekulare Stabilisatoren Un
ten: Protein A gereinigter WGGO008: Retentionsz&jt19 min; Reinheit ~ 95%.

3.4 Charakterisierung der monoklonalen Antikorper in vitro
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3.4.1 Isotypisierung der monoklonalen Antikorper

Die in dieser Arbeit generierten monoklonalen mAkgen die tumorassoziierte
SpleiRBisoform des©iTNC wurden mit dem Kit ,Pierce Isotyping Kit-Mouseler Fa.
Pierce isotypisiert. Die in dieser Arbeit geneearimonoklonalen mAk sind allesamt
vom Isotyp IgG3 und tragen die kappa-leichte-Kéttieb. 3.17).

-G y K
- 4Gy, .

Abbildung 3.17: Isotypisierung monoklonaler Antiér. hier der Protein A gereinigte monoklonale
mAk WGGO008 1:1000 verdinnt: HC: Subklasse IgG3wu@le vom kappa-Genabschnitt kodiert

3.4.2 Charakterisierung der mAk mittels Western Blot

Es wurden alle 6 Protein A gereinigten monoklonafemtikorper der Hybridoma-
zellklone: WGG001, WGG008, WGG6A6/4, WGG6C5/8, WGGD3 und WGGD4-
B4 in vitro mittels Westernblot auf ihre Spezifitat zur tunss@ziierten Spleil3isoform 1
deshumanenTenascin CKurz hTNC-1) analysiert. Zu diesem Zweck wurden ca. 50
Hg/Spur hitzedenaturierteumane GBM-Homogenate in einer 2:1 Verdinnung mit
Laemmli-Puffer in einem 4-20%igem Tris-HCI-Gradiemgel aufgetrennt. Die
Nitrozellulosemembran wurde in einzelne Bahnendmersten und mit den laut ELISA
gegen HistaggedhTNC-1(P2s~Via29 unterschiedlich affinen monoklonalen Anti-
kérpern in Verdinnungen von 1: 1000 inkubiert (ABHA.8).

Das hTNC-1 hat ein apparentes Molekulargewicht im SD$-@en ~ 240 kDa
(unglykosylierte Form) und ~ 260 kDa (vollstanditykpsylierte Form). Mit allen
getesteten Antikérpern wurde der Nachweis der 228 Bande deRTNC-1 an GBM-
Gewebehomogenaten gefuhrt. D. h., die in diesereiArgenerierten mAK sind
spezifisch fUhTNC-1 und zeigen keine Kreuzreaktivitat im WestBtat mit anderen
Proteinen (Abb.3.18). In Gewebehomogenaten WHQYdWwie bei gesunddmumanen
Hirngewebehomogenaten konnte unter gleichen Bedgyukein Nachweis ddsINC-

1 gefuhrt werden.
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Abbildung 3.18: Western Blot:. Oben: Ponceau S-kadder im SDS-PAGE aufgetrennter Gewebeho-
mogenate: ca. 50 ug GBM-Gewebehomogenat/Spur. Uwifestern Blot: Spur. 1: Langenstandard, 2:
neg. Kontr. (Sek. mAk, 1:2500), 3: neg. Kontr. ¢kli] 4-6: WGGO001,008,6A6/4 1:1000, 7: ein fir
hTNC-1 neg. Klon, 8-10: WGG6C5/8, WGG1/1-D3, D41BD00.

Zum Vergleich wurde der Aszites-Antikorper BC-24y etbenfalls Protein A gereinigt
wurde, im Westernblot mit den gleichen Gewebehomatg mitgetestet. Er erkannte
zwar ebenfalls bei 240 kDa d&3NC-1, kreuzreagierte jedoch mit einigen weiteren
Proteinen, die grol3er oder kleiner 240 kDa sindo(Ah19). Ebenfalls konnte mit BC-
24 im nativen Dot Blot und mit gesunden Hirnbiopsatder Nachweis der
Kreuzreativitdt dieses Antikorpers mit nicht Tumassoziierten Epitopen gefihrt
werden (Abb. 3.19).
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Abbildung 3.191inks: Western Blot: ca. 50 png GBM-Gewebehomogenat prae Spur 1: Langenstan-
dard; Spur2, 3: WGG008, WGGD4-B4 1:100; Spur 4: B£1:100.Rechts. Dot Blot: ca. 50 ug GBM-
Gewebehomogenat pro Dot: hTNC-1 Nachweis mit BCt2WD00; GBM=humaner Gehirntumor
WHO°IV; NH=gesundes humanes Hirnbiopsat

3.4.3 Immunhistochemische Charakterisierung der Ankorper

Die Protein A gereinigten monoklonalen mAk, die telg ELISA und Western Blot
charakterisiert wurden, wurden nun immunhistochemisn Cryo-, bzw. HOPE-
fixierten Gewebeschnitten untersucht. Erfolgte epezifische Bindung, so wurde dies
an den Bindungsstellen durch eine Rotbraun-Farkdengsewebeschnitte sichtbar.

Um einen Eindruck von der Morphologie der Hirngeeel gewinnen, wurden sowohl
Cryo-, als auch die HOPE-Schnitte mit Hamatoxylegengefarbt. Diese Farbung ist
eine Ubersichtsfarbung, bei der die Zellkerne tatgestellt werden. Die Antikorper
werden an Schnitten von GBM und Normalhirn untensu&n Cryoschnitten weisnan
das Epitop in seinem nativen Zustand histochemisath, wohingegen die HOPE-
Fixierung eine Abwandlung der Paraffinfixierung steflt und die Proteine ebenso
fixiert wie die Gefrierfixierung (relativ nativ),id Struktur der Praparate jedoch wie die
Paraffinfixierung gut erhélt. Klarer Vorteil der HRE-Fixierung ist, dass Paraffin
ungangige mAKk ihr Epitop erreichen kénnen. Die a&z@flulare Matrix (ECM) der
GBM-Cryoschnitte wurde durch den WGGDA4-B4 intenlsraun gefarbt. Dieser mAKk
erkennt das TAATNC-1 in seiner nativen Konformation (Abb. 3.20)G@D4-B4 ist
spezifisch fur die tumorasoziierte Isoform d€BNC, da Cryoschnitte von gesunden
Hirnbiopsien negativ bleiben (Abb. 3.20). Die Zellke konnten durch die Hamatoxylin
Farbung an allen Cryoschnitten gut dargestellt eerdie Gewebestruktur der hier
hergestellten Histopraparate ist demnach gut emalEs handelt sich um ein
Riesenzellkern-GBM Die ECM st trotzdem gut darstellbar. Aufgrund der
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Abbildung 3.20: Immunhistochemische Farbung voro€einitten. Beide Schnitte (A, B) von GBM-Ge-
webe. Die Zellkerne sind durch Hamatoxillin bladégbt. Die Braunfarbung erfolgte durch einen sekun-
daren RAM-HRP-konjugierter-mAk, der DAB/Chromogemsetzt und zur Braunfarbung an den Stellen
fuhrt, wo der primére mAk gebunden hat.Farbung mit WGGD4-B4B: negativ Kontrolle mit dem se-
kundaren AK.

eingeschrankten Verfiigbarkeit der gefrierfixier8BM- und NH-Schnitte wurden die
5 weiteren mAKk nicht an Cryoschnitten getestet.

Immunhistochemisch gefarbte HOPE-Schnitte einek®igcon 8 mm von WHO°IV
Gliomen, bestéatigen das an Cryoschnitten erzietgelihis. Die Schnitte zeigten eine
homogene Braunfarbung im Bereich der ECM mit denkiMGGD4-B4 (Abb. 3.21).
An Normalhirn konnte mit diesen mAk keine Immunriakiat nachgewiesen werden
(Abb. 3.21). Ebenso blieben die gefuihrten Kontroen GBM-Schnitten negativ - hier
wurde kein Primarantikérper, sondern nur Antibodiuént (Dako) eingesetzt und es
war nur die Hamatoxilin-Farbung der Zellkerne zbhese(Abb. 4.21).

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden nach liddigeit an konsekutiven
Schnitten durchgefiihrt. Die Daten mit den weitare®k zeigten ahnlich Resultate, wie
die mit dem WGGD4-B4 und -1-D3 erzielten (nicht gkstellt). Sie zeigten alle eine
homogene Farbung der ECM. Der mAk WGG6A6/4 zeige éichte Braunfarbung
auch an gesunden Hirnschnitten.
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Abbildung 3.21: Immunhistochemische Farbung vons&kativen GBM-Schnitten (A-C) und Normal-
hirnschnitt (D), die nach der HOPE-Methode eingéitetvurden A: WGG1/1-D3,C undD: WGGDA4-
B4.B: Negativkontrolle mit dem sekundaren AntikdrperK®a Die Braunfarbung erfolgte durch Inku-
bation der Schnitte mit den primar-Antikérpern WGGD3 und WGGD4-B4 gefolgt von der Inkubati-
on mit dem sekundaren RAM-HRP-konj.-mAk, der DABIGbgen umsetzt (braun). Die Zellkerne wur-
den mit Hamatoxillin blau gefarbt.(200 x)
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Abbildung 3.22: Immunhistochemische Farbung vons&kuativen GBM-Schnitten (A-C), und Normal-
hirnschnitt (D), die nach der HOPE-Methode eingéitevurden A: Nachweis des hTNC-1 mit WGG008
und mitB: WGG6A6/4.C: Negativkontrolle mit dem antibody-diluent (Dakokubiert. Die Braunfar-
bung erfolgte durch Inkubation der Schnitte mit geimar-Antikérpern WGG008 und WGG6A6/4 ge-
folgt von der Inkubation mit dem sekundaren RAM-HW&R].-mAk, der DAB/Chromogen umsetzt
(braun). Die Zellkerne wurden mit Hamatoxillin blgefarbt.(200 x)
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Abbildung 3.23: Immunhistochemische Farbung von GBM Normalhirnschnitten, die nach der
HOPE-Methode eingebettet wurden und mit mAk BCe&hahdelt wurden: Linkes Bild: GBM-, rechts:
Normalhirnschnitt. Die Zellkerne wurden mit Hamaliox blau gefarbt. Die Braunfarbung erfolgte
durch Inkubation mit einem sekundaren RAM-HRP-kaidik, der DAB/Chromogen umsetzt.

Alle anderen mAk zeigten keine Reaktion mit Epitopa gesunden Hirnschnitten
(Abb. 3.22). Die immunhistochemische Farbung koose&r Schnitte mit dem mAk

BC-24 an HOPE-fixierten GBM-Biopsaten zeigt eindehegene Braunfarbung des
ECM. Dieser mAk wurde auch in der Literatur als zfiech fur Strukturen wie

GefaBwande in Hirnneoplasmen beschrieben. In didgbeit wurden ebenfalls

hauptsachlich diese Strukturen angefarbt (Abb.)3.Ethe deutliche Immunreaktion
zeigte sich mit diesem mAk auch an gesunden Himtehn. Demzufolge zeigte der
mAk BC-24 eine deutliche Kreuzreaktion entweder dah anderen hTNC Isoformen
oder mit anderen Proteinen. Die Negativkontrollesmnur die blaue Kernfarbung auf.
Immunhistochemisch wurde demnach mit denen in diddeeit generierten mAk eine
homogene Farbung der ECM in GBM-Schnitten erziell somit der Nachweis des
hTNC-1 im ECM gefuhrt. Verglichen mit dem mAk BC-2der bisher fur die RIT

verwendet wurde, kann mit den neuen Antikérperrsganommen WGG6A6/4) auch
zwischen GBM und nicht Tumor Gewebe unterschiederden.
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3.4.4 Bestimmung der Antigenerkennung des mAk WGGD44 gegen
Hise-taggedhTNC-1(P1257V 1420)

Die Bindung des mAk WGGD4-B4 an das rekombinants-tdggedaTNC-1(Pis-
V1490 Wurde mittels indirektem ELISA mit dem zuvor blegebenen Aufbau (siehe
Abschnitt 2.4.4) dberpruft (Abb. 3.24). Es konntaee konzentrationsabhangige
Antigenbindungsaktivitat mit einer apparenten Desationskonstante von 35 nM + 16
nM und einemAA/AT o = 0,45 nachgewiesen werden. Die Bindungssignalgesen
sich als spezifisch, da in der Kontrolle mit BSA nernachlassigbare Signale auftraten.
Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden ngereinigtem His-taggedTNC-
1(Pi2s7V1429-Antigen (25ug/ml in PBS/T) beschichtet und anschlie3end dierflémde
mit BSA abgesattigt. Danach wurde eine Verdunnuwilger des mAk WGGD4-B4
appliziert. Als Kontrolle diente die Belegung deentfefungen mit BSA, wiederum
gefolgt von der Inkubation mit einer Verdinnungseeides mAk WGGD4-B4.
Gebundenes mAk WGGD4-B4 wurde anschlieRend miteHihes Anti-murinen €
IgG/AP-Konjugats durch Hydrolyse von p-Nitropherhyd®sphat nachgewiesen.

Bestimmung der Antige nbindung des WGGD4-B4

04

0,35

0,3 ‘\\
0,25 \

\ y= 0,453(::‘0,354x
015 \
0,1

0,05

1/AAA05nm
o
N

0,13 0,26 0,39 0,53 0,66
WGGD4-B4] in uM

Abbildung 3.24: ELISA zur Untersuchung der hTNCrtigenbindung des WGGD4-B4. Die gemessene
Aktivitat des ReporterenzymgA4054t) wurde in Abhangigkeit der jeweiligen Konzenwatides mAk
WGGD4-B4 aufgetragen. Die Anpassung der MeRweftdgée mittels nicht-linearer exponentieller Re-
gression (Exel). Die Steigung der Trendlinie naluietKurve der gemessenen Werte sehr gut an.

91



Ergebnisse

3.5 Charakterisierung der monoklonalen Antikorperin vivo

Bei der Entwicklung eines neuen TherapeutikumslistAnreicherung und Retention
der Wirksubstanz in den Zielorganen und die Vartgjlim Organismus sowohl flr den
Therapieerfolg als auch fur das Ausmal3 der Neb&awgen von grof3er Bedeutung.
Um die Verteilung nach i.v. Injektion in U87-xenmtisplantierten SCID-Mausen
verfolgen zu kénnen, wurden die in dieser Arbeitegeerten monoklonalen Antikorper
gegen dahiTNC-1 mit dem Radionuklid'fi]lod oder mit f*In]Indium markiert und
die Anreicherung des derart konjugierten Antikosper verschiedenen Organen der
Tiere mit der Anreicherung im Tumor in Abhangigkedn der Zeit verglichen.
Zusatzlich wurden an einigen Tieren mittels szmagupischer Verfahren mit der
Zweikopf-Gammakamera ECAM (Fa. Symbia) oder komdsinimit Computer-
tomogorphie an dem SPECT-CT Tomographen Symbia Skamens) zur bildlichen
Darstellung die Verteilung des?j]lod- oder [In]indium-konjugierten Antikdrpers
akquiriert. Es wurden 4 derif vitro charakterisierten (und Protein A gereinigten) mit
[*#1]lod-konjugierten-mAkin vivo getestet: WGG001, WGG008, WGG1/1-D3 und
WGGD4-B4. Mit F*In]indium wurde der Protein A gereinigte mAk WGGB4- und
BC-24 zusatzlich markiert und untersucht.

3.5.1 Kopplung des Radionuklides'f4]lod an den Antikdrper

Es wurden Antikbrpermengen von etwaud pro Maus fur die Biodistribution und ca.
50 ug fur die Szintigraphie angestrebt. Fur dietla#u unempfindlicheren Gamma-
kameras - verglichen mit dem Gammacounter — deramem Tomographen mussen 10
fach hohere Aktivitatsmengen verabreicht werdemnitialie Aquisition erfolgreich
durchgefuhrt werden kann. Die spezifischen Aktietdbetrugen in der Regel 36 GBq
[*#]lod/mol Antikérper. Nach Aufreinigung mittels PDLO Séaule betrug die
radiochemische Reinheit ca. 90%. Die Qualitatsladietr wurde mittels
Dunnschichtchromatographie (ITLC-SG, Laufmittel9%, NaCl) und Auslesen am
Radiodetektor: MiniGITA, Fa. Raytest durchgeful&bb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Qualitatskontrolle des Radionuk]i]lod-konjugierten WGGO008: Substanzfleck 1
(gran): [*31]lod konjugierten WGGO008 (R 0), Substanzfleck 2 (rot): nicht Protein gebuneeft*4]lod
(Rr=0,6). ITLC-SG, Laufmittel: 0,9% NaCl und Auslegunit Radioaktivititsdetektor: Raytest MiniGl-
TA, Fa. Raytest.

3.5.2 Biodistribution und Biokinetik der [*#1]lod konjugierter mAKk

Die Verteilung der Radionuklid konjugierten mAk WGGEL, WGG008, WGG1/1-D3
und WGGD4-B4 wurde wie unter 2.6.2 beschrieben awejls 9 U87-
xenotransplantierten SCID-Mausen pro Gruppe durcihge Eine Gruppe wurde durch
den Antikdrper und den Zeitpunkt der Erhebung desiBetrie nach Tracerinjektion
bestimmt. Als Kontrolle wurde Tieren, die keinenniar trugen, der jeweils gleiche
Tracer injiziert.

Ein erhéhter Background, der auf die unerwiinschézifische Anreicherung de¥q]-
lodes zurlckzufuihren war, stellte ein grofes Problkei diesem Tracer dar. Der
[**¥]lod konjugierte Antikbrper wurdén vivo enzymatisch dehalogeniert (Zlew al.,
1994). Freies'fi]lod wurde mit hoher Affinitat in der Schilddriised an den Organen
des Magen-Darm-Traktes, trotz der Gabe des Schisédr Blockers Natriumperchlorat
(Handelsnamen: Irenat) angereichert (frei€d]lpd wird Uber den Na/l-Symporter
spezifisch in der Schilddrise und im Magen-Darmkiranreichert (Wapniret al,
2003). Diese Dehalogenierung wird in der Literatauch fur vergleichbare
Radioiodierte mAk beschrieben (Zkual.,1994).

Der Groldteil der Radioaktivitat war nur kurz (wemigtunden) im Blutkreislauf
vorhanden und reicherte sich anschlieBend im Tubmw. unspezifisch in den
Ausscheidungsorganen und der Schilddriise an. BtereiGruppen wurden 2 h post
Injektion euthanasiert, die Organe entnommen urel ahigereicherte Aktivitat im
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Gamma-Counter quantifiziert. Ebenso wurde mit derteven Gruppen 24 h, 48 h und
72 h verfahren. Auch an Gruppen von jeweils 3 tdre@n Mausen wurde die Bio-
distribution derart untersucht. Die im Gammacoubiestimmten Aktivitatsmengen als
%ID/g (injizierte Dosis/Gramm Maus) in den Organdmumor, Muskel, Blut, Herz,
Milz, Nieren, Darm, Magen, Schilddrise und Leberrdam gemittelt und die
Standardabweichung bestimmt (Tab. 3.5).

Die pro Organ angereicherte mittlere Strahlenmengede in Abhangigkeit von der
Zeit graphisch dargestellt (Abb. 3.26 und 3.27).

Var=:3N (x—X)> SC=VVar

Die hier getesteten mAk zeigten eine Konzentraitegigerung am Tumor bis zu 24 h
(mit Antikdrper abhangigen Anreicherungen von his durchschnittlichen 21% der
ID/g Tumor) mit einer anschlieRenden langsamen dzission vom Zielantigen und
somit vom Tumor. Es konnten mit allen Antikérpeiwch nach 72 h Aktivitdtsmengen
von bis zu 16% der ID/g Tumor detektiert werden AB.26). Wobei Muskel als
Referenzgewebe einen niedrigere Hintergrund vonimmx5,8% der ID/g Muskel-
gewebe zeigte (Abb. 3.27). Eine andere Verteilugigte sich an der Schilddrise und
im Magen-Darm-Trakt. Hier sind die unerwlinschterzsiischen Anreicherungen des
durch Dehalogenierung frei werdendéfillodes mit Werten von bis zu 34% der ID/g
Gewebe relativ hoch. Bedingt durch den Abbau detidRaklidmarkierten Antikdrpers
an der Leber und dessen Ausscheidung uber die i\ier@en diese Organe ebenfalls
stark belastet.
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Tabelle 3.5: Biodistributionsdaten der [ I]lod konjugierten mAR's WGG001, WGG008, WGG1/1-D3 und WGGDA4-
B4. Aktivititsmengen als % 1D/ g (injizierte Dosis| Gramm Gewebe) bzw. die pro Gruppe ermittelten arithmetische Mittel
der Tiergruppen und die Standardabweichungen in den Organen: Tumor, Muskel, Blut, Herg, Milz, Nieren, Darm, Magen,

Schilddriise und Leber (Gemessen im Gammacounter).

Gewebe 24 h p.i. 48 h p.i. 72 h p.i.

Tumor 15,5+0,9 13,1+0,9 11,6 £0,9

Muskel 7,30 £0,7 3,90+£0,6 1,90+0,4

Blut 41,2+14 23,2+15 11,6 +1,3

Herz 336+1,6 21,3+1,3 13,1+£1,2

Milz 38,0+£1,2 41,1+1,7 3,30£0,4 WGGO001
Nieren 50,3+1,6 40,1+1,6 5,10+1,2

Magen 51,1+14 152+1,4 420+£1,2

Darm 334+t14 144+1,4 2,20+15

Schilddriise 28,1+1,1 28,0+1,7 126 +1,5

Leber 60,1+14 60,6 £1,5 13,1+1,9

Tumor 216+1,1 18,9+1,3 16,7+1,1

Muskel 8,40+ 0,3 4,10+0,9 580+0,4

Blut 357+£19 225+1,7 204+15

Herz 395+1,3 21,1+1,6 19,8+1,4

Milz 352+19 40,1+1,3 253+1,2

Nieren 53,0+£1,2 426+15 16,2+1,1 WGG008
Magen 525+1,2 16,7+1,1 128+1,6

Darm 31,1+1,6 14,9+0,8 136+1,9

Schilddriise 34,1138 31,0+1,6 23,0+ 3,7

Leber 60,6 £1,8 60,1+2,7 34,6+1,8

Tumor 16,0+0,9 14,4 +1,8 148+1,2

Muskel 9,20+0,7 4,2+0,6 2,4+0,6

Blut 36,3+1,6 253+1,4 9,7+£3,1

Herz 40,1+1,3 23,7+1,1 9,4+£0,8

Milz 37,2+1,6 409+14 46+1,1

Nieren 535+1,3 43,4+0,6 55+0,3 WGG1/1-D3
Magen 547+14 185+1,3 21+14

Darm 32,3+1,7 15,2+0,9 24+15

Schilddriise 36,7+1,6 33,3+£0,8 14,2+0,8

Leber 63,4+1,2 61,9+0,9 143+1,1

Tumor 17,7+£1,2 15,9+0,9 15,0£0,9

Muskel 9,60 £0,8 4,80+0,2 6,40+15

Blut 343+£1,7 22,1+1,6 143+1,3

Herz 39,6+1,3 23,6+1,2 13,1+0,9

Milz 352+1,9 40,8+1,4 7,30 £ 0,7 WGGDA-B4
Nieren 55,7+£0,5 43,3+0,6 5,40+0,3

Magen 56,9+15 18,1+1,2 8,00+£0,8

Darm 36,1+£1,0 15,0+ 0,9 9,90+0,1
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Zeitabhéangige Pharmakokinetik der Antikorper in vivo
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Abbildung 3.26: Zeitabhangige Verteilung deéfi]lod konjugierte Antikérper: WGG001, WGGO008,
WGG1/1-D3 und WGGD4-B4
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Abbildung 3.27: Zeitabhangige Verteilung défi]lod konjugierten Antikérper: WGG001, WGGO008,
WGG1/1-D3 und WGGD4-B4: dargestellt als Verhaltdiemor zu Nicht-Tumor (hier Muskel).
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Die hohe Anreicherung und der lange Verbleib am dutasst jedoch auf eine gute i
vivo Aviditat der neuen Antikoérper schlieen (Abb. 3,28Jobei sich die mAk
WGG008 und WGGD4-B4 als die mit der héchsten Ameiang (15%ID/g Tumor)
auch noch nach 72 h erwiesen haben (Abb. 3.26)VBibaltnisse der Anreicherungen
Tumor/ Referenzgewebe sind nach 72 h fur die bemlék WGG001 und WGG1/1-D3
hoher und liegen bei ca. 6.

Fur eine mdgliche Therapie ist es wichtig, dassrmdak rasch sein Epitop findet, am
Tumor verbleibt (72 h ist dabei mindestens wiinsstvent) und anschlieRend den
Tumor wieder verlasst. Diesen Mal3stab scheinenbdiden mAk WGGO008 und
WGGD4-B4 auf alle Falle aufgrund ihrier vivo Kinetik zu erfillen.

Die Ergebnisse der Szintigraphie bestétigten dieBaedistribution. Abb. 3.28 und 3.29
zeigen beispielhaft die zeitabhangige Verteilungr deadioiodmarkierten mAKk
WGGD4-B4 bzw. WGG008 in mit U87-Gliom xenotranspiarten SCID-Mausen. Die
bereits diskutierten hohen unerwiinschten spezd#ischnreicherungen in den inneren
Organen (Leber, Magen, Darm) sind neben der Aneeicty im Tumor gut darstellbar.

TNC-mAb-B4-['*I|lod Tumorl,2 g

24 hp.i. 48 h p.i. 72 hpi.

TUM N
TUMOR

-
TUMOR @ l .

.
48 hp.i. Y 72h pii.

Abbildung 3.28: Szintigramm einer U87-xenotransplantierten SCID-Maus. Verteilung des ['*I]lod-kon-
jugierten Antikorpers WGGD3-B4: 24, 48 und 72 h nach i.v. Injektion von 25 MBq Tracer (40 miniitige
statisch-planare Aufnahmen, 256x256 Matrix, Zoom 2, Zweikopf Gammakamera, ECAM2, Siemens).
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TNC-mAb-WGG1/1-D3-['*I]Iod linkes Tier Tumor 12g
TNC-mAb-WGG008-['ZI]lod rechtes Tier Tumor 0,7 g
1 hp.i. 24 hp.i.

Tumor

Tumor

48 hp.i. 72 hp.i.

Abbildung 3.29: Szintigramme zweier U87-xenotransplantierten SCID-Mdusen. Verteilung des ['*1]lod-
konjugierten Antikorpers WGG1/1-D3 (linkes Tier) und WGGO08 (rechtes Tier): 1, 24, 48 und 72 h nach

i.v. Injektion von 25 MBq Tracer (40-miniitige statisch-planare Aufnahmen, 256x256 Matrix. Zoom 2;
Zweikopf-Gammakamera, ECAM2, Siemens).

98




Ergebnisse

3.5.3 Biodistribution und Biokinetik des [**In]indium-DTPA
konjugierten mAk WGGD4-B4

Die Verteilung des'[in]indium-DTPA konjugierten mAk WGGD4-B4 wurde angl
zu 3.5.2 durchgefuhrt. Die spezifischen Aktivitateatrugen in der Regel 45 GBq
[*In]indium/mol Antikérper. Nach Aufreinigung mittel®D 10 Saule betrug die
radiochemische Reinheit 99,6%. Die Qualitatskofdrolvurde mittels Radio-
Dunnschichtchromatographie (ITLC-SG, Laufmittel9%, NaCl) und Auslesen am
Radiodetektor: MiniGITA, Fa. Raytest durchgeful&bb. 3.30).

x.
</mm *1000 g TLC
30.0 t
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20,0
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Abbildung 3.30: Qualitatskontrolle des RadionuKlithn]Indium-DTPA-konjugierten WGGD4-B4: Sub-
stanzfleck 1 (grin): *fin]indium-DTPA-konjugierten WGGD4-B4 (Rf = 0), Stasmfleck 2 (Reg #2):

nicht Protein gebundene$yn]indium (Rf = 0,8 — 1,0). ITLC-SG, Laufmittel:99% NaCl und Auslesung

mit Radioaktivitdtsdetektor: Raytest MiniGITA, Raytest.

Die Anreicherung von freier bzw. abgespaltener Wit war mit diesem
Radiomarkierten mAk entsprechend den Erwartungemgeln Maus existiert kein
Stoffwechselvorgang, detfin]indium bzw. [*in]indium-DTPA vom mAk abspaltet.
Diese Versuche dienten der Verdeutlichung, dass uterwinschte spezifische
Anreicherung des mit dent?fl]lod markierten WGGD4-B4 an den Organen Leber,
Schilddrise und Magen-Darm-Trakt nicht aufgrund Kezuzreaktivitat der mAkn
vivo zustande kam, sondern auf die Dehalogenierung mék's in Maus
zuruckzufahren ist und dass der lodmarkierte mAk bedingt geeignet fur die
Evaluierung von Biodistributionsdaten in SCID-Maunsést. Der hier getestete
Antikdrper WGGD4-B4 zeigte eine Konzentrationssteimng am Tumor bis zu 72 h p.i.
mit einer mittleren Anreicherung von 11% der ID/gnior (Tab. 3.6; Abb. 3.31). Fur
eine anschlieend langsame Dissoziation vom Zigimtund somit vom Tumor,
sprechen die hier gemessenen Werte bis zu 120 Epdiesem letzten gemessenen
Zeitpunkt sind immer noch ca. 9% der injiziertensiBocam Tumor wiederzufinden. Die
Biodistribution in den Referenzorganen Muskel, Magsd Darm bleiben zu jedem
gemessenen Zeitpunkt niedrig,
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Tabelle 3.6: Biodistributionsdaten des [ In]Indium-D'TPA konjugierten mAk WGGDA-B4. Aktivititsmengen als % 1D/ g
(injizierte Dosis/ Gramm Gewebe) bzw. die pro Tiergruppe ermittelten arithmetische Mittel in den Organen: Tumor, Muskel,

Blut, Herz, Nieren, Darm, Magen, und Leber. (Gemessen im Gammacounter)

Gewebe 2 hp.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 72 h p.i. 96 h p.i. 2Q h p.i.
Tumor 2,50+0,44  4,52+1,33 6,53+1,98 11,08+2,77  9,75+1,78 fS2.12C3
Muskelgewebe 1,20+0,64  1,35+0,07 1,64+0,04 1,20+0,06 1,64+0,08 0,7a%0
Blut 16,87+1,88 9,01+1,02 6,29+0,33 1,64+0,04 1,50+0,01 1020t
Herz 16,90+2,01 9,32+1,01 6,42+0,41 1,34+0,03 1,54+0,11 10136
Niere 12,00+1,40 11,7742,21 11,00+1,56  8,90+1,22 7,81+1,56 58)(B5
Magen 2,35+0,23  2,85%2,53 3,65+0,07 1,40+0,02 2,35+0,49 0,7330
Darm 2,89+0,31  2,35x0,7 1,37+0,01 1,70+0,05 2,55+1,21 0,90%0
Leber 7,00£1,26  9,00+0,99  11,60+1,6V 12,10+2.98 13,40+1,78 0H)H5

somit bindet dieser Antikdrper spezifisch am Tumord zeigte keine spezifische
Anreicherung an den zuletzt genannten Organen. &lusklas Nichttumor
Referenzorgan, weist durchwegs eine niedrige Dweis maximal 1,65% der ID/g
Muskelgewebe auf (Tab. 3.6; Abb. 3.31). Die stedlgenVerhaltnisse von Tumor zu
Referenzgewebe an all diesen Organen zeigten ass, der unspezifische kleine Anteil
des Antikorpers an diesen Organen nicht auf eingg@nbindung zurtckzufihren ist
(Abb. 3.32). Der Abbau des radioaktiv konjugieneAk stieg in der Leber stetig an (96
h p.i: 13,4%ID/g Leber), um dann nach 120 h p.eeifWert von nur noch 5,5% ID/g
Leber aufzuweisen. Sobald der Tracer zum groéRtdratie dem Blutpool verschwindet,
sanken auch die an der Leber gemessenen WertAudseheidung des dissoziierenden
bzw. nicht gebundenen mAKk ulber die Nieren war agganit Werten um die 12% ID/g
Niere relativ hoch, sank jedoch ebenfalls sobaldldacer aus dem Blut entfernt wurde.
Die mit dem f"n]indium-DTPA konjugierten mAk WGGDA4-B4 evaluierte
Biodistributionsdaten zeigten, dass dieser deranjugierte mAk mit hoher Spezifitat
sein Zielantigen am Tumor findet und eine geringspezifische Anreicherung an den
Referenzorganen zeigte. Der mAk weist eine langsammeicherung am Tumor auf, die
aber im erwarteten Rahmen fir einen mAKk liegt. iege Verweildauer bzw. die
langsame Dissoziation vom Tumor weisen auf eineehakiditat und eine relativ
langsame Verstoffwechslung dieses mAKk hin. Dies@k rhindet tber mehrere Tage
hinweg stabil an sein TAA, das vorhier vitro evaluiertehTNC-1. Die Szintigramme
mit [**In]Indium-DTPA konjugiertem mAk WGGD4-B4 bestatigemie in der
Biodistribution erhobenen Daten. Mit zunehmendesgaheidung des'fin]indium-
DTPA konjugierten mAk WGGD4-B4 nahm die unspezifisc Dosis an den
Referenzgeweben ab, der Tumor bleibt auch nochhl2@ sowohl visuell als auch in
der Biodistribution detektierbar (Abb. 3.33 und4.3
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Abbildung 3.31: Zeitabhéngige Verteilung d&ri]Indium-DTPA-konjugierten mAk: WGGD4-B4 an
den Organen: Tumor, Muskel, Blut, Niere, Magen,Dakreber
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Abbildung 3.32: Zeitabhangiges Tumor zu Nicht-Tumerhaltnis: In der Leber findet zeitabhangig der
Abbau desin]indium-DTPA konjugierten mAk WGGD4-B4 statt; dasnor zu Niere Verhaltniss steigt
in Abhangigkeit v. d. Zeit relativ konstant an, liar eine vermehrte Ausscheidung des dissoziierende
[*MIn]Indium-DTPA konjugierten mAk WGGD4-B4 stattfihdalie Verhaltnisse Tumot/Blut und
Tumor/Muskel steigen bis zu 48h p.i. deutlich an.
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TNC-mAb-B4-"In-DTPA Tumor 0,4g

1hp. 24 h p.i. 48 h p.i.

Q‘@

Tumor Tumor Tumor

76 h p.i 96 h p.i. 120 h p.i.
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Abbildung 3.33: Statisch-planare Aufnahmen an U8otransplantierten SCID/weiblich 2 h, 24 h, 48
h, 72 h, 96 h und 120 h nach i.v. Injektion vonMBBq [*“in]Indium-DTPA-konj.-mAk-WGGD4-B4: die
Tiere wurden mit 1,2% Isofluran/1,6%, @néasthesiert und fiir 30" aufgenommen; dorsale iéhtf&opf
oben; Tumor ist rot eingekreist und befndet siclidanlinken hinteren Flanke (Matrix: 256x256, Zo&m
Zweikopfgamma-Kamera, Symbia, Siemens).

Tumor

Tumor Tumor
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96 h p.i. 120 h p.i.

Abbildung 3.34: SPECT-CT Aufnahmen an U87 xenoplansierten SCID/weiblich 96 h und 120 h
nach i.v. Injektion von 25 MBdHIin]Indium-DTPA-konj.-mAk-WGGD4-B4: die Tiere wurd®it 1,2%
Isofluran/1,6% @ andasthesiert und fir 40' aufgenommen; dorsaleighif&opf unten; Tumor befndet

sich an der rechten hinteren Flanke (Matrix: 1288z Kolimator; Zweikopfgamma-Kamera, Symbia,
Siemens)
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3.5.4 Biodistribution und Biokinetik des [*in]indium-DTPA-
konjugierten mAk BC-24

Die Verteilung des'[In]indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 (Fa. Sigmadhich)
wurde analog zu 2.5.3 durchgefiihrt.

Die spezifischen Aktivitaten betrugen in der Ret0-150 MBq {*In]Indium/500 pg
Antikdrper. Nach Aufreinigung mittels PD 10 Sauktrog die radiochemische Reinheit
ca. 99%. Die Qualitatskontrolle wurde mittels Dictnishtchromatographie (ITLC-SG,
Laufmittel: 0,9% NaCl) und Auslesen am RadiodetekidiniGITA, Fa. Raytest
durchgefuhrt (Abb. 3.35).

C/mm *1000
30.0

TLC

3
o}
0
14

25,0

20,0

15,0

10,0

- Reg #2

4 ' ' ' 10 ' ' ' 20 ' ' ' 30 ' ' ' 4o ' ' ' 50 ' ' L

Abbildung 3.35: Qualitatskontrolle des RadionuKlitin]Indium-DTPA-konjugierten BC-24: Substanz-
fleck 1 (grin): fin]indium-DTPA-konjugierten BC-24 (R 0), Substanzfleck 2 (Reg #2): nicht Protein
gebundenes'fin]indium (R= 0,8-1,0). ITLC-SG, Laufmittel: 0,9% NaCl und Aeming mit Radioakti-
vitdtsdetektor: Raytest MiniGITA, Fa. Raytest.

Die Anzahl der Tiere pro Gruppe betrug 2-3 Tierée Dt diesen Tieren erhobenen
Biodistributionsdaten sollten mit weiteren 2-3 Bierpro Gruppe bestétigt werden. Die
unspezifische Anreicherung war mit diesem Traceisgechend den Erwartungen
gering. Verglichen mit dem mAk WGGD4-B4 war die pasifische Anreicherung des
BC-24 jedoch hoher. Der hier getestete monoklomaigkorper BC-24 zeigte eine
Konzentrationssteigerung am Tumor bis zu 24 hnptieiner mittleren Anreicherungen
von 11,08% der ID/g Tumor (Tab. 3.7; Abb. 3.36)es#r mAk dissoziierte schneller
vom Zielantigen und somit vom Tumor als der mAk W=B4: 72 h p.i sind mit
WGGD4-B4 noch ca 11%ID/g Tumor detektierbar, woheggen mit dem mAk BC-24
nur noch ca. 8% der ID/g Tumor nachweisbar waren.
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Tabelle 3.7: Biodistributionsdaten des [" InjIndinm-D'TPA konjugierten mAk BC-24. Aktivititsmengen als % ID/g (inji-
zterte Dosis| Gramm Gewebe) bz, die pro Tiergruppe ermittelten arithmetische Mittel in den Organen: Tumor, Muskel, Blut,
Herz, Milz, Nieren, Darm, Magen, Schilddriise und 1eber (gemessen im Gammacounter).

Gewebe 2 hp.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 72 hp.i.
Tumor 2,49+0,4 13,0040,7 7,82+1,99 7,89+2 4
Muskelgewebe 1,17+0,03 1,90+0,01 1,13+0,05 1,09+0,01
Blut 16,88+2,7 12,25+0,43 8,44+0,2 5,13+0,03
Herz 11,10+1,89 7,72+0,56 4,39%0,12 2,60+0,04
Milz 16,68+2,3 10,51+1,76 7,3310,41 5,35+1,2
Niere 8,50+1,33 7,29+1,03 4,95+1,66 3,56+1,04
Magen 2,35+0,78 2,05+0,07 1,41+0,9 1,17+0,04
Darm 2,90+1,92 2,60+0,08 1,59+1,32 1,13+0,06
Schillddriuse 3,05+1,43 5,17+1,02 3,70£1,0 3,38+1,0
Leber 12,50+2,55 9,23+2,2 5,86+0,6 4,21+1,2

Die Biodistribution in den Referenzorganen Muskégen und Darm blieben zu jedem
gemessenen Zeitpunkt niedrig. Die Werte waren jedpegentuber dem WGGD4-B4
um ca. 1-2% erhoht.

Der Abbau des radioaktiv konjugierten mAKk sinktder Leber stetig ab (72 h p.i: ca.
4% 1D/g Leber). Zu Beginn der Biodistributionsstidzum Zeitpunkt 2 h) wurden
bereits 12 % der ID/g Leber detektiert, was eirestihen Abbau des Immunkonjugates
an der Leber bedeutet und auf eine geringerevivo Plasmastabilitat hindeutet
(verglichen mit WGGDA4-B4). Die Ausscheidung dessdmierenden bzw. nicht
gebundenen mAk Uber die Nieren war anfangs mit &ettm die 12% ID/g Niere
relativ hoch, sinkt jedoch ebenfalls mit der Eliation aus dem Blutpool (Abb 3.36).
Die mit dem [n]indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 evaluierten
Biodistributionsdaten entsprechen einer zu erwddnrKinetik fur einen mAk, der mit
hoher Spezifitdt, jedoch mit einer schnelleren fusstionrate am Tumor bindet. Die
SPECT-CT Aufnahmen mitfin]indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 bestatigen
die in der Biodistribution erhobenen Daten. Mit ebmender Ausscheidung des
[**In]Indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 nahm die Aktiatsmenge am Tumor
und an den Referenzgeweben ab, der Tumor bleibtiedis zu 72 h p.i detektierbar
(Abb. 3.38).
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Abbildung 3.36: Zeitabhangige Verteilung dédij]indium-DTPA-konjugierten mAk: BC-24 an den Or-
ganen: Tumor, Muskel, Blut, Herz, Milz, Niere, MagBarm, Schilddriise, Leber
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Abbildung 3.37: Zeitabhangiges Tumor zu Nichttuerhaltnis: In der Leber findet zeitabh&ngig der
Abbau desflin]indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 statt; ebersteigen die Tumor zu Niere Ver-
haltnisse nicht merklich in Abh. v. d. Zeit, weaiérheine vermehrte Ausscheidung des dissoziierenden
[*MIn]Indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 stattfindathy Muskel und im Blut findet sich in Abhangig-
keit von der Zeit immer weniget”In]indium-DTPA konjugierter mAk BC-24, wohingegeer dnteil
spezifisch gebundener mAk am Tumor gleich bleibt.
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TNC-mAb-BC-24-""In-DTPA Tumor 0,4 g

1hpi. B4p.i.

Abbildung 3.38: SPECT-CT Aufnahmen an U87 xenoplansierten SCID/weiblich 1 h,24 h,48 h und
72 h nach i.v. Injektion von 25 MBY{n]Iindium-DTPA-konj.-mAk-BC-24: die Tiere wurdent mj2%
Isofluran/1,6% Q@ anasthesiert und fur 40" aufgenommen; dorsale ighuf&opf unten; Tumor befindet

sich an der rechten hinteren Flanke (Matrix: 128®tE Kolimator; Zweikopfgamma-Kamera, Symbia,
Siemens).
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3.6 Gentechnische HerstellungpTNC-1 spezifischer Fab-
Fragmente

Die neuen mAKk stellten sich in dem vitro als auch in demn vivo Tests gegentber
ihrem Target denmnTNC-1 als spezifisch dar. Sie zeigten eine hohesisherung und
damit ihre potenzielle Eignung fir eine Therapien Rusatzlich Tracer mit einer
raschen Pharmakokinetik zu erhalten, sollten imnRah dieser Arbeit Fab-Fragmente
mit den gleichen Antigenbindestellen gentechnisekwgt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gensequenzerdiiirvariablen Domanen des
murinen monoklonalen Antikérpers WGGD4-B4 in denpEessionsvektor pASK85-
D1.3 kloniert. Dieser ermdglichte die Produktionsdeab-Fragmentes Fab-B4 mit
murinen konstanten und murinen variablen Domanan. @-Terminus der leichten
Immunglobulinkette befand sich das His-tag-Affits@nhangsel. Das Fab-Fragment
konnte inE. coliim 2 |-Maf3stab mit Ausbeuten von ca. 4@Pproduziert werden.

Zur naheren Charakterisierung der Bindungseigeffiethales rekombinanten Fab-
Fragmentes wurde die Bindungsaffinitit des Fab+heages B4 neben IHC- und
Western Blot Analysen durchgefuhrt. Des weitererrdsudieses Fab-Fragment mit
[**In]Indium konjugiert und die Biodistributiom vivo an U87-xenotransplantierten
SCID-Mausen evaluiert.

3.6.1 Konstruktion des Expressionsvektors pASK85-B4

3.6.1.1 N-terminale Proteinsequenzierung der M und V_-Ketten

Fur die gentechnische Herstellung von Fab-Fragmewigrden die cDNA-Sequenzen
der variablen Regionen der,\und \ -Ketten benétigt. Die cDNA-Sequenz wurden
entweder mit degenerierten Primern in einer PCR yRNA hergestellt und
anschlieBend durch Sequenzierung bestimmt oder esdew unmodifizierte
genspezifische Primer in einer 5-RACE-PCR mit aheBender Sequenzierung
verwendet. Der erste Schritt zur Herstellung detspmechenden cDNA-Abschnitte
bestand darin, die N-terminalen ProteinsequenXdten zu bestimmen, um den Erhalt
der cDNA-Sequenzen der variablen Regionen dieseik@mper mittels degenerierter
Primer zu erleichtern.

Die V- und V. -Ketten der mAk's WGG001 und WGGO008 wurden Profemereinigt.
Die Antikorpermolektle wurden anschlielRend im SDSSE elektrophoretisch unter
denaturierenden Bedingungen in Glycin-freiem Pufferfgetrennt und auf PVDF-
Membran geblottet. AnschlielRend an die Coomassae-Blrbung der Blotts konnten
die Proteinbanden der Schweren- und der LeichtateKeaus dem Blot
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herausgeschnitten werden. Diese Proben wurden go®@ Prof. Skerra N-terminal
durch den Edman-Abbau sequenziert. Auf diese Wk@anten die N-terminalen
Aminosaure-Sequenzen der Leichten Kette der beideikorper WGG001 und -008
(die identisch sind) erhalten werden (Tab. 3.8k Bthweren-Ketten beider mAk waren
N-terminal blockiert und konnten auch durch eineblbekierung mit Pyroglutamat-
Aminopeptidase (zu 75% sind Antikorper-Ketten Nztgral mit Pyroglutamat
blockiert) nicht erfolgreich sequenziert werden,disse Ketten anders geblockt zu sein
schienen (Tab. 3.8). Auch durch hochauflosende M8ksen nach Proteaseverdau
(Trypsin und Chymotrypsin) in vier langen LC-MS-ER-Massenspektrometrischen
Reaktionen konnten die N-terminalen Sequenzen desen nicht analysiert werden
(durchgefuhrt von der Fa. Proteomfactory, Berlin).

Tabelle 3.8: Ergebnisse der N-terminalen Proteinsequziernng (Edman-Abban)

LC-WGG001 DVVMTQTPLSLPVXLG
LC-WGG008 DVVMTQTPLSLPVXLG
HC-WGGO001 N-terminal blockiert
HC-WGGO008 N-terminal blockiert

3.6.1.2 Selektive Amplifikation der \{ - und Vu-Ketten mit degenerierten Pri-
mern

Uber die N-terminale Proteinsequenzierung konnteimek weiteren Sequenzen der
mAKk-Ketten gewonnen werden. Zudem erschwerte dgerkrierte genetische Code
(64 Codonen fur 20 Aminosauren) die Ubersetzung dierch die N-terminale
Proteinsequenzierung erhaltenen Aminosauresequenziia richtige cDNA-Sequenz.
Fur die weitere Bestimmung dersund M -cDNA-Sequenzen der weiteren hier in
dieser Arbeit bereits charakterisierten Hybridoroakl wurden &ahnliche degenerierte
Primer entwickelt wie die von Schiweck und Wangwemndeten (Schiweckt al., 1997
und Wanget al.,2000). Der Ruckwarts-Primer wurde jeweils in dengtante Region
der Ketten gelegt. Die Schwere-Kette (HC) wurde deim Ruckwarts-Primer: 3'-
VCH1-1gG3 (genspezifisch) und den Vorwarts-Primé&srvH1, 5-VH2 und HC-FR1-
FW (alle degeneriert) zu amplifizieren versuchte dieicht-Kette (LC) mit dem
Vorwarts-Primer: 5-VL-1 (degeneriert) und dem R#ékis-Primer: 3'-CL1
(genspezifisch). Es konnte mit keinem dieser PriRemre unter Standard-PCR-
Bedingungen und trotz bekannter N-terminaler Pnsegjuenz der LC ein spezifisches
Produkt amplifiziert werden.
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3.6.1.3 RT-PCR zur Amplifikation der V.- und V4-Ketten mit
degenerierten/Inosin-Primern

Aufgrund der nicht erfolgreichen PCR's mit rein elegrierten Primer-Paaren unter
PCR-Standardbedingungen wurde versucht, einen degildegenerierten Basen der
Primer aus 3.6.1.2 durch Inosin zu ersetzten. Bense Transkription wurde in einem
Schritt mit der PCR durchgefuhrt: RT-PCR (Abb. 3.380 konnte mit dem Primer-
Paar: LC-FR1-FW5'-CL1 die LC der mAk WGGO001 und8Qagestimmt werden (Abb.
3.40). Diese sind identisch und sind in den hypgabéen Regionen (CDR1-CDR3)
nicht mutiert. Statt der variablen Regionen dengaien-Kette der Klone WGG001 und
-008 wurden lediglich Immunglobulin-Pseudogene dimrt (Abb. 3.41).

RT-PCR

LCO01T LC 001 LCO01 LCO08 HCO01 HCO08

pos. kontr. neg.Kontr.

-—
-
G——
T -‘. f

Abbildung 3.40: RT-PCR und Ethidiumbromid Anfarbuleg elektrophoretisch getrennten PCR-Ansatze:
Spur 1,12: Langenstandard; 2,4,5: PCR-Ansatz mitGOGL-gRNA (2,4) bzw. WGG008-gRNA (5) und
Primer fir die Amplifikation der variablen LC; 3um Vergleich eine PCR unter Standardbedignungen
mit dem gleichen Primer-Paar; 6,7: PCR-Ansatz mE®001-gRNA (2,4) bzw. WGG008-gRNA (5) und
Primer fur die Amplifikation der variablen HC ohispezifische PCR-Produkte; 8,9,10,11: Positiv- und
Negativkontrollen der PCR

5-
GATGTGGT GATGACGCAAACGCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT
DV VMTOQTWPTL S

CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAATGGAAACAQTIANTTAGTACC
TGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTBATAARTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCAGNTABAESAGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACAIGHGCGTTC
GTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

-3

G

Abbildung 3.39: cDNA-Sequenz der VL-WGGO001- un8-Re€gion: fett: Leitsequenz der Leichten-Kette
des mAKk WGGO001 und -008
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FWR1
HC-001-42 EVQLEES LARSSL PGIGKDRS*KVSRVTDT
lgG111/D EVQLVES GGGLVLPGGSLKLSCAASGFTFS
CDR1 FWR2 CD R2
CRCLVLTGWKESSTVIYRVRFL PKMKANYYNKQI*T
DYYMY :: :WVAQTPELRLEWVA TISDGGSYTYYPDS
FWR3
TNSF*NTTNRNEPRSLCTRYYFKYNL PTNH*YSSS C
VLGRFTISRDNAKNNLYLQMSSLKSE DTAMYYCAR Y
CDR3 FWR4
VIMVI:::::::AVSCVKLLSAHNST GHN
YYGRI:::::::::::DYWGQQTTLTVSA

Abbildung 3.41: Pseudogen-Aminosauresequenz afightder Subklassenspezifischen Immunglobulin-
Sequenz: IlI-D (Kabat, et al.,(1991): Stop-Kodonsden CDR's an den Positionen: 63-66bp; 192-

195bp; 207-210bp weisen dieses Gen als Pseudoggenebenso die Leitsequenz der 1gG-Pseudogene
(rot); unterstrichen: FWR-Regionen

3.6.1.4 5-RACE-PCR zur Amplifikation der VH- und VL -Ketten

Auch weitere Versuche mittels RT-PCR und anderegewlerierten/Inosin-Primern
ergaben keine weiteren Sequenzen der mAk-Kettea. viziiteren cDNA-Sequenzen
wurden genomisch mittels 5-RACE-PCR (2.1.5) vovers transkribierter gRNA der
entsprechenden Hybridoma-Zellklone mit anschlieBenccDNA-Sequenzierung
evaluiert. Die reversen Primer wurden in die komstaRegion der Antikorper-Ketten
gelegt und werden als GSP-Primer bezeichyen gpezific pmer).

Fur die Amplifikation der \W-Ketten des Hybridomaklons WGGD4-B4 wurde ein
reverser Primer entwickelt, der an der mRNA-Sequelezr CH1-Domane der
Immunglobuline vom Typ IgG3 bindet. Fur die Entwigkg dieses Primers fur die
konstante Region der HC wurden die Datenbanken: TM(he international
ImMunoCGeneTics information system) und Abysis (Analyse Aminoid\Distributions
at a specific points of immunoglobulins) verwenddier finden sich die cDNA und
Aminosaure-Sequenzen aller bekannten Immunglobuhredler. Mit diesem ersten
GSP1-0Oligo (GSP1(X00915: H86-L93)) konnte die Sgsthdes ersten cDNA-Stranges
der Antikorper-Ketten des Klons WGGD4-B4 amplifiziewerden. Anschlie3end
konnte mit Erfolg der zweite cDNA-Strang fir dies€lon synthetisiert werden. Um
die Menge an PCR-Produkt zu erhdhen, wurde eindtevWRkCR, eine sogenannte
Nested-PCR durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Primarpaéwickelt, welches sowohl am
Vorwarts- als auch am Ruckwartsstrang spezifisciuddi Der Reverse-Primer GSP2
(GSP2(X00915:W41-548)) ist ein sogenannter Nestedd?, der in der cDNA-
Sequenz vor dem GSP1 spezifisch bindet. Die cDN4u8ez der V-WGGD4-B4
wurde in den Klonierungsvektor pCR2.1 der Fa. hogén ligiert und sequenziert (Fa.
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Sequiserve, Vaterstetten). Die N-terminale-Protsingnz dieser Kette lautet:
QIQLVQSGPEL (Abb. 3.42). Neben der variablen Sequeer Schweren-Kette dieses
Antikdrpers konnte auch ein Teil der Sequenz désI'R (nicht translatierte Region am
5'-Ende) bestimmt werden (Abb. 3.42). Zusatzlicimriike Uber die CH1-Sequenz der
Antikdrpertyp mit bestatigt werden. Der Klon WGGIB4- sezerniert Antikdrper vom
Typ IgG3 (konform den Ergebnissen aus 3.4.1).

5.
GACGCGTGGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGCAAGENGAIRAEIA
TAAGGCACCACTTCTTAGACATCATGGCTTGGGTGTGGACCTTGCTADIEECAGCT

GCTCAAAGTGCCCAAGBGAT CCAGT TGGT GCAGT CTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTG
Q1 QL V QS GPE/L

AGAGACAGTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGGTATACCTTCACASXATIASAAC
GGGTGAAGCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATABACAGG
GAGCCAACATATGCCGATGACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCACEIGASCCA
CACTGCCTATTTGCAGATCAACAACCTCAAAAATGAGGACACGGCTACATGAGCA
GAGAGAATTACTACGGTAGTAGCCCCTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGRCACTGT
TCTGCAGCTACAACAACAGCCCCATCTGTCTATCCCTTGGTCCCREIGRACAT
TGGATCCTCGGTGACACTGGGATGCCTTGTCAAAGGCTACTTCCGBIFAGCTGT
AATGGAACTATGGAGCCCTGTCCAAA

-3

Abbildung 3.42: cDNA-Sequeder Vi;-WGGD4-B4-Region: rot: 5'UTR; unterstrichen: StARS; fett:
Leitsequenz der schweren Kette des mAk WGGD4-B4

Fur die Amplifikation der V-Kette der mAk WGGD4-B4 wurde ebenfalls mit
genspezifischen Primern am Ruckwartsstrang geatbéiterfir wurden ebenfalls die
Datenbanken: IMGT (the internationainMunoGeneTics information system) und
Abysis (Analyse Amino Acid Distributions at a sdecipoints of immunoglobulins)

verwendet. Mit dem ersten GSP1-Oligo fur die-Rétte (GSP1_LC1(X00915: V39-
45)) konnte die Synthese des ersten cDNA-Strangeshdefiihrt werden. Anschliel3end
konnte mit Erfolg der zweite cDNA-Strang fur diesélon und die V-Kette

synthetisiert werden. Um die Menge an PCR-Produkehdhen, mussten hier zwei
aufeinander folgende und jeweils Nested-PCR's dafcirt werden. Hierzu wurden
zwei Primerpaare entwickelt, welche sowohl am Votst&als auch am Ruckwarts-
strang spezifisch binden. Der Reverse-Primer GSFP2P( LC2(X00915:V21-28)) ist
ein sogenannter Nested-Primer, der in der cDNA-8eguwor dem GSP1 spezifisch
bindet. Der Reverse-Primer GSP3 (GSP_LC3(X0091P®2-st ebenfalls ein Nested-
Primer, der in der cDNA-Sequenz vor dem GSP2 sigehibindet. Die cDNA-Sequenz

11z



Ergebnisse

der V\-WGGD4-B4 wurde in den Klonierungsverktor pCR2.1 Ba. Invitrogen ligiert
und sequenziert (Fa. Sequiserve, Vaterstetten).N2ierminale-Proteinsequenz dieser
Kette lautet: DVQITQSPSY (Abb. 3.43). Neben deriatalen Sequenz der Leichten-
Kette dieses Antikorpers konnte auch ein Teil degugnz des 5 UTR (nicht
translatierte Region am 5'-Ende) bestimmt werdeésb(&.43).

5‘_
TATATCCAGTGCAGCAATCAGTTCCTGCCAGGACACAGTATGSBETTCCAGGTTCA
GGTTCTGGGGCTCCTTCTGCTCTGGATATCAGGTGCCCAGITGTSBATAACCCAGT

DVQIl TOQ

CTCCATCTTATCTTGCTGCATCTCCTGGAGAAACCATTTCTATTAATTGCAGGGCAAGTAAG
S P S Y

AGCATTAGCAAATATTTAGCCTGGTATCAAGCGAAACCTGGGAAMNGIAAICTTAT
CTACTCTGGATCCACTTTGCAATCTGGAATTCCATCAAGGTTCAGTIGGRERG GGTA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGOAATIGTCAA
CAACATAATGAATACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTBENGEGIGCTG
TGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTARE@HRGGTGCC
CAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCAAGGGCGAATTCCAGCACSCUEITBCTAG
TGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGT
-3’

P

Abbildung 3.43: cDNA-Sequenz der VL-WGGD4-B4-Regmn5'UTR; unterstrichen: Start-ATG; fett:
Leitsequenz der leichten Kette des mAk WGGD4-B4

3.6.1.5 Sequenz- und Datenbankanalysen der\Vund
V.-Regionen

Alle bisher bestimmten ¥ und M-cDNA-Sequenzen wurden mit bekannten
Immunglobulinsequenzen der Datenbank VBASE2 venglic Mit den Tools dieser
Datenbank wurde ein Sequenzalignment mit allen rfoglesn Immunglobulin-
Keimbahngenen durchgefuhrt. Die Analyse der des mAk WGGD4-B4 ist der
Keimbahngen-Familie VHGAM3.8 am &hnlichsten. DasolTQDNAPIot“ dieser
Dantenbank pruft zuerst, ob keine Fehler im Lesamh vorhanden sind und ob
Mutationen entstanden sind, die zur Verschiebung @&esition der beiden
hochkonservierten Cystein-Reste in derDdomane fuhren konnten. Beide Parameter
sind fur die \, des mAk WGGD4-B4 korrekt (Abb. 3.44). Des weitergind die
Positionen der Framework-Regionen (FR1 - 2) unchgpervariablen Regionen (CDR1
- 2, complementarity determining region) ebenfaltsht variabel und befinden sich wie
bei der Keimbahngen-Familie an definierten Ste(isiob. 3.44).
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Region Position (bp) Region Position (bp) Region Position (bp)
FR1 1..75 CDR1 76..99 1st_ CYS 64..66
FR2 100.150  CDR2 151.174  CONSERVE 146 108

D _TRP
FR3 175..288 CDR3 289..>294 2nd_CYS 286..288

Abbildung 3.44: Position der Regionen FR1-3 und CE3Rund der beiden konservierten Cysteine der
variablen Doméane der murinen Keimbahngenfamilie V3.8 (VBASE2, DNAPIot)

QLVLRHHFLDI
A

QIQLVQSGPEL KKPGETVKISCKASGYTF

CDR1 FR2 CDR2
TNYGMN WVKQAPGKGLKWMGWINTYTGEP
FR3
TYADDEKG RFAFSLETSASTAYLQINNLK
CDR3 FR4
NEDTATYFCARENYYGSS PFAYWGQGTLYV

CH1
TVSAA TTTAPSVYPLVPGCSDTSGS SVTL

GCLVKGYFPEPVTVKWNYGALS

Abbildung 3.45: Analyse der Aminosauresequenz ¢eW&GD4-B4 (kloniert in den pCR2.1). Rot:
Leitsequenz; unterschtrichen: CDR's; blau: CH1-Regigrau: mutierte Sequenz der CDR's (VBASEZ2,
DNAPIot)

Die Aminosauresequenz der CDR's ist stark mutiggs auf eine gute somatische
Reifung dieses Antikdrpers wahrend der Immunisigraimdeutet (laut Abgleich gegen
die Proteindatenbank blastp: http://blast.ncbi.nimgov/Blast.cgi) (Abb. 3.45).

Ahnlich wurde bei der Analyse der,ADomane des mAk WGGD4-B4 vorgegangen.
Die Keimbahngen-Familie der diese variable Domandihnlichsten ist, ist die Igk-V1
Familie. Ebenso wurde hier mittels DNAPIot der Dét@nk geprift, ob keine Fehler im
Leserahmen vorhanden sind und ob Mutationen enlsitasind, die zur Verschiebung
der Position der beiden hochkonservierten Cyst@&st®R in der \-Domane fihren
kénnten. Beide Parameter sind fur die s mAk WGGD4-B4 korrekt (Abb. 3.46,
3.47). Des weiteren sind die Positionen der FR1Regionen und die hypervariablen
Regionen CDR1 bis 3 Regionen durch die Zugehorigkair entsprechenden
Keimbahngen-Familie an definierten Stellen (Abd.63.3.47). Die Aminosauresequenz
der CDR's ist auch in der LC stark mutiert, wasené gute somatische Reifung dieser
Antikorperkette wahrend der Immunisierung hindeut@aut Abgleich gegen
Proteindatenbank blastp: http://blast.ncbi.nimguok/Blast.cgi).
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Region Position (bp) Region Position (bp) Region Position (bp)
FR1 1..78 CDR1 79.111 1st CYS 67..69

FR2 112..162 CDR2 163..171 CONSERVED_TRP 118..120
FR3 172..279 CDR3  280..>297 2nd_CYS 277..279

Abbildung 3.46: Position der Regionen (FR1-3; CDR1ind der beiden Cysteine der variablen Doméane
der murinen Keimbahngen-Familie Igk-V1 (VBASE2, BN

YTQCSNQFLPGHSLDMRFQVOQVLGLLLLWISGAQC

FR1 CDR1
DVQITQSPSY LAASPGETISINCRASKSISKYLA W
FR2 CDR2 FR3
YOQAKPGKTNKLLIYSGSTLQS GIPSRFSGSGSGTD

CDR3 FR4
FTLTISSLEPEDFAMYYCQQHNEYPL TFGAGTKLE

LK RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFK

GEFQHTGGRY

Abbildung 3.47: Analyse der Aminosauresequenz daN@GD4-B4 (kloniert in den Vektor pCR2.1).
Rot: Leitsequenz; unterstrichen: CDR's; blau: CHdgion; grau: mutierte Sequenz der CDR's (VBA-
SE2, DNAPIot)

3.6.2 Rekombinante Herstellung deBTNC-1 spezifischen Fab-Frag-
mentes B4

Fur die Synthese des Fab-Fragments B4 als Fusmegprmit dem Hexahistidin-
Affinitatsanhéngsel wurde ausgehend von dem VekiaSK85-D1.3 (Skerra &
Pltckthun, 1988) der Expressionvektor pASK85-B4dtanert. Die auf diesen pASK-
Vektoren vorhandenen singuldren und standardisier®estriktionsschnittstellen
ermoglichten den einfachen Austausch der Gensegneran Immunglobulindomanen.
Mittels den Restriktionsenzyme Pstl und BstEll waualis dem Plasmid pASK85-D1.3
die Gensequenz fiur dimurine variable Domane der schweren Immunglobulinkette
herausgeschnitten und daflr die durch die gleicRestriktionsenzymen behandete
murineVyg-Domane des mAk WGGD4-B4 in den Vektor ligiert. Wdine entsprechenden
Schnittstellen an die cDNA-Sequenz der-DMoméne zu implementieren, wurden
Primer entwickelt, die Mutationen an den Enden aeliddoméane einfuhren (von 21 bp
sind max. drei Tripletts an jeweils einer Base mdgit).
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Skb

378 bp

Abbildung 3.48: Ligation der ¥Doméane des mAk WGGD4-B4 in den Vektor pASK85-[EC3Marker
(Fa. Stratagene) 7,5 pl (Spurl); pASK85-D1.3 (8fugunverdaut 2,5 pl (2); pASK85-D1.3 (80 ng/ul)
SV Pstl 5 pl (3); pASK85-D1.3 (80 ng/ul) DV PststlI 50 pl (378 bp das herausgeschnittene Stiick
Vektor-DNA) (4,5); “WGGD4-B4/PCR-Produkt-PCR24 DV Pstl, BstEll 50 it L kb Marker (Fa.
NEB): 2,5 ul (8); Ethidiumbromid-Anfarbung der DMAch horizontaler Elektrophorese in TBE-Puffer.

Der hierfur entwickelte Vorwartsprimer HC_ B4 Pssit igenspezifisch fur die v
Domane des mAk WGGD4-B4 und kodiert zuséatzlichdigr Schnittstelle Pstl. Fur den
Ruckwartsstrang wurde der Primer HC B4 BstEIl echeit, der ebenfalls trotz der
eingefliigten Mutationen genspespifisch bleibt undéatzlich die Schnittstelle fir die
Restriktionsendonuklease BstEll tragt. Die Amphfilon findet unter PCR-
Standardbedigungen mit diesem Primerpaar und dektok®NA: pCR2.1-\-
WGGD4-B4) statt. Die Abb. 3.48 zeigt beispielhait tlie Vil-Doméane die einzelnen
Schritte, die zur Ligation in den Vektor pASK85-Befiihrt haben.

Die V.-Domaéne dieses mAk wurde gleichermal3en wie diddgmane hinter die ¥
und CH-Domaéane ligiert. Hier wurden die entspreclendPrimer mit den auf den
pASK-Vektoren ebenfalls singularen und standardisie Restriktionsschnittstellen
Sacl und Xhol entwickelt: LC_B4 Sacl-FW und LC_B4oX

Die fehlerfreie DNA-Sequenz des Vektors pASK85-Bdrde durch zwei ,Longrun®-
Sequenzierungen von den entsprechenden Primernydigerstellung der Yund M in
der PCR verwendet wurden, bestatigt (Fa. Sequis¥aterstetten) (Abb. 3.49).

Die entsprechendef.coli TOP10-Bakterienklone wurden als Dauerkulturen Bere
konserviert. Es wurde genigend Vektor-DNA pASK85-Bérgestellt, um den
bakteriellen ExpressionstamB coli JM83 zu transformieren. Von positiven JM83-
Klonen wurden ebenfalls Dauerkulturen gesichert.
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CAGGCCGAAGTTABEGCABTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCTCCTGCAAGGCT
QAEVKL QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKA

TCTGGGTATACCTTCACAAACTATGGAATG AACTGGGTGAAGCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACCTA
SGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLKWMGWINTY

CACTGGAGAGCCAACATATGCCGATGACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGCAGATCAAC
TGEPTYADDFKGRFAFSLETSASTAYLQIN

AACCTCAAAAATGAGGACACGGCTACATATTTCTGTGCAAGAGAGAATTACTACGGTAGTAGCCCCTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACT
NLKNEDTATYFCARENYYGSSPFAYWGQGT

CTGGTCACGTCTCCTCAGCAAAGACCACTCCTCCGTCTGTTTACCCTCTGGCTCCTGGTTCTGCGGCTCAGACTAACTCTATGGTGACT
LVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVT

CTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCA
LGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTEFP

GCTGTCCTGCAATCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTT
AVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNYV

GCCCACCCGGCTTCTAGCACCAAAGTTGACAAGAAAATCGTACCGCGCGACTGCCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAA
AHPASSTKVDKKIVPRDCHHHHHH.

TAAAGTGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTACCCCTGTGACAAAAGEBGGABATCCCAGTCTCC
MKQSTIALALLPLLFTPVTKADIEL TQSP

TCTTATCTTGCTGCATCTCCTGGAGAAACCATTTCTATTAATTGCAGGGCAAGTAAGAGCATTAGCAAATATTTAGCCTGGTATCAAGCG
SYLAASPGETISINCRASKSISKYLAWYQA

AAACCTGGGAAAACTAATAAGCTTCTTATCTACTCTGGATCCACTTTGCAATCTGGAATTCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGT
KPGKTNKLLIYSGSTLQSGIPSRFSGSGSG

ACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGCAATGTATTACTGTCAACAACATAATGAATACCCGCTCACGTTC
TDFTLTISSLEPEDFAMYYCQQHNEYPLTF

GGTGCTGGGACCAAEGAGTGAAGCGCGCTGATGCTGCACCGACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGA

Abbildung 3.49: Vektorkonstrukt pASK85-B4 mit dBiINA SequenzenyvYund \ - des mAk's WGGD4-
B4. Vektor-Backbonesequenz; rot: Restriktionsstelé: Pstl, BstEIl/ \(: Sacl, Xhol); schwarz: einge-
fugte cDNA-Sequenzdnd \(; grau: Signalsequenzen der Vnd V(.
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3.6.2.1 Heterologe Expression des rekombinanten Fafragmentes B4 inE.
coli IM83 und affinitatschromatographische Aufreinigung mittels IMAC

Aufgrund seiner guten Sekretionseigenschaften inbiidung mit einer effizienten
Faltung rekombinanter Proteine empfahl sich furgdietechnische Herstellung des Fab-
Fragmentes B4 ddf. coliStamm JM83 (Fiedler, 2002). Nach dessen Transfiooma
mit den Expressionsvektoren pASK85-B4 wurden Priaduokkulturen im 2 I-MaR3stab
angesetzt. Bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5deudie Genexpression des Fab-
Fragments durch Zugabe von 20§ Anhydrotetracyclin in DMF pro L Kulturmedium
fur 3 h induziert. Nach 3 h Induktion befanden sate Kulturen im Ubergang zur
stationdren Wachstumsphase, wobei noch keine XeB-Lzu beobachten war.
Anschlieend wurde jeweils die periplasmatische tdanfraktion prapariert. Die
Isolierung des Fab-Fragmentes B4 aus der periplasthan Proteinfraktion erfolgte
mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie Ubetlas Hexahistidin-Affinitats-
anhangsel des Fab-Fragmentes (Abb. 3.51).

Alle Eluatfraktionen wurden im SDS-PAGE analysiéibb. 3.52). Die leichte und
schwere Immunglobulinkette des Fab-Fragmentes wairan stéchiometrischen
Verhéltnis von 1:1 detektierbar. In AnwesenheitesinReduktionsmittels (hier R3-
Mercaptoethanol, reduziert die interchenaren Didoifficken, die die Ketten des Fab-
Fragmentes zusammenhalten) waren die leichte undese Immunglobulinkette bei ca
24 und 26 kDa als Doppelbande (Abb. 3.51, Spuru6grkennen. Die Fraktionen, die
das Fab-Fragment enthielten, wurden zu 10 mM mitT&Dversetzt, gegen
physiologisches PBS dialysiert und auf ein Endva@onvon 0,6 ml eingeengt. Die
Ausbeuten lagen in der Regel bei 0,4 mg/2 | Kultur.
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Abbildung 3.50: Elutionsprofil des mittels IMAC ggrigten rekombinanten Fab-Fragmentes B4: die
Abs. bei 280nm ist in Abhangigkeit von den elureReaktionen (zu je 2,5 ml) aufgetragen. In denkera
tionen des ersten Peaks werden unspezifisch aSélge haftende Proteine eluiert (Fraktionen 5 -8) g
folgt von einem zweiten Peak der in der Regel hemeg Fab-Fragment B4 enthielt ( Fraktionen 9 -15)

1 2 3 4 5 6

T3 kDa ‘ i

—— e

50

Abbildung 3.51: SDS-PAGE-Analyse und Coomassie-Btabung des mittels IMAC gereinigten rekom-
binanten Fab-Fragmentes B4 (hergestellt in E.c&li83 vom Vektor pASK85-B4. Auf ein 4-20 %iges
SDS-Polyacrylamid-Gradientengel wurde jeweils ePm®be des periplasmatischen Proteinextraktes
(Spur 2), des Durchlaufs (3) sowie zweier exemgthier Eluatfraktionen im reduzierten Zustand (4, 5)
aufgetragen; Kaleidoskope prestained standard, B&al (1,6). Das Fab Fragment in Fraktionen wie in
Spur 6 zu sehen (HC und LC apparentes MG ~25 kDajem weiterverwendet.
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3.6.3 Charakterisierung deshTNC-1 spezifischen Fab-Fragmentes
Fab-B4in vitro

3.6.3.1 Bestimmung der Antigenerkennung des Fab-Fragentes B4 gegen
HiS-taggethNC-l(P1257-V1428)

Die Bindung des Antikorperfragmentes Fab-B4 anrd@embinante His-taggedFNC-
1(Pi2s7V1429 Wurde mittels indirektem ELISA mit dem zuvor blesebenen Aufbau
(siehe Abschnitt 2.4.4) tberprift (Abb. 3.51). Emkte eine konzentrationsabhangige
Antigenbindungsaktivitat mit einer apparenten Drsabonskonstante von 118 nM + 23
nM und einem\A/ATmax = 1,43 nachgewiesen werden. Die Bindungssgealiesen
sich als spezifisch, da in der Kontrolle mit BSA marnachlassigbare Signale auftraten.

el

o\

0,8 \

0,6 \

0,4 \\\

0,2 N

y = 1,4365x 187

1/AAA05NM
=

0 0,4 0,8 1,2 1,6
[Fab-B4] in pM

Abbildung 3.52: ELISA zur Untersuchung der hTNCriigenbindung des Fab-Fragmentes Fab-B4.
Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden rgiereinigtem His-tagged-hTNC-LEB-Vi4.9-Antigen

(25 ng/ml in PBS/T) beschichtet und anschlieRend dieri@ohe mit BSA abgeséttigt. Danach wurde
eine Verdinnungsreihe des in E. coli JIM83 mit pABSR8 produzierten und mittels Metallchelat-Affini-
tatschromatographie gereinigten Fab-B4 appliziéis Kontrolle diente die Belegung der Vertiefungen
mit BSA, wiederum gefolgt von der Inkubation mieeiVerdiinnungsreihe des B4-Fab-Fragments. Ge-
bundenes Fab-Fragment wurde anschlieRend mit Idilies Anti-murinen £1gG/AP-Konjugats durch
Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat nachgewieseie §emessene Aktivitdt des Reporterenzyms
(4A4054t) wurde in Abhéangigkeit der jeweiligen Kehrwertr &onzentration des Fab-Fragments auf-
getragen. Die Anpassung der MeRwerte erfolgte Imitieht-linearer potentieller Regression (Exel)
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3.6.3.2 Charakterisierung des Fab-Fragmentes B4
mittels Western Blot

Fur die Antigenerkennung im Western Blot wurdeng winter 2.3.6 beschrieben,
Gewebehomogenate von WHO°Il und WHOIV Gliomen kodditioniertes Medium
der U87-MG Gliomzelllinie (sezernierdfTNC-1 ins Medium) zu je 50 pug pro Spur auf
ein  4-20%iges Polyacrylamid-Gradientengel aufgemnagund elektrophoretisch
aufgetrennt. Anschlie3end wurden die Proteine and EVDF Membran geblottet und
wie unter 2.4.7 beschrieben die Immundetektion aestéfn Blot durchgefuhrt. Als
primarer Antikérper wurde das Fab-B4 0,17 pg/ml padallel dazu der mAk WGGDA4-
B4 0,5 pg/ml getestet.

Wie in der Abb. 3.53 zu sehen ist, kann bei ca BB@ der Nachweis deSTNC-1
(unglykosylierte Form) mit beiden Antikérpermole&iilsowohl von WHO°IV als auch
von U87-konditionierten Medien gefiihrt werden. Bai 260 kDa wurde die vollstandig
glykosylierte hTNC-1 Form nachgewiesen (Maschlet al, 2004). Mit WHO°II
Gliomhomogenaten wurde nur eine ganz schwache Bé&#ede260 kDa detektiert
(niedergradige Gliome exprimieren weni¢@iNC-1 als WHO°IV Gliome).

100  w—

75  —

Abbildung 3.53: Western Blot nach SDS-PAGE: 4-2@€e%iSDS-Polyacrylamid-Gradientengel: Stan-
dard (Spur 1);WHO°IV Gliomhomogenate (2, 5); WHOGliomhomogenate (3, 6); U87-MG konditio-

nierte und 50x ankonzentrierte Medien (lane 4 MAC-gereinigtes rekombinant hergestelltes Fab-B4 (2
bis 4); Prot. A gereinigtes. mAk WGGD4-B4 (5 bisMachweis der unglykosylierten hTNC-1 Isoform
bei ca. 240 kDa und der glykosylierten bei ca 2b@a k
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3.6.4 Charakterisierung deshTNC-1 spezifischen Fab-Fragmentes
Fab-B4in vivo

3.6.4.1 Kopplung des Radionuklides'fin]indium an das Fab-B4

Die spezifischen Aktivitaten betrugen in der Regél GBq [‘In]indium/mol Fab-
Fragment B4. Nach Aufreinigung mittels PD 10 Sabkrug die radiochemische
Reinheit ca. 92,5%. Die Qualitatskontrolle wurddteté Dinnschichtchromatographie
und Auslesen am Radiodetektor: MiniGITA, Fa. Ray#salog zu 3.5.4 durchgefihrt
(Abb. 3.54).

2,00 C/mm *1000
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0,40

0,20
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0,00

) ' ' ' 20 ' ' ' a0 ' 60 80 ' ' ' mm

Abbildung 3.54: Qualitatskontrolle des RadionuKRtin]indium-DTPA-konjugierten Fab-B4: Substanz-
fleck 1 (grin): Fin]indium-DTPA-konjugierten Fab-B4 (R 0,17-0,4)), Substanzfleck 2 (rot): nicht
Protein gebundenes*in]indium (R = 0,8-1,0) (TLC-Methode und Auslesung mit Radiwiktsdetek-
tor: Raytest MiniGITA, Fa. Raytest)

3.6.5 Biodistribution und Biokinetik des [*in]Iindium-
konjugierten Fab-B4

Die Verteilung der Radionuklid konjugierten Fab-Bdrde wie unter 2.6.2 beschrieben
an jeweils 3 U87-xenotransplantierten SCID-Mausea @ruppe durchgefihrt. Als
Kontrolle wurde Tieren, die keinen Tumor trugene gieweils gleiche Tracermenge
injiziert.

Die unspezifische Anreicherung war mit diesem Tiraggsprechend den Erwartungen
gering (siehe 3.5.3).
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Tabelle 3.9: Biodistributionsdaten des [1111n]Indiun-DTPA konjugierten Fab-B4. Aktivititsmengen als % ID/g (injizierte
Dosis/ Gramm Gewebe) bzw. die pro Tiergruppe ermittelten arithmetischen Mittel in den Organen: Tumor, Muskel, Blut/
Herz, Nieren und Leber. (Gemessen im Gammacounter)

Gewebe 1hp.i 6 hp.i. 12 h p.i. 24 h p.i.
Tumor 40,8%=1,45 0,5%0,00 0,5%20,01 0,2%=0,05
Muskelgewebe 0,07%:z0,00 0,05%+0,00 0,05%z0,0 0,03%+0,00

Blut/Herz 0,32%=0,00 0,14%=+0,00 0,13%+0,01 0,06%=0,00
Niere 8,17%=0,23 52,7%+2,21 16,32%+1,70 4,31%=0,2
Leber 1,05%=0,01 0,83%=0,00 1,5%+0,02 0,33%+0,01
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Abbildung 3.55: Zeitabhangige Verteilung déSir]indium-DTPA-konjugierten Fab-B4 an den Orga-
nen: Tumor, Muskel, Blut, Niere, Leber

Der [*in]indium-DTPA konjugierte Fab-B4 zeigte eine magim Anreicherung am
Tumor von 40,8% der ID/g Tumor 1 h p.i. Im Vergleizum mAk-WGGD4-B4, der
erst nach 72 h seine maximale Anreicherung am Tumibrl1% der ID/g Tumor er-
reichte, wies das Fab-Fragment aufgrund seinengemi Grof3e (verglichen mit dem
mAKk) eine schnellere Assoziations-Kinetik zum Tuardigen als der Antikdrper auf
(Maximum bereits nach 1 h p.i. erreicht). Die 4kfd@dhere Anreicherung des Fab's am
Tumor hangt wohl mit der besseren Penetration dléses Tumors aufgrund der Grol3e
des Fab's zusammen. Dem Fab-Fragment fehlt jedercRadTeil, was dazu fuhrt, dass
die Bindungsstarke (Aviditat) des Fab's im Verdiezam intakten mAk deutlich herab-
gesetzt ist, und das Fab aufgrund dessen schreheTumor dissoziiert (nach 6 h wa-
ren nur noch 0,5 % der injizirten Dosis am Tumaoedarzufinden).
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Die Ausscheidung dieses Tracers fand fast aus8ticletiber die Nieren statt. Nach 6h
fanden sich 52,7 % der injizierten Dosis an denrdtiavieder. Zu diesem Zeitpunkt war
auch der grote Anteil attfin]indium-DTPA konjugiertem Fab-B4 ausgeschiedeur (n
noch 0,14% ID/g finden sich im Blut wieder. Ubee dieber findet fast kein Abbau des
Fab-Konjugates statt (max. 1,5%ID/g Leber). Die d#tribution in den
Referenzorganen Muskel, Magen und Darm bliebenedem gemessenen Zeitpunkt
niedrig. Somit bindet dasfin]indium-DTPA konjugierten Fab-B4 spezifisch am
Tumor und zeigte keine unspezifische Anreicherumgen zuletzt genannten Organen.
Muskel - als Nicht-Tumor Referenzorgan - weist tiwegs eine niedrige Dosis von
maximal 0,07% der ID/g Muskelgewebe auf (Tab. #8p. 3.55). Seine klinische
Anwendung wirde dieses Fab-Fragment auch in degnbgtik finden, weil er sich
durch seine schnelle Kinetik und spezifische Arreiong am Tumor als mdglicher
guter Tarcer ausweist.

Die SPECT-CT Aufnahmen bestatigen die Biodistrim$idaten: nach 1 h war der Tu-
mor am besten darstellbar. Nach 24 h konnte keikigvigit mehr am Tumor in der
U87-xenotransplantierten SCID Maus detektiert werdabb. 3.56). Aufgrund der
niedrigen Aktivitat, konnte nach 6h keine SPECT malfme an der Symbia (Fa. Sie-
mens) durchgefiihrt werden. Zu den Zeitpunkten 6t 24 h p.i. wurden deshalb nur
statisch-planare Aufnahmen an dem gleichen Tombgragurchgefihrt.
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TNC-Fab-B4-*"In-DTPA  Symbia  Tumor 0,3 g

1hp.i. (~ 30 kBg) 6hpi (-14B 24 h p.i. (n.b.)

Abbildung 3.56: SPECT-CT und statisch-planare Abbfnan an U87 xenotransplantierte SCID/weiblich
1 h, 6 h, 24 h, nach i.v. Injektion von 0,5 MBHYiii]Indium-DTPA-konj.-Fab-B4: die Tiere wurden mit
1,2% Isofluran/1,6% @anasthesiert. Fir die Generierung der SPECT-CTebDsétze wurden die Tiere
fur 40 Minuten geimaged; der SPECT-Datensatz wuandedem CT-Bild fusioniert (1 h p.i.); Fir die sta-
tisch-planaren Aufnahmen wurden die Tiere 30' Igegcannt. Dorsale Aufsicht/Kopf unten; Tumor ist
rot eingekreist und befindet sich an der linkentdri@n Flanke (SPECT: Matrix: 128er; ME Kolimator;
Statisch-planare-Aufnahmen: Matrix: 256x256, Zograveikopfgamma-Kamera, Symbia, Siemens)
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Diskussion

4 Diskussion

Generierung muriner monoklonaler hTNC-1 spezifischer Antikérper

In der vorliegenden Arbeit konnte ein neueuriner monoklonaler Antikérper (kurz:
mAk WGGD4-B4) hergestellt werden, der eine hohaniit (Ko ~ 35 nM = 16 nM)
gegenuber der FNIII-A3 Doméne defNC-1 aufweist und keine Kreuzreaktivitat mit
den weitererhTNC Isoformen oder anderen Proteinen zeigte. Deterga konnte mit
den \;- und V(-Domé&nen des mAk WGGD4-B4 ein Fab-Fragment gentechn
hergestellt werden. Das Fab-Fragment besitzt effieitéit gegeniber dem Antigen von
Ko ~ 118 nM £ 23 nM. Fur die RIT stehen nun ein mAkdwein Fab-Fragment zur
Verfligung, die auchn vivo eine gute Pharmakokinetik zeigten.

Die Herstellung eines neuen Antikérpers und derikBnperfragmente wurde mit dem
Ziel durchgefuhrt, einen biologischen Trager fius &adionuklid zu erhalten, der durch
seine Spezifitdt und hohe Aviditat gegeniber demorassoziierten Antigen (TAA)
hTNC-1 gekennzeichnet ist.

Der Antikorper wurde durch Immunisierung von BallWi&iusen generiert. Um ein
optimales Antigen zur Verfigung stehen zu habentdem Sequenzanalysen aller
bekanntehumanerundmuriner Tenascinen C IsoformehTNC, mTNC) durchgefuhrt.
Ziel war es einen Bereich in der Proteinsequengedid@enascine zu finden, der eine
minimale Homologie der IsoforimTNC-1 zu allen andern Isoformen aufweist. Im Zuge
dessen konnte in diesem Zusammenhang ein Nacheeid NC-1 Isoform auf gRNA
und Protein Ebene (Western Blot) von WHO°IIl un® “Gliomen gefihrt werden.
Zusatzlich konnte auf RNA Ebene eine Korrelation Bgpression dieser Isoform mit
dem Malignitatsgrad dieser Gliome festgestellt vwardDie Domé&ne FNIII-A3 des
hTNC-1 erwies sich als der Bereich, der altearinenlsoformen und dehTNC-2, -3,-

5, und -6 fehlt, da es in diesen Isoformen durdbrhtive SpleiRprozesse entfernt
wurde. Die IsoforrhTNC-4 kodiert zwar ebenfalls fur die FNIII-A3 Donmgres konnte
jedoch kein Nachweis dieser Isoform und #4&NC-1 Isoform von gRNA gesunder
Hirnbiopsaten gefuhrt werden. Auch in der Literatwrde nicht die Expression und
damit zusammenhangend die Funktion dieser Isofoméhkr beschrieben. Aufgrund
des fehlenden Nachweises an gesunden Hirnbiopsattm Maus wurde entschieden,
die Antigenizitat der FNIII-A3 Domane als mdglich&stigen zu untersuchen. Rechner
basierte Sequenzanalysen der Aminosauresequenz Fiig-A3 Domane mit
verschiedenen Algorithmen konnten mit hoher Watesdichkeit flr bestimmte
Aminosaurefolgen (Epitope) ihre Positionierung iefajteten Polypeptid voraussagen.
Diese Bereiche stellen fur das Immunsystem von ebesten besser exponierte
Abschnitte im Antigen, mit zahlreichen geeignetguit&pen dar. Epitope, die MHC-
Motive fir das Immunsystem von Vertebraten dadestekonnten, rechnete der Sette-
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Algorithmus (Setteet al., 1989). Die Epitope R94-T100 und E106-T112 des FAB-
Antigens werden mit hoher Wahrscheinlichkeit an d&berlache im gefalteten
Polypeptid positioniert und wurden vom Sette-Alumus zusétzlich als mogliche
MHC-Motive bestatigt. Einen guten Antigenizitatsaxd fir die Domane FNIII-A3
zeigte auch der relativ hohe Anteil der Aminosaueeolin und Tryptophan (insgesamt
10%) auf. Diese beiden Aminosauren werden als sogda Helixbrecher bezeichnet,
weil sie die Ausbildung vona-Helices und R-Blattern verhindern bzw. in der
Aminosauresequenz in Bereichen ([3-Turns) zwisehblelices und/oder 3-Blattern zu
stehen kommen. -Turns haben einen hohen Antigétsiridex. Glycin wiederum
(8,12%) ist die kleinste Aminosaure und ermdglieime hohe sterische Flexibilitat im
Protein und somit die Ausbildung von aliphatischemelices, die ebenfalls positiv zum
Flexibilizitdts- und somit zum Antigenizitatsindexlieses Antigens beitragen
(Eisenberget al, 1982). Die Aminosaure Cystein kommt in der FNDbmane A3 gar
nicht vor. Cystein ist an der Bildung von [3-Blattebeteiligt. Da [3-Blatter keine
geeigneten Epitope bieten, sollte im Antigen keyst€in vorhanden sein.

Ein zusatzlicher Vorteil der FNIII-A3 Domane istrégnC-terminale Lage ilhnTNC-1-
Molekul. Die Untereinheiten imhTNC-1-Hexamer sind N-terminal miteinander
verbunden, so dass ein geeignetes Epitop weit r@ifial liegen sollte, damit der
Antikdrper einen guten Zugang zum entsprechend@oftpaben kann.

FNIII-A3 ist aufgrund der zahlreichen Epitope mahem Antigenizitatsindex und der
C-terminalen Lage inmnTNC-1 Molekul als Antigen geeignet und wurde als-ktigged
Polypeptid: His-taggeti NC-1(Pi2s7V1429) In E. coligentechnisch hergestellt.

Die gerichtete Klonierung des fiur dieses Polypepidierenden cDNA Abschnittes
wurde in den Expressionsvektor pET151/D-TOPO (Raitdogen) durchgefuhrt. Die
Richtigkeit des Leserasters des vor den 6xHis-Tiagié&rten DNA-Abschnittes wurde
mittels PCR mit genspezifischen und vektorspeaifgsc Primern und mittels DNA-
Sequenzierung (Fa. Sequiserve, Vaterstetten) mgstatichtig ist hier, dass die cDNA
fur das Polypeptid in der richtigen Orientierungdien Vektor ligiert wurde (N-terminal
an das 6xHis-Tag) und dass der cDNA-LeserahmereKdimationen enthalt, da sonst
keine korrekte Polypetidkette i coli generiert werden kann.

Die Expression irkE. coli BL21 wurde vorab in einem Pilotexperiment Uberpriiie
optimale Dauer der Expression des PolypeptidesLliflBnach Induktion einer log-
Phase-Kultur mit IPTG sollte derart ermittelt wardébhéngig von den physikalischen
Eigenschaften (Ladung, Lipophilie, Toxizitat...) desexprimierenden Peptides kommt
es wahrend der Expression zur Einlagerung des d&spin sogenannte ,Inclusion
Bodies®, ahnlich den Einschlusskorper/Nahrungsviyaie typischerweise i&. coli
gebildet werden, wenn ein Uberangebot an Fetten BEmgkern vorherrscht. Die hier
eingeschlossenen Polypeptide konnten, abhéngig widen physikalischen
Beschaffenheiten des Polypeptides, zum grof3ten fielitig gefaltet vorliegen.
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Lediglich die Aufreinigung aus diesen Einschlusgledchen setzt stark denaturierende
Bedingungen voraus, die eine starke EntfaltungRiggtides zur Folge hatten. Da das
Tenascin C ein extrazellulares Matrix-Protein kgthn es ebenso dazu kommen, dass
das hier zu exprimierende Polypeptid aus der Bagdttedelle exozytiert wird. Um dies
ausschlieen zu kénnen, wurde in diesem ersteteleriment der Kulturiiberstand
derE. coli Kultur ebenfalls analysiert.

Nach der Induktion der Expression wurden kleinegidits der Kultur entnommen, um
in Abstanden von jeweils einer Stunde und bis 2n 8tunden nach erfolgter Induktion
jeweils die Expression zu Uberprifen.

Die Zellen wurden pelletiert und der Verbleib despfdes bestimmt. Das Zellpellet
wurde getrennt vom Uberstand im Anschluss mittdlS$AGE und Silberfarbung
analysiert. Es zeigte sich, dass der Grof3teil degaggedhTNC-1(P2s7V1429 3 h nach
erfolgter Induktion als l6sliches Polypeptid im dgtasma zu finden ist. Nach dieser
Zeit konnte immer weniger geltstes Polypeptid nashgsen werden, da vermehrt
unlésliche ,inclusion bodys" gebildet werden. Dass4thggedATNC-1(Pi2sr-V 1429
konnte auch nicht im Kulturmedium detektiert werden

Die relativ hohe Ausbeute von ca. 4 bis 6,5 mg-tiiggedhTNC-1(P.2s7V 1420 und die
im SDS-PAGE bestatigte zu mindestens 90% homogesegta$igednTNC-1(P2sr-
V1420)-LOSUNQ zeigte, dass die Expression das gewingdiypetid einer Grole von ca.
22 kDa in einer fur die folgende Immunisierung unditro Austestung der Antikorper
ausreichenden Reinheit lieferte.

Die Immunisierung von Balb/c Mausen mit dem dHeggedhTNC-1(Pi2srV 1420
konnte erfolgreich durchgefihrt werden. Alle 5 Eiezeigten nach der 4ten
Immunisiserung (3ter Boost) einen Titer, der beerub: 328 050 lag. Man spricht ab
einem erreichten Titer von 1 : 50 000 bereits vorereerfolgreichen Immunisierung.
Der hier erreichte Wert zeigte auf, dass das Antlges-taggedhTNC-1(Pi2s7 V1420 die

im Vorfeld durchgefuihrten Analysen zur Bestimmungs dAntigenizitat mehr als
bestétigt hat, und dass die richtige Strategieligiimmunisierung gewahlt wurde.

In Anlehnung an das von Kennett (Kennett, 1979vikielte Fusionsprotokoll wurde
zur Herstellung einer hohen Rate immortalisierteybitiomas die B-Zellen der
immunisierten Mause mit den Zellen der Linie P3X§8453 fusioniert. Mit einem
sekundaren fluoreszenzmarkiertem Antikorper kondite an der Oberflache dieser
Zellen prasentierten Antikdrper vom Typ 1gG nachgsen werden. Dieser Nachweis
wurde zur Bestimmung des sogenannten ,produceréifmeiner Zell-Linie (Abb. 3.12
rechts) durchgefihrt. Zelllinien, welche einen ggeren Anteil als 90% an Antikdrper
produzierende Zellen aufwiesen, wurden nicht wekleltiviert. Sogenannte ,Non-
producer” haben gegeniber den ,Producern” einenéehdd/achstumsrate, wodurch sie
die Antikdrperproduzierenden Zellen innerhalb eingnie zahlenmafig innerhalb
weniger Generationen uberholen wirden. Anschliefzndie HAT-Selektion wurden
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die so erhaltenen Hybridoma im HT-Erholungsmediuitiets indirektem ELISA auf
ihre Affinitdt gegenuber dem zur Immunisierung vengdeten Antigen getestet. Es
wurden nur Kulturen der Vereinzelung zugefuhrt, edeAntikorper produzierender
Zellanteil héher als 90% war und die gleichzeitig ELISA ein mindestens vierfach
hoheres Signal im Vergleich zu den Kontrollen zmigtDie Vereinzelung wurde mittels
~limiting-dilution“-Klonierung (2.5.10) durchgeftlr Diese Art der Klonierung bietet
eine hohere Sicherheit (verglichen mit anderen bi¢h der Vereinzelung) auch
tatsachlich Zelllinien zu generieren, die monoklosiad und aus einer einzigen Zelle
hervorgegangen sind.

Die zweite Affinitatsprifung, die ebenfalls mittelsdirektem ELISA durchgefihrt
wurde, lieferte sechs Hybridomaklone: WGGO001, WG&0OYGG6A6/4, WGG6C5/8,
WGG1/1-D3 und WGGDA4-B4, die alle ein ausreichenslifpaes Signal zeigten und die
weiter histologisch und im Western Blot charakieris wurden, nachdem die
Adaptation an serumfreie Kulturbedingungen und &ator abgeschlossen waren.

Die Adaptation an die Kulturbedingungen serumfretiiemisch definierter Medien hat
den Vorteil, dass keine Fremd-Antikdrper (in diesérall Rinder IgG's) in die
konditionierten Medien eingebracht werden und aneth der Protein A Reinigung die
eigentlich zu gewinnende Antikdrperfraktion kontarmaren wirden. Die Adaptation der
Hybridomazelllinien an die Wachstumsverhaltnisse Bmoreaktor bietet den Vorteil
Uber den Labormalstab hinaus groRRere Antikdrperemenmoduzieren zu koénnen.
Durch die Trennung des Produktionsmoduls vom Versagsmodul kénnen den Zellen
im Produktionsmodul N&ahrstoffe die kleiner 12,5 kBiad (Glucose, Mineralstoffe,
kleine Wachstumshormone...) weiterhin zugefiihrt dear ohne dass die
konditionierten Medien mit grél3eren Fremd-Proteikentaminiert werden.

Die derart produzierten Antikdrper wurden isotypiti Alle sechs Klone produzieren
Antikdrper vom Typ IgG, so dass eine Aufreinigung Gber das dem lginere Protein
A als sinnvoll erschien. Die Ausbeuten von 2 bisni@ Antikérper aus insgesamt 500
ml konditioniertem Medium waren klonabhangig.

Die Bestimmung der Kreuzreaktivitdt wurde mittelse$térn Blot durchgefuhrt und
zeigte, dass alle sechs monoklonalen Antikorper eiar Protein bei ca. 240 kDa
erkennen. Hierbei handelt es sich um klBNC-1. Histologisch konnte sowohl an Cryo-
als auch an HOPE-fixierten Schnitten nur an WHO®Yomen der Nachweis von
hTNC-1 im ECM gefihrt werden. Die Schnitte von gesm Hirngewebe zeigten bis
auf den Klon WGG6A6/4 keine Signale mit den Antix@&m. Dieser Klon wurde
deshalb auch nicht weiten vivo untersucht. Die fiinf Klone WGG001, WGGO008,
WGG6C5/8, WGG1/1-D3 und WGGD4-B4 zeigten keine Kreaktivitat zu anderen
Proteinen aus WHO°IV Gewebehomogenaten oder Histitsen und reagierten nicht
mit Strukturen an gesunden Hirngewebe kreuz.
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Da der Hybridomaklon WGGDA4-B4 die hdchste Antikdgyeduktionsrate zeigte und
sich am schnellsten an veranderte Kulturbedinguraggrasste und eine stabil hohe
Wachstumsrate zeigte, wurden fir diesen Antikohier Bindeeigenschaften an das
Hiss-taggedhTNC-1(Pi2s7Vi42) durch  Bestimmung der Dissoziationkonstante
anndhernd mittels indirektem ELISA ermittelt. Eskte eine konzentrationsabhéngige
Antigenbindungsaktivitat mit einer apparenten Desgtonskonstante von 35 nM + 16
nM und einemMAA/ATmax = 0,45 ermittelt werden. Da die Trendlinie datsachlichen
Kurvenverlauf lediglich annahert, ist dieser Wenr rein Naherungswert fur die
tatséchliche Dissoziationskonstante dieses Anti@&pDa jedoch die Steigung der
Trendlinie mit der der Kurve der gemessenen Westdr gut Ubereinstimmt
(AA/ATmax ~ 0,45) ist die hier bestimmte Dissoziatiomsitante ein verlasslicher Wert
fur diesen Antikérper. Ein affiner mAk zeichnet tsidurch einen K-Wert aus, der
mindestens im mikromolaren Bereich liegen. Def\Wert fur den Antikérper WGGDA4-
B4 liegt weit darunter im nanomolaren Bereich. Dganhoher die Affinitat eines
Antikorpers zu seinem Antigen ist, desto niedrigedie K>-Konstante.

Vier der funf mAk wurden weiter unter physiologischBedingungen in mit U87-MG
xenotransplantierten SCID-Mausen getestet. Der KIe6G6C5/8 wurde aufgrund
seiner geringen Antikorperproduktionsrate nichtlereat, da fur diein vivo Austestung
weit groRere (einige mg) Antikbrpermengen hergkdtatten werden mussen.

Die mAk WGGO001, WGG008, WGG1/1-D3 und WGGD4-B4 wemdmit [*l]lod
konjugiert. Der mAk WGGD4-B4 wurde zusatzlich mit'jp]indium konjugiert, da in
der klinischen Anwendung ebenfalls metallische M&lzum Einsatz kommen. Ein
Problem bei iodierten Antikdrpern, die in SCID-Mansausgetestet wurden, ist die
rasche enzymatische (Zlet al., 1994) Dehalogenierung der Antikdrgarvivo und die
dadurch bedingte hohe unspezifische Akkumulatiors dieien [?]lod in den
Referenzorganen. Freie$]lod wurde ebenfalls mit hoher Affinitat in der [8kldrise,
angereichert. Trotz der Gabe des Schilddrisen-Blsck Natriumperchlorat
(Handelsname: Irenat) war die unspezifische Anerichg des freien'{i]lods auch an
den Organen des Magen-Darm-Traktes erhoht (Vorkammes Na/l-Symporters:
Wapnir et al, 2003). Der Groliteil des Tracers war nur kurz (gerStunden) im
Blutkreislauf vorhanden und reicherte sich ans@arel im Tumor bzw. unspezifisch in
den Ausscheidungsorganen und der Schilddrise an.

Das Biodistributionverhalten der mAk wurde im Ganwmanter durch Bestimmung der
Aktivitatsmengen als %ID/g (injizierte Dosis/Gram@ewebe) in verschiedenen
Organen erhoben. Die hier getesteten monoklonaleteiR A gereinigten Antikorper
zeigten eine Konzentrationssteigerung am Tumor Ais 24 h (mit Antikérper
abhangigen Anreicherungen von bis zu durchsctlotigh 21% der ID/g Tumor) mit
einer anschlieRenden langsamen Dissoziation vomardigen und somit vom Tumor.
Es konnten mit allen Antikérpern noch nach 72 hcéremengen von bis zu 16% der
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ID/g Tumor detektiert werden (Abb. 3.26). Wobei Mek als Nichttumor
Referenzgewebe einen niedrigen Hintergrund von malki 5,8% der ID/g
Muskelgewebe zeigte (Abb. 3.27). Das Hirn der Mausede nicht untersucht, da ein
AK nicht Blut-Hirn-Schranke géangig ist, und aufgdudessen keine Anreicherung zu
erwarten war. In der Literatur beschriebeme vivo Tierstudien an ahnlichen
Tiermodellen bestimmen in vielen Féllen das Hirahhimit oder es werden maximal
0,25 % ID/g Hirn nach 24 h bestimmt (Boskovigt al., 2003) Anders sieht die
Verteilung des mAk an den anderen Organen aus. Bl die unerwinschten
spezifischen Anreicherungen des durch Dehalogemieftei werdenden'fi]lodes an
der Schilddriise und im Magen-Darm-Trakt oder aualrcld den Abbau des
Radionuklid markierten Antikdrpers an der Leber webssen Ausscheidung uber die
Nieren mit Werten von bis zu 34% der ID/g Gewebhar deoch. Eine graphische
Auswertung wurde fur diese Organe mit défiff]indium-DTPA-markierten WGGD4-
B4 durchgefihrt, da diese Werte deutlich niedrigasfielen und als unspezifische
Anreicherung zu deuten waren (Motta-Hennexisgl, 1990). Der Antikorper WGGD4-
B4 zeigte eine Konzentrationssteigerung am Tum®izhi 72 h p.i. mit einer mittleren
Anreicherungen von 11,08% der ID/g Tumor (Tab. 3Ahb. 3.31). Fur eine
anschlieBend langsame Dissoziation vom Zielantigeh somit vom Tumor, sprechen
die hier gemessenen Werte bis zu 120 h p.i. Zuethdetzten gemessenen Zeitpunkt
waren immer noch ca. 9% der injizierten Dosis ammdu wiederzufinden. Die
Biodistribution in den Referenzgeweben Muskel, Maged Darm blieben zu jedem
gemessenen Zeitpunkt niedrig. Der mAk bindet demrsmezifisch am Tumor und
zeigt keine unspezifische Anreicherung an den zuggnannten Organen. Muskel, das
Nichttumor-Referenzgewebe, wies durchwegs einerigiedosis von maximal 1,65%
der ID/g Muskelgewebe auf (Tab. 3.6; Abb. 3.31)e Bieigenden Verhaltnisse von
Tumor zu Referenzgewebe an all diesen Organenrzeigé dass der unspezifische
kleine Anteil der Radioaktivitdt an diesen Organmgoht auf einer Antigenbindung
zurtckzufihren ist (Abb. 3.32). Die lange Verwetldabzw. die langsame Dissoziation
vom Tumor zeichnen die hohe Aviditdt dieses mAKk. dbeser mAk bindet tber
mehrere Tage hinweg stabil an seinen TAA, das vonhatro evaluiertenTNC-1.

Die Szintigramme mit*fin]indium-DTPA konjugiertem mAk WGGDA4-B4 bestatigen
bildlich die in der Biodistribution erhobenen DatéMit zunehmender Ausscheidung
des [*In]indium-DTPA konjugierten mAk WGGD4-B4 nimmt diespezifische Dosis
an den Referenzgeweben ebenfalls ab, der Tumdstheioch auch noch 120 h p.i
detektierbar (Abb. 3.33).

Die Bindeeigenschaften des zur Zeit in klinischéndi&n eingesetzte BC-24 wurde
gleichermal3en bestimmt wie zuvor die in dieser Ameu generierten mAK.

Die Analysen zur Kreuzreaktivitdt dieses mAk zeigtdass der BC-24 mit einigen
Proteinen kleiner 190 kDa kreuzreagiert. Ebens@h&iot Blot Analysen mit gesunden
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Gehirnhomogenaten gezeigt, dass dieser mAk audbgdepan diesen Geweben erkennt
und hier bindet. Die Histo-Daten bestatigten diest®in Blot Daten dahingehend, dass
auch hier an HOPE-eingebetteten Schnitten von gesuHlirnbiopsaten mit dem BC-
24 der Nachweis einer Kreuzreaktivitat gefihrt veerdonnte. An WHO°IV Schnitten
zeigte sich eine inhomogene Anfarbung der Schhitte. die hauptsachliche Anfarbung
von endothelialen Strukturen.

Die physiologischen Bindeeigenschaften dieses Antdérs wurden ebenfalls im
gleichen Maus Modell untersucht, wie fur die neAeikdrper. Hierflr wurde der BC-
24 mit [**in]indium-DTPA markiert. Die Biodistribution des BZ4 unterscheidet sich
dahingehend von der des WGGD4-B4, dass der BC-24r zeine schneller
Anreicherung am Tumor zeigte, die Maximale Anrercing lag jedoch mit ca. 2%
unter den fur den WGGD4-B4 bestimmten Werten. BCz@igte auch eine schnellere
Dissoziation vom Zielantigen und somit vom Tuma @ér mAk WGGD4-B4: 72 h p.i
waren mit WGGD4-B4 noch ca 11% ID/g Tumor detekizgr wohingegen mit dem
mAk BC-24 nur noch ca. 8% ID/g Tumor nachweisbadsDie Biodistribution in den
Referenzgeweben Muskel, Magen und Darm blieberedany gemessenen Zeitpunkt
niedrig. Die Werte waren jedoch gegeniber dem WGBB4m ca. 1 - 2% erhoht. Die
Anreicherung des radioaktiv konjugierten mAk samkier Leber stetig ab (72 h p.i: ca.
4%ID/g Leber). Zu Beginn der Biodistributionsstudiem Zeitpunkt 2 h wurden bereits
12 % der ID/g Leber detektiert, was einen raschbhal des Immunkonjugats an der
Leber bedeutet und mit einer geringemervivo Plasmastabiltitéat korreliert (verglichen
mit dem WGGDA4-B4). Die Ausscheidung des dissoziiden bzw. nicht gebundenen in
der Leber verstoffwechselten mAk tber die NiereérAisftangs mit Werten um die 12%
ID/g Niere relativ hoch, sinkt jedoch ebenfallspalnl die Aktivitat aus dem Blutpool
verschwindet. Die Szintigramme mit"|n]iIndium-DTPA konjugiertem mAk BC-24
bestéatigen bildlich die in der Biodistribution ebdemen Daten. Mit zunehmender
Ausscheidung des *fin]indium-DTPA konjugierten mAk BC-24 nimmt die
unspezifische Dosis am Tumor und an den Refererggenvab, der Tumor blieb bis zu
72 h p.i detektierbar (Abb. 3.37).

Der in dieser Arbeit generierte mAk WGGD4-B4 zeigtesgesamt eine hdhere
physiologische Aviditat gegeniber dem TAWNC-1 als der BC-24. Auch die
pharmakokinetischen Eigenschaften des WGGD4-B4 rwdresser, verglichen mit
denen des BC-24. Hinzu kommt, dass BC-24 mit Stnekt an gesunden Hirngewebe
kreuzreagierte. Der WGGD4-B4 zeigte hingegen k&nekreuzreaktivitat. Durch
diesen neuen mAk konnte eine Verminderung der Ngiskmngen der RIT erreicht
werden und zudem wirde man mit diesem mAk eineredhesis am Tumor erreichen,
was die Effizienz der Therapie steigern kénnte.
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Heterologe Produktion des rekombinanten Fab-Fragmetes B4 in E. coli

Fur die Produktion rekombinanter Proteine it coli der am haufigsten in der
modernen Biotechnologie benutzten Wirtsorganisneisine Fahigkeit zu raschem
Wachstum und hohen Zelldichten in preiswerten Sabsedien, seine gut
charakterisierte Genetik (Koonin, 1997) und diefifghbarkeit einer steigenden Anzahl
von Klonierungsvektoren ermoglichen die gentechmesdHerstellung zahlreicher
Proteine in hoher Quantitdt und Qualtitat (Baney®99; Swartz, 2001). Etablierte
wirtseigene Signalsequenzen sekretorischer Protgin®. OmpA, OmpT, PelB, Bla
und PhoA) ermdglichen den effizienten heterologean$port von Polypeptiden Uber
die innere Bakterienmembran (Baneyx, 1999), einkrediensstrategie die in dieser
Arbeit zur gentechnischen Herstellung von Antikdfigmenten irkE. coli verwendet

wurde (Skerra & Pluckthun, 1988).

Zur Konstruktion deshTNC-1-spezifischen Fab-Fragments wurden die vagiabl
Regionen der ¥ und . des mAk WGGD4-B4 an dieurinen konstanten Regionen
von Maus-IgG in den Expressionsvektor pASK85-DXra@undlicherweise von Prof.
Skerra zur Verfugung gestellt) kloniert und gentesth hergestellt (Skerra, 1994). Die
variablen Regionen wurden in separaten PCR-Readtioron revers transkribierter
gRNA hergestellt und in den pASK85-D1.3 inserieie Versuche die cDNA-
Regionen der ¥ und M mit degenerierten Primern und unter Standard-PCR-
Bedingungen zu erhalten, lieferten nur Immunglabd#seudogene. Die anschliel3end
eingesetzten  genspezifischen  Gegenstrangprimer ertkef die  variablen
Immunglobulingene mittels 5'-RACE-PCR. Mit den fetglen Nested PCR's konnten
genugend Amplifikate erzeugt werden, um die Klomgr dieser cDNA-Abschnitte in
den Vektor pCR2.1 (Fa. Invitrogen) durchfihren zinken. Es wurden u.a. von den
mAKk WGG008 und WGGD4-B4 die ¥ und \,-Regionen amplifiziert. Uber die PCR-
Reaktion des VL-Gens wurden die zur Klonierung ggtRestriktionsstellen Xhol und
Pstl an V- und BstEIl bzw. Sstl an die McDNA angefiigt. Dadurch wurde erst die
Klonierung in den Expressionvektor pASK85-D1.3 egtight und erfolgreich fur die
Vy und M. cDNA's des mAk WGGD4-B4 durchgefuhrt. Sequenzaslyder durch die
anschlieBende Sequenzierung erhaltenen cDNA Segfemzationen zeigten, dass die
hypervariablen Domanen dieses mAk stark mutierewaalso ein wiederholter Kontakt
mit dem Antigen wéahrend der Immunisierung stattgdén haben mul3. Die
hochkonservierten Positionen der CDR-, FWR-Regiamash der beiden Cystein-Reste
wurden durch weitere Sequenzanalysen bestatigt. #Zesgte sich, dass
Sequenzhomologien zu Immunglobulin Keimbahngenemarlen sind, und dass es
sich bei den hier klonierten Sequenzen tatsachliom variable Immunglobulin-
Regionen handelt. Die heterologe Produktion vonigem bindenden Immunglobulin
Fragmenten wurde mit der von Skerra & PluckthurB@%owie unabhangig davon von
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Better et al. (1988) entwickelten Sekretionsstiiategalisiert. Ein etabliertes Verfahren
zur heterologen Herstellung von Antikdrperfragmanigt die Verwendung des dicht
reprimierten Tetracyclin-Promotor/Operator-SystenmiSsunktionale Immunglobulin-
Fragmente kdnnen so weit Uber den Labormal3stabupiertl werden (Schiweck &
Skerra, 1995). Zur Minimierung der Aggregation stérischer Proteine im Periplasma
von E. coliwurde das Nahrmedium mit 0,3 M des nicht metatlahsren Disaccharids
Saccharose supplementiert (Bowden & Georgiou, 1988je Wahl des
Bakterienstamms fir die Produktion heterologer étnat in Schiuttelkulturen wurde in
der Literatur als wichtiger Faktor hinsichtlich dausbeute diskutiert (Zabrinskie &
Acuri, 1986; Sambrooket al, 1989). Hier wurde das Fab-Fragment En coli
Bakterienstamm JM83 zur Uberexpression gebrachigrand der zufriedenstellenden
Ausbeuten von 0,4 mg/2l Schittelkultur geht kexidoher Effekt auf die Zellstabilitat
von E. coli vom zu exprimierenden Fab-Fragment aus. Mit derwéadung von
Ampicillin als Selektionsmarker trat wohl auch kétrasmidverlust auf und eine hohe
Plasmidstabilitat mit 90-95 % zum Zeitpunkt der térrkonnte ebenfalls realisiert
werden. Die affinitditschromatographische Aufreimguder Fab-Fragmente aus der
periplasmatischen Zellfraktion war aufgrund der tRijodierenden Sequenz des #is
Tags im Expressionsvektor pASK85-D1.3 mdglich. lresdr Arbeit konnte im
Labormal3stab mittels Metall-AffinitdtschromatogrepliIMAC) bis zu 0,4 mg Fab-
Fragment Uber das His-Tag gereinigt werden, dasdfér weiteren Anwendungen
verwendet werden konnte, nachdem im SDS-PAGE diehRi der Fab-Losungen
festgestellt wurde. Die Leicht- und Schwere-Kettdar eluierten Fab-Fragmente
erschienen unter reduzierenden Bedingungen als verschiedene Proteinbanden in
aquimolaren Mengen einer Grél3e von ca. 25 kDapeadlickthun und Skerra (1989).
Die Applikation der eluierten Fraktionen im ELISAediatigte die erfolgreiche
Reinigung der Fab-Fragmente aus dem Periplasméextrad zuséatzlich deren
Funktionalitat.

Die Affinitatsberechnungen in den indirekten ELISfessungen ergaben eine
konzentrationsabhangige Antigenbindungsaktivitat t mi einer apparenten
Dissoziationskonstante von 118 nM = 23 nM. Alleginist der hier mittels
nichtlinearer Regression angenahrte Wert nicht exaie Steigung der Trendlinie ist
groBer als die der Kurve der tatsachlich gemessétierte, so dass derpKWVert
tatsachlich etwas niedriger ist. Die Bindungssigretwiesen sich als spezifisch, da in
der Kontrolle mit BSA nur vernachlassigbare Sigraalératen.

Fur die Bestimmung der Kreuzreaktivitat im WestBtat wurden Gewebehomogenate
von WHO°Il und WHO°IV Gliomen und konditioniertes ddium der U87-MG
Gliomzelllinie (sezernierelMTNC-1 ins Medium) analysiert. Wie in der Abb. 3.52
sehen ist, kann bei ca. 240 kDa der Nachweis ld@¢$C-1 (unglykosylierte Form)
sowohl mit dem Fab-Fragment B4 als auch in derlighdazu durchgefuhrte Kontrolle
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mit dem WGGD4-B4 sowohl von WHOIV als auch von uU&hditionierten Medien
gefuhrt werden. Bei ca. 260 kDa wurde die vollsignglykosylierte hnTNC-1 Form
nachgewiesen (Maschlet al, 2004). Mit WHO°Il Gliomhomogenaten wurde nureein
ganz schwache Bande bei 260 kDa detektiert (nieadige Gliome exprimieren
wenigerhTNC-1 als WHO°IV Gliome siehe 3.1.1).

Der [*in]indium-DTPA konjugierte Fab-B4 zeigte eine magim Anreicherung am
Tumor von 40,8% ID/g Tumor 1 h p.i. Im VergleichnmaumAk-WGGD4-B4, der erst
nach 72 h seine maximale Anreicherung am Tumorlini# der ID/g Tumor erreichte,
weist das Fab-Fragment aufgrund seiner geringefié&sggerglichen mit dem mAK) eine
schnellere Assoziations-Kinetik zum Tumorantiges @br Antikérper auf (Maximum
bereits nach 1 h p.i. erreicht). Die 4 fach hohemeeicherung des Fab's am Tumor lasst
sich wohl mit der besseren Penetration des solidenors aufgrund der Gréf3e des
Fab's erklaren. Dem Fab-Fragment fehlt jedoch defdi, was dazufuhrt, dass die
Bindungsstarke (Aviditat) des Fab's im Vergleichmzuntakten mAk deutlich
herabgesetzt ist und dieser aufgrund dessen auwhrasch vom Tumor dissoziiert
(nach 6 h sind nur noch 0,5% der injizirten Dosms &umor wiederzufinden). Die
Aussscheidung ded™Iin]indium-DTPA konjugierten Fab-B4 findet fast adkskeRlich
Uber die Nieren statt. Nach 6 h p.i. finden sich7%2 der injizierten Dosis an den
Nieren wieder. Zu diesem Zeitpunkt war auch deRggtAnteil an T*In]indium-DTPA
konjugiertem Fab-B4 ausgeschieden (nur noch 0,13/ fanden sich im Blut wieder.
Uber die Leber findet fast kein Abbau des Fab-Kgajes statt ( max. 1,5%ID/g Leber).
Die Biodistribution in den Referenzgeweben Muskdhgen und Darm bleiben zu
jedem gemessenen Zeitpunkt niedrig. Somit bindes ddin]indium-DTPA
konjugierten Fab-B4 offensichtlich spezifisch anmiar und zeigt keine Anreicherung
an den zuletzt genannten Organen. Muskel, das tNiobt Referenzgewebe, weist
durchwegs eine niedrige Dosis von maximal 0,07%I0&y Muskelgewebe auf (Tab.
3.9; Abb. 3.54). Die Szintigramme bestétigen diedBtributionsdaten: nach 1 h war
der Tumor am besten darstellbar und konnte nach B&ht mehr am Tumor in der
U87-xenotransplantierten SCID Maus detektiert wer@b. 3.55).

Seine klinische Anwendung wirde dieses Fab-Fragmeat in der Diagnostik finden,
da er sich durch seine schnelle Kinetik und spedie Anreicherung am Tumor als
maoglicher guter Tracer ausweist. Ebenso kdnnte der lokoregionalen Applikation im
Rahmen der RIT eingesetzt werden. Die sehr hoheiédmrung am Tumor, die auf
eine bessere Penetration des Tumors zuriickzufigtreaeigten, dass das Fab-B4 durch
Diffusionsprozesse getragen weiter ins Gewebe dnrzgen vermag als ein mAk.
Diese Befunde lassen vermuten, dass bei einer dglaralen Applikation das
konjugierte Fab weiter von der Tumorhdhle entfefimienorzellen mit dem Radionuklid
adressieren konnte.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich molomlale Antikérper (mAK) gegen
hTNC-1 erzeugt. Es konnten die Bindungseigenschadteser Antikorper sowohh
vitro als unter physiologischen Bedingungen im Tiermodgitestet werden. Des
weiteren wurde ein Fab-Fragment gentechnisch higlgasd ebenfallsn vitro undin
vivo charakterisiert.

In den semiquantitativ ausgewerteten RT-PCR-Datennte eine Korrelation der
Expression dehTNC-1 Isoformen mit dem Tumormalignitatsgrad festglt werden.
Eine Expression deshTNC-1 an gesundem Hirngewebe konnte dabei nicht
nachgewiesen werden. Daher wurde die alternatiplg®ie FNIII-A3 Domane fir die
Immunisierung von Balb/c Mausen rekombinantEn coli hergestellt. Es konnten
zahlreiche immortalisierte Hybridomaklone nach Buasder Milzzellen immunisierter
Mause mit Myelomazellen generiert werden. Von issget sechs charakterisierten
mAK erwies sich der Klon WGGD4-B4 als der mit déichsten Affinitatin vitro und
einer ebenfalls hohen physiologischen Aviditat gedper der tumorassoziierten Isoform
deshTNC. Die Zelllinie dieses Klons war auch in der mlgut zu halten. Sie konnte
ohne Wachstumsrickgang an die serumfreien Kultugbedgen im Bioreaktor mit
gleichbleibender hohen Antikdrperproduktionsrat@ |@)/ml Kulturmedium) angepasst
werden. Das Ziel, einen mAk zu generieren, der cwas den einzelnemTNC
Isoformen diskriminieren kann und somit nur am tuassoziierten Antigen (TAA)
hTNC-1 bindet, konnte erreicht werden. Fir die Rexdmuntherapie (RIT) steht nun
ein mAk zur Verfigung, der in der Lage sein wirdeafisch und mit hoher Aviditat an
WHO?’IIl und °IV Gliomen zu binden. Gesunde Hirndeesverden mit diesem mAk
nicht adressiert werden. Aufgrund dessen konnten einen Nebenwirkungen dieser
Therapie, die auf die Beeintrachtigung des gesumtielgewebes um die Tumorhdhle
herum und die sich durch die Kreuzreaktivitat desthidrigen mAk ergaben, minimiert
werden. Andererseits kbnnte eine hohere Konzeotratnd eine langere Verweildauer
des radionuklidkonjugierten mAk an den Tumorzeteaserreicht werden, da der mAk
WGGD4-B4 keine Kreuzreaktivitat zeigte und unteyblogischen Bedingungen eine
hohere Aviditat zum Tumor hat als der BC-24. Eintarer grof3er Vorteil des neuen
mAk gegeniiber dem BC-24 ist die unbegrenzte Vedilght fir die RIT und die
kostengiinstigere Produktion und Aufreinigung aus @&enditionierten serumfreien
Kulturmedien des WGGD4-B4. Es kénnen homogene méguigen hoher Reinheit
und einer hohen Konzentration an funktionalen méikieht werden.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war die gentechniskleestellung von Fab-Fragmenten
fur die RIT und fur die nuklearmedizinische Bildgely. Die Intention war, die Vorteile
der rekombinanten Antikdrpertechnologie zu nutzelie Synthese von
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Antikorperfragmenten mit der kleinsten Erkennungkeit und der geringsten
Molekulgrof3e sollte mit dem Ziel erreicht werderg degrenzte Reichweite eines mAKk
im Tumorgewebe zu Uberwinden. Ein wiederkehrendsad®/ auch nach der Therapie
mit radionuklidkonjugierten mAk entsteht immer immittelbarer N&he des bereits
operativ entfernten und therapierten Tumors. Peside Resttumorzellen nach RIT
konnte man sich dadurch erklaren, dass der mAkngédiurch seine Grof3e nicht weit
genug in den Tumor Rand eindringen kann und soritewentfernte Resttumorzellen
nicht adressieren kann. Ein relativ kleines Fabfrant (50 kDa ~ 1/3 mAk) konnte in
der Lage sein, durch Diffusionsprozesse getragein aveiter von der Tumorho6hle
entfernte Tumorzellen mit dem Radionuklid zu aderss. Der Erfolg der Therapie
kénnte dadurch gesteigert werden.

Die gentechnische Herstellung von Fab-Fragmentemtieoin dieser Arbeit ebenfalls
etabliert werden. Es gelang dig-Wund \ -Regionen des mAk WGGD4-B4 mittels 5'-
RACE-PCR zu gewinnen und in den ExpressionsvekfBK85-D1.3 zu klonieren.
Die Expression dieser wurden unter der Transkmgkontrolle des tetA Promoter-
Systems erreicht, dessen Induzierbarkeit mit Anbigdracyclin und dessen exakte
Regulierung eine kostengunstige Produktion von KEmperfragmenten if. coli Uber
den Labor-Malf3stab hinaus ohne Toxizitatserscheemwmgler Zelltod ermdglicht. Die
IMAC-Reinigung Uber das Histidinanh&ngsel erleidiatalie Isolation der sekretierten,
rekombinanten Antikérper aus dem Periplasma forcoli. Die Affinitat des derart
generierten Fab-Fragments B4 konnte im ELISA eghitiverden. Die ermittelte
Dissoziationskonstante liegt wie fur den mAk im o@molaren Bereich, so dass von
einer guten Affinitat auch fur dieses Fab-Fragnarggegangen werden kann. Die unter
physiologischen Bedingungen an mit dermanenGliomzelllinie xenotransplantierten
SCID-Mausen durchgefiihrten Untersuchungen zeigiendieses Fab eine aufgrund
seiner geringen GréRe bedingte rasche spezifisectieigherung am Tumor und eine
schnelle Ausscheidung. Aufgrund dessen konnte diekes Fab-Fragment auch als
maoglicher Tracer fir die nuklearmedizinische Diffierialdiagnostik von Gliomen
eignen. Dafilr sprechen die spezifische hohe Aneeictg am Tumor (40% ID nach 1 h
bei i. v. Gabe) und die rasche Ausscheidung (irailbrizon 6 h p.i.). Die heterologe
Herstellung im LabormalRstab i coliund die IMAC-Reinigung dieses Fab-Fragments
konnte ebenfalls in dieser Arbeit etabliert werdesp dass auch dieses
Antikdrperfragment theoretisch unbegrenzt fur di@ Bnd/oder nuklearmedizinische
Diagnostik zur Verfigung steht.
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6 Materialien

Versuchstiere
Balb/c, weiblich

FUr die Immunisierung mit dem rekombinanten C-teiaden PolypeptidhTNC-
1(P1257-V1421) der tumorspezifischen Isoform desmdmen TNC wurden
ausschliel3lich weibliche BALB/c Mause in einem Ali®n sechs bis acht Wochen
verwendet. Die Tiere wurden aus der Zucht der Faarlés River, Sandhofer Weg 7,
97633 Sulzfeld bezogen.

Der Tierversuch wurde vom Sachgebiet 54 Verbraschertz und Veterinarwesen der
Regierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichex5%54-2531.6-7/05 genehmigt.

SCID, weiblich

Die Biodistribution der im Rahmen dieser Arbeit gestellten monoklonalemurinen
Antikorper und deren rekombinanten Fab-Fragmentedenu an mit U87-MG, einer
humanen Gliomzellinie, xenotransplantierten wehmic SCID-Mausen evaluiert. Die
genaue Bezeichnung der Inzuchtlinie lautet CB1HMAdrPrkdcscid/Crl. Das Alter der
Tiere betrug zu Versuchsbeginn sechs bis acht Wodber Tierversuch wurde vom
Sachgebiet 54 Verbraucherschutz und VeterindrwedserRegierung von Oberbayern
unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-112-08 geigthm

Zelllinien und Kultivierungsbedingungen

Zelllinien
u87-MG Fa. ATCC : ATCC-HTB-14
P3X63AG8.653 Fa. ATCC: ATCC-CRL-158

U87-MG Kultivierungsmedium:

RPMI1640 (Fa. Biochrom)
2 g/ NaHCQ

300 mg/l Glutamin
10 % FCS-Gold (Fa. PAA)

P3X63AG8.653 Kultivierungsmedium:

RPMI1640+20 mMHepes (Fa. Biochrom)
10 % FCS-Gold (Fa. PAA)
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Hybridoma Kultivierungsmedien

NM21 (Normalmedium 1):

RPMI1640+20 mM Hepes (Fa. Biochrom)
10 % FCS-Gold (Fa. PAA)

19/l Glutamin

5 % Bri Clone (Fa. Archport, Irland)

NM2 (Normalmedium 2):

enthalt durch das Immunglobulin reduzierte FCSnagah max. 0,22 pg Rinder-IgG/ml
RPMI1640+20 mM Hepes(Fa. Biochrom)

5 % FCS-IgG stripped (Fa. PAA)

1g/l Glutamin

5 % Bri Clone (Fa. Archport, Irland)

10 uM R3(2)-Mercaptoethanol

NM3 (Normalmedium 3):

RPMI1640+20 mM Hepes(Fa. Biochrom)
10 % FCS-Gold (Fa. PAA)

1g/l Glutamin

5 % Bri Clone (Fa. Archport, Irland)

5 ml Optimab A (Fa. Invitrogen)

5 ml Optimab B (Fa. Invitrogen)

10 uM 3(2)-Mercaptoethanol

Hybridoma-SFM (Fa. Invitrogen):

chemisch definiertes Medium (enthalt 20 pg/ml Imsuhd Transferrin)
0,8 g/ Glutamin

2 g/ Glucose

10 uM R3(2)-Mercaptoethanol (Fa. Invitrogen)

HAT-Medium (Fa. Biochrom)
NM1 + 1 x HAT

HT-Medium (Fa. Biochrom)
NM1+ 1 x HT
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Bakterienstamme, Kultivierungsbedingungen und Plasride

Bakterien

E. coli DH5a: F'/endAl, hsdR17(rK-, mK+), supE44, thil, recAyrA,(Nalr), relA
(Ausubel, Brentet al,1995) Fa. Novagen

E. coliBL21Star(DE3): F-, dcm, ompT, hsdS(rB-,mB-), g&lEQ) (Studieret al.,1986;
Grodbergget al,1988) Fa. Novagen

E. coli TOP10 (DH10B): F- mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)p80lacZAM15 AlacX74
deoR recAl endAl and 39A(ara, leu)7697 galU galK- rpsL(StrR) nupG
Fa. Invitrogen

E. coliJM83: F-A (lac-proAB)e80lacZAM15 ara rpsL

Fa.
Medien:
LB, pH 7.0: Bacto-Trypton 1%
Bacto-Yeastextrakt 0.5%
NaCl 1%
LB+Ampicillin: Ampicillin 1 mil/ILB
LB-Festmedium: wie LB + 2 % Top-Agar

LB-Festmedium+Ampicillin: wie LB-Festmedium + Amglm

Antibiotika-Stammlésungen:

Fur die Herstellung von Selektivmedien wurden falige Antibiotika-Stammlésungen
verwendet und bei -20 °C gelagert, wassrige Losungeden sterilfiltriert (0,3um).

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in HO 1:1000 zum Medium
Chloramphenicol (Cam) 30 mg/mlin 70 % Ethanol 1:1206h Medium
Tetracyclin (Tet) 10 mg/ml in 100% DMF 1:1000 zum Med

Kompetente Zellen :

TFB1-Puffer pH 5.8: Kaliumacetat 30 mM
CaCl2 10 mM
MnCl, 50 mM
RbCI 100 mM
Glycerin 15 %

TFB2-Puffer pH 6.5: MOPS 10 mM
CaCl, 75 mM
RbCI 10 mM
Glycerin 15%
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Plasmide

Plasmidname Genotyp/Eigenschaften/ | Referenz
Verwendung

Champion AmpR, MCS, lacad, 6xHis, TEV, | Invitrogen, Karlsruhe #151-01

pET151/D-TOPO Expressionsvektor Dubendorff,Studier,1991

Studieret al, 1990

pCR2.1-TOPO AmpR, KanR, MCS, lacd, Invitrogen, Karlsruhe
Klonierungsvektor Shumann, 1991, 1994

pASK85-D1.3 AmpR, 6xHis, OmpA bzw. PhoA|, Skerra & Pliickthun, 1988
Expressionsvektor fir Fab-Frag-
mente

Oligodesoxynukleotide
Wurden allesamt von der Fa. Eurofins MWG Operorerglberg bezogen:

5'-NM_002160(4131-4151) CCA GAT ATG GGA AAC CTC AGR1 bp)
3'-NM_002160(4622-4773) CAC CCC ATA GAT GGA GAC T2Xbp)
5'-NM_002160(4752-4773) ATC TTC GAG ACC TTT ACC ATT (22 bp)
3'-NM_002160(5350-5329) GGC TCA GAC TGC TTT TTG GTA22 bp)
5'-hR-ActinX00351(235-255) TGG GAC GAC ATG GAG AAATE (21 bp)
3'-hR-ActinX00351(779-798) GAA GGA AGG CTG GAA GAGGI(20 bp)
5-TOPO-A3 CAC CCC AGA TAT GGG AAA CCT CAC A (25 bp)
3-TOPO-A3-TAG: TAC/ACC CCA TAG ATG GAG ACT C (22 Bp

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG (20 bp)

T7 term CTA GTT ATT GCT CAG CGG T (19 bp)

5'-VH1 SAR GTN MAG CTG SAG SAG TC (20 bp)

5'-VH2 SAR GTN MAG CTG SAG SAG TCW GG (23 bp)
3-VCH1-IgG3 AGG GAC CAA GGG ATA GAC AGA TGG (24 bp)
3-CL GGA TAC AGT TGG TGC AGC ATC (21 bp)

5-VL GAY ATT GTG MTS ACM CAR WCT MCA (24 bp)
LC-FR1-FW GAT GTz GTz ATG ACz CAR ACz CC (z = INQJ3 bp)
HC-FR1-FW GAR GTz MAG CTz GAz CAG TCz GG (z = INO®3 bp)

HC-FR1-FW-1 GAG GTG CAG CTG GAG GAG T (19 bp)
HC-FR1-FW-2 GAG GTG MAG CTG GzG GAz T (z = INO) (b@)
HC-FR4-RW ACz GAT GGG GCT GTz GTT TGG(z = INO) (2f)b
GSP1(X00915:H86-L93) CAA CTC AGT CTT GCT GGC TGG Z2(bp)
GSP2(X00915:W41-S48) TGG ACA GGG CTC CAT AGT TCC {19
HC-FR1allige-FW GAZ GTZ CAZ TTZ GTZ GAZ TGZ GG (z = INO) (23 bp)
GSP_LC _3(P2-P9) GGT GGG AAG ATG GAT ACA GTT GG (28)b
GSP_LC _2(V21-28) GAA GTT GTT CAA GAA GCA CAC G (2Dp
GSP_LC_1(V39-45) CTG CCA TCA ATC TTC CAC TTG AC (BB)
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Materialien

LC-B4-Sacl-FW
LC-B4-Xhol-RW
HC_B4-2_Pstl

HC_B4-2_BstEll

Chemikalien
5-Brom-4-chloro-3-in ~ X-gal
Adv. 2 PCR Kit

Agarose

Alkalische phosph. Substrat Kit
Ammoniumacetat
Ammoniumsulfat
Ampicillinsodiumsalt
Anhydrotetracyclinhydrochlorid
Antibiotik-Antimycotic
Anti-Mouse-IgG alkal. Phosphatase
B-Mercaptoethanol, Zellkultur
B-Mercaptoethanol

Betainemonohydrat

Biocidal ZF

Borsaure

BriClone

Brilliant Blue R250

BSA

Butan/Propan-Gasgemisch
CaCb-Sol

CD-Hybridoma

CellLytic MT 2x

Chelating Sepharose Fast Flow
Chloramphenicol

Ciprofloxacin

ClonaCell
Clonacell-Hybridoma/Medium A
Coomassie Brilliantblau R-250
Criterion Precast Gel 4-20%
Dako-Kit (LSAB-Kit-System-HRP)
Deoxyribonukleasel Rnase-free100U
DEPC

14¢

GAT GTC GAG CTC ACC CAG TCT C (22 bp)
TTT CAG CTC CAG CTT GGT CCC AG (23 bp)
ATC CAG CTG CAG CAG TCT GGA C (22 bp)
AGA GAC GGT GAC CAG AGT CCC T (22 bp)

Merck, Darmstadt
Clontech, Frankreich
Sigma-Aldrich, Minchen
Bio Rad, Minchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Acros Organics, Nidale
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Sigma-aldrich fhiacthen

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fluka, Sigma-aldrich, Taufkirchen
Wak-Chemie, Steinbach Ts
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Archport, Dublin, Irland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
VWR, Ismaning
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GE Healthcare, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
CellSystems, St. Katharinen
StemCell Technologi8$, Katharinen
Biomol Feinchemikajielamburg
Bio Rad, Munchen
Dako, Hamburg
Fermentas, St-Rai
Sigma-Aldrich, Taufkirchen



Materialien

Dimethyl Pinelimidate DiHCI
Dimethylsulfoxid

DMSO

DNA ladder 100 bp
DNA ladder 1 kb

DNA Loading buffer, 10x
Essigsaure 100%
Ethanol 100%

Ethanol, vergallt 70%
Ethidiumbromid

EDTA

Extractor for Eth.Br.Dec.
FBS IgG-stripped

FBS Gold

Formaldehyd 37%
Freund's Adjuvant, C.
Freund's Adjuvant, I.
Fungizone Antimycotic
Gentamycin
GigaseptAF

Glutaraldehyde50%

Glycerol

Glycin

Glycine for elektroph.

GAM HRP konj. mAk

GAM alk. Phosphatase konj. mAk
Guanidin-HCI

HAT Supplement 50x

HCI 1M

HEPES

Hi Trap Desalting 5 ml

Hi Trap Protein A Saule 1ml

His Trap FF crude Saule 1ml
Histoacryl

HRP Substrate

HT Supplemen 100x
Hybridoma-SFM

lllustra plsmidPrep Mini Spin Kit
Imidazol

Immun-Blot AP Assay Kit

Sigma-Aldrich, Taufkiren
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

NEB, Frankfurt am Main

NEB, Frankfurt am Main

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Apotheke LMU

Apotheke LMU
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PAA, Pasching Osterreich
PAA, Pasching Osterreich

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

Schilke&Mayer

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
ROTH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio Rad, Minchen

Sigma-Aldrich, Tautkien
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen
Braun, B/Braun Onlineshop

Bio Rad, Miinchen

GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Milren
Merck, Darmstadt

Bio Rad, Miinchen
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Materialien

Immun-Star GAM-HRP
Insulin-Transferrin-Sodiumselenite
Interleukin 6

IPTG-Solution 100 mM
Isopropanol

Kaliumchlorid
Chloramphenikol 5 mg/ml
Ketamin Inresa

Laemmli Sample Buffer
L-Glutamin 200 mM

Loading Dye Solution 6x
Lumi-Light Plus

Luria Agar

Luria Agar

Luria Broth

Lysozym
Mangan(ll)Chlorid-Lésung, 1M
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

MgCl,-Lésung, 1M
MgSQ-Ldsung, 1M
Milchpulver Blotting Grade
MOPS

Natriumchlorid

NaOH Pellets

Native Sample Buffer

NiCl,

Ni-NTA Spin Kit
N,N-Dimethylformamide
Nitrocellulose/Filter P. 0,2 um
Optimab A und B 100x
Paraffin

Paraformaldehyd

PBS 10x, steril, ohne Ca/Mg
PD-10 Col. Sephadex G-25 M
PEG

Penicillin/Streptomycin

Pierce Rapid Antibody Isotyping plus
lambda mouse Kit

14¢

Bio Rad, Minchen
Sigma-Aldrichutldrchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
ROTH, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Apotheke LMU
Bio Rad, Muinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Pensberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkiren
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio Rad, Muinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Quiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio Rad, Munchen
Invitrogen, Karlsruhe
Monoject Scientific Inc., Irland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
GE Healthcare, Miinchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
Thermo Sciencific, Bonn



Materialien

pH-Indikatorstabchen
Polyethylenglycol 8000

Ponceau S-L6sung
Potassiumacetat
Potassiumchlorid

Precision Plus Marker

Precision Plus Prot. Unstained
Precis. Plus Prot. Kaleidos. Stand.
Precis. Prot. Strep-Tactin AP-Konj.
ProtoScript First Strand cDNA Kit
Sequenzierung, Premiumrun 750 bp
Sequenzierung, Longrun 950 bp
Prestained SDS-PAGE Standard
Protease Inh. Cocktail

Protein A Antibody Purification Kit
ProtoScript First strand cDNA
PVDF Membran

Onestep RT-PCR Kit

Qiaquick PCR Purification Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit
5'-RACE System for Rapid Ampl. of
cDNA Ends

Restriktionsnuklease BstEIl 10 000U/ml
Restriktionsnuklease Pstl20 000U/mi
Restriktionsnuklease Sacl-HF20 000U/ml
Restriktionsnuklease Xhol20 000U/ml

Ribonuclease A
Rnasy away
Rompun (2% Xylazinhydrochlorid)

RPMI 1640
RPMI1640 mit HEPES
Rubidiumchlorid
Salzsaure, konz.
SC-DNA Ladder
SDS-Lsg 10%
Silbernitrat AQNQ
Sodium acetate
Sodium carbonate
Sodium chloride

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio Rad, Miinchen
Bio Rad, Muinchen
Bio Rad, Munchen
Bio Rad, Muinchen
NEB, Frankfurt avtain
Sequiserve, \Vatenst
Sequiserve, Vatezatett
Bio Rad, Miunchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich,abifkirchen
NEB, Frankfurt am Main
Roche, Pensberg
Qiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe

NEB, Frankfam Main
NEB, Frankfuntlain
NEB, Frartkéum Main
NEB, Frankfurt Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Provet AG (Cliniphady, Lyssach
Schweiz
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Stratogene
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

14¢



Materialien

Sodium phosphate Dibasict
Sodium Phosphate Monobasic

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkinche

Sodium sulfite
Sodiumdodecylsulfat SDS

Sodiumhypophosphitemonohydrate

Succrose

Tissue-Tek® O.C.T.Compound

T4 DNA Ligase 100U

T4 DNA Ligase 200U
TEV Protease 1000U
Trichloressigsaure TCA
Triethanolamine
Tris/Glycine 10 x
Tris/Glycine/SDS, 10x
Tris-Boreate-EDTA buffer
Tris-Buffered Saline, 10x
TritonX-100
Trizma-Base
Trizma-hydrochloride
TRIZOL

Trypan-Blue Solution
Trypsin-EDTA
Tryptone-Peptone
Tween 20

UHU Sekundenkleber
Urea

Vecta Mount, Eindeckmedium

Venor GeM Myco-Diagnostik
Wasser, ddEO, steril
Wasserstoffperoxid 30%
Zinc sulfate solution 2M
Zitronensauremonohydrat
Xylol

Radionuklid [*l]lod

LOosungen

Molekularbiologische Methoden:

EB-Puffer:
TE-Puffer:

Tris-HCI,

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taafien
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sakura Finotek, Niededan
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio Rad, Miinchen
Bio Rad, Muinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad, Minchen
ROTH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biurobedarf
Bio Rad, Minchen
Vector Laboratories, feough
Biochrom AG, Berlin
Fresenius Kabi

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
GE Healthcare, Minchen

pH 8,5 10 mM

Tris-HCI, pH 8,5 10 mM



Materialien

10xTBE-Laufpuffer:

Na-EDTA, pH 7,5
Tris-Base
Borsaure
Na,-EDTA, pH 8,0

10x Probenpuffer (loading buffer): Glycerin

DEPC-HO:
Ethidium Bromid:

Proteinbiochemische Methoden:

SDS-Page:
6x Lammli-Auftragspuffer:

10x SDS-Laufpuffer (Lammli):

10 x Boreate-Laufpuffer:

Coomassie-Farbung:

Coomassie-LAsung:

Coomassie-Entfarber:

Silberfarbung eines SDS-Gels:
Fixierlésung 1:

Fixierlésung 2:

Na-EDTA
Bromphenolblau
Xylencyanol
DEPC

Ethidium Bromid

Tris-HCI pH 6,8
Glycerol
Bromphenolblau
SDS

TRIS-HCI,pH 8,3
SDS
Glycin

Tris-Base pH 8,3
Borsaure
SDS

Coomassie Brillant Blue
Coomassie-Entfarber
Methanol
Essigsaure

Ethanol
Essigsaure

NaAcetat
Essigsaure
EtOH
Glutaraldehyd
NaSO;

14¢

1mM

89 mM
89 mM

2 mM

50 %

1mM

4 mg/l

4 mgll
0,1%

10 mg/mi

62,5 mM
25 %

0,01 %
2%

25 mM
0,1 %
192 mM

100 mM

100 mM
0,1%

0,2%
99,8 %
45 %

10 %

30 %
10 %
04 M
0.5%
30 %
2%
15 mM



Materialien

Farbeldosung:
Entwickler-Lésung:
Stopldsung:
Western Blot:

10 x Transferpuffer:

1 x Transferpuffer:

1 x Boreate-Blotting Buffer:

10 x TBS (Wasch-Puffer):

1x TBST:

Blockierlosung:

Inkubationslésung:

Stripping-Puffer:

Ponceau-LOsung:

ELISA:

1 x PBS, pH 7,2 oder pH 9,0:

1 x PBS-T, pH 7,2:

AgNO
Formaldehyd

NzCO,
Formaldehyd

NaEDTA pH 8.0

Glycin
Tris-HCI, pH 8.3
SDS
10xTransferpuffer
Wasser
Methanol

10 x Boreate-Laufpuffer

Methanol
ddH,0
Tris-HCI, pH 7,4

NacCl

Tris-HCI, pH 7,4
NacCl
Tween 20

fettfreies Milchpulver
1xTBS

fettfreies Milchpulver
1xTBS
Tris-HCI, pH 6,7
SDS
B-Mercaptoethanol
Ponceau S
Essigsaure

NaCl
KCI
Na,HPO,
KH,PO,

NacCl

14¢

1%
0,03 %

50 mM
0,03 %
50 mM

192 mM
25 mM
0,1 %

100 ml

700 ml
200 ml
10 %

20 %
70 %

20 mM
500 mM

20 mM
500 mM
0,1 %

5%

95 %

5%
95 %
62,5 mM
2%
100 mM
0,1 %
5%

137 mM
2,7 mM
16 mM

4 mM
137 mM



Materialien

Antigen-LAsung (10 pg/ml):
Blockierlosung:
Inkubationslésung Antikorper:

Substratlésung:

Blockier-Losung
1 M Tris-HCI, pH 8.0:
0.5 M Na-EDTA, pH 8.0:

Expression inE. coli:
Induktor-Stammloésung 1:

Induktor-Stammlésung 2:
Puffer B, pH 8.0:

Puffer C, pH 6.3:
Puffer D pH 5.9:
Puffer E pH 4.5:
Periplasma Aufschlu3puffer:

IMAC-Puffer:

Elutionspuffer:

KCI
Na,HPO,
KH,PO,
Tween 20
Antigen
1 x PBS
BSA
1 x PBS
BSA
1x PBS
pNPP
5 x Diethanolamine Buffer
ddHO
BSA
Tris-HCI
Ng-EDTAx2H,0

IPTG in,B:

Anhydrotetracyclin in DMF:

Urea
NaH,PO,
Tris-HCI

wie Puffer B

wie Puffer B

wie Puffer B

Saccharose
Tris/HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0
NaR pH 7,5
Betain
pH 7,5

NaPpH 7,5
Betain
Imidazol

15C

2,7 mM
16 mM
4 mM
0,1 %
1%
99 %
5%
95 %
0,5%
95%
10 mg
2 mi
8 ml
5%
121,12 g/l
186.29/I

100 mM

nig/ml
8M

0.1M
0.01M

500 mM
100 mM
1mM
50 mM
05M

50 mM
0.5 M
0 —-300 mM



Materialien

Affinitdsgereinigte mAk gewinnen:

Binding/Wasch-Puffer,pH 7.0: NaP

NacCl
Elutionspuffer pH 3,0: Glycin/HCI
Gerate
AKTA-FPLC

UV-Detektor UPC-900
Sampler Frac900
Lichtmikroskop Axiovert 200M
CCD-Kamera Axiocam Mrc5
Brutschrank CB150
Cycler advanced primus 25
Elektrophorese-Kammer/horizontal
PerfectBlue Gelsystem Mini M
PerfectBlue Gelsystem Mini L
Elektrophorese-Kammer CriterionCell
Thermodrucker UP-897MD
HPLC 1100 (mit UV Dezektor)
Lichtmikroskop Typ 9901
Multiscan EX, ELISA-Reader
Orbital-Shaker, 7-0030
Petriturn-E Petrischalen Drehtisch
Pipettboy, inkl. Ladestation
Semi-Dry Transfer Cell
Steril-Autoklav Systek DX-23
Sterilwerkbank, Herasafe
Photometer, Ultrospec1100pro
Wasserbad, Typ 3042
Zentrifuge, 5810R
Rotor, FA-45-30-11
Rotor, A-4-62
Rotor, F-34-638
Zentrifuge Sorvall RC 5B und RC 5C Plus
Rotor, SS-34
Rotor SLA-1500
Tischzentrifuge, FVL-2400
Schuttelinkubator, E2-20
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20 mM
05M
0,1M

GE Healthcare, Freiburg

Carl Zeiss AG, Jena

Carl Zeiss AG, Jena

Binder, Tuttlingen
pegLab, Erlangen
peglLab, Erlangen

BioRad
Sony, Berlin
Agilent, Waldbronn
Zeiss, Gottigen
Thermo Electron Corp. Karhe
neolLab, Heidelberg
Schitt, Géttingen
VWR, Ismaning
Biorad, Minchen
Systec, Wettenberg
Kendro, Worms
GE Healthcare, Freiburg
Kottermann, Uetze/H&anigsen
Eppendorf, Hamburg

Kendro,Werm

peglLab, Erlangen
pegLab, Erlangen



Materialien

Ph-Meter, WTW 730
Ph-Elektrode, Inlab Micro
Heizruhrer, RTC basic
Thermomixer comfort,
Waage, CP 2245
Gelimager, Geneflash
UV Transilluminator, GelVU
Gamma counter, Cobra Quantum
Kryostat, CM-1510-1
DC-Scanner, MiniGITA
Peristaltische Pumpen,P1
Microwellenofen, Micromaxx MM 6460
Power Supply Power Pac 300
Power Supply, EV 265
Bandelin Sonoplus UW2070
Schallschutz, LS6
Gewebehomogenisator, Ultra-turrax T8
Bunsenbrenner, 470
Pipettboy, inkl.Ladestation
Eppendorf Pipette
variabel 0,1-2,5 pl, 2-20 pl,
20-300 pl, 200-1000 pl

Verbrauchswaren

Acrodisc 0,2 uM steril

BD Falcon Réhrchen 15, 50 ml

Biomax MR Filme Kodak, 18x24cm

Bioreaktor MiniPerm

Cell Stainer, 100um

Centricon YM-3, -5, -30, 3 000 — 30 000 MWCO
Combi-Max mit Deckel autoklavierbar

Combi-Rack mit Deckel autoklavierbar

Coverslips
Cryo 1°C Freezing Container

Cryo-Aufbewahrungsbox
Cryo-Stifte

152

Inolab, Goldbach
Mettler Toledo, Giessen
IKA, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Géttingen
Syngene, Cambridge

Packard, Camberra
Leica, Nussloch
Raytest, Straubenhardt
GE Healthcare, Freiburg
Cybercom, Stockino
BioRad, Miinchen
peglLab, Erlangen
Bandelin, Berlin

IKA, Staufen
Roth, Karlsruhe
VWR, Ismaning
VWR, Ismaning

VWR, Ismaning
Falcon, Gréfelfing
VWR, Ismaning

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Falcon, Gréafelfing
Milligo Schwalbach
VWR, Ismaning

VWR, Ismaning
Nunc, Wiesbaden

Nalgene, VWR, Ismaning

Roth, Karlsruhe
VWR, Ismaning



Materialien

Dampfsterilisationsbad Roth, Karlsruhe
Deckglaschen, 20x20mm Roth, Karlsruhe
Drigalski-Spatel Roth, Karlsruhe
Druckfilter Acro Cap 0.1 0. 0,2 uM steril VWR, Ismag
Enghalsflasche, 250ml VWR, Ismaning
Entsorgungsbeutel, 200x300 VWR, Ismaning
Entsorgungsbeutel, 30pum Roth, Karlsruhe
epT.l.P.S Reloads, steril,versch. Grofl3en eppendarfijburg
epT.l.P.S PCRcleangrsch. Grozen eppendorf, Hamburg
Extra Thick Blot Paper, 8x13cm Bio Rad, Miinchen
Gasdurchlassiger Verschlussfilm, steril Roth, Kather
Gaskartusche, Typ CVv470 Roth, Karlsruhe
Handsttickzahler, Zellkultur Zefa, Harthausen
Hirschmann Hamatokritrohrchen, VWR, Ismaning
heparinisiert, 2l
Lab-Mate PD-10 Buffer Reservoir GE Healthcare, Mierch
Laborflasche Duran, 250, 500 ml, 1 | VWR, Ismaning
Laptop Kuhler, -15°C/1h VWR, Ismaning
Magnetrihrstab-Set, 12-teilig VWR, Ismaning
Mikro-Schraubréhre, 2ml, Cryo-Réhrchen Sarstedt, Niguht
MultiCast Giel3schiene Mini L peglLab, Erlangen
Multidishes, steril, 6-well, 24-well, 96-well Nun/iesbaden
Nitrocellulose Membran/Filter P. Sandwich, 0,2um Biad, Minchen
Nunclon Flask Filter Caps, 25, 80, 175°cm Nunc, Wiesbaden
Objekttrager, silanisiert Dako, Hamburg
Objekttragerkasten, 100 Objekttrager Roth, Karlsruhe
Parafilm Riedel de Haen, Seelze
Pasteurpipetten Apotheke, LMU
PCR Tubes Flat Cap, PCRclean, 0,2ml peglLab, Erlangen
Petrischale mit Deckel, D:10cm, H:2cm Apotheke, LMU
Pipettierhelfer macro VWR, Ismaning
Pipette serologisch, 1, 10, 25 ml VWR, Ismaning
Pipettenstation VWR, Ismaning
pH-Indikator Stabchen, nicht blutend Zefa, Harthause
Reagenzbehalter 1,5 ml, Safe-Lock/PCRclean epperdarnhburg
Reagenz-Behalter PVC, fir Mehrkanalpipetten VWR asing
Rohre-Zweistufen-Bellftung, 13ml, 100x16mm SarstBidimbrecht
Rotilab Gewichts-u.Stab.ringe Roth, Karlsruhe
Rotilab-Instrumententabletts Roth, Karlsruhe
Rotilab-Mikrohomogenisatoren Roth, Karlsruhe

15¢



Materialien

Skalpell steril

Stander fur Vernichtungsbeutel, H.250mm

VWR, Ismaning

Sterilkompressen, einzeln verpackt, 5 x 5 cm

Stripetten, Filter/steril/verwsch. Gr.
UV-Kivette, mikro 15 mm, 70-850ul
Animal Enrichment, alpha-twist 8 Ib.

Animal Enrichment, Shepard Shacks Regular

Computerprogramme und Datenbank

Roth, KaHsr
NOBAbB#admittel, Wengern
Costar, Long&ngland
Brand, Wertheim
Pharmaservajkmgham, USA
Pharmagagamingham, USA

ie-

es,
ta-
-
2S

Database & Software URL Description
Nukleotid- und Proteine-Se
GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov | quenz-Datenbanken aller be-
kannter Proteine
Protein-Sequenz-Datenbank
(EMBL) verlinkt mit zahlreichen
SWISS-PROT www.expasy.ch/sprot weiteren Datenbanken und S
guenzbearbeitenden Software
EMBL Nucleotide Sequence | www.ebi.ac.uk/em- Nukleotid- und  Proteine-Se
Datab bl.html guenz-Datenbanken aller be-
atabase .ntm kannter Proteine
HOP http:/Awww.ihop- net.org/ Bietet zahlreiche -Software zur
Analyse von Proteinsequenzen
Http://servuces.uniprot.org/c .
Clustal\W?2 ustalw/clustalw2-20100701- Elzz\tlzlg-rir?;n;rgteer%gicsheVSZnEE
1001543589 a
VBASE2 www.vbase2.org an integrative V gene database.
Datenbank die nur bekannte Ig-
Geninformationen enthdlt m
http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/i Software zum Verglglch der e
IgBLAST blast/intro. html genen Sequenzen mit denen d
g ' ser Datenbank; Greift at
Kabat-, IMGT-, VBASE2- Da-
tenank zuriick
Kabat Database z(t)trp:]///vwwv kabatdatabase - Datenbank bekannter 1g-Gene
consists of sequence databas
genome database, structure da
IMGT http://imgt.cines.fr/ base of germline immunoglobt
lins, and monoclonal antibodie
database
Gene Tools Gel analysis software Syngene, Cambridge, UK
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7 Abkirzungen

Aminosauren
A: Alanin

D: Aspartat
Y: Tyrosin
H: Histidin
K: Lysin

AB
Abb.
Acc.nr.
Ag
amp
AP

As
ATCC
ATP
BCIP
bp

Bq
bzw.
BSA
cam
cDNA
cm

dATP
Da
dCTP
ddH.,O
DEPC
dGTP
d. h.
DMEM

M: Methionin C: Cystein N: Asparagin
P: Prolin E:Glutamat Q: Glutamin

R: Arginin G: Glycin S: Serin

T: Threonin I: Isoleucin V: Valin

W: Tryptophan L: Leucin F: Phenylalanin
Adenin

Antibiotikum

Abbildung

Accession number

Antigen

Ampicillin, a-D-Aminobenzylpenicillin
Alkalische Phosphatase
Aminosaure(n)

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat
5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat
Basenpaare

Bequerel

beziehungsweise

Bovines Serum-Albumin
Chloramphenicol

copy DNA

Zentimeter

Desoxy-
Desoxy-Adenosintriphosphat

Dalton

Desoxy-Cytosintriphosphat

doppelt destiliertes Wasser
Diethylaminoethan
Desoxy-Guanosintriphosphat

das heisst

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
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Abkiirzungen

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleicacid

dNTP’s Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat

ea. eachengl.jedes

ECM Extrazellulare Matrix

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal Growth Factor

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
et al. et alii: und andere

EtOH Ethanol

EtBr Ethidiumbromid, 3,8-Diamino-6-ethyl-5-phenylphertaindiumbromid
FBS fetal bovin serum

FCS fotales Kalber-Serum

FITC Fluoreszein Isothiocyanat

FN Fibronectin

F(ab)2 Fragment antigen bindung

°C SI-Einheit fir Temperatur Grad Celsius
g Gramm

G Guanin

H Stunde(n)

HCI Salzsaure

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
His Histidin

HRP horseradish peroxidase, Meerrettich Peroxidase
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinol]-ethansulfonséu
HAT Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin

HT Hypoxanthin-Thymidin

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin der Klasse G

IL Interleukin

i. p. intraperitoneal

IPTG Isopropyl-3-d-thiogalactopyranosid

A2 intravenos

Kan Kanamycin

kb kilo Basenpaare
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Abkiirzungen

kDa
Konz.
I

LB
Lsg.

H
m

M, mM
mAK
MHC
MRNA
M-MLV
NaCl
Na-EDTA
NBT

NC
NEBuffer
Niz-NTA

Kilo-Dalton

Konzentration

Liter

Luria-Bertani (ein Komplexmedium)
Ldsung

micro

Milli-(1x10-3), Meter

Minute

Molar, Millimolar — SI-Einheit fir molare Masse (ip
Monoklonaler Antikorper
Haupthistokompatibilitatskomplex
messenger ribonucleic acid
Moloney Murine Leukemia Virus
Natriumchloride

Natrium- Ethylendiamintetraacetat
Nitro Blue Tetrazolium
Nitrocellulose

New England Biolabs Puffer 1 — 4
Nickel-Nitrilotriacetat

Nukleotid-Basen

Oligo
Oligo-dT,,
oD

ORF

PBS
PAGE
PEG

PCR

pH

Primer
RNA
RNase
RPM, rpm
RPMI
RPMI1640
RT
RT-PCR

A: Adenin,G: Guanin,U: Uracil, C: Cytosin,T: Thymidin
18 - 25er Nukleotide-Sequenz

Oligo-desoxy-Thymidin (12-18 Nukleotide)

optische Dichte bei einer bestimmten Wellenlange][n
Offener Leserahmen

Phosphat-gepufferte Salzldsung
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polyethylenglykol

Polymerase-Ketten-Reaktion

negativer dekadischer Logarithmus detr-Kbnzentration
kurzes Oligonukleotid

Ribonucleicacid

Ribonuclease

Umdrehungen pro Minute

Roswell Park Memorial Insititute

am Roswell Park Memorial Insititute entwickelte NMed 1640
Raum Temperatur 24 °C

reverse Transkription gefolgt von einer PCR



Abkiirzungen

SDS

Natrium-Dodecylsulfat

SDS-PAGE Natrium-Dodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektropbse

SPF

S.C.

Sl

TAE

TBE

Taq Pol.
T

TK

TFB

TE
Tris-HCI
Tris-Base
Tween 20
UN

U

u.a.

u.U.

uv

\%

viv

w/v
Xd
z. B.
ZM

Sekunde

specific pathogen free (Tierhaltung)

sub cutan

Systéme international d'unités, Internationaleh&iensystem
Tris-Acetat/Na- EDTA-Puffer
Tris-Borséaure-EDTA-LOsung

Thermus aquaticus Polymerase
Thymin

Thymidinkinase

Transformationspuffer
Tris/HCI/EDTA-Puffer
Tris-hydroxymethylaminomethan

Tris (hydroxymethyl)-aminomethane
Polyoxylethylen(20)-sorbitanmonolaurat
Uber Nacht

Unit (Einheit der Enzyaktivitat)

unter anderem

unter Umstanden

Ultraviolett

Volt

Verhaltnis Volumen/Volumen

Gewicht

Verhaltnis Gewicht/VVolumen

x-fache Erdbeschleunigung (Zentrifugalkraft Zenigién)
zum Beispiel

Zellmembran

15¢
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