4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Erstelung einer Mammakar zinom-spezifischen cDNA-
Expressionsbank in A-Phagen

4.1.1 RNA-Isolierung aus den Mammakar zinom-Zellinien BT-474 und

8701-BC

Von jeder Zellinie wurden 4 x 10 Zellen eingesetzt. Fiir die RNA-Extraktion wurden je 4
RNeasy-Saulen verwendet (1 x 107 Zellen/Saule). Je 2 pl der RNA-Praparationen wurden auf
ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, um sicherzustellen, dal? keine Degradation vorlag. Intakte
RNA zeigt im Gel ein typisches Bandenmuster mit einer 18S rRNA- und einer 28S tRNA-
Bande.

Gesamt-RNA BT-474 Gesamt-RNA 8701-BC

28S

18S

1 2 3 4

Abbildung 4.1.1 Qualitatskontrolle der Mammakarzinom-Gesamt-RNA-Praparationen.
Die RNA-Konzentration und —Reinheit wurde durch photometrische Messung bestimmt.

Formel zur Berechnung der RNA-Konzentration:
40 X OD2go x Verdiinnungsfaktor = ug RNA/ml
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Probe Proben- OD 260 OD 280 OD 260/ pg RNA/ pgRNA/ pg RNA/
(je 1 x 10" Zellen) | volumen OoD280 ml Probe ul

1 83ul 0,181 0,112 1,62 720 59,8

2 83ul 0200 0,125 1,60 800 66,4

3+4 186ul 0,165 0,102 1,62 660 122,8

Summe 350 pl 249,0
(Probe 1-4 gepoolt)

0,71
MRNA (~2% der ~5,0 ug
Gesamt-RNA)

Tabdle4.1.1.1 Konzentration und Reinheit RNA 8701-BC.

Probe Proben- OD 260 OD 280 OD 260/ ug RNA/ ugRNA/ pg RNA/
(je1x 10’ Zellen) | volumen OoD280 ml Probe ul
1-4 (gepoolt) 375ul 0,176 0,121 1,45 704 269
0,72
MRNA (~2% der ~5,4 ug
Gesamt-RNA)

Tabdle4.1.1.2 Konzentration und Reinheit RNA BT-474.

4.1.2 cDNA-Synthese

In die cDNA-Synthese kann ein maximales Volumen von 37,5 pul RNA eingesetzt werden.
Daher wurde die Gesamt-RNA durch eine Ethanolféllung aufkonzentriert. Die RNA-Préapara-
tionen beider Zellinien wurden gepoolt, tiber Nacht geféllt und das Pellet in 25 ul DEPC-H,0O
resuspendiert.

Vor der Féllung betrug die Menge an mRNA ca. 10,4 ug (siehe Tabellen 4.4.1.1 + 2). Erfah-
rungsgemald betragt der Verlust bei der Féallung etwa 20%, so dal} von einer mRNA-Menge
von 8,3 ug in 25 pl ausgegangen wurde. Da fur die cONA-Synthese laut Herstellerangaben
5 ug mRNA eingesetzt werden sollen, wurden 15 pl der aufkonzentrierten RNA verwendet.
Die GroRenfraktionierung der fertig verdauten cDNA mittels Sepharose-Sédulen dient der Ent-
fernung von DNA-Molekiilen < 400 bp. Es wurden 3 Fraktionen eluiert und von jeder
Fraktion 5 pl auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.
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Abbildung 4.1.2.1 cDNA nach GroRenfraktionierung mit Sepharose-Séaulen.
5 ul cDNA/Lane.

Die Sepharosesédulen bilden ein Molekularsieb, welches von groRen Nukleinséuren zuerst
passiert wird, da sie aufgrund der grofieren Molekiilmasse die Gelpartikel schneller verdran-
gen. Daher befinden sich in der ersten eluierten Fraktion die grofiten DNA-Fragmente. Im Gel
ist deutlich eine Anreicherung der DNA-Molekuile ab 400 bp zu erkennen. Kleinere Nuklein-
sauren wurden jedoch offensichtlich nicht vollstandig entfernt. Wie zu erwarten, enthélt die
erste Fraktion die grofiten DNA-Fragmente, wéahrend im 2. und 3. Eluat Molekile > 1300 bp
fast vollig fehlen. Da in der cDNA-Bank mdglichst vollstdndige Gene exprimiert werden
sollen, wurde fir die Ligation nur DNA der 1. Fraktion verwendet. Diese wurde Phenol-
Chloroform extrahiert, geféllt und in 5 pl ddH,O resuspendiert.

Das Verhéltnis Vektor : cDNA ist fur eine erfolgreiche Klonierung von grof3er Bedeutung.
Wird zuviel oder zuwenig cDNA eingesetzt, fuhrt dies zu schlechten Ligationsergebnissen
und somit zu einer verminderten Qualitat der Expressionsbibliothek. Da cDNA aus DNA-
Molekilen unterschiedlicher GroRe besteht, zeigt sich in der Gelelektrophorese keine
distinkte Bande. Die cDNA wird der Groe nach aufgetrennt und ,,schmiert* iber die Lange
des Gels. Daher ist eine Quantifizierung mittels Gelelektrophorese und Mengenstandards
nicht moéglich. Auch eine photometrische Bestimmung der Konzentration ist aufgrund des
geringen cDNA-Volumens (5 pl) kaum durchfihrbar.

Der ,,Ethidium Bromide Plate Assay“ bietet den Vorteil, durch Einsatz von wenig Volumen
die cDNA-Menge recht genau abschatzen zu kénnen. Je 0,5 pul eines Mengenstandards (Stan-
dardreihe von 5 ng-100 ng/0,5 ul) sowie 0,5 pl cDNA wurden auf ein Agarosegel pipettiert.
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Unter UV-Licht kann durch Vergleich der Fluoreszenzintensitat der cONA-Probe mit der
Standardreihe die cDNA-Menge genau bestimmt werden.

Abbildung 4.1.2.2 Bestimmung der cDNA-Konzentration im Ethidium Bromide Plate Assay.
Probenvolumen Standardreihe und cDNA je 0,5 pl.

Die cDNA-Konzentration betrug ca. 150 ng/0,5 ul. Dies ergab eine Gesamtmenge von
1350 ng in 4,5 pl.

4.1.3 Ligation der cDNA in den A-Phagen-Vektor ZAP® I

Um das optimale Vektor : Insert Verhéltnis zu bestimmen, wurden zwei Ligationen mit unter-
schiedlichen cDNA-Mengen und gleicher Verktormenge (1g) angesetzt:

Ligation 1: 0,5 ul cDNA ~150 ng (Vektor : Insert = 6,7:1)
Ligation 2: 0,3 ul cDNA ~100 ng (Vektor : Insert = 10:1)

Aussagen uber die Qualitat der Ligation und damit auch der Expressionsbank ergeben sich
erst nach dem Verpacken der rekombinanten DNA und der Titerbestimmung samt Blau-
Weil3-Selektion.

4.1.4 Verpackungsreaktion (packaging reaction) und Titer bestimmung
der Primarbibliothek mit Blau-Weil3-Selektion

Die nach dem Verpacken enstandenen A-Phagenpartikel tragen rekombinante DNA und ex-
primieren die klonierte Mammakarzinom-spezifische cDNA als Fusionsprotein mit 3-Galac-
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tosidase. Diese Bank wird auch als Priméarbibliothek bezeichnet, welche bestimmte Quali-
tatsmerkmale erfullen sollte. Solche Merkmale betreffen die Anzahl der erhaltenen Phagen
(plaque forming units = pfu) sowie den Anteil rekombinanter (ein cDNA-Insert tragenden)
und nicht rekombinanter (,,leerer*) Phagen an der Gesamtbibliothek. Eine Primérbibliothek,
die aus 5 pg mRNA erstellt wurde, sollte mindestens 2,5 x 10° rekombinante Klone (pfu) er-
geben (Sambrook et al., 1989). Die Expressionsbank sollte nicht viel mehr als 5% nicht
rekombinante Phagen bzw. weniger als 100.000 nicht rekombinante Klone pro pg Vektor
enthalten. Der Anteil rekombinanter Klone sollte 10-100fach hoher sein als der nicht rekom-
binanter. Ein weiteres Qualitatsmerkmal ist die Gesamtzahl der Phagen. Eine Verpackungs-
reaktion sollte mehr als 50.000 pfu ergeben (Manual ZAP-cDNA® Gigapack® Il Gold
Cloning Kit, Stratagene, 1998).

Um dies zu Uberprifen, wird von den 5 pl Ligation zunédchst 1 pl verpackt und von den ent-
standenen Phagen der Titer sowie der Anteil nicht rekombinanter Phagen durch eine Blau-
WeiR-Selektion bestimmt. Werden die geforderten Kriterien erfullt, kénnen die restlichen 4 ul
der Ligation in 4 getrennten Reaktionsansatzen verpackt werden. Weist die Bank nicht die
geforderten Eigenschaften auf, so mussen weitere Ligationen mit unterschiedlichen cDNA-
Mengen durchgefihrt und verpackt werden.

Von Ligation 1 + 2 wurden je 1 pl (Pack. I) verpackt und eine Titerbestimmung mit Blau-
WeiR-Selektion durchgefuhrt. Da alle geforderten Parameter erfullt wurden, konnten auch die
restlichen 4 ul verpackt werden (Pack 11-V).

Die entstandenen Primérbibliotheken wurden als Bib. 8701-BC/BT-474 bezeichnet und
konnten wie folgt charakterisiert werden:

Geforderte Qualitatsmerkmale der Primérbibliothek:

e >50.000 pfu/packaging reaction

. < 100.000 nicht Rekomb./pg Vektor

. 10-100fach mehr Rekombinante als nicht Rekombinante (Faktor)

« > 25 x 10° Rekombinante/ug Vektor (gesamte Primarbibliothek, Summe der
packaging reactions)

. < 5% nicht Rekombinante
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Ligation 1

Pack. pfu/ml pfu/pack. | Rekomb./ | Nicht pfu/ Rekomb./ | Nicht Faktor
reaction reaction |ml Rekomb/ | pg Vektor | g Vektor | Rekomb./
mi ug Vektor

I 221.000 | 110.500 | 214.000 7.000 552.500 | 535.000 17.500 31

I 114.000 | 57.000 | 112.000 2.000 285.000 | 280.000 5.000 56

i 252.000 | 126.000 | 251.000 1.000 630.000 | 627.500 2.500 251

v 272.000 | 134.000 | 268.000 4.000 680.000 | 670.000 10.000 67

\% 217.000 | 108.500 | 214.000 3.000 542.500 | 535.000 7.500 71
Summe 2,69x10° [2,65x 10° | 42500

Nicht Rekomb. 1,6%

Faktor 62

Tabelle4.1.4.1 Parameter Primarbib. 8701-BC/BT-474 Ligation 1 (~150 ng cDNA).

Geforderte Qualitatsmerkmale sind fettgedruckt.

Ligation 2

Pack. pfu/ml pfu/pack. | Rekomb./ | Nicht pfu/ Rekomb./ | Nicht Faktor
reaction reaction |ml Rekomb/ | ug Vektor | ug Vektor | Rekomb./
ml 1g Vektor

| 196.000 | 98.000 | 192.000 4.000 490.000 | 480.000 10.000 48

I 332.000 | 166.000 | 327.000 5.000 830.000 | 817.500 12.500 65

i 354.000 | 177.000 | 347.000 7.000 885.000 | 867.500 17.500 50

v 231.000 | 115.500 | 230.000 1.000 577.500 | 575.000 2.500 230

\Y 93.000 | 46.500 | 90.000 3.000 232.500 | 225.000 7.500 30
Summe 3,0x10° | 2,97 x 10°| 50.000

Nicht Rekomb. 1,7%

Faktor 59

Tabelle4.1.4.2 Parameter Primarbib. 8701-BC/BT-474 Ligation 2 (~100 ng cDNA).

Geforderte Qualitatsmerkmale sind fettgedruckt.
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Alle Verpackungsreaktionen (auBer Lig. 2 Pack. reaction V) ergaben deutlich mehr als 50.000
pfu. Die gesamte Primarbibliothek (Ligation 1+2) enthielt 2,8 x 10° rekombinante und 46.250
nicht rekombinante Klone pro pg Vektor. Dies ergab 60,5 fach mehr Phagen mit als ohne
Insert. Der Anteil nicht rekombinanter Phagen an der Gesamt-Primarbibliothek betrug 1,62%.

4.1.5 Amplifizierung der Primarbibliothek

Um eine stabile Bibliothek zu etablieren, mussen die Klone der Primérbibliothek nochmals
vermehrt werden. Dies erfolgt in zwei getrennten, sogenannten Amplifizierungsreaktionen.
Pro Amplifizierung wurde jeweils die Hélfte der Phagen der Verpackungsreaktionen (Liga-
tion 1 + 2) ausplattiert. Von Verpackungsanséatzen mit einem Titer von 100.000 pfu oder mehr
wurde jeweils die Halfte auf einer grof3en Platte ausgestrichen, lag der Titer nur bei 50.000
pfu, wurden 25.000 Phagen auf einer kleinen Platte angezogen. Nach der Plaquebildung
wurde SM-Puffer auf den Agar gegeben (9 ml/ groRe Platte, 4 mi/kleine Platte) und die
Platten bei 4°C und leichtem Schutteln Gber Nacht inkubiert. Am néchsten Morgen wurde der
Puffer von allen Platten gesammelt, gepoolt und aufgereinigt. Die amplifizierte Bibliothek
enthalt also alle Klone der Ligationen 1 + 2. Das Endvolumen der 1. Amplifizierung betrug
nach Aufreinigung 50 ml, das der 2. Amplifizierung 60 ml. 750 pl Aliquots wurden mit 7%
(Endkonzentration) DMSO versetzt und in flissigem Stickstoff eingefroren. 1,8 ml Aliquots
wurden unter Zusatz von 0,3% (Endkonzentration) Chloroform bei 4°C gelagert.

Um die Qualitat der amplifizierten Bibliothek zu evaluieren, wurde eine Titerbestimmung mit
Blau-WeiR-Selektion durchgefihrt.

Geforderte Qualitdtsmerkmale der amplifizierten Bibliothek:
«  Titer 10°-10" pfu/ml
. 10-100fach mehr Rekombinante als nicht Rekombinante (Faktor)
e < 5% nicht Rekombinante

Ampli- | pfu/ml Rekomb./ | Nicht pfu/pg Rekomb./ Nicht Faktor
fizierung mi Rekomb./ | Vektor ug Vektor | Rekomb./
mi ug Vektor

[ 253x10° | 2,49x10° | 6x10" | 1,39x 10" | 1,37x 10" | 3,33x10° 41

Nicht Rekomb. 2,4%

T 1,69x10° | 1,67 x10° | 3,25x 10" | 9,93x 10™ | 9,79x 10 | 1,91 x 10° 51

Nicht Rekomb. 1,9%

Tabelle4.1.5 Parameter amplifizierte Bib. 8701-BC/BT-474.
Geforderte Qualitdtsmerkmale sind fettgedruckt.
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Um sicherzustellen, dal3 die InsertgrélRe der fertiggestellten Bank ausreicht, um maoglichst
vollstandige Gene zu reprasentieren, wurden von den Blau-Weil3-Selektionen 5 rekombinante
Plaques gepickt. Die pBluescript-Phagmide wurden mittels Helferphagen amplifiziert, Plas-
mid-Mini-Praparationen erstellt (Excision) und die Inserts durch einen EcoR 1/Xho I-Verdau
herausgeschnitten. Diese wurden in einem 1%igen Agarosegel analysiert und die mittlere
Insertgrofie ermittelt.

800 bp — 200 b
p—

1234

Abbildung 4.1.5 Bestimmung der mittleren InsertgroRe der Mammakarzinom-spezifischen
Expressionsbibliothek 8701-BC/BT-474.

Das Auftreten zweier Banden in Probe 2 und 3 spricht fiir das Vorliegen einer zusétzlichen
EcoR I- oder Xho I-Schnittstelle innerhalb des Inserts. Zur Bestimmung der Insertgrélie wird
daher die Lénge beider Banden addiert. Es wurden folgende InsertgréRen ermittelt:

Insert 1: 290 bp N
Insert 2: 2000 bp
+1200 bp
3200 bp

Insert 3: 550 bp > Mittlere InsertgroRe: 1164 bp

+ 430bp
980 bp
Insert 4: 510 bp

Insert 5: 840 bp Y,
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4.2 Immunisierung von Mausen mit Membranfraktionen

Die Kontrolle des Antikdrpertiters erfolgte im sogenannten Zellmembran-ELISA. Hierbei
wurde die spezifische Bindung von Serum-Antikérpern an Membranen der Zellinie 8701-BC
nachgewiesen. Bereits ab der 1. Woche kam es zu einem Anstieg des spezifischen Serum
IgG-Spiegels, der ab der 7. Woche in eine Plateauphase tberging. Auch in der héchsten Ver-
dunnungsstufe (1:100.000) zeigte sich eine positive Reaktion. Als Kontrolle wurde das Serum
einer nicht immunisierten Maus verwendet. Hier kam es zu keiner spezifischen Antikorper-
reaktion mit der Mammakarzinom-Zellinie.

1.6 T
1.4
1.2

1
0.8
0.6
04
0.2

Absorbance at 450 nm

A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Weeks aofter immunization
——1:100 —>—1:1,000 —%—1:10,000 —+—1:100,000 —A— control mouse

Abbildung 4.2 Dokumentation der membranspezifischen 1gG-Antikérperantwort mittels
Zellmembran-ELISA. Die spezifische Bindung an Mammakarzinom-Membranfraktionen
wurde durch einen lgG-Subklassen-spezifischen Sekunddrantikdrper nachgewiesen. Die
Absorption wurde im ELISA-Reader gemessen.

Fur das Screening der Mammakarzinom-spezifischen cDNA-Expressionsbank wurde Serum
der 6. Woche verwendet.

4.3 Screening der Mammakar zinom-spezifischen cDNA-
Expressionsbank mit Serum immunisierter Mause (SEREX)

4.3.1 1. Screening

In einem 1. Screening wurden 6 Filter mit je ~ 40.000 Plaques (240.000 pfu) auf das Vorlie-
gen positiver Serumreaktionen getestet. Das Mausserum wurde gegen Coliprotein abgesattigt
und in einer Verdinnung von 1:11.250 eingesetzt. Nach Ubertragung der Fusionsprotein-
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tragenden Phagenplaques auf Nitrozellulose wurden diese Uber Nacht bei Raumtemperatur
mit Mausserum inkubiert. Der Nachweis gebundener Antikdrper erfolgte mit dem APAAP-
System. Es konnte ein positiver Plaque auf Filter 6 identifiziert und mit einer blauen Pipetten-
spitze gepickt werden (Klon 6) (Abb. 4.3 A.). Um zu bestatigen, dal} tatséchlich eine Serum-
reaktion gegen ein von den Phagen gebildetes Fusionsprotein vorlag, wurde der positive
Plaque gepickt, erneut ausplattiert und mit Serum gescreent. Aufgrund der hohen Plaque-
dichte beim 1. Screening wurden mit dem positiven Klon auch weitere, nicht positive Phagen
ausgestochen und bei der Subklonierung mit ausgestrichen. Es sollten jedoch beim
2. Screening wesentlich mehr positive Plaques sichtbar werden. Fir ein 2. Screening wurde
etwa die Hélfte der Phagenzahl des 1. Screenings eingesetzt (20.000 pfu), um eine geringere
Plaquedichte zu erreichen und somit das Isolieren positiver Plaques zu erleichtern. Diese
wurden im 3. Screening in einer so geringen Dichte ausplattiert (500-750 pfu), dal3 es méglich
war, einzelne positive Klone zu isolieren und deren Insert zu sequenzieren.

4.3.2 2. Screening

Klon 6 wurde in einer Dichte von 20.000 pfu/Filter ausplattiert und erneut mit Mausserum
inkubiert. Es konnte nachgewiesen werden, dafl eine deutlich erhéhte Anzahl positiver
Plaques vorlag (Abb. 4.3 B.). Von den Platten des 2. Screens wurden 20 positive Klone aus
dem Agar ausgestochen und aufgereinigt (Klone 6/1-6/20). Aufgrund der geringeren Plaque-
dichte konnten diese Plaques mit Kkleineren, gelben Pipettenspitzen gepickt werden, so daf
neben dem positiven Klon nur 1-2 weitere mit ausgestochen wurden. Werden diese Phagen
fur ein 3. Screening ausplattiert, sollte daher jeder 2.-3. Klon positiv und infolge einer sehr
geringen Plaquedichte auch gut einzeln zu isolieren sein.

4.3.3 3. Screening

Es wurden je 750 pfu der Klone 6/8, 6/13 und 6/18 ausgestrichen, auf Nitrozellulose Ubertra-
gen und mit dem gleichen Serum inkubiert. Die positiven Signale unterschieden sich sich in
der Farbintensitat nur wenig von den Hintergrundplaques (Abb. 4.3 C.). Aus diesem Grund
wurden mehrere deutlich positive (6/8/1-7, 6/13/1-7, 6/18/1-7), sowie vergleichend ein
schwécher gefarbter Klon (6/18/8) gepickt und aufgereinigt.
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A B. C
Pl
Klon 6 ¥
/< \
1. Screening 2. Screening 3. Screening

Abbildung 4.3 A.-C. Screening der Mammakarzinom-spezifischen cDNA-Expressionsbank

8701-BC/BT-474 mit Serum einer immunisierten Maus.

A. 1.Screening: 40.000 Plaques/Filter. Der positive Klon ist durch einen Pfell gekenn-
zeichnet.

B. 2. Screening: 20.000 Plagues/Filter. Ausgestrichen wurde Klon 6 des 1. Screenings. Posi-
tive Signale sind vermehrt und deutlich zu erkennen.

C. 3. Screening: 750 Plagues/Filter. Durchgehende Pfeile kennzeichnen positive Klone, ein
Hintergrundplague ist durch einen gestrichelten Pfeill markiert.

4.4 Analyseder Insertspositiver Klone des 3. Screenings

441 Excison

Es wurden Excisionen von 6 deutlich positiven sowie vergleichend von dem schwach
positiven Klon vorgenommen:

6/8/3 + 6/8/4 positiv
6/13/6 + 6/13/7  positiv
6/18/6 + 6/18/7  positiv
6/18/8 schwach positiv

Nach Plasmidpraparation und EcoR I/Xho I-Verdau wurden die InsertgréRen in einem
1%igen Agarosegel analysiert.
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2100 bp—» 2100 bp—>

800 bp—

Abbildung 4.4.1 Analyse positiver Klone des 3. Screenings. Die Plasmidpraparationen wur-
den EcoR I/Xho I verdaut und auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.

Es ist zu erkennen, daR alle deutlich positiven Klone das gleiche, ca. 2100 bp grof3e Insert
enthalten. Der schwach positive Klon (6/18/8) zeigt eine andere Bande bei etwa 1100 bp. Die
Tatsache, daB alle 6 deutlich positiven Phagen das gleiche Insert représentieren, belegt, dal
die positiven Signale in den einzelnen Screenings auf diesen Klon zurtickgehen. Weiterhin ist
zu vermuten, dal} es sich bei der lediglich schwach positiven Reaktionen des Klons 6/18/8 im
3. Screening um unspezifische Bindungen handelt. Um die Klone genauer zu untersuchen,
wurden Sequenzierungen der Inserts durchgefihrt.

442 Sequenzierung der Insertsmit Primern T3und T7

Der T3-Primer lagert sich 64 bp 5° der EcoR I-Schnittstelle an, der T7-Primer 20 bp 3* der
Xho I-Konsensus-Sequenz. Es werden also das Insert sowie kurze Stlicke der Vektor-DNA
sequenziert. Um die Inserts genau zu charakterisieren, wurde die DNA-Sequenz mit dem
»DNA Strider“-Programm im Vektorleserahmen in Protein Obersetzt. Es wurden EMBL-
Datenbankabfragen sowohl mit der Nukleotid- als auch mit der Aminosauresequenz durchge-
fihrt, um Homologien zu bereits bekannten Genen zu ermitteln.

4.4.2.1 Sequenzierung lnserts6/8/3 + 6/8/4 (2100 bp, deutlich positiv)

Wie zu erwarten, kodieren beide 2100 bp Inserts fir eine identische Sequenz. Da in jeder
Sequenzierungsreaktion nur etwa 600 bp lesbar sind, wurden interne Primer (Mitofilin For
+ Back) erstellt, um die Sequenz in ihrer Gesamtheit zu erfassen.
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Sense-Strang
EcoR | Xho |
5" [ Vektor | Insert | vektor | 3
=
— T7
Interner For-Primer
Interner Back-Primer
T3 L1
e
5° [ Vektor | Insert | vektor | 3
EcoR | Xhol

Antisense-Strang

Abbildung 4.4.2.1.1 Schematische Darstellung der Sequenzierung von Insert 6/8/3 + 6/8/4.

Die Datenbankabfrage ergab eine 97,1%ige Nukleinsdure-lIdentitait mit humanem Mitofilin
(GenBank Accession No. L42572), einem Transmembranprotein der inneren Mitochondrien-
membran. Die Sequenz weist einen offenen Leserahmen von 1830 Nukleotiden auf, welcher
sich in Ubereinstimmung mit dem Vektor befindet. Das zugeh6rige Protein wird also im rich-
tigen Leseraster translatiert. Nach dem Stop-Codon folgen 434 nicht translatierte Basenpaare,
die ein poly (Af)-Signal (AATAAA) enthalten. Weitere DNA-Homologien bestehen zu
humanem Motorprotein (97,06%, GenBank Accession No. D21094)) und zur Sequenz eines
US-Patentes fur Malignitatsmarker der inneren Kernmatrix (96,5%, GenBank Accession No.
AR019265).

Die grofite Aminoséaureidentitat zeigte das 2100 bp-Insert ebenfalls mit humanem Mitofilin
und Motorprotein (98,5%). Die DNA-Sequenz des positiven Klons wurde in der GenBank
Datenbank hinterlegt und tragt die Accession No. AF148646.
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1261/ 421 1291/ 431

CTC TGG CIT TCA GIG GAG GCA TTA AAG TAC AGC ATG AAG ACC TCA TCT GCA GAA ACA CCT
L W L S VvV E A L K vy § M K T S S A E T P
1321/ 441 1351/ 451

ACT ATC CCG CTG GGT AGI GCA GIT GAG GCC ATC AAA GCC AAC TGTI TCT GAT AAC GAA TTT
T | P L G S A VvV E A | K A N C S D N E F
1381/ 461 1411/ 471

ACC CAA GCT TTA ACC GCA GCT ATC CCT CCA GAG TCC CTG ACC CGI GGG GIG TAC AGI GAA
T Q A L T A A | p P E S L T R G V Y S E
1441/ 481 1471/ 491

GAG ACC CTT AGA GCC CGI' TTC TAT GCT GIT CAA AAA CTG GCC CGA AGG GTA GCA ATG ATT
E T L R A R F Y A VvV Q K L A R R V A M I
1501/ 501 1531/511

GAT GAA ACC AGA AAT AGC TTG TAC CAG TAC TTC CTC TCC TAC CTA CAG TCC CTG CTC CTA
D E T R N S L Y Q Y F L S Y L Q S L L L

1561/ 521 1591/ 531

TTC CCG CCT CAG CAA CTA AAG CCG CCC CCG GAG CTT TGC CCT GAG GAT ATA AAC ACA TTT
F P P Q Q L K P P P E L cC P E D |1 N T F
1621/ 541 1651/ 551

AAA TTA CTG TCA TAT GCT TCC TAT TGC ATT GAG CAT GGI' GAT CTG GAG CTA GCA CCA AAG
K L L S ' Y A S Y C | E H G D L E L A A K
1681/ 561 1711/ 571

TTT GIC AAT CAG CTG AAG GGG GAA TCC AGA CGA GIG GCA CAG GAC TGG CTC AAG GAA GCC
F VvV N Q L K GG E S R R V A Q D W L K E A

1741/ 581 1771/ 591

CGA ATG ACC CTA GAA ACG AAA CAG ATA GTG GAA ATC CTG ACA GCG TAT GCC AGC GCC GTA
R M T L E T K Q I Vv E I L T A Y A S A V
1801/ 601 1831/ 611

GGA ATA GGA ACC ACT CAA GTG CAG CCA GAG TAA

G I 66 T T Q V Q P E *

GGTCTAGGAAGATTTTCGTAAAGT CGTATTTCATGT CAAAGGAAAT CAGCAGT GATAGAT GAAGGGT TCGCAACAAGCEGT
CTCAGAATTGTCTAGAAATGAGCAGGT TTACAAGTACTGT TCTAAATGI TAACACCTGT TGCACT TATATTCTTTCCATT
TGCTATCATGTCAGTGAACTCCAGGAGTGCTTTCTTTGCAACTTGTGTAACATTTTTCTGI TTTTTCAGGT TTTACTGAT
GAGGCTTGTGAGGCCAATCAAAATAATGT TTGTGATCTCTACTACTGT TGATTTTGANCANGGAGCAAACT GAATAAAGC
AACAAGAT GAAAACT GAAAAGNAANAAAANCAAAAAAAGCANGAGGGAGEGN

Abbildung 4.4.2.1.2 Nukleotid-und Aminosauresequenz Insert 6/8/3.
Das Stop-Codon ist mit einem Stern markiert, das poly (A‘)-Signal ist unterstrichen.

4.4.2.2 Sequenzierung lnsert 6/18/8 (1150 bp, schwach positiv)

Eine EMBL-Datenbankabfrage ergab eine 98%ige Nukleinsdureidentitdt mit dem humanen
Rheb-Gen (Ras Homologue Enriched in Brain). Dieses befindet sich jedoch nicht in Uberein-
stimmung mit dem Vektorleseraster, so dal} nicht das zugehodrige Rheb-Protein von den
Phagen exprimiert wird. Wird die Insertsequenz im Vektorleserahmen in Protein Ubersetzt,
wird bereits nach 72 Aminoséauren ein Stop-Codon erreicht. Eine weitergehende Analyse der
Insertsequenz von Klon 6/18/8 zeigt, dal? das gesamte Rheb-Gen mit Start- und Stop-Codon
enthalten ist. Wird der Vektorleserahmen auBer Acht gelassen, so ergibt sich ein offener Lese-
rahmen von 552 Nukleotiden mit 160 bp vor dem Startcodon, die nicht translatiert werden.
Dem Stop-Codon folgen 398 bp, welche nicht abgelesen werden und ein poly(A')-Signal
(AATAAA) enthalten. Wird Insert 6/18/8 im korrekten Leseraster des Rheb-Gens in Protein
Ubersetzt, so ergibt sich eine 100%ige ldentitdt mit humanem Rheb-Protein. Die Sequenz des
Klons 6/18/8 erhielt die GenBank Accession No. AF 148645.
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Vekt or | eser ahmen EcoR | R G A S E L ARG S RA
6/ 18/ 8 1 cccccggget gcaggaattc ggcacgagga gcgagcgagc tagctagagg cagccgcgcec

Vektorleserahhren R R R P C S V C R S P P A RPPZP I A A
6/ 18/ 8 61 cgccgececgec cctgetcetgt atgecgetct ccceccggege ggeccgeccgec gatcgcagceca

Vektorl eserahmren A G A A A A A V DV V G P G
6/ 18/ 8 121 gcaggagccg ccgccgeccge ggttgatgtg gttgggccgg gg

Vektorl eserahren L R R P P R C R S P S P G R SRS WAT
6/18/ 8 163 ct gaggaggc cgccaagatg ccgcagtcca agtcccggaa gatcgcgatc ctgggctacc
Rheb- Leser ahnen M P Q S K S R K | A | L G Y

Vektorleserahmren G L W G N P H *
6/ 18/ 8 204 ggtct gt ggg gaaatcctca t[@lcoattc aatttgttga aggccaattt gtggactcct

15 R SV G KSss LTI Q FVE G QF V D S
Gl

6/ 18/ 8 223 acgat ccaac catagaaaac acttttacaa agttgatcac agtaaatgga caagaatatc

35 Yy bprP T I EN TFTIK LI T V NG QEY
@

6/ 18/ 8 283 atcttcaact tgtagacaca gctgggcaag atgaatattc tatctttcct cagacctact

55 HL QL VDT A GQD EY S I FP QTY
(€]

6/ 18/ 8 343 ccatagatat taatggctat attcttgtgt attctgttac atcaatcaaa agttttgaag
75 s!1 DI NGY I L VY SsSVT SI1 K S FE

6/ 18/ 8 403 tgattaaagt tatccatggc aaattattgg atatggtggg gaaagtacaa atacctatta
95 v I KV I HG KL L D MV G KV Q I P I

6/ 18/ 8 463 tgttggttgg gaat aagaaa gacctgcata tggaaagggt gatcagttat gaagaaggga
115 MLV G NKK DL HM ERV I SY EEG

4

6/ 18/ 8 523 aagctttggc agaatcttgg aatgcagctt ttttggaatc ttctgctaaa gaaaat caga
135 K A°LA ESW NAAF L ES S A K ENZQ
(€3}

6/ 18/ 8 583 ctgctgttga tgtttttaga aggataattt tggaggcaga aaaaat ggat ggggcagctt
155 T AvDbD VFR RI I L EAE KMD GAA

6/ 18/ 8 643 cacaaggcaa gtcttcatgce tcggtgat offjjid
175 S Q G K S S C SV M x
CAAX box

ttctgct gt gaagect gaggacact gggaat at at t ct acct gaagaagcaaact gcccgtt ct cct t gaagat caact a
tgcttcttttttcttctgttaacctgaaagat accatttgggt cagagct cccctcccttcagatt at gttaact ctgag
tctgtccaaat gagttcacttccattttcaaattttaagcaatcatattttcaatttatatattgtatttcttaatatta
tgaccaagaattttatcggcattaatttttcagtgtagtttgttgtttaaaataatgtaatcatcaaaatgatgcatatt
gttacant act att aact aggct t caat at at cagt gt t t at t naaaat gt gt t aat gt at act t gt aaat aaaat agcg
gcaaacct gggaaat t nccccnagaancgaggaagnt na

Abbildung 4.4.2.2 Nukleotid-und Aminoséuresequenz Insert 6/18/8.

Start-Codons sind griin, Stop-Codons rot unterlegt. Die Aminosduresequenz im Vektorlese-
rahmen ist dunkelgriin, die Aminosauresequenz im korrekten Rheb-Gen-Leserahmen ist blau
dargestellt. GTP-Bindungsdomanen (G1-G5) sowie die CAAX-Box sind unterstrichen. Die
EcoR I-Schnittstelle sowie das Poly(A‘)-Signal sind grau hinterlegt.
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Obwohl keine Serum-Reaktion gegen das Rheb-Protein vorliegt, ist das Vorkommen dieses
Gens in einer Mammakarzinom-spezifischen cDNA-Bank von Interesse. Das Rheb-Gen re-
prasentiert ein Ras-Homolog, welches in den finf GTP-Bindungsdoménen (G1-G5) die
groRten Ahnlichkeiten mit Ras aufweist. Zudem kodiert die Rheb-Sequenz an Position 15 und
16 fir Arginin und Serin. Ras-Proteine, welche diese Aminosauren an den homologen Posi-
tionen 12 und 13 statt Glycin enthalten, sind onkogen. Die Substitution von Glycin durch
Arginin fuhrt dazu, dall Ras standig in seiner aktiven, GTP-gebunden Form vorliegt und
durch GTPasen nicht inaktiviert werden kann. Es kommt zu einer stdndigen Aktivierung des
Ras-Signaltransduktionsweges, welche wiederum die Transformation der Zelle und abwei-
chendes Wachstumsverhalten bedingt.

Das Vorkommen des Rheb-Gens in einer Mammakarzinom-spezifischen cDNA-
Expressionsbank zeigt, dal3 das Gen in den Zellen abgelesen wird und als mRNA vorliegt.
Das Gen ist also in den Zellen der Mammakarzinom-Zellinien aktiv. Da onkogen mutierte
Ras-Gene an der Entstehung von 30% aller Tumorarten beteiligt sind, ergibt sich die Frage,
ob das Ras-dhnliche Rheb-Gen in der Entwicklung von Brustkrebs eine Rolle spielt. Um dies
zu untersuchen, wurden Genexpressionanalysen von Mammakarzinom- und Brustepithel-
zellinien sowie von Tumorgewebe und normalem Brustgewebe durchgefihrt.
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4.5 Genexpressionsanalysen

45.1 Nachwesder Rheb-Genexpression in Mammakar zinom- und
nor malen Brustepithelzellen mittels qualitativer PCR und RT-PCR

Zundchst wurde evaluiert, ob das Rheb-Gen auch in einer normalen Brustepithelzellinie ex-
primiert wird, oder ob es sich um ein Mammakarzinom-spezifisches Gen handelt. Hierzu
wurde die Gesamt-RNA aus der Mammakarzinom-Zellinie 8701-BC sowie aus der
Brustepithelzellinie 184 Al isoliert und eine RT-PCR mit Rheb-spezifischen Primern durch-
geflhrt. Diese amplifizieren ein 400 bp-Fragment des Rheb-Gens.

400 bp—

-
8701-BC 184 Al

Abbildung 4.5.1.1 Nachweis der Rheb-Genexpression in RNA der Zellinien 8701-BC
(Mammakarzinom) und 184 Al (normales Brustepithel) mittels RT-PCR. Grélie der
amplifizierten Rheb-Sequenz: 400 bp.

Das Auftreten einer Doppelbande bei 400 bp weist darauf hin, daR die RNA-Préparation
genomische DNA enthielt. Die obere Bande ist etwas groRer als 400 bp und représentiert
wahrscheinlich das Rheb-Amplifikat aus genomischer DNA, welches noch Introns beinhaltet.
Da das Rheb-Gen in beiden Zellinien nachgewiesen werden konnte, handelt es sich nicht um
ein spezifisches, nur im Mammakarzinom exprimiertes Gen. Auch die Intensitat des Signals
im Gel zeigt keinen Unterschied zwischen maligner und Normalgewebezellinie.

Um zu Uberprifen, ob diese Aussagen auch fir die Rheb-Genexpression in Primartumor-
material und Normalgewebe zutreffen, wurde eine PCR mit den entsprechenden cDNAs als
Template durchgefihrt.
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Normales Brustgewebe Mammakarzinom

800 bp —
400 bp —

800 bp —

400 bp —

Rheb  [-Aktin B-Globin Rheb

Abbildung 4.5.1.2 Nachweis der Rheb-Genexpression in der cDNA enes duktalen, inva
siven Mammakarzinoms und in normalem Brustgewebe. Als Kontrolle wurde jewells ein
»housekeeping®“ Gen amplifiziert (B-Aktin, B-Globin). GroRe der amplifizierten Rheb-
Sequenz: 400 bp.

Sowohl malignes als auch Normalgewebe zeigen eine deutliche, 400 bp groRe Bande. Somit
konnte bestatigt werden, dal} die Genexpression in den untersuchten Zellinien die Verhélt-
nisse in den Originalgewebeproben wiederspiegelt.

Es ist bekannt, dal das Ras-Gen in etwa 70% der Brustkrebsfalle tGberexprimiert wird und
zudem mit invasivem Wachstum und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen korreliert
ist (Clair et al., 1987, Miyakis et al., 1998). Onkogene Punktmutationen, die im Rheb-Gen
vorhanden sind, konnten flr Ras jedoch nur in 6,5% der Mammakarzinome nachgewiesen
werden. Da vermutet wird, dal? neben Ras weitere Proteine der Ras-Familie an der Entartung
von Brustepithelzellen beteiligt sind (Clark & Der, 1995), kdnnte dies auch fir das Ras-
Homolog Rheb zutreffen. Um die Rolle des Rheb-Gens genauer zu untersuchen, sollte zu-
néchst analysiert werden, ob das Gen im Vergleich zu Normalgewebe im Mammakarzinom
einer verénderten Expression unterliegt.

Mit qualitativen PCR-Methoden IRt sich keine Aussage Uber die absolute Menge des Rheb-
Gens in den jeweiligen Geweben machen. Anhand der Bandenstérke im Gel kann allenfalls
eine grobe Mengenabschatzung vorgenommen werden. Da es sich um das Endprodukt einer
PCR-Reaktion handelt, wird die Mengenbestimmung jedoch durch limitierende Faktoren in
der Reaktion wie Primer-, dNTP- und Enzymmenge beeintrachtigt.

Fur die genaue Quantifizierung des Rheb-Gens in normalem Brustepithel sowie Tumorge-
webe wurde daher die sogenannte ,,real-time PCR Technologie* verwendet. Diese basiert auf
der Mengenbestimmung eines PCR-Produktes in der logarithmischen Phase der Reaktion
anhand des Fluoreszenzvergleiches mit einer Standardkurve.
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45.2 Quantifizierung der Rheb-Genexpression in cDNA von
Mammakar zinom- und nor malem Brustgewebe mittelsreal time
PCR und LightCycler™

45.2.1 Beschreibung des LightCycler™ Systems

Der LightCycler™ bietet im Vergleich zu herkémmlichen PCR-Maschinen einige Vorteile.
Die PCR-Reaktionen werden in einem kleinen Volumen (20ul) in Glaskapillaren durchge-
fuhrt. Aufgrund der relativ zum VVolumen grol3en Kapillaren-Oberflache kommt zu einem sehr
effektiven Warmetransfer. Dies ermdglicht eine schnelles Wechseln zwischen den einzelnen
Temperaturen eines Zyklus. Eine PCR auf dem LightCycler™ benétigt daher weniger als
30 min.

Weiterhin beinhaltet das Gerat ein Fluorimeter, welches es gestattet, das Signal einer mit
Fluoreszenz-Farbstoff markierten DNA-Probe zu messen. Durch den Vergleich der Signal-
starke unterschiedlicher PCR-Ansétze kann eine genaue Quantifizierung erfolgen. Eine solche
ist zu jeder Zeit der PCR-Reaktion mdglich und gibt die genaue Menge des amplifizierten
Produktes zu einem bestimmten Zeitpunkt an (real time PCR). Zumeist erfolgt eine Quantifi-
zierung nach jedem PCR-Zyklus, so dal} die PCR-Kinetik wéhrend eines Laufes auf dem
Bildschirm mitverfolgt werden kann. Als Fluoreszenz-Farbstoff wird SYBR® Green | ver-
wendet, welches vor Beginn der PCR zum Reaktionsansatz gegeben wird und sich in jeden
neu synthetisierten DNA-Strang einlagert. Das Fluoreszenzsignal nimmt also im Verlaufe
einer PCR immer mehr zu.

Mit einer Schmelzkurven-Analyse kann bestimmt werden, ob in der PCR die gewiinschte
Sequenz amplifiziert wurde. Jedes DNA-Fragment besitzt eine charakteristische Schmelztem-
peratur, definiert als der Temperaturwert (Tr,), bei dem 50% der DNA einzelstrangig vorlie-
gen. Dieser wird hauptsachlich vom Guanin- und Cytosin-Gehalt der DNA bestimmt. Wird
der T-Wert erreicht, kommt es zu einem Fluoreszenzabfall, bedingt durch Freisetzung des
SYBR® Greens aus dem denaturierenden Doppelstrang. Nach dem PCR-Lauf wird durch das
Geréat automatische eine Schmelzkurven-Analyse durchgefiihrt, indem bei kontinuierlich ge-
messener Fluoreszenz graduell die Temperatur erhoht wird.

45.2.2 Erstellung einer Standard-Verdinnungsreihe des Rheb-Gens

Um die genaue Menge des Amplifikates zu bestimmen, wurde zuné&chst ein externer Rheb-
Standard erstellt. Hierfur wurde mit einer herkdmmlichen PCR die gewiinschte Rheb-Gen-
sequenz aus einer beliebigen cDNA-Probe (Tumor oder Normalgewebe) amplifiziert und auf-
gereinigt. Dieses Produkt wurde 1:100 verdinnt und von der verdiinnten DNA eine Zehner-
Verdunnungsreihe (1:1 bis 1:100.000) erstellt (Standardreihe = externer Standard). Im
LightCycler™-Programm werden die Werte der Verdinnungsreihe als Standards definiert.
Das Programm errechnet aus den Mengen der PCR-Produkte der jeweiligen Verdinnung eine
Standardkurve. Diese wird fir die Berechnung der Menge des gleichen Amplifikates in
Tumor cDNA und in Normalgewebe cDNA zugrunde gelegt.
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45.2.3 Photometrische Bestimmung der cDNA-K onzentration von Mammakar zinom
und Normalgewebe

Es sollte die Expression des Rheb-Gens in sechs Tumor-cDNA-Proben mit der in einer
Normalgewebeprobe verglichen werden. Daher muften in jede PCR-Reaktion gleiche
Mengen cDNA eingesetzt werden. Von Bedeutung waren hierbei nicht die absoluten Kon-
zentrationen, sondern das Mengenverhaltnis der Tumor- zur Normalgewebe-cDNA.

Der ODogo-Wert der Normalgewebe cDNA-Probe wurde als Referenzwert festgesetzt. Diese
Zahl wurde durch die ODog-Werte der jeweiligen Tumor-cDNA geteilt (Quotient). Das
Volumen der in die PCR eingesetzten cDNAs wurde wie folgt bestimmt: Vom Referenzwert
(Normalgewebe) wurde 1 pul verwendet, von den anderen Proben der Quotientenwert in pl.
Fur die LightCycler™-PCR wurde 1 pul Normalgewebe-cDNA verwendet und mit 1 pl H,O
auf das erforderliche Volumen von 2 ul aufgefullt. Von der Tumor-cDNA wurde der jewel-
lige Quotientenwert eingesetzt und ebenfalls auf ein VVolumen von 2 1 gebracht.

Um ungenaue Mengenbestimmungen durch Schwankungen bei der photometrischen Messung
zu vermeiden, wurden von jeder cDNA-Probe Doppelwerte ermittelt und der Mittelwert fir
die Berechnungen des in die PCR einzusetzenden VVolumens herangezogen.

cDNA Normalgewebe| Ma-Cal |Ma-Ca2 [Ma-Ca3 |[Ma-Ca4
A 260 1:500 Verd. cDNA 0,039 0,030 0,050 0,022 0,023
Quotient A 260 Nor mal- 1,3 0,8 1,8 1,7
Gewebe/A 260 Tumor

pl cDNA/PCR 1,0 1,3 0,8 1,8 1,7

ul H,O/PCR 1,0 0,7 1,2 0,2 0,3

pl Gesamtvol. cDNA/PCR 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Tabelle 4.5.2.3 A Photometrische Bestimmung der cDNA-K onzentration von Normal gewebe
und Mammakarzinomen 1-4 (Verdunnung 1:500) sowie Berechnung der in die
LightCycler™-PCR einzusetzenden Volumina.

cDNA Normalgewebe |[Ma-Ca5 |Ma-Ca6
A 260 1:250 Verd. cDNA 0,1365 0,1365 0,1195
Quotient A 260 Nor mal- 1,0 1,14
Gewebe/A 260 Tumor

pl cDNA/PCR 1,0 1,0 11

pl HO/PCR 1,0 1,0 0,9

pl Gesamtvol. cDNA/PCR 2,0 2,0 2,0

Tabelle 4.5.2.3 B Photometrische Bestimmung der cDNA-K onzentration von Normalgewebe

und Mammakarzinomen 5+6 (Verdinnung 1:250) sowie Berechnung der
LightCycler™-PCR einzusetzenden Volumina.

in die
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45.2.4 Quantifizierung des Rheb-Gensin einer Nor malgewebe- und sechs
Mammakar zinom-cDNA-Proben

Fur eine Quantifizierungs-PCR wurden als Template je 2 ul der jeweiligen Verdinnung der
Rheb-Standardreihe eingesetzt sowie gleiche Mengen cDNA einer Normalgewebe- (Ma) und
sechs unterschiedlicher Mammakarzinomgewebe-Proben (Ma-Ca 1-6). Bei den sechs
Mammakarzinomen handelt es sich um duktal invasive Karzinome, die von verschiedenen
Patientinnen stammen. Es wurden die gleichen Rheb-spezifischen Primer verwendet, wie fir
die qualitativen Analysen. Eine exakte Quantifizierung sollte immer in der logarithmischen
Phase einer PCR-Reaktion erfolgen und nicht am Ende, da dann limitierende Faktoren wie
Enzym-, dNTP- und Primermenge zum Tragen kommen. Der LightCycler™ mifst die
Fluoreszenzintensitat der einzelnen Proben jeweils am Ende jedes Zyklus und speichert diese
in Form einer Sattigungskurve. Man erhélt fiir die Standardverdiinnungen sowie flr die ver-
schiedenen cDNAs jeweils eine Kurve. Diese gibt die Fluoreszenzintensitdt (= Menge des
PCR-Produktes, y-Achse) in Abhangigkeit von der Zykluszahl (x-Achse) wieder. Je grolier
die Ausgangskonzentration des Templates, also die Menge des Rheb-Gens in einer Standard-
oder cDNA-Probe, desto kleiner ist die Zykluszahl, bei der die Fluoreszenz erstmalig sichtbar
wird. Daher erscheinen zuerst die Kurven der geringsten Verdiinnungen der Standardreihe.
Die Kurven der Normalgewebe- und Ma-Ca-cDNA-Proben befinden sich im Koordinaten-
system weiter rechts in rdumlicher Ndhe zu hoheren Verdinnungen der Standardreihe. Aus
der Tatsache, ob die Kurve der Ma-Ca-cDNA bei hoheren oder niedrigeren Zykluszahlen er-
scheint, als die der Normalgewebe-cDNA, kann also geschlossen werden, ob weniger oder
mehr Kopien des Rheb-Gens in der Ausgangsprobe vorhanden sind (Abb. 4.5.2.4.1 A).

Um labortechnisch bedingte Fehler auszuschlieen, wurden die PCRs der Standardver-
dunnungen in Zweifach-, die der zu quantifizierenden Gewebe-cDNAs in Dreifachansétzen
ausgefiihrt. In den Abbildungen 4.5.2.4.1 A ist jeweils eine der drei Kurven fir Normalge-
webe (Ma) und Mammakarzinome (Ma-Ca 1-6) représentativ dargestellt, um die unterschied-
lich hohe Rheb-Genexpression in Normal- und Tumorgewebe zu verdeutlichen. Die Werte flr
Ma-Ca 1-4 und fiir Ma-Ca 5 + 6 wurden jeweils in einem LightCycler™-Lauf mit den Werten
fur normales Brustgewebe verglichen. Da die Gewebe-cDNA-PCRs im ersten Quantifizie-
rungsexperiment (Ma-Ca 1-4) Fluoreszenzwerte ergaben, die nahe der hdchsten Standardver-
dinnung (1:10.000) lagen, wurde im zweiten Lauf (Ma-Ca 5 + 6) eine weitere Standardver-
diinnung eingesetzt (1:1 bis 1:100.000).
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Rheb-Standards, Ma, Ma-Cal+ 2
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Rheb-Standards, Ma, Ma-Ca 5 + 6
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Abbildung 4.5.2.4.1 A PCR-Kurven der Rheb-Gen-Amplifikationsprodukte in Normal- und
Mammakarzinom-Gewebe.

Die genaue Quantifizierung der Rheb-Genexpression erfolgt mit dem LightCycler™-
Programm. Zundchst wird eine sogenannte ,,noise band“ gesetzt, d. h. es wird auf einer be-
stimmten Hohe durch alle Kurven eine Gerade gelegt (Abb. 4.5.2.4.1 B). Die Fluoreszenz
unterhalb dieser Gerade bleibt als Hintergrundfluoreszenz unberiicksichtigt. Zu jeder
Fluoreszenzkurve der Standards wird die Zykluszahl, bei der die Kurve die noise band
schneidet, gegen den Logarithmus der Konzentration aufgetragen. Aus diesen Punkten wird
eine Regressionsgerade fur die Standardverdinnungen erstellt, die das Verhéltnis der Zyklus-
zahl zum Logarithmus der Template-Konzentration darstellt (Abb. 4.5.2.4.1 B). Die Schnitt-
punkte der Geraden von Normal- und Tumorgewebe-cDNA mit der noise band ergeben eben-
falls eine bestimmte Zykluszahl. Die Zykluszahl kann auf der Standardkurve -einer
bestimmten Template-Konzentration zugeordnet werden. Die Fluoreszenz der cDNA-Ampli-
fikate am Ende eines bestimmten Zyklus der logarithmischen Phase wird also mit der
Fluoreszenz der Standardkurve zum gleichen Zeitpunkt verglichen. Das Programm errechnet
automatisch eine sogenannte ,virtuelle Kopienzahl* des Rheb-Gens fur die jeweiligen
Standard- und cDNA-Proben. Die Kopienzahl des Gens in Tumor- und Normalgewebe wird
somit auf eine externe Standardkurve bezogen und kann auf diese Weise verglichen werden.
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Rheb-Standards, Ma, Ma-Ca 1-4

noise band

. Standardkurve

Rheb-Standards, Ma, Ma-Ca 5 + 6

re

noise band

I Standardkurve

Abbildung 4.5.2.4.1 B Setzen der noise band und Generierung einer Regressionsgerade der
Rheb-Gen-Standardverdiinnungen.
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Die Schmelzkurvenanalysen (Abb. 4.5.2.4.1 C) bestatigen, daB in allen PCR-Reaktionen das
Rheb-Gen mit einem T,-Wert von etwas (ber 80 °C amplifiziert wurde.

Rheb-Standards, Ma, Ma-Ca 1-4
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Abbildung 4.5.2.4.1 C Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte von Standardver-
dinnungen und Gewebeproben.

Abbildungen 4.5.2.4.1 A zeigen, daR samtliche Ma-Ca-Kurven zeitlich nach der Kurve fur
Normalgewebe erscheinen, also die Fluoreszenz erst bei einer spéteren Zykluszahl sichtbar
wird. Die Ma-Ca-cDNA-Proben enthalten demnach weniger Rheb-Gen-Kopien als die
Normalgewebeproben. Dies spiegelt sich auch in den jeweiligen Kopienzahlen des Rheb-
Gens fur Normal- und Tumorgewebe wieder. Die mittleren Kopienzahlen wurden durch das
LightCycler™-Programm nach Vergleich der Gewebeproben-PCR-Produkte mit der
Standardkurve quantitativ genau ermittelt.

103



4 Ergebnisse

Probe Mittlere Standard- % Expression von Expression in Ma-Ca
Kopienzahl abweichung normalen Gewebe vermindert um:

Standard 1:1 10.030,0 376,90

Standard 1:10 1.034,0 132,00

Standard 1:00 96,5 0,19

Standard 1:1000 9,7 0,81

Standard 1:10.000 1,0 0,02

normales 2,53 0,30

Brustgewebe

Ma-Cal 1,41 0,03 55,7 44,3%
Ma-Ca 2 0,66 0,03 26,0 74,0%
Ma-Ca 3 1,90 0,05 75,2 24,8%
Ma-Ca 4 1,35 0,11 53,2 46,8%

Probe Mittlere Standard- % Expression von Expressionin Ma-Ca

Kopienzahl abweichung normalen Gewebe vermindert um:

Standard 1:1 97.160,0 1.180,00

Standard 1:10 10.130,0 178,00

Standard 1:00 1.051,0 119,80

Standard 1:1000 97,7 2,32

Standard 1:10.000 10,0 0,62

Standard 1:100.000 1,0 0,09

normales 6,12 0,63

Brustgewebe

Ma-Ca5b 1,08 0,12 17,6 82,4%
Ma-Ca6 4,07 0,98 66,5 33,5%

Tabellen 4.5.2.4.1 Rheb-Genexpression in cDNA-Proben aus normalem Brustgewebe und
sechs duktal invasiven Mammakarzinomen.
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Rheb-Genexpression in Ma-Ca 1-4 und
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Abbildung 4.5.2.4.2 Rheb-Genexpression in cDNA-Proben aus normalem Brustgewebe und
sechs duktal invasiven Mammakarzinomen.
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Die vom Programm berechnete mittlere Kopienzahl entspricht nicht der tatsachlich in der
cDNA-Probe vorliegenden Anzahl der Rheb-Gen-Kopien. Die GroRe der Werte sowohl fiir
Normal- als auch fiir Tumorgewebe ist abhangig von den gewahlten Verdiinnungen des exter-
nen Standards und dient als Mal} fir den Vergleich der Genexpression in normalem und ent-
artetem Gewebe.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dal} die Rheb-Genexpression in allen sechs Mammakarzinomen
im Vergleich zu normalem Brustgewebe vermindert ist. Eine nur leicht geringere Expression
liegt in Ma-Ca 3 + 6 vor, mit 75,2% und 66,5% bezogen auf die Expression in Normalge-
webe. In Ma-Ca 1 + 4 betragt die Rheb-Gen-Kopienzahl etwa die Hélfte der Kopienzahl von
Normalgewebe (55,7% und 53,2%). In Ma-Ca 2 + 5 ist das Gen am starksten unterexprimiert
und erreicht lediglich 26,0% und 17,6% der Kopienzahl von gesundem Brustgewebe. Dies
bedeutet eine Verminderung der Genexpression um den Faktor 3,8 bzw. 5,7.

4.6 Etablierung eines M odellsystems zur Detektion des
Zielantigens eines auf filamenttsen Phagen exprimierten

scFv in einer A-Phagen-cDNA-Expressionsbank

4.6.1 Klonierung des CD30-Antigensin A-Phagen

Das CD30-Antigen wurde aus dem Plasmid pcDNA3 mit Primern amplifiziert, die eine
EcoR |- (CD30-For) bzw. eine Not I-Schnittstelle (CD30-Back) enthielten. Die amplifizierten
CD30-Antigen-Fragmente konnten somit EcCoR I/Not | geschnitten und in den gleichermalien
verdauten A-Phagen-Vektor ZAP® |1 kloniert werden. Zudem wurden die Primer ent-
sprechend des Vektorleserahmens entworfen, so daR der Leserahmen des CD30-Antigens mit
dem des Phagen-Vektors tbereinstimmt und somit das zugehdrige Protein korrekt exprimiert
wird. Die Restriktion des Vektors erwies sich aufgrund der Gréf3e (40 kb) als recht schwierig.
Vektor und Insert wurden in 10 pl-Ansatzen mit je 5 U EcoR | und Not | verdaut. Es wurden
ein Verdau mit 1,0 pl amplifiziertem und gelextrahiertem CD30-Antigen sowie zwei Verdaus
mit 0,2 ul (200 ng) Vektor-DNA durchgefiuhrt. Die Vektor-DNA wurde vor der Gelextraktion
gepoolt. Nach Gelextraktion der Verdaus wurden die Mengen im Agarosegel durch Vergleich
mit DNA-Standards bestimmt.
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15 ngB1 ng[63 ng125 ng250 ng

ZAP® Il Y
D30 Mengenstandards

Abbildung 4.6.1.1 Mengenbestimmung CD30-Antigen und ZAP® Il nach Verdau und
Gelextraktion. Es wurde 1 pl DNA pro Verdau aufgetragen.

Sowohl das CD30-Antigen als auch der Vektor enthielten ca. 15 ng DNA/ul. Dies ergibt bei
einem Volumen von 15 pl nach der Gelextraktion je 225 ng verdaute CD30-Antigen- und
Vektor-DNA.

Der ZAP® IlI-Vektor wurde vor der Ligation dephosphoryliert, anschliefend mit Ethanol ge-
fallt und das Pellet in 1,3 pl ddH,O aufgenommen. 0,2 ul des Vektors wurden fiir eine
Mengenbestimmung auf ein Agarosegel aufgetragen. Es ergab sich eine eine Konzentration
von etwa 2 ng/ul.

15ng 31lng 63ng 125ng

—
ZAP® I YT
Mengenstandards

Abbildung 4.6.1.2 Mengenbestimmung ZAP® II-DNA nach Dephosphorylierung und
Ethanolfallung. Es wurde 0,2 ul ZAP® 1I-DNA aufgetragen.

In die Ligationsreaktion wurden 0,3 ul ZAP® 11-DNA (3 ng) und 0,8 pl CD30-Antigen-DNA
(12 ng) eingesetzt. Die rekombinante DNA wurde in A-Phagen verpackt und 1/10 der Reak-
tion (50 pl) ausplattiert. Es konnten drei rekombinante Plaques gepickt werden, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit das CD30-Antigen als Insert enthielten. Die rekombinanten Klone wurden
aufgereinigt und enthielten zwischen 10° und 107 pfu/ml. Um sicherzustellen, daB die Phagen
auch tatséchlich das CD30-Antigen im richtigen Leserahmen exprimieren, wurden die drei
Klone einer Excision unterzogen und die Inserts sequenziert.
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1200 bp —»

800 bp

Abbildung 4.6.1.3 Verdau pBluescript-Plasmid nach Excision aus 3 rekombinanten Klonen
(1-3). Grolke CD30-Antigen: 1147 bp.

Das Gel nach EcoR I/Not I-Verdau zeigt, daB die Inserts der drei Klone zwischen 1100 und
1200 bp liegen und damit die GroRe des CD30-Antigens (1147 bp) aufweisen.

Durch die Sequenzierungen wurde nachgewiesen, daB alle drei Klone das CD30-Antigen im
richtigen Leserahmen enthalten. Es konnte also davon ausgegangen werden, dal3 die rekombi-
nanten A-Phagen das CD30-Antigen korrekt exprimieren. Die CD30-Phagen wurden darauf-
hin in einer Amplifizierungsreaktion vermehrt, um stabile Klone mit einem hohen Titer zu

etablieren. Der Titer betrug ~ 1 x 10*° pfu/ml.

11  Not | 31/ 11

gtg geg gec get ATG CGC GTC CTC CTC GOC GOG CTG GGA CTG CTG TTC CTG GGG GOG CTA
R P P T MR V L L A ALGTL L F L G A L
61/ 21 91/ 31

OGA GCC TTC CCA CAG GAT CGA CCOC TTC GAG GAC ACC TGT CAT GGA AAC OCC AGC CAC TAC
R A F P QDR P F EDTTCH GNP S H Y
121/ 41 151/ 51

TAT GAC AAG GCT GTC AGG AGG TGC TGT TAC CGC TGC CCC ATG GGG CTG TTC CCG ACA CAG
Y D K AV RRT CT CJYURT CUPMGTLF P T Q
181/ 61 211/ 71

CAG TGC CCA CAG AGG CCT ACT GAC TGC AGG AAG CAG TGT GAG CCT GAC TAC TAC CTG GAT
Q C P Q R P T DT CU RIKQGCEP DY Y L D
241/ 81 271/ 91

GAG GCC GAC CGC TGT ACA GCC TGC GTG ACT TGT TCT CGA GAT GAC CTC GTG GAG AAG ACG
E A DR CTATCUV T OC S R DD L V E K T
301/ 101 331/111

OOG TGT GCA TGG AAC TCC TCC CGT GTC TGC GAA TGT CGA CCC GGC ATG TTC TGT TCC ACG
P C A WNJS SRV CETCT RUGPGMTFEF C s T
361/121 391/131

TCT GCC GTC AAC TCC TGT GOC OGC TGC TTC TTC CAT TCT GTC TGT CCG GCA GGG ATG ATT
S AV N S C AR CTFTFH SV CP A G M I
421/ 141 451/ 151

GTC AAG TTC CCA GGC ACG GOG CAG AAG AAC ACG GIC TGT GAG COG GCT TCC CCA GGG GIC
V KX F P G T A Q K N TV CE P A S P G V
481/ 161 511/ 171

AGC CCT GCC TGT GOC AGC CCA GAG AAC TGC AAG GAA CCC TCC AGT GGC ACC ATC CCC CAG
s P ACAJSUPTENT CTKTET PSS G T I P Q
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541/ 181

GCC AAG CCC ACC COG GTG TCC CCA GCA ACC

A K P T P V S P A T

601/ 201

GGC ACC CGC CTC GOC CAG GAA GCT GCT TCT

G T R L A Q E A A S

661/ 221

TCT GTG GGA AGG CCT AGT

S V G R P S G

721/ 241

TCT GGT GAT TGC AGA AAG CAG TGT GAG CCC

S G D C R K Q C E P

781/ 261

ACG GCC TGC GTG AGC TGT TCT CGA GAT GAC
D
GaC
G

TCA GAT CCA GGT
S

T A C VvV § C S R

D
841/ 281
TCC TCC CGEC ACC TGC GAA TGI CGA CCT
s § R T C E C R P
901/ 301
TGI GCC CGC TGT GIC CCC TAC CCA ATC TGr
c AR C V P Y P | C
961/ 321

ATG GCT GAG AAG GAC ACC ACC TTT GAG GCG
M A E K D T T F E A
1021/ 341

CCC ACC CCA GAG AAT GGC GAG GCG CCT GCC
p T P E N G E A P A
1081/ 361

GAC TCC CAG GCC AGT AAG ACG CTG CCC ATC
D S Q A S K T L P
1141/ 381

ACG GGG AAG gca gct gcg gaa ttc gat atc
T G K A A A EcoR |

571/ 191

TCC AGT GCC AGC ACC ATG CCT
s § A S T M P
631/ 211

AAA CTG ACG AGG GCT CCC GAC
K L T R A P D
691/ 231

CTG TCC CCA ACA CAG CCA TGC
L s P T Q P C
751/ 251

GAC TAC TAC CTG GAC GAG GCC
D Y Y L D E A

811/ 271

CTT GTG GAG AAG ACG CCA TGT
L V E K T P C

871/ 291

ATG ATC TGT GCC ACA TCA GCC
M I C A T S A

931/ 311

GCA GCA GAG ACG GTC ACC AAG
A A E T V T K

991/ 331

CCA CCC CTG GGG ACC CAG CCG
P P L G T Q P

1051/ 351

AGC ACC AGC CCC ACT CAG AGC
s T S P T Q s

1111/ 371

CCA ACC AGC GCT Ccc GIC GCT
P T S A P V A
1171/ 391

aag ctt atc gat acc gtc
Vekt or - Sequenz

3 "8 "8 "8 78

GIrA AGA GGG

R G

TCT CCC TCC

P S

CCA GAG GGG

E G

GEC CCC TGC

R

g °8 “& %8
<g Z% Ug U)§ Z(;% O

r'g O
(9]

CTC TCC TCC

S S

Abbildung 4.6.1.4 Nukleotid und Aminosduresequenz des CD30-Antigen-Inserts im A-
Phagen-Vektor ZAP® Il. Die Vektor-Sequenz ist in kleinen Buchstaben dargestellt. Die
Schnittstellen sind grau, das Start-Codon grun hinterlegt.

4.6.2 Screening eines Gemisches aus Mammakar zinom-spezifischer
cDNA-Expressionsbank und CD30-A-Phagen mit einem anti-CD30

scFv (Ki-4) auf filamentdsen

Phagen

Ziel dieser Arbeiten war es, ein funktionierendes System zu etablieren, welches es ermdglicht,
das Zielantigen eines auf filamentdsen Phagen exprimierten scFv in einer cDNA-

Expressionsbank zu detektieren.

Als Modellsystem wurde das CD30-Antigen und der anti-CD30-Antikorper Ki-4 ausgewahlt.
Die guten Bindungseigenschaften sowohl des monoklonalen Ki-4 als auch des abgeleiteten
scFvs sind bereits bekannt (Klimka et al., 1999). Das CD30-Antigen wird auf Lymphomen
(Hodgkin-Lymphom, Non-Hodgkin Lymphom, Burkitt Lymphom, follikuldres Lymphom)
exprimiert, kann aber auch bei T-Zell-Leuk&mien und auf aktivierten T- und B-Zellen nach-
gewiesen werden. Das Antigen wird bereits in klinischen Studien erfolgreich als Ziel flr eine
Immuntoxintherapie des Hodgkin-Lymphoms eingesetzt. Als irrelevante, CD30-negative A-
Phagen dienten in dem ausgewahlten Modellsystem die Mammakarzinom-spezifischen

109



4 Ergebnisse

Klone, da fir diese Tumorart keine CD30-Expression bekannt ist. Der rekombinant herge-
stellte monoklonale anti-CD30 Antikorper Ki-4 sowie das Ki-4-scFv im Phagmidvektor pC6
standen im Labor zur Verflgung.

Zundchst wurde die Mammakarzinom-spezifische A-Phagen-Bibliothek mit dem CD30-Anti-
gen-exprimierenden A-Phagen-Klon im Verhaltnis 1:1 gemischt. Demnach mifiite die Halfte
der Klone ein positives Signal ergeben. Die Phagen wurden in einer Dichte von ca. 30.000
pfu/l5 cm Agarplatte ausgestrichen und die Plaques auf Nitrozellulose tbertragen. Um zu
uberprufen, ob das CD30-Antigen nach Bindung an den Nitrozellulosefilter noch von dem
zugehorigen Antikorper erkannt wird, wurden die Blots mit dem monoklonalen Ki-4 inku-
biert. Die Bindung wurde mit einem AP-gekoppelten anti-Maus Antikorper nachgewiesen.
Wie erwartet, zeigte etwa die Halfte der Plaques ein deutlich positives Signal (Abb.
4.6.2.1 A.). Als Negativkontrolle wurde die Mammakarzinom-spezifische Bibliothek aus-
plattiert und mit Ki-4 inkubiert. Da Mammakarzinome kein CD30 exprimieren, erscheinen in
der Negativkontrolle keine positiven Plaques (Abb. 4.6.2.1 B.).

A. B.

cDNA-Bank: Negativkontrolle:
CD30:MaCa=1:1 Ma-CacDNA-Bank

Abbildung 4.6.2.1 Detektion CD30-Antigen exprimierender A-Phagen-Plaques durch Ki-4

moAK.

A. Detektion CD30-Antigen in einem 1:1 Gemisch aus Mammakarzinom-spezifischen und
CD30-Phagen durch den monoklonalen anti-CD30 Antikorper Ki-4.

B. Negativkontrolle: Keine Detektion von CD30-Antigen in der Mammakarzinom-
spezifischen Expressionsbank.

Daraufhin wurden die A-Phagen wiederum im Verhaltnis 1:1 ausplattiert, um zu evaluieren,
ob das CD30-Antigen auch von auf filamentésen Phagen exprimiertem Ki-4-scFv erkannt
wird. Als Wirtszellen wurden statt XI1-Blue MRF* XlI1-Blue MR gewéhlt. Diesem
Bakterienstamm fehlt das F‘-Episom, das die Information firr die Ausbildung des F*-Pilus
tragt. Filamentdse Phagen infizieren Bakterien Gber den F*-Pilus und wirden auch an die F*-
Pili der A-Phagen-Wirtszellen XI1-Blue MRF* binden. Daher kdme es zu einer Farbung jedes
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einzelnen Plaques und CD30-spezifisch bindende filamentdse Phagen kdnnten nicht detektiert
werden.

Die Gewinnung der Ki-4-scFv-tragenden Phagen (phage rescue) ergibt 1 ml mit durchschnitt-
lich 5 x 10* Phagen. Da aufgrund von Vorversuchen bereits bekannt war, daR eine zu groRe
Menge an filamentésen Phagen pro Blot eine starke unspezifische Bindung nach sich zieht,
wurde jeder Filter mit einer unterschiedlichen Konzentration an Ki-4-scFv-Phagen inkubiert.
Es sollte die Menge an Ki-4-scFv-tragenden Phagen bestimmt werden, mit der das CD30-
Antigen in einem 1:1 Gemisch von irrelevanten (Mammakarzinom-spezifischen) und CD30-
A-Phagen ohne zu starke Hintergrundbildung detektiert wird. Als Positivkontrolle wurde ein
Filter mit monoklonalem Ki-4 Antikdrper inkubiert. Die gebundenen Ki-4-scFv-Phagen wur-
den mit einem Maus-anti-M13 Antikorper und anschliefend mit einem AP-gekoppelten Ziege
anti-Maus Antikorper nachgewiesen.

ul phage rescue pro Blot 1 10 50 100 Positivkontrolle:
100 pl Ki-4 moAk

K onzentration Ki-4-scFv 5x10™|5x10™ [2,5x10™ | 5x10™

Phagen pro Blot

Detektion CD30 positiver - - + + +

Plagues

Hintergrund - - +/- + -

Tabelle 4.6.2.1 Detektion CD30-Antigen exprimierender A-Phagen-Plaques in einem 1:1
Gemisch aus Mammakarzinom-spezifischen und CD30-Phagen durch unterschiedliche
Mengen Ki-4-scFv auf filamentésen Phagen.

Es handelt sich bei der Detektion durch die Ki-4-scFv-Phagen offensichtlich um eine ,,Alles
oder Nichts“-Reaktion. Mit einer Konzentration von 5 x 10*° oder 5 x 10™ kommt es zu kei-
ner nachweisbaren Bindung (Abb. 4.6.2.2 A. + B.). Sowohl 2,5 x 10*? als auch 5 x 10** Ki-4-
scFv- Phagen zeigten die bei einer 1:1-Mischung erwartete Farbung der Haélfte der Plaques.
Trotz eines intensiven Waschschrittes von einer Stunde vor dem Nachweis der gebundenen
Phagen, sind auch alle Hintergrundplaques auf den Filtern zu erkennen. Positive Plaques he-
ben sich dennoch durch ihre dunklere Farbung deutlich ab und kénnen problemlos erkannt
werden (Abb. 4.6.2.2 C. + D.). Die positive Reaktion ist jedoch weniger intensiv als die durch
den monoklonalen Antikorper hervorgerufenen Signale (Abb. 4.6.2.2 E.). Der mit 2,5 x 10
Ki-scFv-Phagen inkubierte Filter zeigt eine leichte Rosafarbung im mittleren Bereich, die sich
bei einer hoheren Konzentration von 5 x 10* Phagen noch verstarkt.
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A B. C
1 ul phage rescue 10 ul phage rescue 50 ul phage rescue
5 x 1019 Ki-4 Phagen 5 x 1011 Ki-4 Phagen 2,5 x 1012 Ki-4 Phagen
D. E.
100 pl phage rescue Positivkontrolle:
5 x 10*? Ki-4 Phagen Ki-4 moAk

Abbildung 4.6.2.2 A.-E. Detektion CD30-Antigen exprimierender A-Phagen-Plagues in
einem 1.1 Gemisch aus Mammakarzinom-spezifischen und CD30-Phagen durch unter-
schiedliche Mengen Ki-4-scFv auf filamentdsen Phagen.

Die hier anhand eines artifiziellen Systems entwickelte Methode soll dazu dienen, das unbe-
kannte Antigen eines mittels phage display selektionierten Antikérperfragmentes in einer
cDNA-Expressionsbank zu identifizieren. Eine solche cDNA-Bank umfalit Tausende nicht
relevante Proteine und enthalt wahrscheinlich nur wenige Klone, die das gesuchte Antigen
exprimieren. Durch eine 1:1-Mischung CD30-positiver mit irrelevanten Klonen enthielt die
Hélfte der cONA-Expressionsbank das Zielantigen, d. h. jeder zweite Plaque ergab eine posi-
tive Reaktion. Um nachzuweisen, daR nur wenige CD30-positive Phagen in Tausenden irrele-
vanter Hintergrundplaques durch das Screening mit Ki-4-scFv-Phagen detektiert werden
kdnnen, wurde ein 1:200 Gemisch ausplattiert. Pro Platte wurden 4000 A-Phagen ausgestri-
chen, dies entspricht etwa 20 positiven Plaques pro Blot.

Die Filter wurden wiederum mit unterschiedlichen Konzentrationen der Ki-4-scFv-Phagen
inkubiert und die Bindung wie zuvor beschrieben nachgewiesen.
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pl phage rescue pro 107 10™ 0,5 1 5 10 50 100 100 pl

Blot Ki-4
moAKk

Konzentration Ki-4- 5x10° | 5x10° | 2,5x10" | 5x10" | 2,5x10™ | 5x10™ | 2,5x10™ | 5x10*

scFv-Phagen pro Blot

Anzahl CD30 positiver 0 0 0 0 0 0 10 8 22

Plaques

Hintergrund + + + + + + +++ | +++ -

Tabelle 4.6.2.2 Detektion CD30-Antigen exprimierender A-Phagen-Plagues in einem 1:200
Gemisch aus Mammakarzinom-spezifischen und CD30-Phagen durch unterschiedliche
Mengen Ki-4-scFv auf filamentésen Phagen.

10 pl phage rescue

5 x 101 Ki-4 Phagen

C.

X

100 ul phage rescue
5 x 1012 Ki-4 Phagen

o\

50 ul phage rescue
2,5 x 1012 Ki-4 Phagen

D.

Positivkontrolle:

Ki-4 moAk

Abbildung 4.6.2.3 A.-D. Detektion CD30-Antigen exprimierender A-Phagen-Plagues in
einem 1:200 Gemisch aus Mammakarzinom-spezifischen und CD30-Phagen durch unter-
schiedliche Mengen Ki-4-scFv auf filamentdsen Phagen.
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In der Positivkontrolle mit Ki-4 moAk zeigten sich 22 positive Plagues (Abb. 4.6.2.3 D.). Mit
einer Konzentration von 5x 10" (100 pl) Ki-4-scFv-Phagen konnten 8 deutlich positive
Klone generiert werden (Abb. 4.6.2.3 C.). Nach Inkubation mit 2,5 x 10*? Ki-4-Phagen zeig-
ten sich 10 positive Signale, die jedoch schwécher gefarbt waren (Abb. 4.6.2.3 B.). Die
héchsten Konzentrationen an filamentésen Phagen (2,5 x 10%% und 5 x 10*%) pro Blot gehen
mit einer starken Hintergrundbildung einher, die durch eine rétliche Farbung des gesamten
Filters sowie aller Plaques gekennzeichnet ist (Abb. 4.6.2.3 B. + C.). Geringere Konzentratio-
nen (ab 5 x 10™) bedingen lediglich eine schwache unspezifische Farbung der Plaques, nicht
jedoch der restlichen Filterfliche (Abb.4.6.2.3 A.). Die Menge an filamentdsen Phagen, die
bendtigt wird, um CD30-positive Klone nachzuweisen, entspricht derjenigen des vorausge-
gangenen Screenings einer 1:1-Verdiinnung der cDNA-Bibliothek (2,5 x 10%* und 5 x 10%).
Die positiven Signale sind schwacher als die in einer 1:1-Verdlnnung detektierten und auf-
grund der starkeren Hintergrundfarbung schlechter von nicht positiven Plagues abzugrenzen
(Abb. 4.6.2.3B. +C.).

4.6.3 Excision CD30-positiver Klone des Screenings mit Ki-4-scFv-Phagen

Um zu verifizieren, daB es sich bei den positiven Signalen um das CD30-Antigen handelt,
wurden vier positive Plaques gepickt und das pBluescript-Phagmid samt Insert einer Excision
unterzogen. Die Plasmide wurden EcoR I/Not | verdaut, um des Insert herauszuschneiden.
Alle Klone enthielten ein Insert, welches die Grolie des CD30-Antigens aufwies (1147 bp).

1200 bp —
800 bp —»

Abbildung 4.6.3 EcoR I/Not I-Verdau der Plasmide (1-4) CD30-positiver A-Phagen-Klone.

4.6.4 Kompetition der Bindung Ki-4-scFv filamentdser Phagen mit
monoklonalem Ki-4-Antikorper

Diese Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um nachzuweisen, dal} alle positiven Plaques
auf spezifische Bindungen der Ki-4-scFv-Phagen an das CD30-Antigen zurlickgehen und
nicht etwa durch unspezifische Bindungen der filamentésen Phagen hervorgerufen werden. Es
wurde wiederum eine 1:1 Mischung aus CD30-positiven und irrelevanten A-Phagen gescreent.
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4 Ergebnisse

Es sollte daher die Halfte der Plaques ein positives Signal ergeben. Jeder Filter wurde
gleichzeitig mit 100 pl Ki-4-scFv-Phagen und absteigenden Konzentrationen an Ki-4 moAk
inkubiert. Als Positivkontrolle wurde ein Blot mit 100 pl Ki-4-scFv filamentosen Phagen
ohne Ki-4 moAk gescreent. Da es sich bei dem monoklonalen Ki-4 um einen murinen Anti-
korper handelt, konnten die gebundenen Phagen nicht mit dem Maus-anti-M13 und einem
AP-anti-Maus Antikorper geféarbt werden. Dieser wirde beide Antikorperstrukturen detektie-
ren, es sollte jedoch lediglich die Bindung der Ki-4-scFv-Phagen dokumentiert werden. Daher
wurden die Filter mit einem Schaf-anti-M13 Antikorper inkubiert und positive Signale mit
einem AP-gekoppelten Esel anti-Schaf Immunglobulin nachgewiesen.

ul Ki-4-scFv-Phagen 100 100 100 100 100 100
ul Ki-4 moAk 100 1 10° | 10* | 10° -
Konzentration Ki-4 moAk | 100pug | 1ug | 10ng | 0,1ng | 1pg -
Detektion CD30-positive - - - + + +
Plaques durch Ki-4-scFv-

Phagen

Tabelle 4.6.4 Kompetition Ki-4-scFv-Phagen durch unterschiedliche Konzentrationen von
Ki-4 moAKk.

5 x 102 Ki-4 Phagen 5 x 102 Ki-4 Phagen Positivkontrolle:
10 ng Ki-4 moAk 0,1 ng Ki-4 moAk 5 x 10* Ki-4 Phagen

Abbildung 4.6.4 Kompetition Ki-4-scFv-Phagen durch unterschiedliche Konzentrationen
von Ki-4 moAk. Die Blots wurden jeweils mit 100 pl Ki-4-scFv-Phagen und absteigenden
Konzentrationen an Ki-4 moAk inkubiert.

Bis zu einer Konzentration von 10 ng Ki-4 moAk wurde die Bindung der Ki-4-scFv-Phagen

vollstandig kompetiert, d.h. alle CD30-positiven Plaques wurden von dem monoklonalen An-
tikdrper erkannt und blockiert. Die Filter wiesen keine positiven Signale auf (Abb. 4.6.4. A.).
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Niedrigere Konzentrationen von Ki-4 moAk (0,1 ng, 1 pg) reichten nicht mehr aus, um die
Bindung der Ki-4-scFv-Phagen zu inhibieren. Auf diesen Blots zeigte wie erwartet etwa die
Halfte der Klone eine positive Farbung. Es handelt sich also auch hier um eine ,,Alles oder
Nichts“ Reaktion, da die Bindung der scFv-Phagen durch unterschiedliche Konzentrationen
des monoklonalen Antikérpers offensichtlich entweder vollstandig oder gar nicht blockiert
wird.

Durch die Kompetitionsexperimente konnte bestétigt werden, dal} die Ki-4-scFv-Phagen und
der zugehorige monoklonale Antikorper dasselbe Antigen erkennen und die Bindung der
Ki-4-scFv-Phagen an Proteine der A-Phagen-Plaques spezifisch ist.
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