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Kapitel 1.

Zusammenfassung

Die zielgerichtete Tumortherapie kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Beispiele hierfiir
sind die Tumortherapie mit Proteintoxinen, die Immunotherapie mit therapeutischen Anti-
korpern und die Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT). Letztere zeichnet
sich durch die Verwendung von speziellen Fusionsproteinen aus, die sowohl eine zielgerichte-
te Proteinkomponente, als auch eine Komponente mit enzymatischer Aktivitdt beinhalten.
Eine grofe Menge einer nicht toxischen Substanz ( Prodrug) wird in dem adressierten Gewebe
in kurzer Zeit durch das Enzym in eine cytotoxische Substanz ( Drug) umgesetzt. Diese lokale
Toxizitat ermoglicht die Reduktion von Nebenwirkungen, die bei einer systemischen Verab-
reichung von Chemotherapeutika auftreten kénnen. Das Drug ist membranpermeabel und
diffundiert auch in benachbarte Zellen. Diese cytotoxische Wirkung auf das Tumorstroma
wird als Bystander Effect bezeichnet und verstarkt den anti-tumoralen Therapieeffekt durch
Schidigung des tumorversorgenden Gewebes.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene ADEPT-Fusionsproteine untersucht, die in Hin-
blick auf ihre Anwendung in der zielgerichteten Tumortherapie nidher charakterisiert wur-
den. Beide Proteine verfiigen tiber die in Hefen vorkommende Cytosindeaminase (CDy)
und unterscheiden sich in der Bindungsspezifitit aufgrund verschiedener Einzelkettenanti-
korperfragmente (scFv).

Das ADEPT-Fusionsprotein L19CDy-His beinhaltet den scFv L19, der eine hohe Affinitét
zur Extra Domain B (ED-B) aufweist. Die ED-B kommt ausschlieflich in einer Splicevari-
ante des humanen Fibronektins vor, welches wihrend der Angiogenese in der extrazelluldren
Matrix gebildet wird. Die Entwicklung des Tumorgewebes geht mit der Angiogenese einher,
sodass die ED-B eine geeignete Struktur fiir die Etabilierung einer zielgerichteten Tumorthe-
rapie darstellt. Das ADEPT-Fusionsprotein L19CDy-His wurde als Voraussetzung fiir seinen
Einsatz in der Tumortherapie in vitro charakterisiert. In diesem Zusammenhang wurde die
zielgerichtete Komponente in Bezug auf ihre Bindungsaffinitdt untersucht. Die dabei be-
stimmte Dissoziationskonstante belegt eine moderate Bindungsaffiniat zu ED-B mit einem
Wert von 81 +7nM. Die enzymatische Aktivitdt des Fusionsproteins wurde ebenfalls be-
stimmt, da diese die grundlegende Voraussetzung fiir die Bildung des cytotoxischen Drugs
darstellt. Die Enzymaktivitédtsassays mit L19CDy-His zeigten, dass die Aktivitét durch die
Fusion mit dem scFv L19 nicht beeinflusst wurde. Auch die Untersuchungen der enzyma-
tischen Aktivitdt nach Inkubation mit humanem Plasma verdeutlichten die Stabilitdt von
L19CDy-His. Die Aktivitat in humanem Plasma sank innerhalb weniger Stunden auf 75 %

des Ausgangswertes, blieb dann jedoch iiber einen Verlauf von drei Tagen stabil.



Zusammenfassung

Die In-vitro-Untersuchungen mit ED-B+ und ED-B— Tumorzelllinien zeigten eine hervor-
ragende cytotoxische Wirkung, deren Spezifitdt dadurch belegt werden konnte, dass aus-
schlieklich die Vitalitét der ED-B exprimierenden Zellen in der ADEPT mit L19CDy-His
erfolgreich reduziert wurde.

Neben dem ADEPT-Fusionsprotein L19CDy-His wurden auch Untersuchungen zur Wir-
kung der Therapie mit antiA33-CDy durchgefiihrt. Der scFv antiA33 bindet spezifisch an
das humane Glykoprotein A33 (hgpA33), welches in 95% aller Kolonkarzinome iiberex-
primiert wird und damit eine optimale Zielstrukur darstellt. Das Fusionsprotein antiA33-
CDy wurde bereits von Panjideh et al. charakterisiert. Die zuvor gewonnenen Erkennt-
nisse aus In-vitro-Studien und einer Pilotstudie zur anti-tumoralen Wirkung in athymi-
schen Nacktm&ausen belegten die potentielle anti-tumorale Wirkung, die in dieser Arbeit
detailiert in vivo untersucht werden sollte. Hierfiir wurde eine BALB/c-syngene Tumor-
zelllinie generiert, die die antiA33-CDy-Zielstruktur hgpA33 exprimiert. Die Etablierung
dieses Kolonkarzinom-Modells ermoglichte die ADEPT in vivo zu testen und deren Ein-
fluss auf das murine Immunsystem zu analysieren. Die Therapie hgpA33+ Tumore hatte
eine antiA33-CDy-konzentrationsabhéngige Reduktion der Tumormasse zur Folge, die si-
gnifikante Unterschiede zwischen den behandelten und nicht behandleten Gruppen aufzeig-
te. Besonders ist hierbei hervorzuheben, dass die Tumore bei allen M&usen der Gruppe, die
die grofste Menge des Fusionsproteins antiA33-CDy erhielten, vollstdndig reduziert werden
konnten. Die vielversprechenden In-vivo-Ergebnisse zu antiA33-CDy und die ausgezeichne-
ten Resultate zu L19CDy-His ebnen den Weg dieser Fusionsproteine fiir den Einsatz in der
zielgerichteten Tumortherapie, die aufgrund des gleichen Enzyms/Prodrugs auch in einer

dualen Therapie miinden konnte.



Kapitel 2.

Summary

Targeted tumor therapies can be implemented in different ways, e.g., protein toxin the-
rapy, the immunotherapy with therapeutic antibodies, and the Antibody-directed Enzyme
Prodrug Therapy (ADEPT). The latter is characterized by fusion proteins containing both a
targeting and an enzymatic moiety. The targeting moiety directs the fusion protein to a spe-
cific targeted tissue, where the enzymatic moiety converts a non-toxic substance (prodrug)
into a cytotoxic substance (drug). The resulting local effect reduces side effects usually
occuring due to systemic administration of chemotherapeutics. Additionally, the enzyme
rapidly converts a large number of prodrug molecules into drug molecules. The drug is
membrane permeable and diffuses in neighboring cells as well. This bystander effect on
the tumor stroma enhances the efficacy of the anti-tumor treatment by damaging tumor-
supplying tissue.

In this work, two different fusion proteins have been investigated and characterized in regard
to their application in the targeted tumor therapy. Both therapeutic proteins are fusions of
yeast cytosine deaminase (CDy) to different targeting moieties, i.e. different single chain
fragment variables (scFv).

The ADEPT fusion protein L19CDy-His contains the scFv L19, which binds the Extra
Domain B (ED-B) with high affinity. ED-B is a splice variant of the human extracellular
matrix protein fibronectin, which is exclusively expressed during angiogenesis. The tumor
development is depended on angiogenesis, thus ED-B is a suitable structure for the establish-
ment of a targeted tumor therapy. The fusion protein L19CDy-His has been characterized
in this work in wvitro with regard to the targeted tumor therapy. Therefore, the binding
affinity of L19CDy-His to ED-B was determined. The analysis resulted in a moderate bin-
ding affinity to ED-B with a dissociation constant of 81 £7nM. The enzymatic activity is
the main prerequisite in drug development and was therefore determined for L19CDy-His.
The analyses documented that the activity of CDy was not decreased upon fusion to the
sckFv L19. Studies with human plasma preincubation displayed the stability of L19CDy-His,
as the enzymatic activity was reduced to 75 % within few hours, however, remained stable
for three days. In-vitro-investigations on ED-B-expressing and ED-B-negative tumor cells
clearly demonstrated a magnificent cytotoxic effect and a high specificity by affecting se-
lectively ED-B-expressing cells.

Beside L19CDy-His, the therapeutic efficacy of the ADEPT fusion protein antiA33-CDy
was investigated. The scFv antiA33 interacts with the human glycoprotein A33 (hgpA33)

that is strongly expressed in 95 % of all colorectal carcinoma. The fusion protein antiA33-



Summary

CDy has been characterized by Panjideh et al. In-vitro-investigations and a pilot study on
the anti-tumorigenic effect with athymic nude mice showed some anti-tumorigenic potenti-
al, which was investigated in detail in this work. Therefore, a hgpA33+ BALB/c-syngeneic
tumor cell line was generated. This colorectal carcinoma model facilitated the analysis of
ADEPT with antiA33-CDy in vivo and the investigation of the influence of antiA33-CDy
on the murine immune system. The therapy of hgpA33+ tumors showed an antiA33-CDy
concentration-dependent reduction of tumor mass and significant differences in tumor mas-
ses between treated and non-treated groups. Of particular note, the mice treated with the
highest amount of antiA33-CDy achieved a complete remission without any side effects.
This promising result and further excellent data obtained with L19CDy-His demonstrate
the suitability of both fusion proteins for tumor therapy. Furthermore, these fusion proteins
could potentially be used in a combined administration based on their need for the same

prodrug.
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Kapitel 3.

Einleitung

3.1. Darmkrebs

Das kolorektale Karzinom wird als Darmkrebs bezeichnet und umfasst Krebserkrankungen
im Bereich des Darms, die zu 66 % im Kolon und zu etwa 30 % im Rektum auftreten [135].
Hierbei handelt es sich in fast allen Féllen um Adenokarzinome, die als maligne Verénde-
rung des Driisengewebes beschrieben werden. Die Diagnose Darmkrebs wird bei mehr als
der Halfte der Erkankten im hoheren Alter (> 70 Jahren) gestellt [135]. Nur bei 10 % aller
Patienten tritt die Erkrankung vor dem 55. Lebensjahr auf. Das Risiko an Darmkrebs zu
erkranken, kann sowohl von intrinsischen Faktoren, wie Ubergewicht und Diabetis [161],
als auch dem Lebensstil mit extrinsischen Faktoren, wie Erndhrung, Alkoholkonsum und
Rauchen beeinflusst werden [86, 156]. Beispielsweise konnte ein negativer Einfluss eines
erhohten Body Mass Index auf den Therapieerfolg bei einer Uberexpression der Fettséiu-
resynthetase im Tumorgewebe gezeigt werden [122]|. Dies ist eine isolierte Beobachtung
und sollte daher differenziert betrachtet werden. Wie eine Auswertung der bis zum Mérz
2010 publizierten Untersuchungen zum Einfluss der Erndhrung, des Body Mass Index und
der korperlichen Aktivitdt auf die Rezidivbildung bei Kolonkarzinomen und das Gesamt-
iiberleben zeigt, bestehen die oben genannten Zusammenhéinge aufgrund der bisherigen
Datenlage nur fiir bestimmte Félle, wie zum Beispiel einzelne Lebensmittel oder Nahrstoffe
[160]. Eindeutig ist jedoch der Zusammenhang eines erhohten Erkrankungsrisikos bei fa-
milifirem Auftreten von Darmkrebs, beispielsweise aufgrund einer familidren adenomatdsen
Polyposis oder dem nicht-polypdsen kolorektalen Krebssyndrom, nachgewiesen [91]. Letz-
teres wird auch als Lynch-Syndrom bezeichnet und basiert auf einer Mutation in einem
Mismatch-Repair-Gen mit autosomal-dominantem Erbgang [141].

Das Kolonkarzinom kann in vier verschiedene Stadien unterteilt werden. In Stadium I bil-
det sich ein in das Darmlumen hereinragender Polyp durch inaddquate Zellvermehrung
des Driisengewebes. Das fortschreitende Wachstum fiihrt zur Vergrofserung des Polyps, der
aufgrund mangelnder Ernergieversorgung und Hypoxie im Inneren nekrotisches Gewebe
aufweist und das Stadium II kennzeichnet. In Stadium III wéchst das invasive Adenokarzi-
nom durch die einzelnen Schichten der Darmwand, was anschlieffend zum direkten Kontakt
mit den Lymph- und Blutgefifen fiihrt. Das Stadium IV ist durch die Auswanderung von
Tumorzellen in das Lymph- und Blutsystem gekennzeichnet und fithrt haufig zu den in der
Literatur beschriebenen Lebermetastasen des Kolonkarzinoms [163, 32]. Eine detaillierte

Einteilung in das jeweilige Stadium erfolgt nach den Leitlinien der Union internationale
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Einleitung

contre le cancer (UICC, dt. Internationale Vereinigung gegen Krebs) auf der Grundlage der
TNM-Klassifikation, bei der der Tumor (T'), die Lymphknoten (N) und das Auftreten von
Metastasen (M) betrachtet werden [151].

3.1.1. Diagnose

Das kolorektale Karzinom gehort unter den Krebssterbeféllen in Deutschland zur zweithéu-
figsten Todesursache mit 13,0 % bei Frauen und 11,8 % bei Ménnern [135]. Dies ist darin
begriindet, dass die Diagnose des Kolonkarzinoms in mehr als 70 % aller Félle erst in ho-
heren Stadien (III/IV) gestellt wird und daher mit einer schlechten Prognose verbunden
ist [64]. Zu den Tumormarkern z&hlen tumorassoziierte Antigene, Serumproteine, Enzyme,
Hormone aber auch im Blut zirkulierende Gensequenzen. Das Carcinoembryonic Antigen
(CEA) und das Carbohydrate Antigen 19-9 (CA 19-9) sind die bisher am hé&ufigsten in
der Klinik eingesetzten Tumormarker im Bereich des Kolonkarzinoms, wobei das Auftreten
von Serum-CEA mit grofer Genauigkeit bis zu einem Jahr nach einer Resektion auf ein
Rezidiv des Karzinoms hinweist [69]. Die Untersuchungen von Mourtzikou et al. zeigten
flir CA 19-9 die grofite Sensitivitat im Vergleich zu CEA, dem epidermalen Wachstums-
faktorrezeptor (EGFR) und dem epithelialen Zelladhésionsmolekil (EpCAM) [117]. Die
Identifizierung von nukldren Strukturproteinen in adenomatdsen Polypen fiihrte zu neuen,
potentiellen Tumormarkern des Kolonkarzinoms [24|. Ein Beispiel ist das Colon Cancer
Specific Antigen-2 (CCSA-2), das in In-vitro-Untersuchungen mit Serumproben viel ver-
sprechende Ergebnisse hinsichtlich der Spezifitdt (78,4 %) und der Sensitivitidt (97,3 %)
erzielte [105]. Einen Zusammenhang zwischen der ansteigenden Konzentration des CCSA-2
und dem klinischen Status des Patienten mit kolorektalen Karzinomen konnte auch in 40
Patientenproben durch Knychalski et al. gezeigt werden [95]. Im Gegensatz zu Leman et
al. [105] schlussfolgern Knychalski et al. jedoch, aufgrund ihrer statistischen Berechnungen,
dass dem CCSA-2 im Vergleich zu CEA als Tumormarker nur ein geringer diagnostischer
Wert zugeschrieben werden kann.

Die Entdeckung zirkulierender Tumorstammzellen fiihrte zu der Entwicklung neuer Nach-
weismethoden [80]. In diesem Zusammenhang tritt die EpCAM-Expression in Tumorstamm-
zellen bei Kolon-, Pankreas-, Prostata- und Mammakarzinomen in den Vordergrund [60].
EpCAM wird nicht in Blutzellen, jedoch spezifisch auf den im Blut zirkulierenden Tumor-
stammzellen exprimiert, sodass diese zirkulierenden Zellen gezielt isoliert und charakte-
risiert werden konnen [169]. Die bisher angestrebten diagnostischen Verfahren verfolgen
unabhéngig von den Markern alle das Ziel, den Nachweis von Tumoren und Metastasen
valide und nicht invasiv zu gestalten, um eine moglichst zeit- und patientennahe Therapie
durchzufiihren [82].

12



Einleitung

3.1.2. Therapieoptionen

Die Resektion des betroffenen Darmabschnittes ist eine seit langem praktizierte Methode
bei der Behandlung des Kolonkarzinoms. Wie Fred Rankin schon 1934 beschrieb, erfolg-
te die erste gestaffelte Resektion mit Exteriorisation und Dekompression durch Paul von
Liverpool im Jahre 1892 [134]|. Die medizinischen Fortschritte der letzten Jahrzehnte er-
Offnen eine Vielzahl verschiedener Therapiemoglichkeiten. Seit 1990 wird empfohlen bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom im Stadium III nach der vollstédndigen Resektion des
Tumorgewebes eine adjuvante Therapie einzusetzen [119]. Diese Therapie umfasst die Be-
reiche Chemo-, Hormon-, Immuno- und Strahlentherapie. Bei der Chemotherapie werden
verschiedene Zytostatika, wie zum Beispiel das Pyrimidinanalogon 5-Fluorouracil (5-FU)
[137], das Platinanalogon Oxaliplatin [10] oder das Anthracyclin Doxorubicin eingesetzt [47].
Héaufig verwendete Wirkstoffkombinationen sind FOLFOX, bestehend aus 5-FU, Folinsdu-
re und Oxaliplatin oder FOLFIRI mit Folinséure, 5-FU und Irinotecan [38]. In neureren
klinischen Studien wurde die adjuvante Therapie auch ab Stadium II nach erfolgreicher
Resektion des Tumorgewebes eingesetzt [62], obwohl die Notwendigkeit bisher noch nicht
eindeutig belegt ist.

Ist die Chemotherapie nach Resektion induziert, sollte sie innerhalb von 12 Wochen nach
der Resektion erfolgen, um den bestmoglichen Therapieeffekt zu erzielen [154]. Abgesehen
von den medizinischen Moglichkeiten muss abgewégt werden, ob eine adjuvante Thera-
pie fiir den betroffenen Patient geeignet ist. Hierbei spielt die altersabhéngige Morbiditat,
die auch bei anderen klinischen Fragestellungen ausschlaggebend fiir die durchzufiihrende
Therapie ist, eine entscheidende Rolle [28]. In einigen Féllen fiihrt sie dazu, dass ein Teil
der Patienten nach der Resektion keine adjuvante Therapie erhélt. Dies belegt auch die
retrospektive Auswertung einer klinischen Studie mit 613 Patienten nach Resektion des
Kolonkarzinoms im Stadium IIT [45]. Die Auswertung dieser Studie ergab, dass aufgrund
einer oder mehrerer Co-Morbiditdten oder einer Co-Morbiditdt in Verbindung mit ihrem
Alter, 18 % der Patienten keine adjuvante Therapie erhielten. Zudem lehnten 9% der Pa-

tienten eine Chemotherapie nach einem Informationsgespréch zu diesem Thema ab.
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3.2. Zielgerichtete Tumortherapien

Ein Tumorrezidiv kann aus nur einer einzelnen Tumorzelle hervorgehen. Daher steht grund-
satzlich die Entfernung aller Tumorzellen im Vordergrund. Dieses Ziel wird mit einer sys-
temisch angewandten Chemotherapie nach Resektion des Kolonkarzinoms verfolgt. Die
mit dieser Therapie erreichten Verlangerungen des Gesamtiiberlebens sind jedoch in vielen
Féllen mit ernsthaften Nebenwirkungen verbunden, die sich in Form von h&matologischer
Toxizitéat, wie Andmie, Neutropenie, Thrombocytopenie oder Leukozytopenie widerspiegeln
[85, 100, 171|. Neben Diarrhoe, Nausea und Emesis treten infolge der multiplen Verabrei-
chung von Chemotherapeutika auch unerwiinschte kardiovaskuldre Nebenwirkungen auf
[124, 37]. Aufgrund der geringen therapeutischen Breite konnen die Chemotherapeutika
nicht in den Konzentrationen eingesetzt werden, die fiir eine vollsténdige Elimination aller
Tumorzellen notwendig wéren. In Bezug auf diese Erkenntnisse wurde eine Vielzahl zielge-
richteter Molekiile entwickelt.

Die zielgerichtete Tumortherapie basiert auf einer lokal begrenzten und tumorspezifischen
Therapie des betroffenen Gewebes. Die Spezifitat wird zum Beispiel durch den Einsatz von
Liganden, Immunoglobulinen der Klasse G (IgG) und deren Proteinfragmenten wie dem
F(ab’)s-Fragment oder dem Einzelkettenantikorperfragment (scFv) erzielt. Ein F(ab’)s-
Fragment entsteht durch die enzymatische Abspaltung des Fe-Fragmentes eines IgGs, wobei
die beiden bindungsspezifischen Doménen erhalten bleiben [79]. Ein scFv besteht nur aus
dem variablen Fragment der leichten Kette, die iiber einen Peptidlinker mit der schweren
Kette eines Immunoglobulins verkniipft ist [19]. Sowohl das F(ab’)s-Fragment, als auch ein
scFv, enthélt kein Fc-Fragment. Dies bietet gegeniiber den Antikérpern den Vorteil, dass
eine Immunreaktion in Form einer antikorperabhingigen, zelluldren Cytotoxizitidt durch
diese Proteine nicht ausgelost wird [30].

Die Verkniipfung der Antikérper oder deren Fragmente mit therapeutisch wirksamen Subs-
tanzen, wie Toxinen, Antikorpern oder Enzymen generiert zielgerichtete, anti-tumoral wir-
kende Molekiile. Zu den zielgerichteten Tumortherapien zéhlen unter anderen I) die Tumor-
therapie mit Proteintoxinen, IT) die Immunotherapie mit Antikérpern und I11) die Antibody-
directed Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT).
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3.2.1. Zielgerichtete Proteintoxine in der Tumortherapie

Zielgerichtete Proteintoxine bestehen aus einem hochwirksamen Toxin und einem Ligan-
den, der die Spezifitit vermittelt. Das Toxin ist zumeist pflanzlichen oder bakteriellen Ur-
sprungs und kann mit dem Liganden als rekombinantes Fusionsprotein exprimiert werden.
Durch den Liganden erfolgt die zielgerichtete Aufnahme in die Tumorzellen. Zielgerichte-
te Proteintoxine unterscheiden sich von Immunotoxinen dahingehend, dass letztere anstatt
des Liganden einen monoklonalen Antikérper aufweisen [101]. Der EGFR z&hlt neben dem
Interleukin-2-Rezeptor und dem Leukozytenantigen CD22 zu den am haufigsten verwen-
deten Zielstrukturen [56, 115]. Die Eignung des EGFR als Zielstruktur belegen die Un-
tersuchungen mit dem Proteintoxin SE, bestehend aus dem epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF) und dem Toxin Saporin. Die cytotoxische Wirkung von SE konnte nach einstiindiger
Inkubation durch eine deutliche Einschrankung des Tumorzellwachstums oraler Plattenepi-
thelkarzinomzellen in vitro gezeigt werden [12]. Die N-Glykosidaseaktivitdt des Saporins
fithrt durch Abspaltung des Adenins 4325 in der 28S-rRNA [149] zur Inaktivierung von Ri-
bosomen [145]. Wie Bachran et al. in einem BALB/c-Modell zeigten, kann die cytotoxische
Wirkung des SE in Kombination mit einem Triterpenoidgemisch (Saponinum album) er-
heblich gesteigert werden [11]. Die bisher verwendeten bakteriellen und pflanzlichen Toxine
wurden bereits in klinischen Studien eingesetzt, weisen jedoch einige Hiirden, wie die Immu-
nogenitit des Toxins und die unspezifische Toxizitét auf [112]. Die neueste Generation der
Proteintoxine basiert auf humanen Toxinen mit denen diese Hiirden iiberwunden werden
sollen. Zu den humanen Toxinen zdhlen zum Beispiel RNasen [21] oder proapoptotische
Proteine wie BAX, dem tumornekrosefaktorabhéngigen Apoptose induzierenden Liganden
(TRAIL) oder Granzyme B [9, 23, 42, 107]. RNasen werden hier aufgrund ihrer Eigenschaft
RNA abzubauen als Toxin eingestuft, da die Inhibition der Proteinbiosynthese zum Zelltod
fithrt [112].

3.2.2. Immunotherapie mit Antikérpern

Die Bezeichnung Immunoglobulin basiert auf der globuldren Struktur der Antikérper, die
aufgrund verschiedener konstanter Fragmente (Fc) bereits 1964 von Immunologen im Bul-
letin of the World Health Organization in die Klassen IgA, IgG, IgD und IgM eingeteilt
wurden [103]. Erst vier Jahre spéter wurde die Immunoglobulin-Klasse E (IgE) in Anleh-
nung an die Nomenclature of Human Immunoglobulins als eigene Klasse eingefiihrt [16].
Zu diesem Zeitpunkt wurde schon durch Stanworth postuliert, dass das Fe-Fragment dieser
Immunoglobuline fiir die passive Aktivierung des Immunsystems verantwortlich ist [43].

Die auf dieser Grundlage entwickelte Immunotherapie mit Antikérpern ist eine Form der
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passiven Immunsierung, bei der das Fc-Fragment des eingesetzten Antikorpers fiir die Ak-
tivierung des Immunsystems in Form der antikérperabhéngigen, zelluldren Cytotoxizitét
verantwortlich ist [30]. Dieses Phénomen konnte sehr anschaulich mit trifunktionalen bi-
spezifischen Antikérpern gezeigt werden [44]. Die in diesen Molekiilen enthaltende Fe-
Region war ausschlaggebend fiir die Aktivierung Fc-Rezeptor exprimierender Zellen, die
mit dem identischen F(ab’)s-Fragment nicht erzielt werden konnte.

Die Antikorperverabreichung kann verschiedene Auswirkungen haben. Die Antikérperbin-
dung an Transmembranrezeptoren kann zum Beispiel dazu fiihren, dass die Ligandenbin-
dungsstelle blockiert wird, ohne die nachgeschaltete Signalkaskade zu aktivieren [70]. Die
Bindung kann auch die Internalisierung von Transmembranrezeptoren wie zum Beispiel
dem EGFR oder tumorassoziierten Antigenen veranlassen und dadurch deren Anzahl auf
der Zelloberfléche verringern [70].

Die Immunotherapie mit Antikérpern wird bereits in der Klinik angewendet. Hierfiir stehen
verschiedene zugelassene Antikorper zur Verfiigung, die jedoch in Kombination mit Chemo-
therapeutika eine deutlich bessere anti-tumorale Wirkung zeigen. Hierzu z&hlt der chimare
Antikorper Cetuximab, der gegen den EGFR gerichtet ist und fiir die Behandlung kolo-
rektaler Karzinome sowie Hals- und Kopfkarzinome zugelassen wurde [148|. Zudem wurde
fiir die Behandlung des metastasierenden kolorektalen Karzinoms der humane Antikdrper
Panitumumab, der ebenfalls an EGFR bindet, zugelassen [110]|. Der humanisierte Antikor-
per Bevacizumab bindet an den vaskuldren endothelialenm Wachstumsfaktor (VEGF-A)
und inhibiert dadurch die Angiogenese in Tumoren. Dieser Antikorper wurde fiir verschie-
dene Karzinome, wie dem metastasierenden kolorekalen Karzinom, dem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom, dem Glioblastom und Nierenkarzinomen zugelassen [162].

Obwohl zum Kolonkarzinom die meisten Untersuchungen und Studien durchgefiihrt wur-
den, gibt es bis heute keinen spezifischen Test, der die anzuwendende Therapie aufgrund der
jeweiligen Tumoreigenschaften prognostiziert. Das ist darin begriindet, dass jeder Tumor
einzigartige, genetische und epigenetische Verdnderungen aufweisen kann, die einen Einfluss
auf die Immunantwort des Organismus und damit auch auf den Tumor haben [121]. Dartiber
hinaus hat die genetische Individualitdt der Patienten einen Einfluss auf die Wirksamkeit
und Toxizitat der angewendeten Therapeutika [144]. Die Analyse der genetischen Pridispo-
sition kdnnte dabei helfen eine individuelle Therapie mit hoher Wirksamkeit und geringer

Toxizitat zu entwickeln.
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3.2.3. Antibody-directed Enzym Prodrug Therapy (ADEPT)

In der Antibody-directed Enzym Prodrug Therapy werden Fusionsproteine verwendet, die
sowohl eine enzymatisch aktive, als auch eine zielgerichtete Komponente in sich verei-
nen [14]. Fiir letztere werden Antikorper oder Antikérperfragmente verwendet, die eine
Affinitdt gegeniiber tumorassoziierten Proteinen aufweisen. Diese Proteine kommen auf
der Oberfliache der Tumorzellen oder in deren direkter Umgebung, der extrazelluldren Ma-
trix, vor. Die enzymatisch aktive Komponente hat die Aufgabe eine nicht toxische Substanz,
die als Prodrug bezeichnet wird, direkt am Bindungsort des Fusionsproteins in eine toxische
Substanz (Drug) umzusetzen. Voraussetzung hierfiir ist, dass das verwendete Enzym nicht
in dem betroffenen Organismus vorkommt, damit die Bildung des Drugs nicht in gesunden
Geweben erfolgt [15]. Wie in der Abbildung 3.1 gezeigt wird, erfolgt die Verabreichung des
Fusionsproteins zeitlich getrennt von der des Prodrugs, um die systemische Umsetzung durch
noch im Blutkreislauf zirkulierende Fusionsproteine zu vermeiden. Hierzu wurde eine spezi-
elle Strategie entwickelt, die die Verabreichung eines neutralisierenden Antikorpers vorsieht.
Dieser inaktiviert das ungebundene Fusionsprotein durch Bindung, wodurch der Zeitraum
zwischen der Verabreichung des Fusionsproteins und des Prodrugs verringert werden kann.
Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass ausreichend enzymatisch aktive Fusionsproteine
vorhanden sind, die die Bildung des Drugs ermdéglichen. Die Entwicklung der ADEPT be-
gann mit den Forschungsarbeiten Kenneth D Bagshawes an einem Fusionsprotein, dessen
Antikorper spezifisch an das humane Choriongonadontrophin bindet und der mit der Carb-
oxypeptidase Gg verkniipft wurde [13]. Die zahlreichen Untersuchungen in den letzten Jahr-
zehnten fiihrten zur Entwicklung verschiedener ADEPT-Fusionsproteine, die sowohl voll-
stindige Antikorper als auch Antikorperfragmente enthalten. Die Verwendung von scFvs,
die rekombinant hergestellt werden, ist bei den ADEPT-Fusionsproteinen stark verbreitet
[6, 68, 4, 29|. Aber auch Fab-Fragmente kommen fiir ADEPT-Fusionsproteine zum Ein-
satz. Wie Napier et al. in Tumorbiopsien zeigten, wurde das fiir ADEPT bestimmte A5B7
F(ab’)s-Fragment, welches spezifisch an CEA bindet, erfolgreich im Kolonkarzinom angerei-
chert [118]. Einige der entwickelten Fusionsproteine wurden nach erfolgreichen praklinischen

Studien bereits in klinischen Studien getestet.
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Abb. 3.1.: Die Abbildung zeigt (A) eine Ansammlung von Tumorzellen (dunkler Zellkern) und neugebil-
dete Blutgefiafe. (B) Die Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy beginnt mit der Verab-
reichung eines Fusionsproteins, das spezifisch an Proteine (Tumormarker) bindet, die von den
Tumorzellen gebildet werden und auf deren Zelloberfliche oder in deren extrazelluldrer Matrix
vorkommen. (C) Nachdem die ungebundenen Fusionsproteine renal elimiert wurden, erfolgt
die Gabe einer nicht toxische Substanz (Prodrug), die durch das im Fusionsprotein enthaltende
Enzym in eine toxische Substanz (Drug) umgesetzt wird. (D) Dieses Drug diffundiert in die
Tumormarker préasentierenden Zellen und inhibiert deren Proliferation. Ein Bystander Effect
wird durch die Diffusion des Drugs in das umliegende Tumor versorgende Gewebe ermoglicht.
Die Abbildung wurde auf der Basis einer eigenen Abbildung erstellt, die im Rahmen dieser

Dissertation bereits publiziert wurde (Schellmann et al.(2012)).
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3.2.3.1. Cytosindeaminase und das Prodrug 5-Fluorocytosin

Hervorzuheben ist hier die Cytosindeaminase (CD), die sowohl in Hefen als auch Bakterien
vorkommt. CD aus Hefen (CDy) unterscheidet sich von dem bakteriellen Protein in seiner
molekularen Masse und dem komplexierten Ion. CDy katalysiert die hydrolytische Deami-
nierung der Pyrimidinbase Cytosin (Abb. 3.2 A), die mit der Bildung eines tetraedrischen
Intermediats verbunden ist [58|. Die Deaminierung des Prodrugs 5-Fluorocytosin (5-FC)
kann auch durch CDy erfolgen und zur Bildung des Chemotherapeutikums 5-FU (Abb. 3.2
B) fiihren.

A
NH, T 0
N = HN
+NH
)\ | —»)\ | e
O N (0] N
H H
Cytosin Intermediat Uracil
B
+NH;
+H20
5-Fluorocytosin 5-Fluorouracil

Abb. 3.2.: (A) CDy katalysiert die hydrolytische Deaminierung Cytosins, wobei ein tetraedrisches Inter-
mediat gebildet wird und Uracil entsteht. (B) Die Deaminierung des 5-Fluorocytosins wird
ebenfalls durch CDy katalysiert. Hier entsteht das Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil. Die
Abbildung wurde auf der Basis einer Abbildung von Ireton et al. (2003) erstellt [58].

Der Chemiker Charles Heidelberger entwickelte 5-FU und publizierte dies unter dem Ti-
tel Fluorinated Pyrimidines, A New Class of Tumor-Inhibitory Compounds |74]. Die ers-
ten klinischen Studien, in denen 5-FU fiir die Therapie von soliden Tumoren eingesetzt
wurde, folgten umgehend. Sie belegten die Reduktion des Tumorgewebes, jedoch konnte
dieser Erfolg nur bei Patienten erzielt werden, die sehr hohe Mengen erhielten und dadurch

von schweren Begleiterscheinungen betroffen waren [36]. 5-FU entfaltet seine cytotoxische
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Wirkung besonders deutlich in Zellen, die eine hohe Teilungsrate aufweisen. Diese Zellen
synthetisieren vermehrt RNA und DNA und sind daher sensibler gegeniiber Stérungen in
deren Synthese. Bei der ADEPT diffundiert das an der Zelloberflache gebildete 5-FU in
die Zellen und wird erst dort in aktive, membranimpermeable Metabolite umgewandelt
[67]. Das unter anderen Metaboliten gebildete fluorodesoxyuridinmonophosphat inhibiert
die Thymidylat-Synthetase. Dies hat zur Folge, dass die De-novo-Synthese des Thymidin-
monophosphates unterbleibt, wodurch die DNA-Synthese gestoppt wird, da kein anderes
Enzym die Aufgabe tibernehmen kann [128].

Der é&lteste Eintrag fiir 5-FC in der National Library of Medicine im National Institute of
Health ist von Grunberg et al. aus dem Jahre 1963 mit dem Titel Chemotherapeutic Activity
of 5-f luorocytosine [61]. Die urspriingliche Uberlegung 5-FC als humanes Chemotherapeu-
tikum einzusetzen wurde schnell verworfen, da kein therapeutisch toxischer Effekt erzielt
werden konnte. Dies ist darin begriindet, dass im menschlichen Organismus die Deaminie-
rung aufgrund des fehlenden Enzyms nicht erfolgt [96]. Jedoch kénnen Behandlungen mit
5-FC, die eine Serumkonzentration von 125 pg/ml {iberschreiten zur Knochenmarkstoxitét
fithren [89]. 5-FC wird erfolgreich als Antimykotikum bei Patienten mit Pilzerkrankungen
eingesetzt und unter den Namen Ancobon in den Vereinigten Staaten von Amerika und

Ancotil in Kanada vertrieben.

3.2.3.2. Die Einzelkettenantikorper antiA33 und L19

Die stetige Weiterentwicklung der Antikorper fiihrte auch bei den ADEPT-Fusionsproteinen
zur Verkniipfung von scFv, F(ab’)- und F(ab’)s-Fragmenten mit Enzymen [29, 4, 18, 130].
Ein Beispiel ist der monoklonale antiA33-Antikérper mAbA33, dessen Anreicherung be-
reits in Patienten mit metastasierendem Klonkarzinom gezeigt wurde [164]. Der mAbA33
bindet spezifisch an das humane Glykoprotein A33 (hgpA33), welches erstmals aus der
Membran der humanen Kolonkarzinomzelllinie LIM1215 isoliert wurde [27|. Das hgpA33
ist ein Transmembranprotein mit einer molekularen Masse von etwa 43 kDa, dessen Funk-
tion im menschlichen Organismus bisher noch unklar ist. Die Untersuchungen des murinen
gpA33s (mgpA33), welches mit dem hgpA33 zu 62 % identisch ist, weisen darauf hin, dass
mgpA33 an der Interaktion von Zellen durch Zell-Zell-Adhésion [87] und Cell Trafficking
[1] beteiligt ist. Die Untersuchungen von 450 humanen Tumorproben zeigte, dass hgpA33 in
95 % aller Kolonkarzinome exprimiert wird [57]. Die hgpA33-Expression trat auch in 50 %
der getesten Magenkarzinome auf, war jedoch auf Tumore des Gastrointestinaltraktes be-
schréankt. Immunhistochemische Untersuchungen des gesunden Darmgewebes belegten auch
eine hgpA33-Expression in der intestinalen Mucosa. Wie Sakamoto et al. jedoch beschrei-

ben, wird hgpA33 hauptséchlich an den Enden der Kolonkrypten und nur geringfiigig an der
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Kryptenbasis exprimiert [138]. Dadurch, dass die Stammzellen des Kolons in der Krypten-
basis vorkommen und die Zellen an der Kryptenspitze natiirlicherweise regelméfig ersetzt
werden, kann davon ausgegangen werden, dass hgpA33 trotz des Vorkommes in gesundem
Gewebe fiir die zielgerichtete Tumortherapie geeignet ist.

Im Jahre 2000 stellten Rader et al. erstmals humanisierte Antikérperfragmente mit einer
Affinitat zu hgpA33 her. Zunéchst wurden Kaninchen mit hgpA33 immunisiert und dann
mittels Phage Display chimére Fab-Fragmente generiert, deren konstanter Teil humanen Ur-
sprungs war. Im Anschluss daran erfolgte die Humanisierung der variablen Anteile, wobei
die Antigenaffinitét erhalten blieb. Auf deren Grundlage wurde der scFv A33 entwickelt.
Mit dem Ziel der Generierung eines diagnostischen Proteins zum Nachweis von hgpA33
in Tumoren wurde ein Fusionsprotein aus dem griin fluoreszierendem Protein und dem
scFv antiA33 hergestellt [131]. Fiir die Generierung eines hgpA33-spezifischen ADEPT-
Fusionsprotein wurde der scFv antiA33 von Deckert et al. mit CDy fusioniert [41]. Die
Untersuchungen zur Bindungsaffinitat mittels Oberflichenplasmonresonanz belegten, dass
die hgpA33-Bindungsaffinitdt des Fusionsproteins im Vergleich zum ungebundenen scFv
nur geringfiigig kleiner war. Zudem wurde die anti-tumorale Wirkung des Fusionsproteins
in Kombination mit dem Prodrug 5-FC in Untersuchungen mit den hgpA33 exprimierenden
(hgpA33+) Zellen LIM1215 in vitro nachgewiesen. Es folgten die ndhere Charakterisierung
des Fusionsproteins und Biodistributionsstudien in athymischen Nacktméusen [126, 127].
Die bisherigen Untersuchungen zum Fusionsprotein antiA33-CDy veranschaulichten des-
sen Potential, beinhalteten jedoch keine In-vivo-Versuche in immunkompetenten Mé&usen.
Letzteres hat in Hinblick auf den moglichen Einsatz von antiA33-CDy in der zielgerichte-
ten Tumortherapie aufgrund der potetiell immunogen wirkenden CDy eine entscheidende
Bedeutung.

Als Zielstrukturen fiir ADEPT eignen sich, neben den tumorassoziierten Proteinen, auch
Proteine in der extrazellularen Matrix des Tumorgewebes. Dies ist darin begriindet, dass
das gebildete Drug erst in die Tumorzellen diffundiert. Da die Diffusion nicht gerichtet
stattfindet, sind auch Zellen in der direkten Umgebung der Zielstruktur betroffen. Dieser
so genannte Bystander Effect bietet den Vorteil, dass die anti-tumorale Wirkung sowohl auf
Zellen erfolgt, die eine geringere Expressionsrate des tumorassoziierten Proteins aufweisen,
als auch auf solche, die an der Tumorversorgung beteiligt sind.

Ein Beispiel fiir eine solche Zielstruktur ist die Eztra Domain B (ED-B). Diese Doméne tritt
nur in einer Splicevariante des humanen fibronektins auf, welche erstmal von Kornblihtt et
al. 1984 beschrieben wurde [97]. ED-B tritt bei Erwachsenen ausschlieklich bei der Wund-
heilung, wihrend der Menstruation oder bei Erkrankungen, die mit einer Teilung der Endo-

thelzellen verbunden sind, auf. Die Bildung des Tumorgewebes geht einher mit der Angio-
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genese, die mit der Aussprossung von Endothelzellen aus einem bereits bestehenden Gefaf
beginnt. Die daran beteiligten Endothelzellen sezernieren neben einer Vielzahl anderer Ma-
trixproteine die ED-B-Splicevariante des fibronektins. Wie Borsi et al. zeigten, tritt ED-B
im Vergleich zu humanen fibroblasten bei Erwachsenen in Tumorzellen zehnmal haufiger
auf [22].

Bereits 1971 postulierte Judah Folkmann, dass I) die Angiogenese essentiell fiir den Tumor
ist, IT) der Tumor Angiogenesefaktoren produziert und III) die Angiogeneseinhibition eine
potentielle Tumorherapie darstellen kénnte [52]. Zu den Angiogenesefaktoren ziahlt der
VEGF, der sowohl die Vaskulogenese als auch die Angiongenese reguliert und in einer
Vielzahl von Tumoren exprimiert wird. Letzteres fiihrte dazu, dass die Entwicklung von
Angiogeneseinhibitoren fiir die Tumortherapie in den Vordergrund riickte. Ein Beispiel
hierfiir ist die Entwicklung des monoklonalen Antikérpers Bevacizumab, der bei Patien-
ten mit rektalem Karzinom schon nach einmaliger Verabreischung zur Verringerung der
Tumorperfusion und des interstitiellen Fliissigkeitsdruck fiihrte [166]. Letzterer steigt mit
dem Tumorvolumen an und kann in Verbindung mit verminderter Durchblutung den Er-
folg antineoplastischer Therapien schmélern [63|. In-vivo-Untersuchungen in Ratten zeigten
jedoch, dass eine Kombinationstherapie mit den herkémmlichen Therapeutika einer alleini-
gen Verabreichung von Bevacizumab vorzuziehen ist [116]. In klinischen Studien wurden in
den letzten Jahren verschiedene Bevacizumab-Kombinationen fiir die Therapie des kolorek-
talen Karzinoms getestet. Therapieerfolge konnten hier bei Kombination von Bevacizumab
mit Leucovorin und den Chemotherapeutika 5-FU und Oxaliplatin (FOLFOX) oder 5-FU
und Irinotecan (FOLFORI) erzielt werden. Die klinischen Studien mit diesen Therapie-
ansitzen zeigen eine Verbesserung des Owerall Survivals, sind jedoch auch mit den bereits
beschriebenen Nebenwirkungen verbunden. In diesem Zusammenhang entstand die Idee, die
Angiogeneseinhibition durch ein ADEPT-Fusionsprotein zu erzielen. Der scFv L19 stellte
sich als ein potentielles, zielgerichtetes Protein heraus, da er mit einer hohen Affinitit an die
ED-B-Splicevariante des fibronektins bindet [132]. Dieser scFv L19 wurde bereits mit vielen
verschiedenen Proteinen fusioniert, wobei die Affinitét gegeniiber ED-B nicht beeintréachtigt
wurde. Dies belegen unter anderem Fusionsproteine des scFv mit Zytokinen, wie Interleukin
2 und 12 oder dem Vascular Endothelial Growth Factor [25, 65, 66]. Riva et al. zeigten in

I'?3 markierten, dimeren scFv L19 dessen spezifische An-

einer klinischen Studie mit einem
reicherung in verschiedenen Tumorgeweben [139]. Hierbei konnte auch zwischen ruhendem
und wachsendem Tumorgewebe unterschieden werden. Hervorzuheben ist, dass keine un-
erwiinschten Nebenwirkungen auftraten. Diese vielversprechenden Ergebnisse fiihrten zur
Generierung des Fusionsproteins L19CDy-His, welches die hohe ED-B-Bindungsaffinidt des

scFv L19 und die Deaminase-Aktivitdt der CDy in sich vereint.
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Zielsetzung

Das kolorektale Karzinom ist eine sehr ernstzunehmende Erkrankung, die in Deutsch-
land jahrlich bei durchschnittlich 30.000 Frauen und 35.000 Méannern diagnostiziert wird
(Robert-Koch-Institut, Stand 2008, [135]). In der Klinik erfolgt zunéchst die Resektion des
betroffenen Gewebes. Abhéngig vom Entwicklungsstadium des Karzinoms schliefét sich eine
Chemotherapie an, die mit einer Immunotherapie kombiniert wird. Der Grofsteil der Patien-
ten ist im fortgeschrittenen Alter (= 50 %, > 70 Jahre). Um die Belastungen, die mit der
Chemotherapie einhergehen, zu reduzieren, wird seit mehreren Jahrzehnten an der Entwick-
lung alternativer Therapien gearbeitet. In diesem Zusammenhang wurden die Fusionspro-
teine antiA33-CDy und L19CDy-His fiir die Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy
(ADEPT) entwickelt. Das Enzym Cytosindeaminase (CDy) ist in beiden Fusionsproteinen
identisch. Aufgrund unterschiedlicher Einzelkettenfragmente (scFv) unterscheiden sie sich
jedoch in ihrer Bindungsspezifitét.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Fusionsproteine in Hinblick auf deren Ein-
satzmoglichkeit in der Therapie des kolorektalen Karzinoms. Die Eigenschaften des Fu-
sionsproteins L19CDy-His sind bisher nicht erforscht, jedoch deren Proteinkomponenten
unabhéngig voneinander. Der scFv L19 bindet an die Extra Doméne B (ED-B), welche ver-
mehrt wihrend der Tumorangiogenese auftritt. Eine Voraussetzung fiir die Untersuchungen
der Bindungsspezifitat und -affinitét ist die Herstellung der ED-B, die in dem Expressions-
organismus Fscherichia coli erfolgen soll. Durch die Immobilisation der ED-B kann die
Bindungsspezifitiat von L19CDy-His in einem enzymgekoppelten Immunadsorptionsassay
nachgewiesen werden. In einer Oberflachenplasmonresonanz-Analyse soll ED-B eingesetzt
werden, um die Bindungsaffinitdtskonstanten von L19CDy-His zu bestimmen und mit de-
nen des ungebundenen scFv L19 vergleichen zu kénnen. Die enzymatische Aktivitdt der
CDy ermoglicht in kiirzester Zeit die Generierung einer Vielzahl therapeutisch wirksamer
Molekiile. Diese Aktivitdt soll genutzt werden, um die Stabilitdt des Fusionsproteins in
unterschiedlichen Medien und bei verschiedenen Lagertemperaturen zu testen. Der Einsatz
von Humanplasma steht hierfiir im Vordergrund, da die enzymatische Stabilitit in diesem
Medium von entscheidender Bedeutung fiir die In-vivo-Anwendung ist. Dariiber hinaus sol-
len ED-B exprimierende Tumorzellen in einer ADEPT in vitro eingesetzt werden, um die
untersuchten Eigenschaften des Fusionsproteins im erwarteten Zusammenspiel in der Zell-
kultur zu zeigen.

In-vitro-Untersuchungen zum Fusionsprotein antiA33-CDy zeigten dessen therapeutisches

Potential, jedoch existieren bisher keine aussagekréftigen In-vivo-Untersuchungen. Daher
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wurde angestrebt ein Maustumormodell zu entwickeln. Dieses bietet die Moglichkeit sowohl
die therapeutische Wirksamkeit der ADEPT mit antiA33-CDy als auch dessen Wirkung
auf das murine Immunsystem zu untersuchen. In diesem Zusammenhang wird zunéchst
angestrebt murine, BALB /c-syngene Kolonkarzinomzellen mit dem humanen Glykoprotein
A33 (hgpA33) stabil zu transfizieren. Das antiA33-CDy besitzt eine hohe Affinitéit gegen-
iiber hgpA33, welches in 95% aller humanen Kolonkarzinome iiberexprimiert wird [57].
Fiir die Generierung der hgpA33-Tumorzellen soll die cDNA mit einem Fluoreszenzmarker-
gen fusioniert werden, um die Expression und Lokalisation des Antigens mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie zu ermoglichen. Zudem wird damit die Grundlage geschaffen die
erfolgreich transfizierten Zellen mittels Fluorescence-activated Cell Sorting zu sortieren.
Die Eignung der Tumorzellen fiir die ADEPT soll zunéchst in einem Cytotoxizitéitsassay
in wvitro erfolgen. Unter der Voraussetzung, dass eine Reduktion der Zellvitalitdt nach Be-
handlung der Zellen mit antiA33-CDy und dem Prodrug nachgewiesen werden kann, wird
angestrebt die Zellen fiir die Etablierung eines Tumors in BALB/c-Méausen zu verwenden.
Die Effektivitdt der ADEPT mit antiA33-CDy soll anhand der Inhibition des Tumorwachs-
tums gemessen werden. Vor dem Hintergrund, dass die in dem Fusionsprotein enthalte-
ne CDy ein Hefeprotein ist und daher potentiell immunogen wirken konnte, ist geplant
das murine Plasma in einem enzymgekoppelten Immunadsorptionsassay zu untersuchen.
Das BALB/c-Mausmodell ermoglicht die Untersuchung der Immunogenitidt und der thera-
peutischen Effektivitdt des Fusionsproteins antiA33-CDy und stellt daher einen wichtigen

Bestandteil fiir die Entwicklung einer Alternativtherapie des kolorektalen Karzinoms dar.
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Kapitel 5.

Ergebnisse

5.1. Charakterisierung des Fusionsproteins L19CDy-His

5.1.1. Klonierung und Aufreinigung des Kontrollproteins

Cytosindeaminase und der Proteindoméane Extra Domain B

Der Vektor L19CDy-His-pPICZ«a wurde fiir die L19CDy-His-Expression in Pichia pastoris
von Dr. Hossein Panjideh kloniert. Fiir Untersuchungen zur Bindungsspezifitdt und En-
zymaktivitdt des Fusionsproteins fehlte ein Kontrollprotein, das sich durch die Abwesen-
heit des sckFv L19, der zielgerichteten Komponente, von L19CDy-His unterscheidet. Ziel
war es daher, das enzymatisch aktive, unkonjugierte Enyzm CDy herzustellen. Dies erfolg-
te duch die Klonierung des Vektors CDy-pPICZa. Fiir die Amplifikation der CDy-cDNA
wurden spezifische Primer verwendet, die die Generierung eines N-terminalen Histidin-tags
(His-tag) fiir die Aufreinigung mit affinitatschromatographischen Methoden ermoglichen.
Die Abbildung 5.1 zeigt die einzelnen Fraktionen der Nickel-Nitrilotriessigsaure-(Ni-NTA)-
Chromatographie nach Grofenauftrennung im Natriumdodecylsulfat-(SDS)-Polyacrylamid-
gel mit anschliefender Immunodetektion, die eindeutig die Anwesenheit der CDy im Eluat
belegt. Das CDy-Monomer besitzt eine theoretische Grofe von 17 kDa und tritt unter phy-
siologischen Bedingungen als Homodimer auf. Die Immunodetektion zeigt die Grofsenauf-
trennung der Fraktionen unter reduzierenden Bedingungen, wobei hier das CDy-Monomer
bei etwa 20 kDa sichtbar ist.

Eine Splicevariante des Fibronektins enthélt die Eztra Domain B (ED-B), die als Target fiir
die zielgerichtete Inhibition der Angiogenese mit L19CDy-His dient. Fiir die Untersuchun-
gen in dieser Arbeit wurde die Proteindoméne ED-B verwendet, die mit 10 kDa im Vergleich
zu Fibronektin (170kDa) sehr klein ist. Durch IPTG-Induktion erfolgte die Expression der
L19CDy-His-Proteindoméne ED-B in bereits transformierten F. coli. Das His-tag-Protein
wurde nach Ultraschallbehandlung der Bakterien via Ni-NTA-Affinitdtschromatographie
isoliert. Das His-tag und stringentes Waschen mit Imidazol-PBS-Puffer ermdglichten eine
sehr effiziente Separation der ED-B von bakteriellen Proteinen. Wie in Abbildung 5.2 veran-
schaulicht ist, wurde durch den ersten Waschschritt (20 mM Imidazol-PBS) ein Grofiteil der
bakteriellen Proteine elimiert. Der sich anschliefende Waschschritt (60 mM Imidazol-PBS)
fiihrte bereits zur ED-B-Elution. Dieser war jedoch unumgénglich, um die grofitmogliche
Reinheit zu erlangen. Fiir die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden ausschlieflich
die Eluatfraktionen (200 mM Imidazol-PBS) verwendet. Aufgrund der geringen Affinitét
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der gegen das His-Tag gerichteten Antikérper wurde fiir ED-B kein Westernblot gezeigt.
Jedoch belegen die nachfolgenden Versuche die Anwesenheit der ED-B in der Eluatfraktion

und lassen dadurch auf eine erfolgreiche Isolation des Proteins schliefsen.
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Abb. 5.1.: Die His-CDy-Aufreinigung erfolgte mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie. Die Abbildung
zeigt den Westernblot nach Grofenauftrennung der Proteine in einem 12 %igen SDS-Gel. Auf-
getragen wurden der Kulturiiberstand (KU) des dritten Expressionstages, die gegen PBS dia-
lysierte Ammoniumsulfatfallung (ASF), die mit 10 mM Imidazol-PBS verdiinnte ASF (ASF3),
der Durchlauf (D), die Waschfraktionen mit 20 und 75 mM Imidazol-PBS (W20, W75) und das
Eluat (E) mit 150 mM Imidazol-PBS. Die Immunodetektion erfolgte mit einem Mausantikorper
gegen das His-tag und einem sekundéren, Peroxidase gekoppelten Kaninchenantikorper gegen
Maus-IgG.
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Abb. 5.2.: EDB-Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitéitschromatographie nach Gréfenauftrennung der
Proteine in einem 12 %igen SDS-Gel. Aufgetragen wurden das Bakterienlysat (L), der Durchlauf
(D), die Waschfraktionen mit 20 und 60 mM Imidazol-PBS (W20, W60) und die Elutionsfrak-
tionen (Eq1—4) mit 200mM Imidazol-PBS. Die Visualisierung erfolgte nach Farbung mittels
Coomassie Brillant Blue R-250.

10
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5.1.2. Proteinaufreinigung und -stabilitidt von L19CDy-His

Das Fusionsprotein L19CDy-His besteht aus der CDy und dem scFv L19, der spezifisch
an die Proteindoméne ED-B bindet. Die L19CDy-His-Proteinexpression erfolgte in bereits
stabil transfizierten Pichia pastoris des Stammes KM71 und fithrte stets zu einer reprodu-
zierbar hohen Proteinmenge von bis zu 5 mg/l Expressionsmedium. Die Aufreinigung des
L19CDy-His erfolgte via Ni-NTA-Chromatographie. Um die Kulturvolumina fiir die Auf-
reinigung zu verringern wurde eine Ammoniumsulfatfallung durchgefiihrt. Die Abbildung
5.3 zeigt deutlich die Aufkonzentrierung des Proteins in der zu diesem Zeitpunkt bereits
dialysierten Ammoniumsulfatfillung (Abb. 5.3, Probe ASF). Die Interaktion mit der Ni-
NTA-Agarose erfolgte nahezu vollstandig, da in der Durchlauffraktion keine Fusionsproteine
detektiert wurden. Der erste Waschschritt mit 20 mM Imidazol-PBS hatte keine Auswir-
kung auf die Interaktion von L19CDy-His mit dem S&ulenmaterial, jedoch eluierte das
Fusionsprotein bereits mit einem 75 mM Imidazol-PBS-Waschpuffer. Die Untersuchung der
enzymatischen Aktivitidt dieser Waschfraktion zeigte eine verringerte Aktivitat im Vergleich
zum Eluat, weshalb diese Fraktion fiir die nachfolgenden Untersuchungen ungeeignet war

und nicht verwendet wurde.
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Abb. 5.3.: Die Abbildung veranschaulicht die Immunodetektion von L19CDy-His nach Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie, Grofienauftrennung in einem 10%igen SDS-Gel und anschliefendem
Elektroblot. Die Probenbezeichnungen entsprechen denen in Abbildung 5.1. Die Immunodetek-
tion erfolgte mit einem Mausantikorper gegen das His-tag und einem sekundéren, Peroxidase

gekoppelten Kaninchenantikérper gegen Maus-IgG.

Die Stabilitéat des Fusionsproteins wurde in Hinblick auf die Lagerfahigkeit tiberpriift, wobei
die Abnahme der Enzymaktivitéit als Kriterium fiir die Stabilitdt herangezogen wurde. Die
Lagerung von L19CDy-His in PBS erfolgte mit und ohne Zusatz von 0,1 % bovinem Serum-
albumin (BSA) bei 8°C. In beiden Ansétzen konnte iiber einen Zeitraum von 35 Tagen
keine bemerkenswerte Verdnderung der Enzymaktivitat gemessen werden (ohne Abb.). Um

die Eignung des Fusionsproteins fiir den In-vivo-Einsatz zu iiberpriifen, wurde L19CDy-
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His mit frischem, humanem Plasma bei 37 °C inkubiert und als Maf fiir die Stabilitéit die
Enzymaktivitdt im Abstand von sechs Stunden {iber einen Zeitraum von 72 Stunden be-
stimmt. Parallel dazu wurde L19CDy-His mit PBS inkubiert. Wie aus der Abbildung 5.4
entnommen werden kann, nimmt die Enzymaktivitdt nach sechsstiindiger Inkubation mit
humanem Plasma um 25% ab, bleibt dann jedoch iiber einen Zeitraum von mindestens
72 Stunden stabil. Die Inkubation mit PBS zeigte anfinglich nur eine minimale Abnahme
der Enzymaktivitit, jedoch wurde nach 72 Stunden eine &hnlich hohe Enzymaktivitit wie

bei der Verwendung humanen Plasmas gemessen.

125, m PBS @O Plasma

—_
[6)] ~ o
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N
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Relative Enzymaktivitat [%]

0 6 12 24 48 72
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Abb. 5.4.: Die enzymatische Stabilitit nach Inkubation von L19CDy-His mit humanem Plasma (beige)
oder PBS (braun) wurde iiber einen Zeitraum von 72 h verfolgt. Die Absorptionsédnderung bei
255 nm, die bei dem enzymatischen Umsatz des Substrates 5-FC zu 5-FU zu beobachten ist,
wurde fiir die Ermittlung der enzymatischen Aktivitdt verwendet. Die Enzymaktivitdt zum
Zeitpunkt null wurde als Referenzwert 100 % gleichgesetzt. Das Diagramm enthilt Daten aus
drei unabhéngigen Enzymaktivitdtsassays. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des
Mittelwertes.

5.1.3. Charakterisierung der L19CDy-His-ED-B-Interaktion

Der Bindungsnachweis des Fusionsproteins L19CDy-His an die Proteindoméne ED-B er-
folgte durch einen Enzym gekoppelten Immunadsorptionsassay (ELISA), indem ED-B auf
dem Trégermaterial immobilisiert und mit verschiedenen Mengen L19CDy-His inkubiert
wurde. Die Durchfithrung der ELISAs fiihrte stets zu reproduzierbaren Ergebnissen. Wie in
der Abbildung 5.5 A veranschaulicht ist, bindet L19CDy-His eindeutig und reproduzierbar
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konzentrationsabhingig an die Proteindoméne ED-B.

In einem weiteren ELISA wurden zur Kontrolle der Bindungsspezifitdt Proteine immobili-
siert, die I) eine d&hnliche molekulare Masse im Vergleich zu ED-B (10 kDa) aufweisen, II) mit
dem gleichen Affinitdts-tag ausgestattet oder III) gleichen Ursprungs sind (Abb. 5.5 B).
Die Ergebnisse belegen klar, dass L19CDy-His ausschliefslich spezifisch an ED-B bindet,
da die L19CDy-His-Inkubation mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, 6,2kDa),
der N-Glykosidase Saporin (29,6 kDa) und BSA (66,5kDa) nur zu geringen Absorptions-
werten fiihrte. Diese sind vergleichbar mit der Antikérperkontrolle, fiir die die Blocklo-
sung (BSA + fetales Kélberserum (FKS)) immobilisiert wurde. Dariiber hinaus wurde
das Fusionsprotein antiA33-CDy als Negativkontrolle in gleicher Weise wie L19CDy-His
(Abb. 5.5 A) in dem ELISA eingesetzt (ohne Abb.). Dieser ELISA belegt, dass antiA33-
CDy keine Bindungsaffinitit gegeniiber ED-B aufweist, da gleichméfig geringe Absorp-
tionssignale unabhéngig von der eingesetzten antiA33-CDy-Menge gemessen wurden und
bestétigt damit die L19CDy-His-Bindungsspezifitit gegeniiber ED-B.

Zur ndheren Charakterisierung der Bindung zwischen L19CDy-His und ED-B wurde die
Oberflachenplasmonresonanz- Analyse herangezogen. In Vorbereitung dessen wurde die Pro-
teindoméne ED-B auf einem Sensorchip (CM5-Chip, BIACORE) immobilisiert. Die Bin-
dungsaffinitit zu ED-B wurde unter gleichméfigem Fluss mit verschiedenen L19CDy-His-
Verdiinnungen (25-600 nM) untersucht. Die 100-nM-Verdiinnung wurde zweimal gemessen,
um die Reproduzierbarkeit zu belegen. Da die Messwerte nahezu identisch zur ersten Mes-
sung waren, liegen die Kurven in der Abbildung 5.6 iibereinander. Insgesamt wurden drei
voneinander unabhéngige Messungen durchgefiihrt und mit Hilfe der BIAcore Software die
Assoziationsraten- und Dissoziationsratenkonstante sowie die Gleichgewichtskonstante be-
stimmt (Tab. 5.1, S. 31).
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Abb. 5.5.: Die Abbildung zeigt zwei verschiedene Enzym gekoppelte Immunadsorptionsassays, in denen die
Proteindoméne ED-B oder Kontrollproteine immobilisiert wurden. (A) Die Absorptionssignale
verdeutlichen die konzentrationsabhingige L19CDy-His-ED-B-Interaktion. Der ELISA wurde
in drei unabhingigen Versuchen durchgefiihrt und pro Fusionsproteinmenge wurden jeweils
acht Absorptionswerte je ELISA gemittelt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
der Mittelwerte der drei ELISA. (B) Die Spezifitdt der L19CDy-His Bindung wurde durch Im-
mobilisation verschiedener Proteine iiberpriift, die ED-B in molekularer Masse, Affinitats-Tag
oder Ursprung sehr dhnlich sind, wie der epidermale Wachstumsfaktor (EGF, 6kDa) und die
N-Glykosidase Saporin (29,6 kDa). Zudem wurde BSA und die Blockierlosung (BSA + FKS)

untersucht.
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Abb. 5.6.: Fiir die Charakterisierung der Bindungsaffinitit von L.19CDy-His zur Proteindomine ED-B
wurde die Oberflichenplasmonresonanz-Analyse verwendet. ED-B wurde auf dem Sensorchip
(CM5, BIACORE) immobilisiert und verschiedene L19CDy-His-Verdiinnungen (25-600 nM) bei
konstantem Fluss getestet. Die Messung fiir den 100-nM-Ansatz wurde zweimal durchgefiihrt.
Die Abbildung zeigt exemplarisch eine von drei Messungen, die fiir die Ermittlung der Konstan-

ten (siehe Tab.5.1, 31) herangezogen wurden.

Tab. 5.1.: Die Oberflichenplasmonresonanz-Analyse erfolgte mit einem BIACORE Sensorchip auf dem
ED-B immobilisiert wurde und sechs verschiedenen L19CDy-His-Verdiinnungen (25-600nM).
Fiir jede der drei voneinander unabhéngigen Messungen (eine exemplarisch in Abb. 5.6 gezeigt)
wurden die kinetischen Parameter Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante (kon und ko)
sowie die Dissoziationsgleichgewichtskonstante (KD) mit Hilfe der BIAcore Software bestimmt.

Zudem wurde der Standardfehler (SF) angegeben.

Kon [L/M x 5| SF (kon)  kog[1/s]  SF (kyp) KD [M]
3,67x 10* 0,75 x 102 2,65x 103 2,58 x 10° 72,3 x 107
3,77x 104 1,05 x 10> 3,21 x 103 3,74 x 10° 85,2x 107
3,76 x 10*  1,02x 10® 3,16 x 10% 3,57 x 10° 84,0 x 107

5.1.4. Die ADEPT mit L19CDy-His in vitro

Die vorangehenden Ergebnisse belegen einerseits die enzymatische Aktivitét des Fusionspro-
teins L19CDy-His und andererseits die Féahigkeit der spezifischen Bindung an die Protein-
doméne ED-B. Die Kombination beider Eigenschaften ist eine entscheidende Notwendigkeit
fiir den erfolgreichen Einsatz des Fusionsproteins in der zielgerichteten Inhibition der Angio-
genese. Um die Eignung von L19CDy-His fiir diese Therapieform zu untersuchen, wurde die
ADEPT mit der murinen Teratokarzinomzelllinie F9 (ED-B+) und der murinen hypophy-
saren Adenomazelllinie AtT-20 (ED-B—) durchgefiihrt. Letztere wurde als Negativkontrolle

verwendet, nachdem mit Hilfe einer reversen Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-
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PCR) eine ED-B-Expression ausgeschlossen wurde (ohne Abb.). Neben L19CDy-His wurde
auch His-CDy, welches ausschlieflich die enzymatische Aktivitit aufweist, in der ADEPT
mit dem Prodrug untersucht.

Die Abbildung 5.7 A zeigt eindeutig, dass die aufeinander folgende Behandlung mit Fusions-
protein L19CDy-His und 5-FC zu einer konzentrationsabhéngigen Reduktion der Zellvita-
litdt in den ED-B+ Zellen fiihrt, wobei der experimentell ermittelte Halbiiberlebensindex
(SIso) 15 uM 5-FC betrigt.

Der SI5p-Wert wird bei der Behandlung der AtT-20-Zellen mit 5-FU bei Konzentrationen
ab etwa 0,8 uM erreicht. Bei dieser Konzentration hat die Behandlung mit L19CDy-His und
5-FC, aufgrund der Abwesenheit der Proteindoméne ED-B keine toxische Wirkung auf die
AtT-20-Zellen (Abb. 5.7 B). Die Verwendung gleicher 5-FC-Konzentrationen ohne L19CDy-
His hatte keinen Einfluss auf die Vitalitdt der F9- und AtT-20-Zellen. Zudem fiihrte die
sukzessive Behandlung mit CDy-His und 5-FC in keiner der beiden Zelllinien zur Reduktion
der Zellvitalitat.
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Abb. 5.7.: Die Abbildung zeigt zwei Cytoxizitdtsassays, in denen (A) die F9-Zellen (ED-B+) und (B)
die AtT-20-Zellen (ED-B—) mit L19CDy-His (Quadrat, braun) oder His-CDy (Kreis, gelb) und
5-FC behandelt wurden. Die Zellen wurden mit L19CDy-His oder His-CDy fiir 1 h inkubiert,
gewaschen und anschliefsend mit verschiedenen 5-FC-Konzentrationen iiber einen Zeitraum von
36 h inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen nur mit dem Prodrug 5-FC (Raute, griin) und dem
Drug 5-FU (Hexagon, rot) inkubiert. Die prozentuale Zellvitalitdt wurde im Vergleich zu Zellen,
die nur mit Medium inkubiert wurden, ermittelt. Die Fehlerbalken basieren auf der Standard-
abweichung, die aus den Mittelwerten von vier Experimenten (A) und sieben Experimenten (B)

fiir jede Konzentration errechnet wurden.
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Die Inkubation der ED-B+ F9-Zellen und der ED-B— AtT-20-Zellen mit L19CDy-His oder
His-CDy ohne Prodrug fithrte wie erwartet zu keiner Reduktion der Zellvitalitéat. Dies unter-
streicht die Spezifitdt der cytotoxischen Wirkung von L19CDy-His in in Anwesenheit von
5-FC. Der Nachweis der tatsdchlich vorhandenen Enzymaktivitit erfolgte durch Zugabe
des L19CDy-His oder His-CDy (ohne Auswaschung) gefolgt von der Zugabe des Prodrugs
(jeweils hochste Konzentration) (Abb. 5.8).
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Abb. 5.8.: Die Bestimmung der Eigentoxizitit der Proteine L19CDy-His und His-CDy erfolgte durch ein-
stiindige Inkubation auf F9- und AtT-20-Zellen, anschlieffendem Waschen und Inkubation mit
Medium iiber einen Zeitraum von 36 h. Zur Kontrolle der enzymatischen Aktivitdt beider Pro-
teine wurden jeweils beide Zelllinen mit den Proteinen behandelt und anschliefsend ohne Wasch-
schritt mit dem Prodrug im Medium inkubiert. Die Fehlerbalken basieren auf der Standardab-
weichung, die aus den Mittelwerten von vier und sieben Experimenten fiir F9 bzw. AtT-20

errechnet wurden.

5.1.5. Nachweis des mit L19CDy-His erzielten Bystander Effects

Die Entfaltung einer lokal begrenzt auftretenden, cytotoxischen Wirkung, die nicht auf anti-
gentragende Tumorzellen beschriankt ist, stellt einen entscheidenden Vorteil der ADEPT
dar. Dieser sogenannte Bystander Effect bietet die Moglichkeit durch Diffusion der gebil-
deten, toxischen Substanz benachbarte, Nicht-Zielzellen in der extrazelluliren Matrix zu
erreichen und abzutéten. Fiir die Untersuchungen zum Bystander Effect wurden Tumor-
zellen rdumlich getrennt voneinander kultiviert. Hierzu wurde eine Zellfraktion in den Ver-
tiefungen einer Zellkulturplatte kultiviert und die andere Fraktion in einem Insert, dessen
Boden mit einer Membran ausgestattet ist. Das Insert kann in die Vertiefung der Zell-
kulturplatte (vorzugsweise nach Anwachsen der Zellen) eingehangen werden, sodass ein

Stoffaustausch zwischen beiden Zelllinien iiber das Medium stattfinden kann. Es wurden
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die Zellfraktionen F9/F9 (ED-B+/+) und F9/AtT-20 (ED-B+/—) verwendet. Die Inkuba-
tion mit dem Fusionsprotein L19CDy-His erfolgte ausschlieflich mit der ED-B+ Fraktion
(F9-Zellen) und fiihrte zur Bindung an ED-B in der extrazelluldren Matrix. Nach dem
Waschen und der Zugabe des Prodrugs wurden beide Zellfraktionen gemeinsam kultiviert,
indem das Insert in die Vertiefung der Zellkulturplatte, die auch Well genannt wird, ein-
gehangen wurde. Der cytotoxische Effekt der ADEPT spiegelte sich in der Reduktion der
Zellvitalitat wider. Diese Reduktion war sowohl in der Zellfraktion, die mit L19CDy-His
behandelt wurde (Well), als auch der Fusionsprotein-freien Zellfraktion (Insert) sichtbar.
Hierbei war es unerheblich, ob es sich um die Co-Kultivierung von F9/F9- oder F9/AtT-20-
Zellen handelte. Wie aus der Abbildung 5.9 entnommen werden kann, ist die Reduktion der
Zellvitalitdat von der Konzentration des Prodrugs abhingig. Diese Abhéngigkeit kann so-
wohl fiir die mit L19CDy-His-behandelten Zellen, als auch fiir die unbehandelten Zellen im
Insert beobachtet werden. Dariiber hinaus zeigt dieser Versuch, dass die cytotoxische Wir-
kung aufgrund des Bystander Effects unabhéngig von der in der Nachbarschaft befindlichen

Zelllinie ist, solange diese 5-FU-sensitiv ist.

34



Ergebnisse

0 1 10 100

A , 125 -
Medium B O
1.Inkubation 2.Inkubation  Analyse Symbol
X100 +
= ] = = s 4
o 1
Qo i
1,5,55uM5-FCG 5 (0
=
_ A S 5.
= g & s i
= = - !
° 25+
== == [ === )
O // T T 1
55 UM 5-FC E 4 o 1 10 100
5-FC [uM]
B 125
Medium [ F9 /] At-T20
1.Inkubation 2.Inkubation  Analyse Symbol 100 = T
O g ©J w5 b
= Q
2 i
E
b= — s 3 s0f :
L) 8
0 25
= = ) ) 1
0 // T T 1
2

Abb. 5.9.

5 M5Fo |

Fiir den Bystander-Ef fect-Cytotoxitatsassay wurde eine Zellfraktion in einem Well einer Zell-

5-FC [uM]

kulturplatte und eine andere in einem Insert getrennt voneinander kultiviert. ED-B-+ F9-Zellen
wurden fiir (A) sowohl im Well als auch im Insert kultiviert. Fiir (B) wurden die F9-Zellen
im Well und die ED-B— AtT-20-Zellen im Insert kultiviert. Bei der 1. Inkubation wurden nur
die Zellen im Well mit L19CDy-His inkubiert. Nach dem Auswaschen ungebundenen L19CDy-
His wurde das Insert in die Zellkulturplatte eingehangen, sodass die Zellen im Insert iiber das
Medium mit den Zellen im Well in Kontakt standen. Fiir diese 2. Inkubation (36h) wurden
drei verschiedene 5-FC-Konzentrationen verabreicht. Die prozentuale Zellvitalitdt basiert auf
dem Vergleich mit Zellen, die nur mit Medium inkubiert wurden. Als Kontrollen wurde sowohl
L19CDy-His (Dreieck) als auch die hdchste 5-FC-Konzentration ohne L19CDy-His (Raute) ein-
gesetzt. Die Fehlerbalken basieren auf der Standardabweichung, die aus den Mittelwerten der

drei verschiedenen Assays errechnet wurden.
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5.2. Etablierung eines murinen Kolonkarzinom-Modells

5.2.1. Klonierung und molekularbiologischer Nachweis der Transfektion

Das Fusionsprotein antiA33-CDy wurde von Hossein Panjideh kloniert und bereits erfolg-
reich in P. pastoris exprimiert. Es besteht aus der CDy und einem scFv, der spezifisch
an das humane Glycoprotein A33 (hgpA33) bindet. Die bisher mit antiA33-CDy erfolg-
ten Untersuchungen waren jedoch auf In-vitro-Untersuchungen und eine tierexperimentelle
Pilotstudie mit athymischen M&usen beschrankt.

Daher standen in dieser Arbeit Untersuchung zur antitumoralen Wirkung von antiA33-CDy
und dessen potentielle Immunogenitiat in immunkompetenten BALB /c-M&usen im Vorder-
grund. Zu diesem Zweck wurden zwei Transfektanten der murinen Kolonkarzinomzelllinie
CT26 generiert, wovon eine als Kontrollzelllinie ausschlieklich das enhanced Green Fluore-
scent Protein (eGFP) und die andere als Zielzelllinie ein Protein aus hgpA33 und eGFP
exprimieren sollte. Das zur Fluoreszenz anregbare eGFP wurde sowohl als Kontrollprotein
verwendet, als auch zur Lokalisation des hgpA33.

Die Klonierung erfolgte auf der Grundlage der von Katrin Dassler und Hossein Panjideh
klonierten eGFP-pcDNA6 B- beziehungsweise hgpA33-pcDNA6 B-Vektoren. Durch Am-
plifikation der ¢cDNA des hgpA33-Gens wurden mit spezifischen Primern neue Restrik-
tionsendonuclease-Schnittstellen an die Sequenz angefiigt, um die anschliefende Ligation
mit eGFP-pcDNA6 B zu erméglichen. Zur vereinfachten Darstellung sind hgpA33-eGFP
und eGFP in den folgenden Abbildungen in den Farben violett beziehungsweise griin dar-
gestellt.

Die erfolgreiche Klonierung wurde nach Amplifikation der vektoriellen DNA in E. coli durch
Sequenzierung mit vektor- und insertspezifischen Primern bestétigt (ohne Abb.). Die mu-
rine Kolonkarzinomzelllinie CT26 wurde fiir die Generierung von Ziel- und Kontrollzel-
len mit dem hgpA33-eGFP- beziehungsweise eGFP-pcDNA6 B-Vektor stabil transfiziert.
Die Selektion der Transfektanten erfolgte durch Kultivierung in Gegenwart des vektor-
spezifischen Antibiotikums Zeocin. Zur Kontrolle der Transfektion wurde zunéchst die
Gesamt-RNA isoliert und RT-PCRs mit ¢cDNA- und speziesspezifischen Primern durch-
gefiithrt (Abb. 5.10 A), um unter anderem die humane von der murinen gpA33-Expression
(mgpA33—) zu unterscheiden. Fiir die PCRs wurden RNA-Proben der Zelllinien LIM1215
(hgpA33+, mgpA33—), CT26 (hgpA33—, mgpA33—) und F9 (hgpA33—, mgpA33+) als
Kontrollen eingesetzt. Zudem ist anzumerken, dass keine dieser Zelllinien eGFP per se ex-
primiert. Die Ergebnisse der verschiedenen RT-PCRs belegen, dass die artifizielle DNA
in den Transfektanten erfolgreich transkribiert wird. Da die Transkription der DNA je-

doch keine Schlussfolgerung iiber die Translation und Translokation von Proteinen zulésst,
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wurde zudem eine Membranpriparation der CT26-, LIM1215-Zellen und der Transfektan-
ten durchgefithrt (Abb. 5.10 B). Die Immunodetektion der Membranpréiparation erfolgte
mit einem polyklonalen Antikérper gegen hgpA33 und belegt die erfolgreiche Expression
und Translokation des hgpA33-eGFPs in die Zellmembran der CT26-hgpA33-eGFP-Zellen
durch charakteristische Proteinbanden bei etwa 55 und 80kDa. Die molekulare Masse des
nicht glykosylierten hgpA33 betragt etwa 43 kDa, die des hgpA33-eGFP, aufgrund der Fu-
sion mit eGFP, etwa 70kDa. Die Abbildung belegt die Glykosylierung von hgpA33, die zu

einer Vergrofserung der molekularen Masse fiihrt.
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Abb. 5.10.: Zur  Kontrolle der  Transfektion wurde (A) eine rteverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion und (B) eine Membranpriparation durchgefiihrt. (A) Es
wurden die sequenzspezifischen Primer fiir das murine und humane Glykoprotein A33
(mgpA33 und hgpA33), das enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) und das murine oder
humane S-Aktin verwendet. Die RNA der Zelllinien F9 und LIM1215 wurden als Kontrolle
fiir die Anwesenheit muriner beziehungsweise humaner gpA33-RNA eingesetzt. (B) Die in der
Membranpréparation isolierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE (7,5 %) aufgetrennt und

nach einem Westernblot mit einem polyklonalen Ziegenantikérper gegen hgpA33 und einem

sekundéren Kaninchenantikérper gegen Ziegen-IgG detektiert.

Es ist deutlich erkennbar, dass die hgpA33-RNA ausschliefslich in den Proben der humanen
Kolonkarzinomzelllinie LIM1215 und den CT26-hgpA33-eGFP-Zellen vorhanden ist. Mit
den eGFP-spezifischen Primern wurde die Anwesenheit der eGFP-RNA ausschlieflich in
den CT26-Transfektanten detektiert. Die erleichterte Detektion und auch Sortierung der
hgpA33+ Transfektanten stand bei der Fusion der cDNA des hgpA33s und des eGFPs
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im Vordergrund. Der Expressionsnachweis erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Ex 488 nm,
Em 510nm), wobei eine auffillig breit gestreute eGFP-Fluoreszenzintensitéit innerhalb der
Zellpopulationen zu beobachten war (ohne Abb.).

Fiir die Detektion der hgpA33-Expression wurden die Transfektanten, die CT26- und auch
LIM1215-Zellen mit zwei Antikorpern inkubiert und das Fluoreszenzsignal des Phyco-
erythrin (PE) markierten, sekundéren Antikorpers in der Durchflusscytometrie untersucht
(Abb. 5.11). PE und eGFP kénnen mit der gleichen Wellenlénge angeregt werden, emittieren
jedoch bei etwa 510 beziehungsweise 575 nm. Die stark hgpA33-exprimierenden LIM1215-
Zellen zeigen eine eindeutige Rechtsverschiebung der Kurve in den Bereich héherer PE-
Fluoreszenzintensitét, jedoch keine eGFP-Expression (Abb. 5.11 B). Fiir die CT26-hgpA33-
eGFP-Zellen wurde sowohl bei der Detektion von eGFP, als auch PE eine eindeutige Rechts-
verschiebung beobachtet (Abb. 5.11 A und B). Die Kontrollzelllinie CT26-eGFP zeigt aus-
schliefslich eine erhohte Fluoreszenzintensitat im eGFP-Signal, wohingegen bei den nativen
CT26-Zellen keines der beiden Fluoreszenzsignale gemessen wurde. Die Verwendung einer
Isotyp-Kontrolle, hier des konstanten Teils des Ratten IgGs 2a, zeigte bei keiner der ver-
wendeten Zelllinien eine Bindung (Abb. 5.11 C und D) und eine zu unbehandelten Zellen
vergleichbare Fluoreszenzintensitit (Abb. 5.11 E und F). Dies unterstiitzt die Aussage, dass
es sich bei den Proben mit dem anti-hgpA33 Antikérper um eine spezifische Bindung der
variablen Fragmente an das hgpA33 handelt.

Die Etablierung der Durchflusscytometrie mit den genannten Zelllinien hatte die Sortierung
der stark hgpA33eGFP-exprimierenden Zellen mittels Fluorescence-activated Cell Sorting
(FACS) zum Ziel. Die Sortierung der Zellen erfolgte direkt nach Inkubation mit den oben
genannten Antikérpern in der Flow Cytometry Core Facility, die im Deutschen Rheuma-
Forschungszentrum in Berlin anséssig ist. Die aufgrund ihrer hohen eGFP- oder hgpA33-
eGFP-Expression selektierten Transfektanten wurden vermehrt und zwei weiteren Sortie-
rungen unterzogen. Neben den CT26-hgpA33-eGFP-Zellen wurden auch die CT26-eGFP-
Zellen sortiert, wobei hier ausschlieflich diejenigen Zellen ausgewahlt wurden, die eine hohe
eGFP-Fluoreszenzintensitit bei etwa 510 nm, jedoch keine bei 575 nm aufwiesen. Die Abbil-
dung 5.12 zeigt die beiden Zellpopulationen der zweiten Sortierung. Hierbei wird deutlich,
dass eine Antikorperbindung ausschlieflich an die CT26-hgpA33-eGFP stattfand, da nur
hier (Abb. 5.12 A) eine hohe PE-Fluoreszenzintensitét detektiert wurde.
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Abb. 5.11.: In der Durchflusscytometrie wurden die Zelllinien LIM1215 (rot), CT26 (blau) und dessen
Transfektanten CT26-hgpA33-eGFP (violett) und CT26-eGFP (griin) eingesetzt. Die Zellen
wurden mit einem spezifischen anti-hgpA33 Antikorper (A, B) der Isotyp-Kontrolle Ratten
IgG 2a (C, D) inkubiert oder gar nicht behandelt (E, F). Die Inkubation der Zellen mit
Antikérpern (A-D) wurde in Kombination mit einem sekundéren PE gekoppelten Antikdrper

durchgefiihrt.
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Abb. 5.12.: Die Sortierung der hgpA33-eGFP- und eGFP-exprimierenden Zielzellen beziehungsweise Kon-
trollzellen wurde mittels Fluorescence-activated Cell Sorting errreicht. Die Zellen wurden
mit einem polyklonalen Antikorper gegen hgpA33 und einem Phycoerythrin (PE) gekoppel-
ten, sekunddren Antikorper behandelt. (A) zeigt die Kontrollzellpopulation, die keine PE-
Fluoreszenz jedoch eine erhéhte eGFP-Fluoreszenz aufweist. (B) veranschaulicht den zwei-
fachen Fluoreszenznachweis, einerseits der Antikérperbindung (PE-Fluoreszenz) und anderer-
seits des in den Zellen exprimierten eGFPs in der Zielzellpopulation. Das Rechteck (P4) zeigt

den Teil der Zellpopulation, der fiir die weitere Verwendung separiert wurde.

Die Lokalisation des hgpA33-eGFP und dessen Fluoreszenzaktivitit wurde mit der Mem-
branpréiparation beziehungsweise in der Durchflusscytomerie erfolgreich nachgewiesen. Um
die Distribution des hgpA33-eGFP in den transfizierten Zellen zu visualisieren wurden die
oben genannten Antikorper in der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. In Vorbe-
reitung auf die Antikérperinkubation wurden die Zelllinien LIM1215, CT26-hgpA33-eGFP
und CT26-eGFP auf speziellen Objekttragern ausgesét, die mit einzelnen Kammern fiir die
Inkubation mit Fliissigkeiten ausgestattet sind.

Die am Mikroskop aufgenommenen Bilder wurden weder in ihrer Intensitédt noch im Kon-
trast nachbearbeitet, um einen eindeutigen Vergleich zu erméglichen. Fiir die Darstellung
der PE-Fluoreszenz wurde jedoch die Farbe gelb gewéhlt, da diese im Vergleich zu rot
(Originalfarbe) einen hoheren Kontrast zum schwarzen Hintergrund aufweist. hgpA33 ist
eindeutig in der Zellmembran der LIM1215- und den CT26-hgpA33-eGFP-Zellen lokali-
siert (Abb.5.13 D, F). Dahingegen unterscheiden sich die beiden Zelllinien in der eGFP-
Fluoreszenz, die ausschlieklich bei CT26-hgpA33-eGFP-Zellen auftritt (Abb.5.13 A, C). Die
CT26-eGFP-Zellen weisen kein PE-Fluoreszenzsignal auf (Abb.5.13 E), zeigen jedoch eine
homogenverteilte eGFP-Fluoreszenz. Die Isotyp-Kontrolle des verwendeten Antikorpers be-
legt dessen Sperzifitit, da in keiner der untersuchten Zelllinien ein PE-Fluoreszenzsignal
detektiert wurde (G, H, I).
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Abb. 5.13.: Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurde die Emission der Fluorophore eGFP (1.
Reihe, griin) und Phycoerythrin (2. und 3. Reihe, gelb als Falschfarbendarstellung) in den
Transfektanten CT26-hgpA33-eGFP und CT26-eGFP und der humanen Zelllinie LIM1215
nach Inkubation mit einem monoklonalen Antikérper gegen hgpA33 und einem PE gekoppel-
ten, sekundéren Antikorper detektiert. Als Isotyp-Kontrolle wurde ein Ratten IgGs, und als
Sekundirantikorper der PE gekoppelte Antikérper verwendet (3. Reihe).
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5.2.2. AntiA33-CDy in der ADEPT

Die Expression artfremder Proteine kann zu Verdnderungen im Zellwachstum fiihren, ins-
besondere wenn die Expression aufgrund starker Promotoren (hier aus dem Zytomegalus-
virus) auf sehr hohem Niveau erfolgt. Um einen moglichen Einfluss in den Transfektan-
ten zu bestimmen, wurde die Zellvermehrung der Transfektanten im Vergleich zu nativen
CT26-Zellen untersucht. Hierfiir wurden die Zellen parallel ausgesdt und deren Vitalitdt
nach jeweils 24 h in einem MTT-Assay tiberpriift (Abb. 5.14). Die Zellvermehrung fiihrt bei
gleichbleibend hoher Vitalitét zum Anstieg des Absorptionssignals tiber den Zeitverlauf (24,
48, 72, 96 h). Der Kurvenverlauf zeigt eindeutig ein stetiges Wachstum der Zellen innerhalb
der ersten 72h, wobei die CT26-eGFP-Zellen eine geringfiigig langsamere Zellvermehrung
zeigen. Da zwischen den nativen CT26-Zellen und den Transfektanten kein erheblicher Un-
terschied auftrat, wurden die sortierten Zellen, wie beabsichtigt, als Ziel- und Kontrollzellen

zunéchst fiir In-vitro-Versuche eingesetzt.
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Abb. 5.14.: Fiir die Analyse der Zellvermehrung wurden die Zellen CT26 (schwarz), CT26-hgpA33-eGFP
(violett) und CT26-eGFP (griin) parallel kultiviert. Der Nachweis der Zellvermehrung erfolgte
indirekt iiber die Zellvitalitidt, die mit dem enzymatischen Umsatz des MTTs korreliert. Der
MTT-Assay wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt, wobei die Messungen alle 24 h iiber einen

Zeitraum von 96 h erfolgten.

Fir die ADEPT mit den Ziel- und Kontrollzellen CT26-hgpA33-eGFP beziehungsweise
CT26-eGFP wurde das Fusionsprotein antiA33-CDy, das spezifisch an das hgpA33 bin-
det, eingesetzt. Fiir die In-vitro-Therapie wurden die Zellen zuerst mit dem Fusionsprotein
inkubiert, ungebundenes Protein entfernt und anschliefend das Prodrug mit den Zellen
inkubiert. Der Ablauf gleicht den In-vitro-Untersuchungen zur Effektivitdt des Fusions-

proteins L19CDy-His, nur dass hier das auf den murinen Kolonkarzinomzellen exprimier-
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te hgpA33 als molekulares Ziel diente. Die Untersuchung der cytotoxischen Wirkung von
antiA33-CDy in Kombination mit dem Prodrug 5-FC erfolgte sowohl fiir die Ziel- als auch
die Kontrollzellen in separaten Cytotoxizitatsassays (Abb. 5.15). Die Bestimmung der Zell-
vitalitdt erfolgte mittels MTT-Assay, wobei unbehandelte Zellen fiir die Generierung des
Referenzwertes verwendet wurden. Die Therapie entfaltete eindeutig eine konzentrations-
abhéngige, cytotoxische Wirkung auf die Zielzellen, die sich durch die Reduktion der Zell-
vitalitdt darstellt (Abb. 5.15 A). Dieser cytotoxische Effekt trat bei Verwendung gleicher
5-FC-Konzentrationen ohne Fusionsprotein nicht auf, sodass hier auf eine spezifische Wir-
kung, durch die Umwandlung von 5-FC in 5-FU geschlossen werden kann. Die Behandlung
der Kontrollzellen hatte keine cytotoxische Wirkung zur Folge. Hier war lediglich bei der
hochsten 5-FC-Konzentration eine Reduktion der Zellvitalitit zu beobachten (Abb. 5.15 B).
Beide Zelllinien wiesen jedoch erwartungsgeméfs eine starke, konzentrationsabhéngige Re-

duktion der Zellvitalitat bei direkter Inkubation mit 5-FU auf.

A antiA33-CDy + 5-FC e 5-FU B Symbole wie in Abb. A
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Abb. 5.15.: Die Untersuchungen zur cytotoxischen Wirkung der ADEPT mit dem Fusionsprotein antiA33-
CDy und dem Prodrug 5-FC erfolgten sowohl fiir die Zielzellen CT26-hgpA33-eGFP (A) als
auch fiir die Kontrollzellen CT26-eGFP (B). Die Fehlerbalken basieren auf der Standardab-
weichung, die aus den Mittelwerten von zehn unabhéngigen Experimenten fiir beide Zelllinien

errechnet wurde.

ADEPT zeichnet sich im Besonderen dadurch aus, dass die cytotoxische Substanz aufier-
halb der Zielzellen gebildet wird und dadurch auch in die umliegenden, tumorversorgenden

Zellen diffundieren und dort eine cytotoxische Wirkung erzielen kann. Die Untersuchung
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dieses so genannten Bystander Effect erfolgte ebenfalls in vitro in einem Cytotoxizitdtsassay.
Die Therapie wurde sowohl mit den Ziel- als auch den Kontrollzellen durchgefiihrt. Die Ab-
bildung 5.16 A veranschaulicht den Cytotoxizitdtsassay, fiir den die Zielzellen in den Wells
kultiviert, mit dem Fusionsprotein behandelt und anschliekend mit den Nicht-Zielzellen
co-kultiviert wurden. Die deutliche Reduktion der Zellvitalitdt der nicht mit antiA33-CDy-
behandelten Kontrollzellen (griin) bei gemeinsamer Kultivierung mit den antiA33-CDy-
behandelten Zielzellen (violett) veranschaulicht iiberzeugend den bereits fiir das Fusions-
protein L19CDy-His beschriebenen Bystander Effect. Als Kontrollversuch wurden die Nicht-
Zielzellen in den Wells kultiviert, der antiA33-CDy-Inkubation unterzogen und anschlieftend
mit den Kontrollzellen ohne antiA33-CDy-Inkubation gemeinsam kultiviert (Abb. 5.16 B).
Der cytotoxische Effekt konnte nicht beobachtet werden, wenn die Kontrollzellen zunéchst
der antiA33-CDy-Inkubation unterzogen und die Zielzellen anschliefend co-kultiviert wur-
den. Dies unterstreicht die Voraussetzung einer spezifischen Bindung des Fusionsproteins
an die Zielstruktur hgpA33, um einen erfolgreichen Therapieeffekt, wie er in Abb.5.16 A

deutlich wird, zu ermdglichen.
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Abb. 5.16.: Diese Abbildung veranschaulicht den Bystander Effect der Therapie mit antiA33-CDy und
5-FC. (A) Die Zielzellen CT26-hgpA33-eGFP (violett) wurden in Wells kultiviert und mit
antiA33-CDy behandelt. Nachdem ungebundenes antiA33-CDy ausgewaschen wurde, erfolgte
die Co-Kultivierung mit den Kontrollzellen CT26-eGFP (griin) durch das Einsetzen des Inserts,
in dem die CT26-eGFP-Zellen zuvor kultiviert wurden, und die Zugabe des Prodrugs. (B) Fir
diesen Assay wurden die CT26-eGFP-Zellen in den Wells kultiviert, mit antiA33-CDy behan-
delt und anschlieftend mit den CT26-hgpA33-eGFP-Zellen co-kultiviert. Es wurden drei ver-
schiedene 5-FC-Konzentrationen (Quadrat) nach antiA33-CDy-Inkubation, das Fusionsprotein
allein (Dreieck) und die héchste 5-FC-Konzentration ohne Fusionsprotein (Raute) eingesetzt.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte drei voneinander unabhéngi-

ger Assays. 45
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5.2.3. Untersuchungen zur Immunogenitit von antiA33-CDy in
BALB/c-Mé&usen

Die in ADEPT eingesetzten Fusionsproteine unterliegen der Voraussetzung, dass das ent-
haltene Enzym nicht in dem zu behandelnden Organismus vorkommt. Wenn das Prodrug
systemisch verabreicht wird, kann unter dieser Voraussetzung eine unbeabsichtigte, enzy-
matische Umsetzung in tumorfernen Geweben verhindert werden. AntiA33-CDy enthélt
die CDy, deren cDNA aus Saccharomyces cerevisiae abgeleitet wurde und in S&ugern nicht
vorkommt. Demzufolge kann CDy potentiell immunogen in murinen und humanen Orga-
nismen wirken. Fiir die Untersuchung zur Immunogenitét des Fusionsproteins wurden zwei-
mal 100 ug antiA33-CDy in einem Abstand von sieben Tagen subkutan in BALB/c-Méause
injiziert und das Plasma 12 und 26 Tage nach der ersten Injektion auf die Anwesenheit mu-
riner Antikorper gegen die Proteine antiA33-CDy, His-CDy, antiA33-GFP und Fibronektin
in einem ELISA untersucht. Die Abbildung 5.17 A zeigt den Nachweis muriner Antikor-
per, die eine Affinitdt zu antiA33-CDy aufweisen. Es wird deutlich, dass die Menge der
im Plasma zirkulierenden Antikérper nach 26 Tagen im Vergleich zur ersten Blutabnahme
am 12. Tag bei allen immunisierten Tieren (blau unterlegt) abnimmt und von Tier zu Tier
variiert, da die Immunantwort individuell verschieden ist.

Die Immobilisierung der Proteine His-CDy, antiA33-eGFP und Fibronektin diente zur Iden-
tifikation der murinen Antikorperspezifitdten. Die Abbildung 5.17 B belegt, dass die Injek-
tion von antiA33-CDy initial zur Bildung muriner Antikorper fiihrt, die gegen den enzyma-
tischen Teil des Fusionsproteins gerichtet sind, da ausschlieflich fiir das Vollldngenprotein
antiA33-CDy (Abb. 5.17 A) und His-CDy (Abb. 5.17 B) die Anwesenheit muriner Antikor-
per nachgewiesen wurde. Das murine Plasma unbehandelter Kontrollméuse enthilt keine
Immunglobuline, die eine Affinitét fiir antiA33-CDy, His-CDy, antiA33-GFP oder Fibro-
nektin aufweisen.

Dieselben Méause wurden 42 Wochen nach der ersten antiA33-CDy-Injektion zwei weitere
Male mit antiA33-CDy immunisiert. Plasmaproben, die vor der erneuten Immunisierung
genommen wurden, enthielten keine nachweisbaren antiA33-CDy-affinen Antikérper mehr
(ohne Abb.). Die Abbildung 5.17 C belegt jedoch im Plasma aller mehrfach immunisier-
ten Méuse die Anwesenheit muriner Antikorper, die sowohl eine Affinitét fiir antiA33-CDy
(blau), als auch His-CDy (gelb) aufwiesen. Die Antikorper traten schon nach sieben Tagen
auf und sind vermutlich auf antiA33-CDy-spezifische Gedachtniszellen (engl. memory B
cells) zurtickzufiithren. Solche affinitdtsgereiften, nicht sekretorisch aktiven Gedéchtniszel-
len sind Vorlaufer der antikérperproduzierenden Zellen, die eine schnelle Antwort auf einen

erneuten Antigenkontakt ermoglichen [114].
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Abb. 5.17.: Das Plasma antiA33-CDy-immunisierter (blau unterlegt) und nicht immunisierter BALB/c-
Méuse (grau unterlegt) wurde in einer 1:200 Verdiinnung mit PBS mittels ELISA untersucht,
wobei die Menge der murinen, an die immobilisierten Proteine gebundenen Antikérper mit der
Absorption korreliert. (A) Die Immunisierung erfolgte am Tag 0 und 7 und die Blutabnahme
am Tag 12 und 26. AntiA33-CDy wurde fiir den ELISA immobilisiert und das Plasma in einer
1:200 Verdiinnung auf die Anwesenheit muriner Antikorper, die gegen antiA33-CDy gerichtet
sind, getestet. (B) Zur Kontrolle der Antikorperspezifitit wurden His-CDy, antiA33-eGFP und
Fibronektin immobilisiert und das murine Plasma (Tag 12) in gleicher Weise eingesetzt. (C)
Die selben immunisierten Mause wurden 42 Wochen nach dem letzten Kontakt mit antiA33-
CDy erneut zweimal mit 50 mg antiA33-CDy im Abstand von sieben Tagen immunisiert. Fiir
den ELISA wurden antiA33-CDy, His-CDy, antiA33-eGF und BSA-FKS immobilisiert.
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Die gebildeten Antikérper kénnten den Erfolg der Tumortherapie verringern, wenn die Bin-

dung an das Fusionsprotein zu dessen Degradation, zur Blockierung des scFvs oder zur enzy-

matischen Inaktivierung fithren wiirde. Um letzteres zu iiberpriifen, wurde antiA33-CDy

mit dem murinen Plasma der immunisierten M&use inkubiert und anschliefsend die enzy-

matische Aktivitdt bestimmt (5.18). Hierfiir wurden das Plasmavolumen und die antiA33-

CDy-Menge so gewéhlt, dass das Verhéltnis beider dem einer In-vivo-Therapie mit der

maximalen Menge von 75 ug pro Maus entspricht. Die Ergebnisse belegen, dass das murine

Plasma nur bei einer von vier getesteten Proben zur Verringerung der enzymatischen Akti-

vitat fiithrt. Der Vergleich der Mittelwerte (rote Linie) der relativen enzymatischen Aktivitét

zeigt eine geringfligige Abnahme von etwa 8,5 %, sodass nicht auszuschliefen ist, dass die

individuell gebildeten Antikorper die Therapie beeinflussen kénnten.
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Abb. 5.18.: Die Abbildung veranschaulicht die relative enzymatische Aktivitit von antiA33-CDy nach In-

kubation mit murinem Plasma vor und nach der antiA33-CDy-Immununisierung. Das murine

Plasma wurde mit antiA33-CDy 30 min vorinkubiert, gefolgt von einem Enzymaktivitdtsassay
mit 5-FC. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Substratumsetzung durch antiA33-CDy nach PBS-

Inkubation wurde 100 % gesetzt und die anderen Werte damit verglichen. Die jeweiligen Mit-

telwerte errechnen sich aus voneinander unabhingigen Messungen (n = 5 fiir antiA33-CDy;

n = 3 fiir A, B, C; n = 2 fir E und Serum).
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5.2.4. Das murine Kolonkarzinom-Modell in vivo

Die hervorragende cytotoxische Wirkung der ADEPT mit antiA33-CDy und 5-FC auf die
CT26-hgpA33-eGFP-Zellen (Abschnitt 5.2.2, S. 42) bildete die Grundlage fiir die Ent-
scheidung des Einsatzes dieser Zelllinie in vivo. Fir die Etablierung subkutaner hgpA33+
Tumore wurden 2 x 106 CT26-hgpA33-eGFP-Zellen in die rechte Flanke der BALB/c-
Mé&use injiziert. In den Kontrollgruppen wurden die CT26-eGFP-Zellen in gleicher Anzahl
und Weise in injiziert. Die Zellen wuchsen innerhalb von wenigen Tagen zu einem tastbaren
etwa 4 mm? grofen Tumor heran, sodass am fiinften Tag die Therapie mit der Verabrei-
chung des Fusionsproteins antiA33-CDy begonnen wurde. Um eine antitumorale Wirkung
von antiA33-CDy in immunkompetenten BALB /c-Méausen zu erreichen, wurde eine Mehr-
fachinjektion des Fusionsproteins angestrebt. Trotz der positiven Ergebnisse zur stabilen
Enzymaktivitdt von antiA33-CDy nach Inkubation mit dem Plasma immunisierter Mause
wurde auf eine mehrfache Gabe von antiA33-CDy fiir die Therapie mit 5-FC verzichtet,
um einen etwaigen negativen Einfluss von Antikérpern, die gegen antiA33-CDy gebildet
werden konnten vorzubeugen. Um die vollstdndige, renale Clearence ungebundenen Pro-
teins zu gewahrleisten, wurde das Prodrug 48 h spéter verabreicht. Dieser Zeitpunkt wurde
von Dr. Hossein Panjideh mit radioaktiv markiertem antiA33-CDy ermittelt und diente
als Grundlage fiir die In-vitro-Versuche. Die Abbildung 5.19 veranschaulicht die einzelnen

Gruppen und deren Therapieansatz.

CT26-hgpA33-eGFP-Tumore CT26-eGFP-Tumore
I II III v Vv VI VII
antiA33-CDy - 50pg | 25ug 50pg  75ug 75ug -
5-FC 5 mg - 5mg 5mg 5mg ©Smg -
Kontrollgruppen Therapiegruppen Kontrollgruppe

Abb. 5.19.: Fiir die ADEPT in vivo wurden sieben Gruppen mit je sechs Miusen zusammengestellt. Die
Gruppen I-V erhielten eine subkutane Injektion mit 2 x 10° Zielzellen CT26hgpA33-eGFP
(violett) und die Gruppen VI und VII 2 x 10° Kontrollzellen CT26-eGFP (griin). Die Tiere
wurden vor der antiA33-CDy-Behandlung zufillig, jedoch nach Zelllinie getrennt sortiert, auf
die Kontroll- (I, IT, VII) und Therapiegruppen (III, IV, V, VI) verteilt. Die Therapie startete
mit der subkutanen Verabreichung von antiA33-CDy oder NaCl (symbolisiert durch —) in die
Flanke in Tumorndhe. Das Prodrug 5-FC oder NaCl wurde im Abstand von 48h ebenfalls

subkutan injiziert.
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Das Gewicht der Mause und die jeweilige Tumorgrofe wurden in regelméfigen Abstéinden
kontrolliert. Ein frithzeitiger Therapieabschluss erfolgte bei Tieren, bei denen der Tumor
die maximale Lange von 12mm tiberschritt oder nachdem der Tumor invasiv durch die
Haut hindurchwuchs. Letztere Beobachtung wird als Tumordurchbruch bezeichnet, ist je-
doch nicht intendiert und in den folgenden Abbildungen (Abb.5.22; Abb.5.23) durch ein
blaues Dreieck gekennzeichnet, um zu verdeutlichen, dass die gemessene Tumormasse oder
das Gesamtiiberleben eventuell grofer beziehungsweise verldngert sein konnte, als darge-
stellt werden kann.

Die Tumorzellen wuchsen in der rechten Flanke bei fast allen Tieren oberhalb des Injek-
tionsortes zu einem von der Subkutis gut abgrenzbaren Tumorgewebe heran. Die Abbildung
5.20 A dient der Orientierung und zeigt den Ort der Tumorentstehung (weiftes Rechteck),
der in der Abbildung 5.20 unter B und C und auch in folgenden Abbildungen (Abb. 5.21)
als Ausschnitt gezeigt ist. Das auf der Subkutis wachsende Tumorgewebe wurde durch Re-

sektion vollstédndig entfernt und anschlieftend sofort die Tumormasse bestimmt (Abb. 5.22).

Abb. 5.20.: Die Tumorresektion erfolgte nach Tétung und nachfolgender Uberstreckung des Tieres. (A)
Das weifle Rechteck verdeutlicht den im Folgenden dargestellten Bereich mit Tumor in vivo.
(B) Tumorgewebe in situ (C) Vollstdndige makroskopische Entfernung des Tumorgewebes im
Bereich der Subkutis.

Die folgende Abbildung 5.21 verdeutlicht den Unterschied in der Auspriagung des Kapil-
larsystems erfolgreich behandelter (Abb. 5.21 A, B, S. 51) und tumortragender Tiere (C,
D). Die Therapie wurde bei allen Tieren, die makroskopisch kein Tumorgewebe aufwiesen

(Abb. 5.21 A, B), als erfolgreich eingestuft, wobei bei manchen Tieren eine braunliche Ver-
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farbung der Subkutis (Abb. 5.21 B, grauer Pfeil) zuriickblieb. Die Abbildung verdeutlicht,
dass das starke Tumorwachstum mit einer ausgepriagten Arteriogenese der in der Subkutis
vorliegenden Geféfe (C, D, schwarze Pfeile) einherging. Die Angiogenese im Tumorgewebe,
die fiir dessen Versorgung essentiell ist, wird hier durch ein fein verzweigtes Kapillargeflecht

augenscheinlich (D, weifie Pfeile).

~ Angiogenese

Abb. 5.21.: Die Abbildung verdeutlicht den Unterschied der Ausprigung des Kapillarsystems in Tumor-
nihe. Die vollstindige Tumorremission ist in (A) und (B) gezeigt, wobei in B eine briunliche
Farbung der Subkutis auftritt (grauer Pfeil). Die Arteriogenese wird in (C) und (D) (schwarze
Pfeile) deutlich. Angiogenese liegt im Tumorgewebe vor und ist auf dessen Oberfiche sichtbar
(D, weiRe Pfeile).

Die Abbildung 5.22 zeigt die Tumormasssen in den verschiedenen Gruppen am Todestag
der Tiere. In den Kontrollgruppen I und II, die jeweils keine vollsténdige Therapie erhiel-
ten, wurden Tumormassen im Bereich von 180-810 mg bestimmt. In Gruppe I wies eine
von sechs Mausen zum Zeitpunkt des Therapiebeginns keinen Tumor auf, sodass hier nur
fiinf Werte abgebildet werden konnen. Die verabreichte antiA33-CDy-Menge wurde in den
Therapiegruppen III bis V von 25 ug auf 75 pug erhdht, um den Einfluss der Fusionspro-
teinmenge auf den Therapieerfolg zu untersuchen. Die Beobachtungen zeigen, dass eine
Abhéngigkeit zwischen der verabreichten antiA33-CDy-Menge und dem Tumorwachstum
besteht, da geringere Tumormassen mit ansteigender antiA33-CDy-Menge auftraten. Be-
merkenswerterweise fiihrte die Injektion von 75 ug antiA33-CDy je Maus bei allen Tieren
in Gruppe V zu einem vollstdndigen Riickgang des Tumorgewebes. Die Auswertung der

Tumormassen erfolgte mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Test. Das Tester-
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gebnis belegte signifikante Unterschiede in den Tumormassen zwischen den Gruppen I und
V (p = 0,007), IT und V (p = 0,007) und III und V (p = 0,022).

In den Gruppen VI und VII, in denen Kontrollzellen verwendet wurden, traten Tumor-
massen im Bereich von 400-1070 mg auf, wobei es bei drei von zwolf Mausen zu einem
Tumordurchbruch (blaues Dreieck) kam. Die Ergebnisse zeigten signifikante Unterschiede

in den Tumormassen zwischen der Gruppe I und VI (p = 0,045) und V und VI (p = 0,009).
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Abb. 5.22.: Die hier gezeigten Tumormassen wurden nach dem Tod des jeweiligen Tieres bestimmt, wo-
bei ein friithzeitiger Therapieabschluss aufgrund eines Tumordurchbruchs oder durch Groéfen-
iiberschreitung (> 12mm) erfolgte. Gruppen mit hgpA33-eGFP- oder eGFP-exprimierenden
Tumoren sind violett beziehungsweise griin unterlegt. Die Abbildung enthélt neben der Dar-
stellung des Bereichs aller aufgetretenden Tumormassen einer Gruppe (vertikaler Strich), die
obere und untere Quartile (Box) und den Median (rot). Frithzeitige Versuchsbeendigungen
aufgrund eines Tumordurchbruchs sind jeweils mit einem Dreieck fiir jede aus dem Versuch
ausgeschiedene Maus gekennzeichnet. Signifikanzwerte < 0,05 und 0,001 sind mit einem Stern

(*) beziehungsweise zwei Sternen (**) gekennzeichnet.
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Das Tumorwachstum hatte einen entscheidenden Einfluss auf die Uberlebensrate, die in
Abbildung 5.23 dargestellt ist. Hierbei wird deutlich, dass vor allem Tiere mit CT26-
hgpA33-eGFP-Tumoren (violett), die der vollstdndigen Therapie unterzogen wurden ein
verlingertes Uberleben aufwiesen. Dahingegen ist die Uberlebensrate bei den Tieren aus
der Kontrollgruppe II (grau) und der Therapiegruppe VI (griin) deutlich verringert. Dieser
Verlauf entspricht den Erwartungen, da die Tiere der Gruppe II nur antiA33-CDy ohne
Prodrug erhielten und in der Gruppe VI ein CT26-eGFP-Tumor heranwuchs, dessen Zellen
hgpA33 nicht exprimierten.
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Abb. 5.23.: Das Gesamtiiberleben der Tiere der Gruppen II bis VI ist hier bis zum 24. Tag dargestellt.
Ein Tumordurchbruch (blaues Dreieck) fiihrte zur sofortigen Beendigung der Therapie des
betroffenen Tieres. Die Therapiegruppen mit den hgpA33-eGFP-(III, IV, V) oder eGFP-

exprimierenden Tumoren (VI) sind violett beziehungsweise griin dargestellt.

Wie auch fiir L19CDy-His gezeigt werden konnte, fithrte die Fusion der CDy mit einem scFv
zu einem enzymatisch aktiven ADEPT-Fusionsprotein. Dessen therapeutische Wirksamkeit
wurde auf Zielzellen und durch den Bystander Effect auch auf benachbarte Zellen mit Er-
folg in wvitro nachgewiesen. Dariiber hinaus bestétigen die Ergebnisse des Kolonkarzinom-
Modells eindeutig die Annahme, dass antiA33-CDy trotz der immunogenen Wirkung mit
einer Einmaldosis in ausreichender Menge erfolgreich fiir die Reduktion von hgpA33+

Tumoren eingesetzt werden kann.
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Kapitel 6.

Diskussion

6.1. In-vitro-Untersuchungen zur ADEPT mit L19CDy-His

6.1.1. Das Fusionsprotein L19CDy-His

Der Expressionsorganismus Pichia pastoris wurde bereits erfolgreich fiir die Expression
einer Vielzahl verschiedener, rekombinanter Proteine verwendet. P. pastoris fiihrt als euka-
ryontischer Organismus co- und posttranslationale Modifikationen durch, weist im Vergleich
zur Expression in Sdugerzellen eine hohe Proteinausbeute auf [34] und ist besonders fiir die
Expression von Proteinen geeignet, bei denen bei der Expression in Bakterien Inclusion Bo-
dies gebildet werden [51]. Fiir das Fusionsprotein antiA33-CDy wurde die hohe Proteinaus-
beute und erfolgreiche Aufreinigung bereits publiziert [126]. In Anlehnung an diese erfolgrei-
chen Ergebnisse wurde P. pastoris auch fiir die L19CDy-His-Expression verwendet. Zudem
wurde die cDNA der CDy separat in den Hefeexpressionsvektor pPICZ« integriert, um das
Enzym in P.pastoris zu exprimieren und als Negativkontrolle in den In-vitro-Versuchen ein-
zusetzen. Die Abbildungen der Westernblots belegen sowohl fiir L19CDy-His, als auch fiir
His-CDy die erfolgreiche Expression in P. pastoris (Abb. 5.1, S. 26; Abb. 5.3 S. 27). Durch
die Anwesenheit des Signalpeptids a-factor erfolgt die Proteinsekretion in den Kulturiiber-
stand. Fiir die Aufkonzentrierung der Proteine wurde daher eine Ammoniumsulfatfallung
durchgefiihrt, die es ermdglicht die exprimierten Proteine in einem kleineren Volumen auf-
zunehmen und sie anschliefsend in der Affinitdtschromatographie aufzureinigen. Das strin-
gente Waschen der Ni-NTA-Agarose mit 75-mM-Imidazol-PBS-Losung fiihrte bereits zur
L19CDy-His-Elution. Die Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit dieser Waschfraktion
zeigte jedoch eine geringere Aktivitat im Vergleich zur Elutionsfraktion. Dies ist vermutlich
auf Verunreinigungen in der Waschfraktion mit anderen Proteinen des Kulturiiberstandes
zuriickzufiihren. Da die Enzymaktivitdt auf die Gesamtproteinkonzentration einer Probe
bezogen wurde, verringern Verunreinigungen den Anteil CDy-His in der Waschfraktion
und damit auch deren Aktivitédt. Die Proteinausbeute ist von vielen verschiedenen Fakto-
ren abhéngig, unter anderen von dem Expressionsorganismus und -vektor und der cDNA
selbst. Der Vergleich der Proteinausbeute von sehr &hnlichen rekombinanten Fusionspro-
teinen zeigt, dass die erzielten Proteinmengen je Liter Hefeexpressionsmedium mit 8 mg
L19CDy-His in dieser Arbeit und 1-3 mg scFvA33asarcin in der Arbeit von Carreras-Sangra
et al. [26] sich nur geringfiigig unterscheiden. Andere rekombinante Proteine weisen bei der

Expression in P. pastoris eine deutlich hohere Proteinausbeute auf, jedoch ist hier nicht nur
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zu beriticksichtigen, dass es sich um ein génzlich anderes Protein handelt, sondern auch,
in welchen Vektor die cDNA integriert wurde. Ein Beispiel hierfiir ist die Expression der
a-Amylase. Die Proteinausbeuten betrugen mit dem herkdmmlichen Signalpeptid des pPS7-
Vektors 0,9 g/l und mit dem Sucil-Signalpeptid 2,5g/1 [125].

6.1.1.1. In-vitro-Untersuchungen zur Proteinstabilitdt in humanem Plasma

Die enzymatische Aktivitdt des Fusionsproteins bildet eine entscheidende Grundlage fiir den
Therapieerfolg. Um die Eignung von L19CDy-His fiir die zielgerichtete Tumortherapie zu
testen, wurde die Enzymaktivitat nach Inkubation mit humanen Plasma ex vivo bestimmt.
Die Ergebnisse belegen, dass die Enzymaktivitéit nach sechs Stunden abnimmt, jedoch iiber
einen Zeitraum von 72 Stunden mit etwa 75 % der Ausgangsaktivitit stabil bleibt. Dieser
Zeitraum wurde gewahlt, da das Prodrug erst 48 Stunden spéater verabreicht wird und
es daher notwendig ist, dass die Enyzmaktivitdt iiber diesen Zeitraum im Wesentlichen
erhalten bleibt [126, 127].

6.1.1.2. Untersuchungen zur Bindungsaffinitit des Fusionsproteins

Der scFv 119 bindet spezifisch an die Proteindoméne ED-B, die in einer speziellen Splice-
variante des Fibronektins vorkommt. Fiir die durchgefiihrten Arbeiten wurde ausschliefslich
diese Doméne (10kDa) exprimiert. Die ED-B-Expression erfolgte nach IPTG-Induktion
in E. coli BL21, mit denen Ye et al. ebenfalls hohe Proteinausbeuten bei der Expression
eines Fusionsproteins aus den Fibronektindoménen ED-A und ED-B erzielten [167]. Die
intrazelluldre Expression setzte einen Zellaufschluss voraus, sodass hier keine zusétzliche
Aufkonzentrierung wie fiir die sekretorische Hefeproteinexpression erforderlich war. Entge-
gen den haufig publizierten Problemen bei der Expression rekombinanter Proteine in F. coli,
die in Form von Inclusion Bodies auftreten |33, 146, 168], wurde die Proteindoméne ED-B
als 16sliches Protein exprimiert. Die Abbildung des Coomassiegeles veranschaulicht die sehr
effiziente ED-B-Aufreinigung (Abb. 5.2, S. 26).

Der scFv L19 wurde 1998 von Pini et al. etabliert und dessen hohe Affinitidt zu ED-B erfolg-
reich nachgewiesen [132|. Da die Fusion von scFv L19 mit CDy oder auch die Eigenschaft
von CDy zu dimerisieren [150] zur Modulation der ED-B-Affinitét fithren kann, wurde die
L19CDy-His-ED-B-Interaktion zunéchst mittels ELISA untersucht (Abb. 5.5, S. 30). Hier-
fiir wurde die ED-B, der epidermale Wachstumsfaktor (EGF), die N-Glykosidase Saporin,
BSA und eine Blocklosung (BSA + FKS). L19CDy-His interagierte nicht mit der Blocklo-
sung oder anderen Proteinen, die als Negativkontrollen ausgewahlt wurden. Die Auswahl
der Proteine erfolgte aufgrund deren Ahnlichkeit zu ED-B, wobei diese Proteine eine #hn-

liche Grofe, das gleiche Affinitdts-tag, den gleichen Ursprung oder Aufreinigungsprozess
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aufweisen. Mit keiner dieser Kontrollen konnte eine unspezifische Bindung von L19CDy-
His nachgewiesen werden (Abb. 5.5 B, S. 30), wihrend die L19CDy-His-ED-B-Interaktion
abhéngig von der eingesetzten L19CDy-His-Menge erfolgte und damit die Spezifitat der
Antikérperbindung unterstrich (Abb. 5.5 A, S. 30). Dass nach der scFv-Fusion mit anderen
Proteinen die Bindungsfiahigkeit zu ED-B erhalten bleibt, wurde bereits mit einer Vielzahl
verschiedener Proteine gezeigt [25, 66, 65|. Zur detaillierten Charakterisierung der Affinitét
wurde eine Oberflachenplasmonresonanz-Analyse mit immobilisiertem ED-B durchgefiihrt
(Abb. 5.6, S. 31). Diese Methode ermoglicht die Bestimmung des KD-Wertes, der den Ver-
gleich der Affinitdt gegeniiber ED-B mit anderen L19-Fusionsproteinen oder dem unkonju-
gierten scFv ermoglicht. Viti et al. untersuchten die scFv E1 und L19, welche beide durch
Selektion von Antikdrpern gegen das Antigen ED-B generiert wurden. Dennoch weisen beide
sckFvs mit einem KD-Wert von 41 nM beziehungsweise 0,054 nM eine sehr unterschiedlich
hohe Affinitét zu ED-B auf [159]. Der in dieser Arbeit bestimmte KD-Wert von 81nM
(£ 7) ist im Vergleich zum unkonjugierten scFv hoher (Tab. 5.1, S. 31). Dies ist vermutlich
auf die Fusion mit CDy zuriickzufiihren, die zur Modifikation der Gesamtkonformation der
Polypeptidkette aus 119 und CDy fithren kénnte. Die fiir ADEPT einzusetzenden Fusions-
proteine miissen neben einer hohen Affinitdt gegeniiber ihrem Zielprotein auch eine hohe
Enzymaktivitdt aufweisen. Da die Bindung eines Molekiils die Umwandlung einer Viel-
zahl von Prodrugs in Drugs ermoglicht [142], ist dieser Fusionsproteinbestandteil essentiell
und eine moderate Verringerung der Affinitdt im Vergleich zum unkonjugierten scFv ak-
zeptabel. Zudem kann die Distribution im Gewebe durch die Affinitdt des Antikorpers
beeinflusst werden. Wie die Untersuchungen von Kievit et al. zeigen, erfolgt die Distribu-
tion einer monoklonalen Antikérperchimére mit einer geringeren Affinitét zum Zielprotein
im Tumorgewebe homogener als bei einem Antikérper mit einer flinffach grofseren Affinitat
[92]. In Hinblick auf die Anwendung in ADEPT kann diese Eigenschaft zu einem grofen
Vorteil gereichen, da das gebildete Drug in der extrazellularen Matrix nur iiber kurze Stre-
cken diffundiert, sodass eine homogene Verteilung des Fusionsproteins entscheidend fiir
die Effektivitdt der Therapie sein kann. Dies belegte auch die Verabreichung der oben be-
schriebenen Antikérper im Maus-Xenograftmodell, in dem die Antikérperchimére mit der

geringeren Affinitét zu einer effizienteren Inhibition des Tumorwachstums fiihrte [92].

6.1.1.3. Die cytotoxische Wirkung der ADEPT in vitro

Die spezifische Bindung des Fusionsproteins L19CDy-His an die Proteindoméne ED-B
konnte erfolgreich im ELISA nachgewiesen werden (Abb. 5.5, S. 30). Um die Spezifitét
der Bindung von L19CDy-His an das in der extrazelluldren Matrix vorliegende ED-B auch

auf zelluldrer Ebene zu belegen, wurden Cytotoxizitétsassays mit den murinen Zielzellen F9
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(ED-B+) und den murinen, hypophyséren Nicht-Zielzellen At-T20 (ED-B—) durchgefiihrt
(Abb. 5.7, S. 32).

Beide Assays belegen eindeutig, dass ein ED-B-spezifischer Effekt in der ADEPT (L19CDy-
His mit 5-FC) mit den ED-B-+ F9-Zellen beobachtet wurde (Abb. 5.7 A, S. 32). Die cyto-
toxische Wirkung erfolgte konzentrationsabhéngig, sodass eine erhohte 5-FC-Konzentration
zu einer starkeren Reduktion der Zellvitalitét fithrte.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen auch, dass die Zellvitalitdt der AtT-20-Zellen bei den
verwendeten Konzentrationen durch die Inkubation mit dem Prodrug allein oder zusammen
mit L19CDy-His erhalten bleibt (Abb. 5.7 B, S. 32). Im Vergleich zum SI5 von 5-FU fiihrt
etwa erst die zehnfache 5-FC-Konzentration in Kombination mit L19CDy-His zu einer ge-
ringfligigen Reduktion der AtT-20-Zellvitalitét.

Sowohl die Pseudo-ADEPT mit dem antikérperfreiem CDy-His und 5-FC als auch die
Verwendung des Fusionsproteins L19CDy-His, jedoch ohne 5-FC-Zugabe fiihrte in keiner
der beiden Zelllinien zur Reduktion der Zellvitalitat. Dies verdeutlicht, dass ausschliefslich
L19CDy-His, basierend auf der spezifischen Bindung des scFv L19, nach Zugabe von 5-FC
eine erfolgreiche Therapie ermdglicht, deren Wirkung und Ausmaft durch Anpassung der
5-FC-Konzentration variiert werden kann.

Die Zellvitalitat wurde jedoch drastisch reduziert, wenn die Proteine nicht ausgewaschen
wurden, bevor die Zellen mit dem Prodrug inkubiert wurden. Obwohl hier die héchste 5-FC-
Konzentration verwendet wurde, konnte die Zellvitalitat nicht vollstdndig reduziert werden,
da eine Konzentration gewéhlt wurde, die per se nicht toxisch ist, um ausschlieflich den
cytotoxischen Effekt des Drugs 5-FU zu zeigen. Die Untersuchungen Ferrés et al. mit super-
CD, einem Fusionsprotein aus CDy und der Uracil-Phosphoribosyltransferase, bestétigen
die Beobachtung, dass die Verabreichung dquimolarer Prodrug- und Drug-Konzentrationen
nicht die gleiche cytotoxische Wirkung erzielen [49]. Die Zellvitalitat der mit super-CD viral
transfizierten Fog3T La-Zellen sank bei Verwendung von 1 uM 5-FC auf etwa 85 %, wohin-
gegen nach Verabreichung der gleichen 5-FU-Menge nur noch eine 60-prozentige Vitalitat

gemessen werden konnte.

6.1.1.4. Der durch L19CDy-His hervorgerufene Bystander Effect

Eine spezielle Form der bifunktionellen Fusionsproteine sind bispezifische Molekiile, die aus
zwei verschiedenen scFv [48] oder einem svFv und einem Liganden, wie zum Beispiel TRAIL,
bestehen. Das Fusionsprotein scFv62-TRAIL wurde am Max-Planck-Institut fiir experimen-
telle Medizin von Hartung et al. untersucht [71]. Es besitzt durch den scFv62 eine Affinitét
gegeniiber dem Kaliumkanal K(V)10.1, der im zentralen Nervensystem und in 70 % aller

Tumore unterschiedlichen Ursprungs exprimiert wird [39], jedoch nicht in anderen Geweben.
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Die Arbeitsgruppe zeigte durch Co-Kultivierung K(V)10.1-negativer und -positiver Zelllini-
en, dass durch scFv62-TRAIL ein Bystander Effect erzielt werden kann. Hierbei handelt es
sich um eine autokrine Wirkung wenn der scFv62 an K(V)10.1 und den TRAIL-Rezeptor
gleichzeitig bindet. Eine parakrine Wirkung, die Hartung et al. als Bystander Effect be-
schreiben, kann auf K(V)10.1-negative Zellen erzielt werden, wenn TRAIL an den Rezeptor
auf diesen Zellen und der scFv62 an eine benachbarte Tumorzelle binden. Fiir diesen Effekt
ist jedoch entscheidend, dass das bispezifische Molekiil unmittelbar zwischen der Tumor-
und Nachbarzelle mit zwei verschiedenen Bindungspartnern, dem K(V)10.1 einerseits und
dem TRAIL-Rezeptor andererseits, interagiert. Im Gegensatz dazu hat die in dieser Arbeit
verwendete Methode den im letzten Kapitel beschriebenen Vorteil, dass der Bystander Effect
mit den Fusionsproteinen antiA33-CDy und L19CDy-His nur von der Bildung des Drugs
abhéngig ist, da dieses membrangingige Molekiil durch Diffusion in der extrazelluldren
Matrix der Tumor- beziehungsweise Endothelzellen auch in den tumorversorgenden Zellen
eine cytotoxische Wirkung erzielen kann. Der durch ADEPT-Fusionsproteine erreichte By-
stander Effect konnte anschaulich fiir L19CDy-His gezeigt werden (Abb. 5.9, S. 35). Afshar
et al. untersuchten den Bystander Effect des Fusionsproteins hDM-aH-C6.5, welches spe-
zifisch an den EGF-Rezeptor Her2/neu bindet und das Prodrug 2-Fluoro-2-desoxyadenosin
in 2-Fluoroadenin umwandelt [4]. Die Untersuchungen zeigten, dass die Co-Kultivierung
von nativen CT26-Zellen und Her2 /neu-exprimierenden CT26-Zellen zu einer vollstandigen
Inhibition der Zellvitalitat fiihrte, wenn die nativen CT26-Zellen nur einen Anteil von 35 %
ausmachten. Bis zu einem Anteil nativer CT26-Zellen von 75 % konnte eine 50-prozentige
Inhibition der Zellvitalitit gemessen werden. Vergleicht man diesen Ansatz mit den in die-
ser Arbeit beschriebenen Untersuchungen, so wird deutlich, dass durch die Verwendung
getrennter Inkubationsraume ( Well und Einsatz) zwei entscheidende Vorteile bestehen. Die
verschiedenen co-kultivierten Zelllinen kénnen getrennt voneinander mit dem Fusionspro-
tein inkubiert werden und die Auswertung der Vitalitdt beider Zelllinien kann getrennt
voneinander erfolgen. Mit diesen Moglichkeiten wurde deutlich, dass die Anwesenheit des
Zielproteins ED-B Voraussetzung fiir die Bindung des Fusionsproteins ist und damit indi-
rekt auch fiir die Bildung des Drugs. Die Reduktion der Zellvitalitat belegte anschaulich wie
die ADEPT mit L19CDy-His und 5-FC auf ED-B+ Zellen wirkt (5.9 A, S. 35). Neben dem
direkten cytotoxischen Effekt auf die Zielzellen F9 wurde ein Bystander Effect auf die unbe-
handelten Zellen im Insert erzielt, dessen Wirkung vergleichsweise stark und ebenfalls kon-
zentrationsabhéngig war. Den Erwartungen entsprechend war der erzielte Bystander Effect
unabhéngig davon, welche unbehandelte Zelllinie (F9 (A) oder AtT-20 (B)) co-kultiviert
wurde. Dies unterstreicht den Vorteil einer ADEPT in Bezug auf einen effektiven Bystander

Effect, unabhéngig von der Expression des Zielproteins.
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Die fiir L19CDy-His in vitro gewonnen Daten belegen, dass alle gewiinschten Eigenschaften
der einzelnen Proteinkomponenten, wie die enzymatische Aktivitat und die Targetaffinitét
im Fusionsprotein vereint wurden. Zudem kann aus den Aktivitdtsbestimmungen nach Plas-
mainkubation, den Cytotoxizitdtsassays und dem beobachteten Bystander Effect geschlos-
sen werden, dass der beabsichtigte Einsatz von L19CDy-His in vivo in der zielgerichteten

Tumortherapie sehr erfolgversprechend ist.

6.2. Immunogenitat des Fusionsproteins antiA33-CDy

Die ersten In-vitro-Untersuchungen zum ADEPT-Fusionsprotein antiA33-CDy wurden von
Hossein Panjideh durchgefiihrt [127]. Die gewonnenen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass
das gegen das hgpA33 gerichtete Fusionsprotein antiA33-CDy ein geeigneter Kandidat fiir
die In-vivo-Therapie des Kolonkarzinoms ist. In diesem Zusammenhang wurde in der vor-
liegenden Arbeit die Immunogenitét von antiA33-CDy untersucht, da sie einen Einfluss auf
den Therapieerfolg haben kann. Im Gegensatz zu ADEPT ist die Aktivierung des Immun-
systems bei der Verwendung therapeutischer Antikérper gewtinscht, jedoch nicht durch die
Bildung neutralisierender Antikorper, sondern durch die Aktivierung des Komplementsys-
tems oder durch Aktivierung cytotoxischer T-Zellen. Ein in Bezug auf das Kolonkarzinom
bekanntes Beispiel ist Rituximab, dessen Wirkung durch die Stimulation der Komplement-
kaskade erzielt wird [165]. Die Verwendung des Volllaingenproteins anti-A33 zeigte eine
immunogene Wirkung im murinen Organismus, die durch PEGylierung deutlich verringert
werden konnte [40], jedoch betrug die Anreicherung im Tumorgewebe nur noch 75%. Die
Generierung humanisierter scFv kann die Immunogenitit der Fusionsproteine herabsetzen
[129] und hat den Vorteil, dass scFv, wie anti-A33 und L19, per se keine konstanten Anti-
korperfragmente (F.) aufweisen, die durch Bindung an F.-Rezeptoren im Besonderen auf
Makrophagen eine Immunreaktion auslosen konnen |7]. ADEPT basiert jedoch auf Fusions-
proteinen, die in der Regel ein organismenfremdes Enzym aufweisen [15], sodass die poten-
tiell immunogene Wirkung dieser Enzyme, insbesondere durch relevante B-Zellepitope und
anschlieflende Antikorperbildung, eine Herausforderung fiir die Therapie darstellen kann
[140].

Die Immunogenitét von antiA33-CDy wurde in BALB /c-M&ausen untersucht, indem Plasma-
proben 12 und 26 Tage nach der ersten Injektion auf die Anwesenheit muriner Antikorper,
die eine Affinitat gegeniiber antiA33-CDy aufweisen, untersucht wurden. Die Ergebnisse
belegen die Anwesenheit solcher murinen Antikérper mit einer Affinitdt zu antiA33-CDy
(Abb. 5.17 A, S. 47). Zudem konnte durch verschiedene ELISA mit den Fusionsproteinen
antiA33-CDy, anti-A33-eGFP, His-CDy und auch Fibronektin im Ausschlussverfahren ge-
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zeigt werden, dass die gebildeten murinen Antikérper nur eine Affinitdt gegeniiber CDy
aufweisen (Abb. 5.17 B, S. 47). Die Kontrolle des murinen Plasmas zeigte, dass der Anti-
korpertiter nach 26 Tagen im Vergleich zu den Messwerten vom 12. Tag abnimmt. Nach
42 Wochen erfolgte eine wiederholte Immunisierung mit antiA33-CDy. Im Vergleich zur ini-
tialen Immunisierung ist zu beobachten, dass die wiederholte antiA33-CDy-Injektion auch
zur Bildung muriner Antikérper mit einer Affinitdt zu CDy fithrt (Abb. 5.17 C, S. 47).
Die Bildung CDy-spezifischer, muriner Antikérper entsprach den Erwartungen, da CDy ein
Saccharomyces-cerevisiae-Protein ist [83] und damit eine hohe potentielle Immunogenitét
aufweist. Wie gezeigt werden konnte, beschrénkt sich die Antikérperbildung auf CDy, den
enzymatischen Teil des Fusionsproteins, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die
Bindungsdoméne (der scFv) nicht als immunogen erkannt wurde und daher keine Antikor-
perantwort induziert hat. Zur Bestimmung der Relevanz der gebildeten Antikérper gegen
CDy wurde die enzymatische Aktivitdt von antiA33-CDy nach Inkubation mit antikor-
perenthaltendem Plasma getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass nach Inkubation in dem
Plasma nur bei einer Maus die Enzymaktivitidt reduziert wurde (Abb. 5.4, S. 28). Dieses
Resultat geht einher mit den Beobachtungen Mallanos et al., die mittels Phage Display
humane scFv mit einer Affinitét zu CDy generierten und zeigten, dass die Enzymaktivitét
von CDy trotz Inkubation mit CDy-spezifischen scFv erhalten blieb [108]. Das Bindungs-
epitop der CDy-spezifischen Antikorper kann einen entscheidenden Einfluss auf die Inhi-
bition der enzymatischen Aktivitdt haben. In dem Enzymaktivitdtsassay wurde deutlich,
dass ein Kaninchen-Antiserum, welches als Kontrolle verwendet wurde, die Reduktion der
enzymatischen Aktivitdt zur Folge hatte. Die Generierung dieses Antiserums erfolgte durch
Immunsierung mit einem CDy-Peptid (AS 111-124). Die gebildeten CDy-spezifischen, poly-
klonalen Antikorper zeigen eine ausgezeichnete Affinitat sowohl im Westernblot als auch im
ELISA. Das Bindungsepitop (AS 111-124) enthélt keine der Aminosduren, die fiir die Sub-

stratbindung verantwortlich sind [147]. Jedoch ist die Aminosiure Phe!!4

in diesem Peptid
enthalten. Phe''* ist eine von drei Aminosiuren, die fiir die Ausbildung einer speziellen
Proteinkonformation, die als Lid beschrieben wird, verantwortlich sind. Die Antikérperbin-
dung kénnte in dieser Region zu einer leicht verdnderten Konformation der Polypeptidkette
fiihren. Dadurch besteht die Moglichkeit, dass die CDy-Dimerisierung nicht erfolgt und
damit kein enzymatisch aktives Molekiil gebildet wird.

In welchem Ausmafs die Therapie mit dem Fusionsprotein durch das Immunsystem des je-
weils therapierten Organismus beeinflusst wird, kann stark variieren und sollte stets durch
In-vivo-Untersuchungen iiberpriift werden. In einer klinischen Studie der Phase I wendeten
Mayer et al. eine Einzeldosis des Fusionsproteins MFECP1, gefolgt von drei Dosen des Pro-

drugs, an [113|. Das in P. pastoris exprimierte MFECP1 bindet spezifisch an CEA, welches
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stark in Adenokarzinomen wie dem Kolonkarzinom exprimiert wird [117]. Die Uberprii-
fung des Plasmas erfolgte vor der Behandlung und jede Woche nach der Behandlung iiber
einen Zeitraum von 8 Wochen. Die Ergebnisse belegen, dass in 36 % aller Patienten (11/30)
humane anti-chimére Antikérper (HACA) gebildet wurden. Im Mittel trat die Immunant-
wort gegen die im Fusionsprotein enthaltene Carboxypeptidase G2 nach 14 Tagen auf. Zu
dghnlichen Ergebnissen kam eine klinische Studie mit einem Fusionsprotein aus Carboxypep-
tidase G2 und einem anti-CEA-F(ab’),-Fragment, in der nach 14 Tagen bei allen Patienten
(10/10) HACA detektiert wurden [118]. Die Antikorperbildung spielt vor allem eine Rolle
bei Therapieansitzen, die einen langeren Zeitraum zwischen der Gabe des Fusionsproteins
und des Prodrugs bediirfen, sodass eine Mehrfachverabreichung in den Zeitraum des Auf-
tretens der ersten anti-Fusionsprotein-Antikorper fallen kdnnte. Aufgrund dieser raschen
Antikorperbildung konnte in der beschriebenen klinischen Studie auch nur bei zwei von zehn
Patienten eine weitere ADEPT-Behandlung mit dem Fusionsprotein und Prodrug erfolgen
[118]. Es ist sowohl fiir ADEPT-Proteine als auch therapeutische Antikorper notwendig,
deren immunogene Wirkung im Patienten zu iiberpriifen, um den Therapieerfolg abschét-
zen zu konnen und zum Schutz des Patienten etwaige Strategieinderungen vorzunehmen.
Dies belegt die retrospektive Untersuchung von 155 Morbus-Crohn- und Colitis-Ulzerosa-
Patienten, von denen 23 % nach Therapie mit Infliximab, einem chiméren monoklonalen
IgG1l Antikorper mit Affinitdt zum Tumornekrosefaktor, HACA entwickelten [3]. Nach
dem HACA-Auftreten wurden diesen Patienten andere anti-Tumornekrosefaktor-Agenzien
verabreicht, die mit Erfolg bei 92% aller Patienten zu einer vollstandigen oder partiellen
Therapieantwort fiihrten, wohingegen die Steigerung der Infliximab-Dosis lediglich bei 17 %

der Patienten erfolgreich war.

6.3. Etablierung einer murinen Kolonkarzinomzelllinie

Die Untersuchung der cytotoxischen Wirksamkeit der antiA33-CDy-5-FC-Kombinations-
therapie in athymischen Nacktméusen zeigte nur eine geringfiigige antitumorale Wirkung
[127]. Das langsame Wachstum der LIM1215-Zellen fiihrte jedoch dazu, dass der thera-
peutische Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger deutlich wurde. Ein schnelleres
Wachstum der Tumore fithrt zu deutlicheren und besser messbaren Unterschieden. Au-
Berdem ermoglicht die Verwendung von Nacktméusen keine Analyse einer Immunantwort,
die fiir rekombinante Fusionsproteine von erheblicher Relevanz ist. Mit diesen Erkenntnis-
sen wurde daher angestrebt eine murine Kolonkarzinomzelllinie (CT26) zu generieren, die
analog zur humanen Zelllinie LIM1215 hgpA33 stabil exprimiert, um die ADEPT in im-

munkompetenten BALB/c-Méausen zu untersuchen.
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Mit diesem Ziel wurde die cDNA des hgpA33s, die erstmals aus LIM1215 isoliert wurde 73],
mit der des enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) fusioniert und in CT26 transfiziert,
um die Visualisierung der transfizierten Zellen zu ermoglichen. Neben dieser Transfektan-
te, die im Folgenden als Zielzelllinie CT26-hgpA33-eGFP beschrieben wird, wurde eine
Kontrollzelllinie generiert, die ausschliefflich eGFP cytosolisch exprimiert. Die erfolgreiche
Transfektion wurde auf verschiedenen Ebenen bestétigt. Zunéchst wurde die Transkrip-
tion der cDNA mittels RT-PCR nachgewiesen (Abb. 5.10, S. 37). Die humane und murine
gpA33-cDNA sind zu 62 % identisch, wobei eine 77 %ige Homologie im kodierenden Bereich
vorliegt [87]. Das Ergebnis der RT-PCR verdeutlicht, dass die Anwesenheit der murinen
von der humanen gpA33-RNA — im Rahmen der hier moglichen Sensitivitdt — eindeutig
unterschieden werden kann. Die hgpA33- und eGFP-spezifischen Amplifikate waren in der
RNA-Probe der transfizierten CT26-hpgA33-eGFP-Zellen eindeutig sichtbar und auch die
Probe der CT26-eGFP-Zellen enthielten das gewiinschte eGFP-Amplifikat.

Die erfolgreiche Translation der mRNA und die Translokation des hgpA33-eGFPs in die
Zellmembran wurden mittels Immunodetektion nach der Membranpréaparation visualisiert
(Abb. 5.10, S. 37). Die Membranpréparation zeigt eindeutig, dass nur in den Proben der
LIM1215- und der CT26-hgpA33-eGFP-Zellen charakteristische Proteinbanden sichtbar
sind. Der Unterschied in der molekularen Masse zwischen dem nativen hgpA33 und dem
hgpA33-eGFP belegt die vollstdndige Expression und Translokation des hgpA33-eGFPs in
die Zellmembran der Transfektanten. Zudem weist die experimentell bestimmte, geringfiigig
grofsere, molekulare Masse darauf hin, dass die drei potentiellen N-Glykosylierungsstellen
(Asn”', Asn'™, Asn?%?) in den verwendeten Zelllinien glykosyliert werden [73].

Mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers konnte in der Durchflusscytometrie durch die er-
folgreiche Detektion hgpA33s gezeigt werden, dass hgpA33 trotz der Verkniipfung mit eGFP
in richtiger Orientierung in der Zellmembran vorlag (Abb. 5.11, S. 39). Zudem lasst das
eindeutige eGFP-Fluoreszenzsignal die Schlussfolgerung zu, dass die Fusion beider cDNAs
keinen negativen Einfluss auf die Faltung des eGFPs hat.

Die gewonnenen Ergebnisse belegen, dass die erste Voraussetzung fiir die Generierung des
Kolonkarzinom-Modells geschaffen wurde. Die Selektion der Zellen, die eine besonders grofse
Zahl an hgpA33-eGFP-Molekiilen auf ihrer Zelloberfldche présentieren, erfolgte mit den
gleichen Antikorpern im Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS). Die Moglichkeit zwei
verschiedene Fluoreszenzsignale — hier Phycoerythrin (PE) fiir hgpA33 und eGFP per se
— fiir die Sortierung zu nutzen, erhoht die Wahrscheinlichkeit, stark hgpA33-exprimierende
Zellen zu selektieren. Fiir diese Methode werden oft mehrere fluoreszenzmarkierte Anti-
korper verwendet, um die Spezifitit, wie zum Beispiel bei der Detektion zirkulierender

Tumorstammzellen 78] oder bei der Unterscheidung zwischen zirkulierenden Epithelzellen
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und epithelialen Mikropartikeln [104], zu erhéhen. Der Vorteil der in dieser Arbeit ver-
wirklichten Idee liegt darin, dass nur eine Antigen-Antikorper-Interaktion notwendig ist,
da eGFP autofluoreszent ist und damit eine zweifarbige Sortierung erméglicht (Abb. 5.12,
S. 40). Zudem ermdglicht die eGFP-Fluoreszenz eine einfache Unterscheidung der Trans-
fektanten im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. Wie die Abbildung 5.13 (S. 41) zeigt,
konnen die hgpA33— und hgpA33+ Zellen aufgrund ihrer eGFP-Distribution in der Zelle
beziehungsweise in der Zellmembran unterschieden werden.

Die nativen hgpA33+ LIM1215-Zellen wiesen im Vergleich zu den CT26-hgpA33-eGFP-
Zellen ein starkeres hgpA33-Signal auf, sodass hier auf eine héhere hgpA33-Molekiildichte
auf der Zelloberflache der LIM1215-Zellen geschlossen werden kann. LIM1215 gehort zu
den héaufig verwendeten hgpA33+ Zelllinien, wie auch LS174T und SW1222 [133, 93] und
wird beispielsweise fiir den Nachweis der hgpA33-Lokalisation in der Zellmembran [73] oder
dessen Co-Lokalisation mit Transmembranproteinen, wie dem Tight-Junction-assoziierten
Protein ZO-1, verwendet [2].

Mit der In-vitro-Therapie der CT26-hgpA33-eGFP- und CT26-eGFP-Zellen wurde die prin-
zipielle Eignung von antiA33-CDy fiir ADEPT gezeigt. Die gewonnenen Ergebnisse belegen,
dass die Bindung von antiA33-CDy hgpA33-spezifisch erfolgt, sodass durch Zugabe des
Prodrugs in den Zielzellen CT26-hgpA33-eGFP eine cytotoxische Wirkung erzielt wird. Die
enorme Reduktion der Zellvitalitdt in beiden Transfektanten bei der direkten Inkubation
mit dem Drug 5-FU zeigt, dass beide 5-FU-sensitiv sind und die Untersuchung zur cyto-
toxischen Wirkung der ADEPT in einem angemessenen Konzentrationsbereich durchgefiihrt
wurde. Da bei den Kontrollzellen CT26-eGFP nur bei der héchsten 5-FC-Konzentration in
Kombination mit antiA33-CDy ein geringfiigiger cytotoxischer Effekt beobachtet wurde,
kann auf eine spezifische Wirkung geschlossen werden. Die hgpA33-Spezifitit des scFvA33
wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen mit verschiedenen scFvA33-Konstrukten be-
legt [127, 131, 26, 155, 94| und unterstreicht dessen vielfaltige Einsetzbarkeit.

Ein grofser Vorteil der ADEPT ist die extrazellulare Umsetzung des Prodrugs in das Drug,
wodurch die cytotoxische Wirkung auch auf Nicht-Zielzellen (hgpA33—) erfolgen kann. Die-
ser so genannte Bystander Effect wurde bereits fiir die L19CDy-His-5-FC-Therapie beschrie-
ben (6.1.1.4, S. 57) und konnte fiir antiA33-CDy ebenfalls gezeigt werden (Abb. 5.16, S.
45). Die Ergebnisse belegen, dass die Zellvitalitat der hgpA33— und hgpA33+ Transfektan-
ten im gleichen Mafe reduziert wurde, wenn die hgpA33+ Zellen der Therapie unterzogen
wurden und anschliefsend eine Co-Kultivierung beider Zelllinen erfolgte. Im umgekehrten
Fall, wenn die hgpA33— Zellen mit dem Fusionsprotein inkubiert und nach dem Waschen
mit den hgpA33+ Zellen und 5-FC co-kultiviert wurden, war keine Reduktion der Zellvi-
talitdt sichtbar. Dies bestitigt die Ergebnisse der Cytotoxizitatsassays (Abb. 5.15, S. 43)
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und verdeutlicht die hgpA33-Abhéngigkeit des Therapieerfolges.

Dies entsprach den Erwartungen und verdeutlicht die Wirkweise des Drugs 5-FU, welches
durch Diffusion in die Nicht-Zielzellen den Bystander Effect bewirkt. Die Membranpermea-
bilitdt ist zum Beispiel bei der Gene-directed Enzyme Prodrug Therapy eine Grundvoraus-
setzung. Fiir diese Therapie werden Zellen stabil mit dem Gen fiir das Prodrug aktivierende
Enzym, hier CDy, transfiziert. Kucerova et al. untersuchten den Bystander Effect durch
direkte Co-Kultivierung CDy-transfizierter und nativer humaner mesenchymaler Stroma-
zellen [102]. Die Ergebnisse zeigen einen eindeutigen Bystander Effect, jedoch wurde die
cytotoxische Wirkung nur in ihrer Gesamtheit betrachtet. Im Gegensatz dazu hat die in
dieser Arbeit verwendete Methode den Vorteil, dass die Zellvitalitdt der hgpA33— und

hgpA33-+ Zellen separat voneinander bestimmt werden kann.

6.4. In-vivo-Untersuchungen zur cytotoxischen Wirkung von
antiA33-CDy

Die murine Zelllinie CT26 induziert undifferenzierte Kolonkarzinome [31] und wird héufig
fiir die Etablierung BALB /c syngener subkutaner Tumore fiir verschiedene Therapieansétze
verwendet. Die Spanne der verwendeten Zellzahl reicht von 2 x103 bis zu 2 x10° Zellen je
Maus [99, 123, 170, 46|. Fiir die In-vivo-Untersuchungen in dieser Arbeit wurde zunéchst
die optimale Zellzahl in Wachstumsversuchen bestimmt. Fiir den Therapieversuch erfolg-
te die Injektion subkutan mit jeweils 2 x10% Zellen. Die Tumorzellen bildeten innerhalb
weniger Tage einen tastbaren, etwa 8 mm? grofen Tumor, dessen Behandlung am fiinften
Tag mit antiA33-CDy gestartet wurde. Aufgrund der fiir antiA33-CDy in vivo gewonne-
nen Ergebnisse zur Immunogentitiat des Fusionsproteins wurde angestrebt ADEPT mit
einer Einmaldosis antiA33-CDy durchzufiihren, um einen méglichen Einfluss des murinen
Immunsystems zu umgehen. Um einen méglichen Einfuss des Immunsystems auf den Thera-
pieerfolg nachweisen zu konnen wurde bewusst auf den Einsatz von Immunsuppressiva, wie
zum Beispiel Cyclophosphamid oder Cyclosporin A verzichtet, da diese die Immunantwort
auf artfremde, therapeutische Proteine verzogern [84, 118, 111|. Das Immunsuppressivum
Cyclosporin A besitzt eine enge therapeutische Breite und fiihrte in klinischen Studien be-
reits zu Endothelzellschadigungen bis hin zur Mikroangiopathie {120, 77].

Die Verabreichung des Prodrugs erfolgte zwei Tage nach der antiA33-CDy-Injektion, ba-
sierend auf der Grundlage der Biodistributionsuntersuchungen, fiir die Panjideh et al. das
Fusionsprotein antiA33-CDy mit I'3' markierten und deren Distribution in Méusen mit
hgpA33+ und hgpA33— Tumoren untersuchten. Die maximale Anreicherung des Proteins
(87 %) wurde im Tumorgewebe 47 Stunden nach der antiA33-CDy-Injektion ermittelt. Die-
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ser Zeitpunkt erwies sich in Hinblick auf das Tumor-Blut-Verhéltnis mit etwa 9:1 als op-
timal. Im Vergleich zum Volllingenprotein anti-A33 mit einem maximalen Tumor-Blut-
Verhaltnis von etwa 2,5:1 nach 21 Stunden 8] wies antiA33-CDy damit ein weitaus besseres
Verhiltnis auf. Bei der Verwendung radioaktiv markierter Fusionsproteine muss immer be-
riicksichtigt werden, dass sich die renale Clearance der Radioaktivitat durch im Blutkreislauf
zirkulierende, radioaktive Abbauprodukte, die wahrscheinlich keine enzymatische Aktivitét
aufweisen, von der eigentlichen Clearance des enzymatisch aktiven Fusionsproteins unter-
scheidet. Dariiber hinaus konnen sowohl die verwendete Nachweismethode als auch der
untersuchte Organismus zu deutlichen Unterschieden bei der Bestimmung des optimalen
Zeitpunkts der Verabreichung des Prodrugs fiihren. Wie Mayer et al. zeigten, kam es zu
Unterschieden beim Nachweis des Fusionsproteins MFECP1 im Tumorgewebe, das bis zu
19 oder 24 Stunden durch immunohistochemische Férbungen von Biopsien beziehungsweise
der Single Photon Emission Computed Tomography nachgewiesen werden konnte [113]. Die
Ubertragbarkeit der in verschiedenen Organismen gewonnenen Ergebnisse stellt ebenfalls
eine Herausforderung dar [35]. Dies zeigte eine Studie mit einem ADEPT-Fusionsprotein,
bei der das Prodrug sechs Stunden nach einer Einmaldosis des Fusionsproteins verabreicht
wurde, da dieser Zeitabstand sich in Mausen als optimal erwies [143]. Dieser Therapieansatz
fiihrte in der klinischen Untersuchung mit Patienten zu unvorhersehbaren Nebenwirkungen,
die zuvor bei der gleichen Menge und Gabe zu einem spéteren Zeitpunkt nicht auftraten
[113].

Neben dem Zeitpunkt der Verabreichung des Prodrugs kann auch der Injektionsort und
die Darreichungsform eine entscheidende Rolle spielen. Wie Bachran et al. zeigten, konnten
die Nebenwirkungen einer anti-Tumortherapie mit einem Fusionsprotein aus Saporin und
dem epidermalen Wachstumsfaktor in Kombination mit dem Triterpenoid Saponin dras-
tisch reduziert werden, wenn das Fusionsprotein in die Flanke und das Triterpenoid in
die Nackenfalte der Tiere injiziert wurde [11]. Die Auswirkung der Darreichungsform des
Prodrugs zeigte sich beispielsweise in einer Studie mit dem Cytidinanalogon Gemcitabin.
Dort fiihrte die kontinuierliche Infusion Gemcitabins durch Verwendung einer subkutan im-
plantierten, osmotischen Pumpe zu einer verstarkten antitumoralen Wirkung in zwei von
drei BALB/c-Mausmodellen [157]|. Ebenso belegte die Auswertung einer klinischen Studie
der Phase III mit dem monoklonalen Antikérper Bevacizumab, der gegen den Vascular
Endothelial Growth Factor Ligand (VEGF-A) gerichtet ist, die Abhéngigkeit des Therapie-
verlaufs von der Darreichungsform des Therapeutikums [55].

Die subkutane Verabreichung des Prodrugs 5-FC wurde aufgrund des Loslichkeitsverhal-
tens, welches die maximal zu verabreichende 5-FC-Menge einschrinkt, ausgewahlt. Die

Loslichkeit von 5-FC in Wasser betragt 15 mg/ml und kann durch die Zugabe von Dime-
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thylsulfoxid erhéht werden. Dennoch begrenzen die Empfehlungen zur Substanzapplikation
beit Versuchstieren die einsetzbare 5-FC-Menge durch maximal zu verabreichende Volumina
je nach Injektionsort. Die orale Verabreichung ist bei der Maus auf maximal 1 ml begrenzt
[53]. Obwohl 5-FC nach oraler Gabe im Gastrointestinaltrakt schnell und nahezu vollstandig
aufgenommen wird [17], ist dies eine sehr seltene Form der Verabreichung einer Einmaldosis
bei der Maus. Die weitaus haufiger verwendeten Injektionsformen unterscheiden sich vor
allem in den Volumina, wobei mit der intravendsen Injektion mit 5ml/kg Maus weniger
5-FC im Vergleich zur subkutanen oder intraperitonealen Injektion mit maximal 10 ml/kg
Maus verabreicht werden kann [53].

Uber den Therapieverlauf wurde die Toxizitit der Behandlung iiber #ufere Parameter
wie Gewicht, Fellzustand und Entziindungen am Injektionsort beobachtet. Die Substanzen
antiA33-CDy und 5-FC wurden in vivo separat getestet und zeigten in dem Kolonkarzinom-
Modell in den verwendeten Mengen weder eine Toxizitét, noch eine antitumorale Wirkung
(Vgl. Abb. 5.22 Gruppe I bzw. II, S. 52). Die vollstdndige ADEPT zeigte hingegen eine
erfolgreiche und von der antiA33-CDy-Menge abhéngige, antitumorale Wirkung, die in der
Gruppe mit der groften antiA33-CDy-Menge zum vollstéandigen Riickgang des Tumorge-
webes fithrte (Abb. 5.22 Gruppe III, IV, V| S. 52). Das Wachstum der Tumorzellen fiihrte
in beiden Tumorgruppen (hgpA33— und hgpA33-+) zu vier beziehungsweise drei Tumor-
durchbriichen, die das Therapieende fiir die jeweilige Maus induzierten. Der Vergleich der
einzelnen Gruppen zeigte dennoch bei Beriicksichtigung aller Tiere, dass signifikante Unter-
schiede zwischen den behandelten und nicht behandelten Gruppen, und auch den Gruppen
mit hgpA33— und hgpA33+ Tumoren bestehen. Dariiber hinaus verdeutlicht das Gesamt-
iiberleben den Therapieerfolg der antiA33-CDy-Therapie (Abb. 5.23, S. 53), welcher auch
fiir ein Glioma-Modell in der Ratte mit der Kombination von CDy exprimierenden, mesen-
chymalen Stammzellen und 5-FC gezeigt werden konnte [98|.

Die nach dem Therapieende aufgenommenen Bilder der tumortragenden Méause zeigen ein-
deutig, dass das Blutgefaft, welches in der Kutis von der oberen zur unteren Extremitét
fithrt, in seinem Durchmesser vergrofert ist (Abb. 5.21 C, S. 51). Diese Gefaferweiterung,
die als Arteriogenese beschrieben wird, steht im Zusammenhang mit dem erhohten Ver-
sorgungsbedarf des Tumors. Dies hat zur Folge, dass in dem Geféaft verstarkt Scherkrifte
auftreten, die dessen Erweiterung forcieren [75|. Dariiber hinaus wird in der Abbildung
5.21 C deutlich, dass es neben der einfachen Erweiterung des Gefafidurchmessers auch zu
einem Langenwachstum der Geféfie kommt, wodurch die typische Korkenzieherform gebil-
det wird [76]. Diese Modulation der bereits vorhandenen Gefife beruht auf der erhohten
Menge an Wachstumsfaktoren. Diese werden vermehrt aus dem Tumorgewebe sezerniert,

um der mit der Volumenvergroferung einhergehenden Hypoxie entgegen zu wirken [106].
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Die Versorgung des Tumorgewebes bedarf auch einer Gefafineubildung, die als Angiogenese
beschrieben wird [52]. Diese Form der Neovaskularisation ist auch auf der Oberfliache des
Tumorgewebes in der Abbildung 5.21 D (S. 51) sichtbar. Die wihrend der Angiogenese
gebildeten Gefifle weisen eine erhdhte Permeabilitdt auf, die es ermdglicht, zielgerichte-
te Proteine in hoheren Konzentrationen im Tumorgewebe anzureichern [7]. Dies ist darin
begriindet, dass die Tight Junctions in den Geféfen des Tumorgewebes zwischen den be-
nachbarten Endothelzellen nicht ausgebildet werden [72]. Die Einschrankung der Tumorver-
sorgung durch Inhibition der Angiogenese kann ebenfalls mit einer zielgerichteten Therapie
erfolgen, da die Tumorblutgefiffe sich stark von normalen Gefiafien unterscheiden [136].
Um diese Inhibition zu erreichen, wurde eine Vielzahl verschiedener Substanzen entwickelt,
wie zum Beispiel der humanisierte anti-VEGF-A Antikérper Bevacizumab oder die Ty-
rosinkinaseinhibitoren Sorafenib [90] und Sunitinib [50]. Das in dieser Arbeit vorgestellte
Fusionsprotein L19CDy-His gehort ebenfalls in die Kategorie der auf die Angiogenese in-
hibitorisch wirkenden Proteine. Die gezielte Anreicherung eines radioaktiv markierten sckv
LL19 konnte bereits im Maustumormodell mit F9-Zellen durch Zardi et al. gezeigt werden
[152].

L19CDy-His stellt ein geeignetes zielgerichtetes Protein dar, durch das die ausgezeichnete
antitumorale Wirkung von antiA33-CDy ergénzt werden kann. Hierfiir sollte eine gestaffelte
Kombinationstherapie erfolgen, bei der zundchst das Fusionsprotein antiA33-CDy verab-
reicht wird, welches sich aufgrund der bereits beschriebenen, erhdhten Permeabilitdt im
Tumorgewebe anreichert |7, 127|. Die Verabreichung des Prodrugs fiihrt zur Bildung 5-FUs,
das seine antitumorale Wirkung sowohl direkt, als auch indirekt durch den Bystander Effect
im Tumorgewebe entfaltet. Sobald 5-FC im Blutkreislauf nicht mehr nachgewiesen werden
kann, wird das Fusionsprotein L19CDy-His verabreicht. Dieses reichert sich spezifisch in
der extrazelluldren Matrix der Tumorgefiafte an und ermdoglicht dort die Umsetzung des er-
neut verabreichten Prodrugs in das cytotoxische 5-FU. Die gewahlte Reihenfolge basiert auf
der Annahme, dass die Inhibition der Angiogenese durch L19CDy-His die Blutversorgung
des Tumorgewebes einschrinkt. Dadurch wiirde antiA33-CDy, welches das Tumorgewebe
direkt adressiert, schlechter in das Tumorgebewebe eindringen kénnen, wenn es als zweites
verabreicht werden wiirde.

Die Kombination des Angiogeneseinhibitors Bevacizumab mit 5-FU, Folinsédure und Oxa-
liplatin (FOLFOX4) fiihrte bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen zur Verldngerung
des Gesamtiiberlebens [59]. Die Therapieerfolge, die seit der Zulassung von Bevacizumab
erzielt wurden, sind jedoch nicht frei von Nebenwirkungen. Diese zeigen sich hauptséchlich
durch therapiebedingtes Ableben aufgrund von Darmperforation oder kardiovaskuldren Er-

eignissen [81]. Im Gegensatz zu FOLFOX4 beinhaltet der hier vorgestellte Therapieansatz

67



Diskussion

mit antiA33-CDy und L19CDy-His mehrere Vorteile. Zum Einen werden zwei verschiedene
tumorspezifische Antigene in einer Therapie adressiert, jedoch ist nur ein Prodrug erfor-
derlich. Dieses Prodrug zeigt eine sehr gute und konzentrationsabhéingige Vertraglichkeit
(< 100mg/L) [158] und wird bereits seit 1968 erfolgreich als Antimykotikum im Menschen
eingesetzt [153|. Zum Anderen beschréankt sich die Anzahl der immunogen wirkenden Pro-
teinanteile auf CDy, die in beiden Proteinen vorhanden ist. Da es sich um einen mehrtigigen
Prozess bei der Antikérperbildung handelt, der bei HACA im Durchschnitt bei 14 Tagen
liegt [113, 118], kann davon ausgegangen werden, dass die gestaffelte Kombinationstherapie
uneingeschrankt durchgefiihrt werden kann. Behandlungszyklen {iber einen Zeitraum von
14 Tagen werden in klinischen Studien mit 5-FU nach dem FOLFOX4-Schema oft angewen-
det [5, 20]. Im Vergleich zu Studien, die bisher mit ADEPT-Fusionsprotein durchgefiihrt
wurden, werden diese Behandlungszyklen jedoch unterschiedlich oft wiederholt. In einer
klinischen Studien mit dem ADEPT-Fusionsprotein MFECP1 fiihrte die einmalige Verab-
reichung bei 11 von 28 Patienten zu einem stabilen Krankheitsbild und bei einem Patienten
zu einer Reduktion des Tumordurchmessers um 10 % [113]. Dieses Resultat belegt das Po-
tential der Therapie, jedoch fehlen hier iiberzeugende Ergebnisse, die die therapeutische
Wirksamkeit aufzeigen. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass sowohl in der genannten als
auch in allen bisher durchgefithrten Studien zu ADEPT-Fusionsproteinen [54, 118, 109|,
zunéchst die Pharmakokinetik und Toxizitdt der verwendeten Substanzen im Vordergrund
stand.

In dieser Arbeit wurde das therapeutische Potential der untersuchten Fusionsproteine so-
wohl in vitro als auch in vivo gezeigt. Die Untersuchungen zum Bystander Effect sind hier im
Besonderen hervorzuheben, da sie den entscheidenen Vorteil der ADEPT gegeniiber anderen
zielgerichteten Therapieansitzen darlegen. Im Hinblick auf die therapeutische Anwendung
beider Fusionsproteine, konnte das etablierte Kolonkarzinom-Modell fiir die Entwicklung
eines dualen In-vivo-Therapiemodells genutzt werden. Bezogen auf die Immunogenitat der
CDy-Komponente sollte dabei untersucht werden, ob die Verabreichung der Fusionspro-
teine in Kombination mit Immunsuppressiva mehrere Behandlungszyklen ermoglicht. Die
Umsetzung dieser Strategie wiirde den Grundstein fiir eine duale ADEPT legen und damit

das therapeutische Potential beider Proteine gleichzeitig ausnutzen.
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Kapitel 7.

Materialien und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Bezeichnungen fiir Geréte und Materialien sind nicht mit
dem geschiitzten Warenzeichen gekennzeichnet; dies schlieftt jedoch nicht aus, dass der je-
weilige Produktname frei von Rechten Dritter ist.

Die im Folgenden aufgelisteten Methoden wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, so-
fern keine anderen Angaben vorhanden sind. Das Wasser fiir die Herstellung von Puffern
und Medien wurde mit dem ELIX Wasseraufbereiter und der MilliQ) Anlage der Firma
Millipore gereinigt und fiir die Verwendung bei molekularbiologischen Arbeiten zusétzlich

autoklaviert.

7.1. Material

7.1.1. Chemikalien

Chemikalien, die im Folgenden nicht gelistet sind, wurden von den Firmen Carl Roth GmbH
& Co. KG (Karlsruhe) oder Merck KGaA (Darmstadt) bezogen.

o Acrylamid (30 %, 37,5 Acrylamid : 1 Bisacrylamid); AppliChem GmbH, Darmstadt
o Bromphenolblau; Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg

o Isopropylthiogalactopyranosid; AppliChem GmbH, Darmstadt

o Lithiumchlorid; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

o Polyethylenglycol 3350; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

o Yeast Nitrogen Base; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

7.1.2. Gerate

o Entwickler Optimaz Typ TR; MS Laborgeriate, Wiesloch

o Biacore XL; GE Healthcare, Little Chalfont, UK

o Durchflusscytometer Epics XL; Beckman Coulter, Krefeld

o Potter; Janke & Kunkel, heute IKA, Staufen

o Semi-Dry-Blotgerét; Bio-Rad, Miinchen

o Sequenziergerdt ABI Prism 310; Perkin Elmer, Waltham, USA

o Spektrophotometer Nanodrop ND-1000; PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
o Thermocycler Biometra TRIO-Thermoblock; Biometra, Gottingen

o Ultraschallgerdt Branson; G. Heinemann, Schwébisch Gmiind
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o Ultrazentrifuge Optima L-90 K mit T% 45-Rotor; Beckman-Coulter, Krefeld
o Zellfuge Heraeus Sepatech Megafuge 2.0 R; Heraeus GmbH, Hanau
o Zentrifuge Sorvall RC5C mit GSA-Rotor; Sorvall, Bad Homburg v. d. Hohe

7.1.3. Kits

o ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit;
Applied Biosystems, Forster City, USA

o DNA Clean and Concentrator-5-Kit; Zymo Research, Orange, USA

o Lipofectamine LTX and PLUS Reagents; Invitrogen GmbH, Karlsruhe

o NucleoBond Xtra Midi; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

o NucleoSEQ-Kit; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

o NucleoSpin RNA II; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

o OneStep RT-PCR Kit; Qiagen GmbH, Hilden

o pJET1.2/blunt cloning Kit; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

o Zymoclean Gel DNA Recovery Kit; Zymo Research, Orange, USA

o Zyppy Plasmid Miniprep Kit; Zymo Research, Orange, USA

7.1.4. Zellen

o

E. coli, XL1-blue; Stratagene, heute Agilent Technologies, Waldbronn

E. coli, BL21(DE3); Novagen, Merck KGaA, Darmstadt

P. pastoris, GS115; Invitrogen GmbH, Karlsruhe

P. pastoris, KMT71; Invitrogen GmbH, Karlsruhe

o LIM1215; (CellBank Australia-Nr. CBA-0161), CellBank Australia, Westmead, AU
o CT26; (ATTC-Nr. CRL-2638), ATTC, Manassas, USA

o F9; (DSMZ-Nr. ACC-112), DSMZ, Braunschweig

o AtT-20; (ATTC-Nr. CCL-89), ATTC, Manassas, USA

e}

e}

(e]

7.1.5. Enzyme

o BigDye Polymerase; Applied Biosystems, Foster City, USA
o Phusion Polymerase; Thermo Scientific, Finnzymes, Vantaa, Finnland
o Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix; Qiagen GmbH, Hilden
o Restriktionsenzyme und Puffer; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
und New England BioLabs, Ipswich, UK
o T4 DNA ligase; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
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7.1.6. Antikorper

o Polyklonaler Kaninchenantikérper gegen CDy; BioGenes, Berlin (Auftragsleistung)

o Polyklonaler Eselantikorper gegen GFP, horseradish perozidase (HRP)-+; Rockland,
Gilbertsville, USA

o Monoklonaler Mausantikorper gegen His-Tag; Qiagen GmbH, Hilden

o Monoklonaler Rattenantikorper gegen Glykoprotein A33 (MAB3080)!

o Polyklonles Ziegen-F(ab’)s-fragment gegen Ratten -IgG, Phycoerythrin+ (F0195B)!

o Polyklonaler Ziegenantikérper gegen Glykoprotein A33 (AF3080)!

o Polyklonaler Kaninchenantikorper gegen Ziegen-Ig, HRP+ (P0449); Dako, Hamburg

o Polyklonaler Kaninchenantikorper gegen Maus-Ig, HRP-+ (P0260); Dako, Hamburg

o Polyklonaler Ziegenantikérper gegen Kaninchen-Ig, HRP+ (P0448); Dako, Hamburg

7.1.7. Primer

Alle folgenden Primer wurden von Metabion international AG (Martinsried) generiert.

o 3-AOX1-Primer; 5-GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC-3’
o 5-AOX1-Primer; 5-GAC TGG TCC CAA TTG ACA AGC-3’
o 5'-a-Faktor-Primer; 5-TAC TAT TGC CAG CAT TGC TGC-3’
o 5'-T7-Primer; 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'
o 3-BGH-Primer; 5-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3
o 5-Fibro Exon 24 forw; 5-ACT GGC TAC AGA ATA ACT AC-3’
o 5'-Fibro Exon forw; 5-TGT GGA CTC CTC AGT AGG AT-3’
o 5-Fibro Exon 26-rev; 5-TTA GGA CCA CGG CAT TGT CT-3'
o 3-CDy rev Notl; 5-TTT GCG GCC TCA CCA ATA TCT TCA AAC CAA TC-3
o 5-EcoRI-HisTag-CDy forw;
5-GAA TTC CAC CAT CAT CAC CAT CAT GTG ACA GGG GGA ATG GCA-3/
o 5-gpA33-IgG-Nr.2; 5-AGT TCT GCA ACA TCA CGG TG-3'
o 5-gpA33full*T-eGFP cloning forw;
5-ACC TCG ACC GGA TCC ACG CCA CCA TGG TGA GC-3/
o 5-humaner 3-Aktin-Primer for; 5-CTG GGA CGA CAT GGA GAA AA-3
o 5-humaner 3-Aktin-Primer rev; 5-AAG GAA GGC TGG AAG AGT GC-3/
o 5-muriner B-Aktin-Primer for; 5-ATA TCG CTG CGC TGG TCG TC-3
o 5'-muriner 3-Aktin-Primer rev; 5-AGG ATG GCG TGA GGG AGA GC-3
o 5-mgpA33 for P2; 5-GAA CCG TTA TGA GAA TCG AGT G-3’

'R&D Systems, Wiesbaden
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o 3-mgpA33 rev P2; 5-GAT CTT TGT CAT CCT TTT CC-3
o 5'-hgpA33 for;P2 5-TGA GCT TTA TAA GAA TCG CGT C-3
o 3'-hgpA33 rev P2-+; 5-AAT TAT GGT CTC TCC CTC G-3’

7.1.8. Vektoren

o pPICZa; Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pPICIK; Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pJET1.2/blunt; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
pcDNAG B; Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pQE-12; Qiagen GmbH, Hilden

o

o

e}

(¢]

7.1.9. Kulturmedien

Fiir die Kultivierung der P.-pastoris-Zellen wurden unterschiedliche Kultur- und Expres-
sionsmedien nach dem Handbuch Pichia Fxpression Kit Version F hergestellt. Die mit
dem pPICZa- oder dem pQE-12-Vektor transformierten E. coli wurden in Luria Broth-
Medium (LBj,,-Medium, Tab. 7.1, S. 72) bezichungsweise 2YT (Tab. 7.1) kultiviert. Die
Kultivierung nativer P.-pastoris-Zellen erfolgte in Yeast extract peptone dextrose-Medium
(YPD-Medium, Tab. 7.1). Die transgenen P.-pastoris-wurden in Buffered-glycerol-complex-
Medium (BMGY-Medium, Tab. 7.2) kultiviert. Fir die Proteinexpression wurde Buffered-
methanol-complez-Medium (BMMY-Medium, Tab. 7.2) verwendet. Beiden Medien wurde
Biotin (4 pg/l) hinzugesetzt.

Tab. 7.1.: Zusammensetzung des YPD- 2YT- und LB;,,-Medien/Agar
Medien Agar

Reagenz LB;w YPD 2YT | LBy, YPDS
Hefeextrakt 50g 10,0g 10,0g 50g 10,0g
Pepton 10,0g 20,0g 16,0g | 10,0g 20,0g
NaCl 50g —  5,0g 5,0g —
Glukose — 20,0g — — —
Sorbitol — — — — 182.2¢g
Agar — — — | 15,0g  20,0g
H>O ad 11 ad1l ad1l| ad1l ad 0,91
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Yeast extract peptone sorbitol-Agarplatten (YPDS-Agarplatten, Tab. 7.1) mit 50-150 pg/ml
Zeocin wurden fiir die P.-pastoris-Selektion eingesetzt. Ein 180-ml-Aliquot des YPDS-Agars
wurde in der Mikrowelle durch Erwarmen geschmolzen, unter Rithren abgekiihlt und 20 ml
einer 20 %igen (w/v) Glukoselosung und Zeocin (50-150 pg/ml) hinzugegeben. Fiir die
GS115-Zellen wurden dem YPDS-Agar 0,4 mg/1 Histidin zugesetzt.

Tab. 7.2.: Zusammensetzung des BMGY- und BMMY-Mediums

Reagenz BMGY BMMY
Hefeextrakt 10,0g 10,0g
Pepton 200g 20,0g
Yeast Nitrogen Base 34g 34¢g
Glycerol 10,0g —
5 %ige Methanollosung — 100ml
Ammoniumsulfat 10,0g 10,0 g
1 M Kaliumphosphatpuffer (pH6) 100ml 100 ml
H>O ad 11 ad 11

7.1.10. Sonstiges

o 96- Well -Zellkulturplatten mit flachem Boden; Sarstedt, Niimbrecht

o CMBb5-Sensorchip; Biacore, GE Healthcare, Little Chalfont UK

o DNA-Marker 1-kb-DNA Ladder GibcoBRL; Invitrogen GmbH, Karlsruhe

o Econo Column (8ml, 1 x 10cm); Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

o High performance chemiluminescence Film Hyperfilm ECL;
Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK

o Immobilized Protein L; Thermo Fisher Scientific / Pierce, Rockford, USA

o Kaniilen, 26G x 0,5"; Becton, Dickinson, Franklin Lakes, USA

o Kapillarblutréhrchen mit Li-Heparin-Gel; KABE Labortechnik, Niimbrecht

o Nickel-Nitrilotriessigsdure-Agarose; Qiagen GmbH, Hilden

o Nitrocellulosemembran Hybond enhanced chemiluminescence, 0,4 pm;
Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK

o Proteinmarker Page Ruler Prestained Ladder; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

o ThinCert 12- Well -Zellkulturplatte, 3 pm; Greiner bio-one, Frickenhaus

o U16 Maxisorp NUNC Immuno Modules; Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
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7.2. Molekularbiologische Methoden

7.2.1. Restriktionsverdau

Fiir die Klonierung der Vektoren His-CDy-pPICZa A und hgpA33-eGFP-pcDNAG6 B wur-
den die Restriktionsenzyme FcoRI und Notl, beziehungsweise Notl und BamHI von New
England Biolabs verwendet (Vgl. Anhang). Die Inkubation erfolgte mit den Puffern ent-
sprechend den Empfehlungen des Herstellers, bei 37 °C fiir 12h (His-CDy) oder iiber Nacht
(hgpA33-eGFP).

7.2.2. Agarosegelelektrophorese

Fiir die Agarosegelelektrophorese wurde ein 1%iges Agarosegel mit 0,3 ng/ml Ethidium-
bromid hergestellt und die DNA-Proben mit einem Viertel ihres Volumens an DNA-Lade-
puffer gemischt. Die Elektrophorese erfolgte horizontal in einer Bio-Rad Minigel- Elektro-
phoresekammer (30 min, 100 Volt). Zur Herstellung der Agarosegele und als Elektrophore-
sepuffer wurde TAE-Puffer verwendet.

DNA-Ladepuffer 5 x: 60% (w/v) Saccharose, 20mM EDTA,
0,025 % (v/v) Bromphenolblau.
TAE-Puffer: 1mM EDTA, 5mM Natriumacetat, 40 mM Tris, pH 7,2.

7.2.3. DNA-Reinigung und -Gelextraktion

Die Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA-Proben erfolgte mit dem DNA Clean
and Concentrator-5-Kit. Fiir die DNA-Extraktion aus Agarosegelen wurden die DNA-
Fragmente unter UV-Licht aus dem Agarosegel herausgeschnitten und unter Verwendung
des Zymoclean Gel DNA Recovery-Kits isoliert. Die Reinigung und Extraktion erfolgte je-

weils entsprechend den Angaben des Herstellers.

7.2.4. Ligation

Fiir die Ligasereaktion wurden 0,33 ul Ligase (Fermentas, 5 U/ul) zu einem Gemisch aus
dem Insert eGFP oder His-CDy und dem Vektor gpA33*T-pcDNAG B beziehungsweise
pPICZaA hinzugegeben und bei 14 °C iiber Nacht inkubiert. Zur Inaktivierung wurde die
Probe 10 min bei 65 °C erhitzt.
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7.2.5. Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompententer E. coli XL-1-blue-Zellen erfolgte modifiziert nach der Me-
thode von Hanahan und Scott. Hierfiir wurden Bakterien aus einem Gefrierstock (—80°C)
mit einer Impfose aufgenommen, in 10 ml LB-Medium mit 1 ug/ml Tetracyclin iiberfiihrt
und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Aus der Vorkultur wurde 1ml in 99 ml frisches LB-
Medium mit 1 pg/ml Tetracyclin tiberfiihrt und etwa zwei Stunden bei 37 °C bis zu einer
OD von 0,3-0,4 geschiittelt. 50 ml der Zellsuspension wurden zentrifugiert (10 min, 3000 X g,
°C) und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 15ml TFBI-Puffer resuspendiert
und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5min, 1000 x g, 4°C) wurde der
Uberstand dekantiert und die Zellen in 2ml TFBII-Puffer resuspendiert. Je 100 ul Zellsus-
pension wurden in Gefrierréhrchen aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff gefroren.

Die Lagerung der Zellen erfolgte bei —80°C.

TBFI-PufferpH 5,8: 30mM KAc, 50mM MnCly, 100mM KCl, 15% (v/v) Glycerin.
TBFII-Puffer: 10 mM MOPS/NaOH (pH 7), 75 mM CaCly, 10 mM KCI,
15% (v/v) Glycerin.

7.2.6. Escherichia-coli-Transformation

Fiir die Amplifikation des klonierten His-CDy-pPICZaA Vektors wurden XI-1-blue-Zellen
(E. coli) via Hitzeschock transformiert. Die DNA wurde auf die gefrorenen, kompetenten
XL-1-blue-Zellen gegeben, fiir 20 min auf Eis und anschliefsend fiir 1 min bei 42°C inku-
biert. Nach erneuter Inkubation auf Eis (2min) wurden 500 pl LBjy,-Medium hinzugege-
ben und die Zellen fiir 1 h bei 37°C aufbewahrt. Im Anschluss an die Zentrifugation (2 min,
1000 x g) wurde das Zellpellet in 100 ul Medium resuspendiert und die Zellen auf eine
LBjow-Agarplatte mit 25 ug/ml Zeocin ausgestrichen und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

7.2.7. Plasmidisolation

Fiir die Plasmidisolation wurde jeweils eine F.-coli-Kolonie von der LBj,,,-Agarplatte in
5ml LBjy,-Medium mit 25 ug/ml Zeocin aufgenommen und bei 37°C fiir 8h schiittelnd
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (2 x 2ml, 10000 x g, 1min) pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in 600 ] HoO resuspendiert und die
Plasmid-DNA mit dem Zyppy Plasmid Miniprep-Kit entsprechend der Anleitung isoliert.
Fiir die Herstellung groferer DNA-Mengen, die fiir die Transfektion von Hefen bendtigt
werden, wurden Bakterieniibernachtkulturen (200 ml LB;,,-Medium mit 25 pg/ml Zeocin)

angesetzt, die Bakterien am Folgetag wie oben pelletiert und die DNA mit dem NucleoBond
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Xtra Midi-Kit nach Angaben des low copy-Protokolls isoliert.

7.2.8. RNA-Isolation

Fiir die RNA-Isolation wurden mindestens zwei 10-cm-Zellkulturschalen der jeweiligen Zell-
linie verwendet. Das Zellkulturmedium wurde abgenommen, die adhérenten Zellen mit
Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (PBS) gewaschen und anschlieffend mit jeweils 1ml
PBS mit 2,3mM EDTA unter Zuhilfenahme eines Zellspatels abgelost. Die Zellen wurden
nach Uberfithrung in 2-ml-Reaktionsgefife pelletiert (1000 x g, 30 s) und die RNA nach
Angaben des NucleoSpin RNA II-Kits isoliert.

Dulbecco’s PBS (—Ca?t, -Mg?*): 2, 7mM KCl, 1,5mM KHyPO,4, 138 mM NaCl,
2mM NaoHPOy.

7.2.9. Polymerasekettenreaktion

Fir die polymerase chain reaction (PCR), die reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) und
die Sequenzier-PCR wurden die Phusion Polymerase, der Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme

Mix beziehungsweise die Big Dye Polymerase mit folgenden Programmen verwendet.

Tab. 7.3.: PCR-Programme

Programmschritte | allgemeine PCR RT-PCR  Sequenzier-PCR
Vorinkubation — 50°C, 30 min —
Denaturierung 98°C, 30s 95°C, 15min 96°C, 60s
Zyklen 30-35 30 25
Denaturierung 98°C, 10s 95°C, 30s 96°C, 20s
Primeranlagerung 55°C, 30s 50°C, 30s 62°C, 30s
Elongation 72°C, 30s  72°C, 1 min 60°C, 4min
Termination 72°C, 10min 72°C, 10 min —

7.2.9.1. Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Zur RNA-Analyse wurde eine PCR mit der isolierten Gesamt-RNA (7.2.8 und spezifischen
Primern durchgefiihrt (Tab. 7.4). Hierfiir wurden das OneStep RT-PCR-Kit verwendet.
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Tab. 7.4.: Zusammensetzung des RT-PCR-Ansatzes

Reagenz Volumen in pul
RNA (500ng) 0,5-1,0
B-Aktin-Primer for! 1,2
-Aktin-Primer rev! 1,0
gpA33 for P2! 1,0
gpA33 rev P2! 1,0
Enzym Mix? 1.0
Reaktionspuffer? 5,0
Hy0 ad 20,0

1 humane oder murine Primer, je nach RNA

2 Qiagen

7.2.9.2. Sequenzierung der klonierten Vektoren

Zur Kontrolle der klonierten Vektoren wurden PCRs mit vektorspezifischen Primern durch-
gefiihrt. Fiir die Sequenzierung des pPICZa-Vektors wurden die Primer 3/-AOX1-Primer,
5-AOX1-Primer und der 5'-a-Faktor-Primer verwendet. Die Sequenzierung des pcDNAG6-
Vektors erfolgte mit den Primern BGH und T7. Hierfiir wurden 1 ul Big-Dye-Polymerase
und 1,5 ul des Big-Dye-Puffers fiir einen 10 ul Gesamtansatz mit 200ng DNA verwendet.
Die in der Sequenzier-PCR gewonnenen Amplifikate wurden mit dem NucleoSEQ-Kit ge-
reinigt, in 25 ul Formamid aufgenommen, fiir 3 min bei 96 °C gekocht und anschliefsend im
ABI Prism 310 (Perkin Elmer) analysiert.

7.2.10. DNA-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die DNA-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde fiir die Gréfenauftrennung von RT-PCR-
DNA-Fragmenten verwendet. Die Proben wurden hierfiir mit dem fiinffach konzentrierten
DNA-Probenpuffer versetzt und in der vertikalen Gelelektrophorese in einem 4,5 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Tab. 7.5). Die Auftrennung erfolgte fiir eine Stunde (20 mA

konstant).

DNA-Probenpuffer (5x): 0,1 M Tris/HCI (pH 6,8), 8 % (w/v) SDS,
40 % (w/v) Glycerin, 0,4 mg/ml Bromphenolblau,
0,4mg/ml Pyronin G

TBE-Puffer (5x): 0,45 mM Tris, 0,45 M H3BO3, 10mM EDTA
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Tab. 7.5.: Zusammensetzung eines DNA-Polyacrylamidgels

Reagenz Volumen in pl
H,O 3219
TBE-Puffer (5x) 1000
30% (w/v) Acrylamid! 746
10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 35
Tetramethylethylendiamin 10

1 Acrylamid und Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1

7.2.11. Pichia-pastoris-Transfektion

Lithiumchlorid-Transfektion

Fiir die P.-pastoris-Transfektion wurde der Vektor His-CDy-pPICZaA in einem Restrik-
tionsverdau mit Mssl bei 37°C linearisiert. P.-pastoris-Zellen wurden zunéchst in YPD-
Medium angezogen, bis eine optische Dichte von 0,81 bei 600 nm (ODggg) erreicht wurde.
Die Zellen wurden in 50-ml-Fraktionen aufgeteilt, zentrifugiert (2700 x g, 15min) in 1ml
LiCl-Losung (100 mM) resuspendiert und in ein 1,5-ml-Reaktionsgeféft iiberfithrt. Nach Zen-
trifugation (1500 x g, 1 min) wurden die Zellen in 400 ul 100-mM-LiCl-Losung resuspendiert
und 50-ul-Portionen in neue Reaktionsgefifie iiberfiihrt. Erst direkt vor der Transfektion

wurden die Zellen erneut zentrifugiert und das Pellet mit folgenden Lésungen iiberschichtet.

o 240 pl 50 %iges (w/v) Polyethylenglycol 3350 in HoO (sterilfiltriert)

o 36l LiCl-Losung (1 M)

o 25 ul Heringssperma-DNA (2 ug/ul)

o 50 ul Vektor-DNA (0,1 pug/pl)
Das Zellpellet wurde durch starkes, andauerndes Schiitteln gelost und das Gemisch bei 30 °C
fiir 30 min inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 50 min bei 42°C. Nach Zentrifugation
(1500 x g, 1 min) wurden die Zellen in 1 ml YPD-Medium aufgenommen, bei 30 °C inkubiert

und anschlieffend auf YPDS-Agarplatten mit 50 pug/ml Zeocin ausgestrichen (Medien s.
7.1.9).
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7.3. Proteinbiochemische Methoden

7.3.1. AntiA33-CDy-, L19CDy-His- und His-CDy-Expression

Fiir die Proteinexpression wurde ein Klon von der YPDS-Platte in 5ml YPD-Medium
(Medien s. 7.1.9) mit 100 ug/ml Zeocin aufgenommen und iiber Nacht bei 30 °C schiittelnd
inkubiert. Am Folgetag wurde 1 ml dieser Vorkultur in 400 ml BMGY-Medium iiberfiihrt
und 24 h schiittelnd bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (2700 x g,
15min, 4°C) pelletiert und in 400 ml BMMY-Medium resuspendiert. In diesem metha-
nolhaltigen Medium erfolgte die dreitagige Proteinexpression. Im Abstand von 24 h wurde
jeweils 1 Volumenprozent Methanol hinzugegeben. Die Expression wurde durch Zentrifuga-
tion (27490 x g, 15 min, 4 °C) beendet und eine Proteinféllung durch Zugabe von 50 % (w/v)
Ammoniumsulfat (unter Rithren bei 4°C) durchgefiithrt. Durch Zentrifugation (27490 x g,
20 min, 4°C) wurden die Proteine pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
etwa 5ml PBS resuspendiert. Die Dialyse dieser Ammoniumsulfatfallung erfolgte gegen
PBS iiber Nacht bei 4°C. Nach Zentrifugation (70409 x g, 30 min, 4°C) wurde der Uber-

stand fiir die Proteinaufreinigung verwendet (7.3.3).

PBS: 150mM NaCl, 1,67mM KHyPOy, 8,33 mM NagHPOy4

7.3.2. Expression der Proteindoméine in Escherichia coli

Fiir die Expression der Proteindoméne ED-B wurden tiefgefrorene, pQE-12-ED-B-transfi-
zierte E.-coli-Zellen aufgetaut und 20 pl davon in 20 ml 2YT-Medium (Medien s. 7.1.9) mit
1% Glukose und 100 ug/ml Ampicillin iberfiihrt und bei 37°C iiber Nacht geschiittelt.
Die Zellen wurden zentrifugiert (2700 x g, 5min), in 400 ml 2YT mit 0,1 % Glukose aufge-
nommen und schiittelnd bei 37°C inkubiert. Nach Erreichen einer ODggg von 0,5 wurde
die Proteinexpression mit 1 mM Isopropylthiogalactopyranosid induziert. Die Zellen wur-
den nach 3-5 h Schiittelinkubation bei 37 °C durch Zentrifugation (5000 x g, 15 min, 4°C)
pelletiert und in 10 mM Imidazol-PBS auf Eis resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte auf
Eis mittels Ulltraschall am Branson Sonifier 250 (fiinf Zyklen mit je 20 Impulsen). Nach
Zentrifugation des Bakterienlysats (20 000 x g, 20 min, 4 °C) wurde das exprimierte Protein
aus dem Uberstand in der Affinitdtschromatographie (7.3.3) aufgereinigt.

7.3.3. Proteinaufreinigung durch Affinitdtschromatographie

In dieser Arbeit wurden die Nickel-Nitrilotriessigsédure-(Ni-NTA)- und die Protein L-Affini-
tétschromatographie durchgefiihrt.
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7.3.3.1. Nickel-Nitrilotriessigsdure-Affinitdtschromatographie

Fiir die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurden die dialysierte Ammoniumsulfatfallung
(His-CDy und L19CDy-His) oder das Bakterienlysat (ED-B) mit 20 mM Imidazol-PBS im
Verhéltnis 1:1 gemischt. Das Sdulenmaterial wurde mit 10 mM Imidazol-PBS &quilibriert
und die Protein-Imidazol-Lésung auf die Sdule gegeben. Der erste Waschschritt erfolgte
fiir alle Proteine mit 20 mM Imidazol-PBS. Fiir den zweiten Waschschritt wurden 60 mM
Imidazol-PBS fiir His-CDy und L19CDy-His sowie 75 mM fiir ED-B verwendet. Die Elution
erfolgte mit 150 mM Imidazol-PBS fiir L19CDy-His und CDy-His und 200mM fiir ED-
B. Wéhrend der Aufreinigung wurden von jeder Fraktion Proben fiir die spétere Analyse

genommen und bei 4°C gelagert.

7.3.3.2. Protein L-Affinitdtschromatographie

Die Aufreinigung von antiA33-CDy erfolgte mit der Protein L-Affinitdtschromatographie,
bei der die Proteinaufreinigung durch Bindung an die x-Kette von Immunoglobulinen er-
moglicht wird. Die dialysierte Ammoniumsulfatfiallung wurde 1:1 mit PBS gemischt und auf
die mit PBS &qulibrierte Protein L-Séule gegeben. Die Sdule wurde mit 200 ml PBS gewa-
schen und antiA33-CDy mit 2ml HsO gefolgt von 5ml MgCls (2,5 M, pH 7) und 1ml HyO
eluiert. Das Eluat wurde gegen PBS dialysiert(4°C).Von jeder Fraktion wurden Proben

abgenommen und bei 4 °C bis zur Analyse gelagert.

7.3.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde fiir die Gro-
fenauftrennung von Proteinen verwendet. Die Proben wurden hierfiir mit einem reduzie-
renden Protein-Probenpuffer versetzt.

Fiir die Kontrolle der Expression und Aufreinigung von ED-B und His-CDy wurden Poly-
acrylamidgele mit einem 12 %igen Trenn- und 4,5 %igen Sammelgel hergestellt. Aufgrund
der Grofenunterschiede wurde fiir antiA33-CDy und L19CDy-His ein 10 %iges Trenngel
verwendet. Die Proben wurden zunéchst mit einem vierfach konzentrierten Probenpuffer
gemischt, fiir 5 min bei 96 °C denaturiert und anschliefend sofort in der SDS-PAGE (40 mA,
max. 200 Volt) innerhalb 1h aufgetrennt.

80



Materialien und Methoden

Protein-Probenpuffer:  0,25M Tris, 8% (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerol,
0,04 % (w/v) Bromphenolblau,
8% (v/v) 2-Mercaptoethanol.
SDS-PAGE-Laufpuffer: 192mM Glycin, 20 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS.
Trenngelpuffer: 1,5M Tris, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8.
Sammelgelpuffer: 0,5M Tris, 0,4% (w/v) SDS, pH 6,8.

Tab. 7.6.: Zusammensetzung verschiedener SDS-Polyacrylamidgele

Trenngel Sammelgel
(10 %ig) (12 %ig) (4,5 %ig)

Reagenz Volumen in pl
H>O 1416 1190 800
Trenngelpuffer 850 850 —
Sammelgelpuffer — — 333
30% (w/v) Acrylamid® 1134 1360 200
10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 30 30 10
Tetramethylethylendiamin 3 3 3

1 Acrylamid und Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1

7.3.5. Westernblot

Fiir den Westernblot wurden die Proteine im Anschluss an die SDS-PAGE in einem Semi-
Dry-Elektroblot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Fiir zwei 54-cm?-Membranen
wurde der Blot bei 240 mA fiir 20 min durchgefiihrt.

Semi-Dry-Blotpuffer: 48 mM Tris, 39 mM Glycin.

7.3.6. Immunodetektion

Die Immunodetektion der Proteine erfolgte nach der Blockierung der Nitrocellulosemem-
bran mit 3% (w/v) Magermilch mit priméren, proteinspezifischen Antikérpern. Diese pri-
méren Antikérper wurden nach 1h durch dreimaliges Waschen mit Phosphate buffered Sali-
ne Brij 58 (PBSB2) entfernt. Daraufhin wurde die Membran mit den jeweiligen sekundéren,
Peroxidase gekoppelten Antikorpern (abhingig vom Primérantikérper) fiir 30 min inkubiert.
Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBSB 2 wurde die Membran mit einer frisch her-

gestellten enhanced Chemiluminescence-Losung (ECL) fiir 1 min inkubiert. Nach kurzem
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Abtrocknen der Membran mit Filterpapier wurde die durch die enzymatische Reaktion ent-
stehende Lumineszenz fiir die Belichtung eines High Performance Chemiluminescence Films

(7.1.10, S. 73) genutzt.

PBSBy: 150 mM NaCl, 1,67mM KHyPOy, 8,33 mM NaoHPOy,
0,2% (w/v) Brij 58

Loésung A: 0,25 mg/ml Luminol in 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6).

Lo6sung B: 1,1ug/ml para-Coumarinsidure in Dimethylsulfoxid.

ECL-Losung: 100 ul Losung A, 1ml Losung B, 1l 30 % (v/v) Wasserstoffperoxid.

Tab. 7.7.: Immunodetektion verschiedener Proteine

Protein primérer Antikorper  sekundérer Antikorper
AntiA33-CDy, Kaninchenantikérper Ziegenantikorper
gegen CDy! gegen Kaninchen-IgG?
(0,02 g /m1) (0,33 g /m1)
His-CDy, Mausantikorper Kaninchenantikorper
L19CDy-His gegen His-tag? gegen Maus-Ig?
(1 pg/ml) (0,33 g /m1)
Glykoprotein A33 Ziegenantikorper Kaninchenantikorper
(gpA33) gegen gpA333 gegen Ziegen-IgG?2
(0,25 g/ pl) (0,33 pg/ml)

1 BioGenes, Berlin
2 Dako, Hamburg
3 R&D Systems, Wiesbaden

7.3.7. Praparation von Membranproteinen

Fiir die Préaparation von Membranproteinen wurden jeweils drei konfluent bewachsene 10-
cm-Kulturschalen der Zelllinien LIM1215, CT26 und dessen Transfektanten CT26-hgpA33-
eGFP und CT26-eGFP verwendet. Die adhérenten Zellen wurden mit PBS gewaschen und
die Kulturschalen auf Eis gelagert. Zum Ablésen der Zellen wurde 1ml 0,1 x PBS auf
der Schale verteilt und die Zellen nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis mit einem Zell-
schaber abgelost und in das Pottergefals iiberfiihrt. Die Zellen aller drei Schalen wurden
gemeinsam auf Eis durch Auf- und Abbewegen homogenisiert. Hierbei wurde das Potterfafs

15-mal auf- und abbewegt, eine kurze Pause auf Eis eingelegt und dieser Vorgang noch
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zweimal wiederholt. Die Schalen wurden jeweils mit 1 ml PBS ausgespiilt und diese Spiillo-
sung zusétzlich in das Pottergeféfs iiberfithrt. Es folgte eine weitere Homogenisierung durch
Auf- und Abbewegen (3 x 15, wie oben beschrieben). Das Homogenat wurde in ein 15-ml-
Zentrifugationsrohrchen tberfiihrt, das Pottergefafs mit weiteren 2 ml PBS ausgespiilt und
mit dem Homogenat vereint. Nach Zentrifugation (500 x g, 15min, 4°C) wurde der Uber-
stand in ein neues Zentrifugationsrohrchen iiberfithrt und erneut zentrifugiert (2600 x g,
15min, 4°C). Der Uberstand wurde nun in Ultrazentrifugenrohrchen iiberfiihrt und die
Membranproteine durch Zentrifugation (100000 x g, 35min, 4°C) pelletiert. Die cytoso-
lische Fraktion wurde aufbewahrt und das Proteinpellet in 1 ml PBS mit Proteaseinhibitor
(Complete mit EDTA, Roche) resuspendiert und zentrifugiert (20000 x g, 15min, 4°C).
Hierfiir wurde eine Stammlésung des Proteaseinhibitors (25-fach konzentriert, in PBS) ver-
wendet. Nach Abpipettieren des Uberstandes wurde das Pellet in 300 21 PBS mit Protease-
inhibitor resuspendiert. Fiir die Proteinbestimmung wurden sowohl die cytosolische, als

auch die Membran-Fraktion verdiinnt eingesetzt.

Proteaseinhibitor (25 x g): 1 Tablette in 2ml PBS geldst.

7.3.8. Proteinquantifizierung

Die Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit der
Firma Thermo Scientific. Das Nachweisreagenz wurde nach den Angaben des Herstellers fiir
jeden Assay unmittelbar vor der Verwendung frisch angesetzt. Jeweils 10 ul der zu unter-
suchenden Probe oder des Proteinstandards wurden mit 200 pul Nachweisreagenz in NUNC
Immuno Modules gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Absorption wurde bei
562 nm ermitellt. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer Kalibriergeraden berech-
net, die aus der Messung von BSA-Konzentrationsstandards fiir jede Messung jeweils neu

erstellt wurde.

7.3.9. Enzym gekoppelte Immunadsorptionsassay

Der ELISA wurde zum Nachweis der Bindungsaffinitdt der Fusionsproteine L19CDy-His
und antiA33-CDy zur ED-B beziehungsweise zum humanen Glykoprotein A33 (hgpA33)
durchgefiihrt.

7.3.9.1. Enzym gekoppelte Immunadsorptionsassay mit L19CDy-His

Fiir den ELISA mit L19CDy-His wurden je Well 50 ng Protein in PBS iiber Nacht in NUNC

Immuno Modules immobilisiert (4 °C). Hierfiir wurden ED-B und Kontrollproteine wie der
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epidermale Wachstumsfaktor (EGF), die N-Glykosidase Saporin, das humane Fibronektin,
Bovine serum albumin (BSA) oder Blockierlosung verwendet. Nach etwa 16h wurde die
Proteinlosung entfernt und die Wells mit 200 ul Blockierlosung fiir 1 h inkubiert. Daraufhin
wurde L19CDy-His in verschiedenen Mengen (0,5-5 pmol/ Well ) zugegeben und die Platte
1h schiittelnd inkubiert. Das Fusionsprotein wurde durch Pipettieren entfernt, die Wells
mit Waschpuffer mittels Waschkamm dreimal gewaschen und fiir 5min mit Waschpuffer
schiittelnd inkubiert. Der Waschschritt wurde zwei Mal wiederholt und der Waschpuffer
durch Abtropfen auf einem Papiertuch entfernt. Im Anschluss daran wurden ein primérer,
polyklonaler Kaninchenantikorper, der spezifisch CDy bindet (0,02 pug/ml, 1h) und ein se-
kundérer, Peroxidase gekoppelter Ziegenantikorper (0,33 pg/ml, 30 min) eingesetzt, wobei
zwischen den Antikérperinkubationen die oben beschriebene Waschprozedur durchgefiihrt
wurde. Der Nachweis der L19CDy-His-Bindung an ED-B erfolgte durch Inkubation der
Wells mit 100 ul TMB-Losung. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 pul 2 M H2SOy4
gestoppt und die Absorption bei 450 und 490 nm gemessen. Die zur Auswertung herange-

zogenen Absorptionswerte wurden aus der Differenz beider Werte gebildet.

Blockierlosung: 3% BSA, 10% fetales Kélberserum (FKS) in Dulbecco’s PBS.
Waschpuffer: PBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20.
TMB-Losung: 40 mM Zitronensdure (pH 3,95), 0,01 % (v/v) HaOq

0,2g/1 3,3'5,5'-Tetramethylbenzidin

7.3.9.2. Enzyme-linked tmmunosorbent assay mit murinem Plasma

Fiir den Nachweis muriner Antikérper, die gegen antiA33-CDy gerichtet sind, wurden je-
weils 3 pug/ml antiA33-CDy, His-CDy, antiA33-eGFP oder Fibronektin immobilisiert. Die
Immobilisation und Blockierung erfolgte wie unter 7.3.9.1 beschrieben. Es wurden verschie-
dene Verdiinnungen des murinen Plasmas (1:100, 1:200, 1:500 und 1:1000) antiA33-CDy-
immunisierter BALB/c-Méuse hergestellt und jeweils 50 ul mit den immobilisierten Protei-
nen fiir 1 h inkubiert. Im Anschluss an die Waschprozedur (7.3.9.1) wurde der polyklonale,
Peroxidase gekoppelte Kaninchenantikérper (1,3ng/ul, 30 min) hinzugegeben. Die Wells
wurden erneut der Waschprozedur unterzogen. Der Nachweis muriner Antikorper erfolgte

mit dem TMB-Reagenz wie in Abschnitt 7.3.9.1 beschrieben.

7.3.10. Oberflachenplasmonresonanz-Analyse

Die Oberfldchenplasmonresonanz-Analyse wurde am Biacore X durchgefiihrt, um die Bin-

dungsaffinitdt von L19CDy-His an ED-B zu bestimmen. Hierflir wurde ein Sensor chip
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CM5 mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid und N-Hydroxysuccinimid akti-
viert. Fiir die Kopplung wurden 5 yuM ED-B in 10 mM Natriumacetatpuffer (100 ul, pH 4,5)
mit dem Chip inkubiert. Durch Zugabe von 1M Ethanolamin (pH 8,5) wurde die Kopp-
lung terminiert. Nach Auswaschung des ungebundenen ED-B wurden verschiedene L19CDy-
His-Konzentrationen (25-600 nM in PBS mit 0,01 % Tween 20) unter gleichméfigem Fluss
(30 ul/min) und mit einer Zeitverzogerung von 180s nach L19CDy-His-Injektion unter-
sucht. Die 100-nM-Verdiinnung wurde in allen drei, voneinander unabhéngig durchgefiihr-
ten Analysen doppelt gemessen. Die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten, sowie
die Dissoziationsgleichgewichtskonstante (KD) wurden fiir jede Messung separat bestimmt.
Die Berechnung erfolgte mit der BIAevaluation Software Version 4.1 unter der Anwendung

eines 1:1 Bindungsmodell nach Langmuir [88].

7.3.11. Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte fiir die Proteine antiA33-CDy (100 nM), His-
CDy und L19CDy-His (jeweils 200 nM). Die enzymatische Umsetzung von 5-FC in 5-FU
durch CDy fiihrte zu einem Anstieg der Absorption bei 255 nM. Fiir den Aktivitédtsassay
wurden 0,75ml einer 100nM antiA33-CDy-Loésung und jeweils eine 200 nM-Lésung von
His-CDy und L19CDy-His in PBS hergestellt und die Reaktion durch 5-FC-Zugabe (250 pul,
12 mM) begonnen. Sofort nach 5-FC-Zugabe wurden 50 ul entnommen und in 950 p1 0,1 mM
HCl verdiinnt, um die Reaktion zu stoppen. Diese Losung wurde als Blank fiir die folgen-
den Messungen verwendet. Alle 3min wurden fortlaufend jeweils 50 ul entnommen und
die Reaktion abgestoppt, um die Kinetik der enzymatischen Reaktion zu bestimmen. Die
Absorptionswerte (A) wurden gegen die Zeit (t) aufgetragen und die Regressionsgerade er-
mittelt. Die Steigung der Gerade ist ein Maf fiir die Reaktionsgeschwindigkeit und wurde

fiir den Vergleich verschiedener Messungen herangezogen.

7.3.11.1. L19CDy-His-Aktivitat nach Plasmainkubation

Die enzymatische Aktivitdat von L19CDy-His nach Inkubation im humanen Plasma wurde
untersucht, um dessen Einsatzmoglichkeit in vivo zu bewerten. Hierfiir wurde humanes Plas-
ma durch Zentrifugation einer frischen Blutspende in einem Plasmaréhrchen mit Lithium-
Heparin gewonnen (4 °C, 5min, 2000 x g). Fiir den Assay wurde 1 ml einer 1 uM antiA33-
CDy-Plasmalosung hergestellt und {iber 72 h bei 37 °C gelagert. Direkt nach Herstellung die-
ses Inkubationsansatzes wurden 100 pl entnommen und ein Enzymaktivititsassay (7.3.11)
durchgefiihrt, jedoch wurden versuchsbedingt nur 100 nM L19CDy-His verwendet. Die Akti-

vitdt wurde nach 6, 12, 24, 48 und 72 h erneut bestimmt, wobei insgesamt drei verschiedene
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Chargen der Proteinaufreinigungen von L19CDy-His getestet wurden. Die Reaktionsge-
schwindigkeit wurde zum Zeitpunkt 0 h als Referenzwert 100 % gesetzt und mit den anderen

Werten fiir die jeweiligen Zeitpunkte verglichen.

7.3.11.2. antiA33-CDy-Aktivitdt nach Plasmainkubation

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitiat von antiA33-CDy nach Inkubation mit mu-
rinenm Plasma erfolgte, um den Einfluss der im Plasma immunisierter Mause enthaltenden
Antikorper zu bewerten. Hierfiir wurde antiA33-CDy mit dem murinen Plasma fiir 30 min
bei 37°C vorinkubiert und anschlieffend die Reaktion durch Zugabe von 5-FC gestartet
(7.3.11). Es wurden nach 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 35 min jeweils 4 ul des Reaktionsansatzes
abgenommen und in 16 ul 0,1 M HCI abgestoppt. Die Absorptionswerte wurden am Nano-
drop bei 255 nm gemessen, die Werte gegen die Zeit aufgetragen und die Steigungen der
Regressionsgeraden ermittelt. Die berechnete Steigung aus der antiA33-CDy-Probe, die nur
mit PBS inkubiert wurde, diente als Referenzwert, auf dessen Grundlage die prozentuale

Enzymaktivitdt der Proben mit Plasmainkubationen bestimmt wurde.

7.4. Zellbiologische Methoden

7.4.1. Kultivierung muriner und humaner Zellen

Die Kultivierung der murinen und humanen Zellen erfolgte unter sterilen und konstanten
Bedingungen (37°C, 5% CO2) in 10-cm-Kulturschalen. Fiir die humanen LIM1215-Zellen,
die murinen F9- und CT26-Zellen, sowie deren Transfektanten wurde RPMI verwendet. Die
murinen AtT-20 Zellen wurden in DMEM kultiviert, wihrend der gemeinsamen Kultivie-
rung mit F9-Zellen wurde jedoch RPMI verwendet. Die Zellen wurden nach Abnahme des
alten Kulturmediums mit sterilem Dulbecco’s PBS (ohne Ca?* und Mg?*) gewaschen und
durch Zugabe von 1 ml Trypsin/10-cm-Kulturschale und 1-2-mintitiger Inkubation von der
Schale abgeltst. Nach Zugabe von 4 ml Medium wurden die Zellen resuspendiert und 500 ul

in eine neue, mit 10 ml Medium vorbereitete Kulturschale tiberfiihrt.
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RPMI: RPMI 1640 mit L-Glutamin, 9% FKS, 100 U/ml Penicillin,
100 U/ml Streptomycin, 250 ng/ml Amphotericin B
DMEM: Dulbecco’s modif ied eagle medium high glucose (4,5g/L)

mit L-Glutamin, 9% FKS, 100 U/ml Penicillin,

100 U/ml Streptomycin, 250 ng/ml Amphotericin B
Trypsin-EDTA: 0,25% (w/v) Trypsin, 1 mM EDTA
EDTA-PBS: 2,3mM EDTA in Dulbecco’s PBS (ohne Ca?t und Mg?*)

7.4.2. Transfektion muriner Kolonkarzinomzellen

Zur Vorbereitung auf die Transfektion muriner Kolonkarzinomzellen (CT26) wurden die
Zellen mit Trypsin vereinzelt und 1 x 105 Zellen/ Well in eine 6- Well -Platte iiberfiihrt. Die
Inkubation erfolgte in RPMI-Medium iiber Nacht bei 37°C und 5% COs. 1 ug hgpA33-
eGFP-pcDNAG6 B-DNA wurde mit 1 pl Lipofectamine Plus Reagent und 100 ul Opti-MEM I-
Medium fiir 5min inkubiert. Daraufhin wurden 1,87 ul Lipofectamine LTX hinzugegeben,
weitere 45 min inkubiert und das Gemisch anschlieffend zu den Zellen gegeben. Die Zellver-
mehrung der Transfektanten erfolgte zundchst in RPMI mit einem Antibiotikazusatz von
30 pg/ml Blasticidin. Fiir die Selektion der Transfektanten wurden die Zellen in RPMI mit
100 pg/ml Blasticidin kultiviert.

7.4.3. Vorbereitung muriner und humaner Zellen fiir

In-vitro-Untersuchungen

Fiir die In-vitro-Untersuchungen der murinen CT26-Zellen und humanen LIM1215 wur-
den die Zellen mit Dulbecco’s PBS gewaschen und mit 5ml EDTA-PBS (2,3mM EDTA)
fiir etwa 5min inkubiert. Hierbei werden die Zellen ebenfalls abgeltst, jedoch bleiben die
Transmembranproteine (wie hgpA33) bei dieser Prozedur erhalten. Die Zellen wurden in
einer Neubauer Zahlkammer gezadhlt und in Abhéngigkeit des nachfolgenden Experimentes

in Medium oder PBS aufgenommen.

7.4.4. Durchflusscytometrie

Fiir die Durchflusscytometrie wurden die humanen LIM1215-, die murinen CT26-Zellen so-
wie deren Transfektanten (CT26-hgpA33-eGFP und CT26-eGFP), wie in Kapitel 7.4.3 be-
schrieben, von den Kulturschalen abgeldst. Je 1 x 108 Zellen wurden in 1,5-ml-Reaktionsge-
fake tiberfiihrt, pelletiert (130 x g, 3min, 4°C) und anschliefend mit 1 ml Blockierlésung
(1% (w/v) BSA in Dulbecco’s PBS) blockiert (20 min, 4 °C). Nach Zentrifugation (130 x g,
3min, 4°C) wurden die Zellen mit 200 ul des priméren Rattenantikorpers gegen hgpA33
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(160ng/pl) fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde ein weiteres Zellaliquot mit
der Isotypkontrolle (Ratten-IgGo, ) inkubiert. Im Anschluss daran folgte eine Zentrifugation
(130 x g, 3min, 4°C), der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 0,5ml Blockier-
16sung resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal durchgefiihrt und das Zellpel-
let anschliefend in 200 ul Ziegen-F(ab’)o-PE in PBS resuspendiert (1,25 ug/ml). Nach 30-
miniitiger Inkubation wurden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen und fiir die Mes-
sung am Durchflusscytometer in 500 ul Blockierlésung aufgenommen. Die Messung erfolgte

mit dem PE-FITC-Programm, wobei 1 x 10* Zellen analysiert wurden.

7.4.5. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung zur Lokalisation des Transmembranproteins hpgA33 wurde am konfoka-
len Laser-Scanning-Mikroskop durchgefiihrt. LIM1215-Zellen und die CT26-Transfektanten
wurden wie in Abschnitt 7.4.3 beschrieben von den Kulturschalen abgelést und jeweils
2 x 10° LIM1215-Zellen pro Kammer und 1 x 10° CT26-Transfektanten pro Kammer iiber-
fithrt. Die Zellen wurden iiber Nacht inkubiert (37°C, 5% CO2). Nach Entfernung des Kul-
turmediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Fixierlosung (4 % Formaldehyd,
0,2 % Glutardialdehyd, 4 mM NaOH) auf dem Objekttriager fixiert. Die Fixierlosung wurde
nach 20 min entfernt und die Zellen nach Waschen mit PBS blockiert (1% (w/v) BSA-PBS,
30 min). Die Antikérperinkubation erfolgte wie in Abschnitt 7.4.4 beschrieben, jedoch wur-
den die Zellen nicht zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden 500 ul Dulbecco’s
PBS auf die Zellen gegeben und diese direkt im inversen Mikroskop betrachtet. Dafiir wur-

den Filter mit 561-593 nm und der Langpassfilter 505 verwendet.

7.4.6. Cytotoxizitatsassays
7.4.6.1. L19CDy-His fiir die ADEPT in vitro

Fir die Untersuchung zur cytotoxischen Wirkung der ADEPT mit L19CDy-His wurden
7,5 x 10% F9- oder 1 x 10* AtT-20-Zellen/ Well in eine mit Gelatine vorinkubierte 96- Well
-Zellkulturplatte (7.1.10) gegeben und fiir 30h bei 37°C und 5% COs inkubiert. Fiir die
Therapie wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen mit 100nM des Fu-
sionsproteins L19CDy-His oder His-CDy fiir 1h inkubiert. Es folgten zwei Waschschrit-
te mit jeweils 150 ul Medium und die abschliefsende Inkubation mit verschiedenen 5-FC-
Konzentrationen im Medium (je 300 ul) fiir 36 h. Zur Kontrolle wurden die Zellen ohne vor-
herige Inkubation mit L19CDy-His separat mit 5-FU oder 5-FC inkubiert. Die Bestimmung
der Zellvitalitét erfolgte mit 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid im
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so genannten MTT-Assay. Hierfiir wurden 100 ul Zellkulturmedium entfernt und 50 pl einer
2 oder 5mg/ml MTT-PBS-Losung mit den F9- beziehungsweise AtT-20-Zellen inkubiert
(1h, 37°C, 5% CO3). Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das gebildete Forma-
zan mit 50 ul formazan solubilizer gelost. Die Messung erfolgte bei 570 und 630 nm, wobei
der dargestellte Absorptionswert aus der Differenz beider Messungen gebildet wurde. Fiir
die verschiedenen Behandlungen wurden je Prodrug- und Drug-Konzentration jeweils drei
Werte gemittelt und das prozentuale Uberleben im Vergleich zum Absorptionsmittelwert

unbehandelter Zellen errechnet.

Gelatine-Losung;: 0,1 % (w/v) Gelatine in PBS, autoklaviert
Formazan solubilizier: 50mM HCIL, 1% (w/v) SDS in Isopropanol

7.4.6.2. AntiA33-CDy fiir die ADEPT in vitro

Fiir die In-vitro-Untersuchungen mit antiA33-CDy und 5-FC wurden die murinen CT26-
hgpA33-eGFP- und CT26-eGFP-Zellen verwendet. Die Zellen wurden wie in Abschnitt
7.4.1 beschrieben abgelost, gezihlt und in RPMI-Medium mit 50 ug/ml Blasticidin resus-
pendiert. Je 5000 Zellen/ Well wurden in eine mit Gelatine (0,1 % w/v) vorinkubierte 96-
Well -Zellkulturplatte tiberfithrt und iiber Nacht bei 37°C und 5% COs inkubiert. Nach
Entfernung des Zellkulturiiberstandes wurde antiA33-CDy (in 100 gl Medium, 150 nM) fiir
30min mit den Zellen inkubiert. Die Proteinlosung wurde entfernt und das ungebundene
antiA33-CDy durch Waschen mit Medium (3x 100 ul) entfernt. Die Inkubation mit verschie-
denen 5-FC-Konzentrationen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO4 fiir 48 h in 300 ]l Medium. Als
Kontrollen wurden 5-FC und 5-FU ohne vorherige antiA33-CDy-Inkubation eingesetzt. Zum
Nachweis der Zellvitalitdt wurden 100 pl des Mediums abgenommen und 30 pl einer 5 mg/ml
MTT-PBS-Losung hinzugegeben und der Assay wie in Abschnitt 7.4.6.1 durchgefiihrt. Das
prozentuale Uberleben wurde im Vergleich zum Absorptionsmittelwert unbehandelter Zel-

len errechnet.

7.4.7. Untersuchungen zum Bystander Effects der Fusionsproteine
7.4.7.1. L19CDy-His im Bystander Effect-Assay

Die ED-B+ F9-Zellen wurden jeweils in den Wells einer ThinCert 12-well-Zellkulturplatte
(7.1.10, S. 73) und die AtT-20- oder F9-Zellen in den passgenauen ThinCert Inserts zu-
néchst getrennt voneinander kultiviert. Der Assay wurde in zwei Varianten jeweils dreimal
durchgefiihrt. Fiir einen Assay wurden 5 x 10* F9-Zellen in Wells und 2,5 x 10* AtT-20-

Zellen in den Inserts kultiviert. Fiir die andere Assayvariante wurden ausschlieflich F9-
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Zellen kultiviert, wobei 5 x 10* Zellen in ein Well und 2 x 10* Zellen in ein Inser iiber-
fithrt wurden. Vier von sechs Wells (F9-Zellen) wurden mit 400 zl 100 nM L19CDy-His in
Medium fiir 1 h inkubiert. Anschliefend wurde ungebundenes Fusionsprotein ausgewaschen
und die zuvor vom Medium befreiten Inserts in den Wells plaziert. Daraufhin erfolgte die
Mediumzugabe mit verschiedenen 5-FC-Konzentrationen (je ein Well mit 0, 1, 5, 55 uM)
in beide Reservoirs. Als Kontrollen dienten Zellen, die nur mit Medium oder dem Fusions-
protein behandelt wurden und solche, die nicht mit dem Fusionsprotein, aber der h6chsten
5-FC-Konzentration inkubiert wurden. Nach 36h wurden 400 ul Medium aus den Wells
und 100 ul Medium aus den Inserts entfernt und durch 2mg/ml MTT-PBS ersetzt. Nach
einer Stunde wurde das Medium jeweils vollstandig entfernt und das gebildete Formazan
separat mit 500 ul formazan soubilizer gelost. Fiir die Messung wurden je Losung dreimal
50 ul in NUNC Modules tiberfiihrt, um die Absorption (Differenz von 570- und 630-nm-
Messung) dreifach zu messen. Aus den Differenzen der Dreifachbestimmungen wurde der
Mittelwert gebildet. Anschliefend wurde der Mittelwert aller drei Versuche gebildet und

dessen Standardabweichung bestimmt.

7.4.7.2. AntiA33-CDy im Bystander Effect-Assay

Die Untersuchung zum Bystander Effect erfolgte einmal mit den hpgA33+ CT26-hgpA33-
eGFP-Zellen, die mit antiA33-CDy behandelt und anschliefsend mit hgpA33— CT26-eGFP-
Zellen co-kultiviert wurden oder in umgekehrter Reihenfolge. Die Cytotoxizitdtsassays wur-
den wie in Abschnitt 7.4.7.1 beschrieben in der ThinCert-Zellkulturplatte und deren Inserts
durchgefiihrt. Hierfiir wurden 5 x 10* Zellen in sechs Wells und 2 x 10* Zellen in sechs
Inserts bei 37°C, 5 % CO» kultiviert. Die Zellen in vier Wells wurden mit 150 nM antiA33-
CDy inkubiert. Die weitere Behandlung und der sich anschliefsende MTT-Assay erfolgte
wie in Abschnitt 7.4.7.1 beschrieben, jedoch erstreckte sich die 5-FC-Inkubation tiber 48 h.

7.5. Tierexperimentelle Methoden

Das in dieser Arbeit verwendente Tiermodell ist Mus musculus. Die Erlaubnis zur Durch-
fihrung der Tierversuche wurde vor Beginn durch das Berliner Landesamt fiir Arbeits-
schutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit erteilt. Die Untersuchungen erfolg-
ten ausschlieflich an weiblichen, immunkompenten BALB/c Méusen aus der Zuchtanlage
Charles Rivers. Die Tiere wurden in einem 12-h-Tag-Nachtrhythmus gehalten und erhielten

Wasser und Futter ad libitum.
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7.5.1. AntiA33-CDy-Immunisierung

Fiir die Untersuchungen zur Immunogenitit von antiA33-CDy wurden jeweils 100 ug des
Fusionsproteins in Dulbecco’s PBS fiinf Méusen intraperitoneal verabreicht. Nach wieder-
holter antiA33-CDy-Injektion (Tag 7) erfolgte die submandibulare Blutentnahme (Tag 12
und 26.). Das Plasma wurde durch Zentrifugation (2300 x g, 10min, 4°C) des Blutes in
Kapillarblutrohrchen (7.1.10, S. 73) gewonnen und fiir die folgenden Versuche in 500-pul-
Reaktionsgefafsen bei 4 °C aufbewahrt.

Den bereits immunisierten Tieren wurde 40 Wochen nach der ersten antiA33-CDy-Injektion
submandibular Blut entnommen. Nach weiteren 14 Tagen erfolgte eine erneute antiA33-
CDy-Injektion, sodass 42 Wochen zwischen dem Erstkontakt und dieser Injektion lagen.
Nach sieben Tagen wurde wiederum antiA33-CDy injiziert und am selben Tag submandi-
bular Blut entnommen. Eine weitere Blutentnahme erfolgte am Tag 21. Das Plasma wurde,

wie oben beschrieben, aufbereitet und bei 4 °C gelagert.
7.5.2. Tumortherapie mit antiA33-CDy in vivo

7.5.2.1. Eine Ubersicht zum murinen Kolonkarzinommodel

Die In-vivo-Untersuchungen zur antitumoralen Wirkung von antiA33-CDy erfolgten in zwei
zeitlich voneinander getrennten Versuchsrunden, um die Durchfiihrung zu erleichtern und
die Reproduzierbarkeit zu belegen. Die Tieranzahl pro Versuchsrunde betrug drei je Gruppe,
sodass insgesamt sechs Tiere pro Gruppe behandelt wurden. Das Therapieschema kann

folgender Tabelle 7.8 (S. 91) entnommen werden.

Tab. 7.8.: Ubersicht zur ADEPT mit antiA33-CDy und 5-FC in vivo

hgpA33+ Tumore hgpA33— Tumore
Mausgruppen I II III v A% VI VII
AntiA33-CDy 1 50ug 25ug 50ug  THug | T5ug -1
5-FC 5mg -1 5mg 5mg 5mg | 5mg 1

! NaCl-Injektion (isotonische Lésung)

7.5.2.2. Vorbereitung der CT26-Zellen fiir den In-vivo-Einsatz

In Vorbereitung auf die Injektion der CT26-hgpA33-eGFP- und CT26-eGFP-Zellen in
BALB/c Méuse wurden die Zellen mit jeweils 5 ml/Kulturschale 2,3 mM EDTA-PBS ab-
gelost. Die Zellen mehrerer Schalen wurden in einem 50-ml-Reaktionsgefafs vereinigt. Nach

Zentrifugation (102 x g, 5min) wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 50 ml
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Dulbecco’s PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in PBS resuspendiert, um eine Suspension aus 10 x 108 Zellen pro ml zu
erhalten. Jeweils 1ml der Zellsuspension wurde in 2-ml-Reaktionsgefiafse aliquotiert und
die Geféfse horizontal rollend gelagert, um die gleichméflige Suspension zur Injektion zu

erhalten.

7.5.2.3. antiA33-CDyin in vivo

Fiir die Etabilierung subkutaner Tumore, die hgpA33+ oder hgpA33— sind, wurden die sta-
bil transfizierten CT26-hgpA33-eGFP- beziehungsweise CT26-eGFP-Zellen verwendet. Die
Zellen wurden wie in Abschnitt 7.5.2.2 beschrieben vorbereitet. Die Injektion von 2 x 10°
Zellen in 200 ul PBS erfolgte durch zwei Experimentatoren, wobei eine dritte Person die
Spritzen (je eine pro Maus) vorbereitete. Die Injektion erfolgte subkutan in die rechte Flanke
der Tiere.

Die Tumorzellen wuchsen bei allen bis auf einem Tier aus Gruppe I zu einem tastbaren
etwa 8 mm? grofien Tumor heran. Die Tiere wurden am fiinften Tag innerhalb der Grup-
pen (getrennt nach hgpA33+ und hgpA33—) zufillig vertauscht, um Gruppenunterschiede
durch die Injektionsweise der beiden Experimentatoren auszuschliefsen. Die antiA33-CDy-
und NaCl-Injektion (100 ul) erfolgte mit 26G x 0,5-Kaniilen subkutan in die rechte Flanke.
Im Abstand von 48 h wurden das Prodrug (5 mg) oder NaCl in gleicher Weise verabreicht.

7.5.3. ADEPT mit antiA33-CDy in in vivo

Die Herstellung der 5-FC-Losung erfolgte unmittelbar vor Beginn der Injektion, da die
25mg/ml 5-FC-PBS-Losung nach kurzer Zeit bei Raumtemperatur kristallisiert. Um 5-FC
vollstandig zu l6sen, wurde DMSO (5% v/v) hinzugesetzt und das Reaktionsgefaft 15 min
im Ultraschallbad inkubiert. Die Losung wurde in 2-ml-Reaktionsgefiafse aliquotiert und
bei 37°C kurz inkubiert. Die Injektionsnadeln und Spritzen wurden ebenfalls bei 37°C
vorgewarmt und je eine Spritze fiir drei Mause unmittelbar vor der Injektion mit 5-FC
beladen. Es erfolgte fiir jede Maus ein Kaniilenwechsel.

Die jeweilige Tumorgréfse und das Gewicht der Tiere wurde in regelméfigen Absténden
kontrolliert. Fin Therapieabschluss erfolgte vorzeitig wenn das Tumorgewebe invasiv durch
die Hautschichten an die Oberfléche (Tumordurchbruch) wuchs oder das Tumorgewebe eine

Lénge von > 12 mm erreichte.
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7.5.3.1. Tumorpriparation

Die Tiere wurden mit Isofluran getotet, anschlielend iiberstreckt und auf dem Riicken
liegend fixiert. Fiir die Freilegung des Tumors wurde ein Hautschnitt (etwa 5cm) in der
Mittellinie des Abdomens durchgefithrt und an beiden Enden nach lateral in Richtung
der Extremitéten verldngert. Nach Fixierung der Haut erfolgte die stumpfe Resektion des

Tumors.
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Anhang A.

Verzeichnisse
Abkiirzungen
5-FU 5-Fluorouracil
5-FC 5-Fluorocytosin
ADEPT Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy
Ak Antikorper
BSA bovines Serumalbumin

BMGY-Medium
BMMY-Medium
bp

CA 19-9
CCSA-2

CD

CDy

CEA

DNA

dNTP

ED-B

EDTA

EGF

EGFR

ELISA

E. coli

EpCAM

F(ab’),

FACS
Fc

FAP
Fv

buffered Glycerol-Complez-Medium
buffered Methanol-Complex-Medium
Basenpaare

Carbohydrate Antigen 19-9

Colon Cancer Specific Antigen-2
Cytosindeaminase

Cytosindeaminase aus Hefen
Carcinoembryonic Antigen
Desoxyribonucleic Acid
2'-Desoxy-Nukleosidtriphosphat

Extra Domain B

Ethylenediamintetraacetic Acid

epidermaler Wachstumsfaktor

epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
Enzym gekoppelter Immunadsorptionsassay
Escherichia coli

epitheliales Zellddhésionsmolekiil
Antikorperfragment eines Immunoglobulins, das durch den Verdau
mit Pepsin entsteht

Fluorescence-activated Cell Sorting
kristallisierbares Antikorperfragment,
besteht aus den konstanten Teilen Cy2 & Cp3 eines IgGs
familidre adenomatose Polyposis

variables Antikorperfragment,

besteht aus den variablen Teilen eines IgGs



GFP
HACA
hgpA33
His-tag
HNPCC

HRP

IgG

IPTG

kb

kDa
LBjow-Medium
nxg
NTA
mgpA33
ODeoo

P. pastoris
PAGE
PBS
PBSBy 2
PCR

PE
RT-PCR
scFv

SDS
TRAIL
TRIS
TBS
VEGF-A
YPD-Medium

griin fluoreszierendes Protein

humane anti-chimére Antikérper

humanes Glycoprotein A33

Peptidsequenz aus sechs bis zehn Histidinen
erbliches nicht-polypdses kolorektales Krebssyndrom
(engl. hereditary nonpolyposis colorectal cancer)
Horseradish Perozidase (dt. Meerrettichperoxidase)
Immunoglobulin der Klasse G
Isopropyl-5-D-thiogalactopyranosid

Kilobasenpaare

Kilodalton

Luria Broth-Medium mit einer minimalen Salzkonzentration
n-faches der Erdbeschleunigung

Nitrilotriacetic Acid

murines Glycoprotein A33

Optische Dichte bei einer Wellenlénge von 600 nm
Pichia pastoris

Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphate-buffered Saline

Phosphate-buffered Saline mit 0,2 % Brij 58
Polymerase Chain Reaction (dt. Polymerasekettenreaktion)
Phycoerythrin

reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
Einzelkettenantikorperfragment

Natriumdodecylsulfat

Tumornekrosefaktorabhéngiger Apoptose induzierender Ligand

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-HCI gepufferte Losung
vaskulérer endothelialer Wachstumsfaktor

Yeast Extract Peptone Dextrose-Medium
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Anhang B.

Erganzende wissenschaftliche Daten

Klonierung
A BGH Polyadenylierung
Notl
SV40 Sv40 pucC
BamHi ori EM7 Polyadenylierung ori
—— e —
CMV Blasticidin Ampicillin
Promotor Resistenzgen Resistenzgen
BamHI Notl
930bp 1705 bp
B BGH Polyadenylierung
Notl
) SV40 SV40 pucC
Hindil ori EM7 Polyadenylierung  ori
—— < —
CMV Blasticidin Ampicillin
Promotor Resistenzgene Resistenzgen
hpA33 Y cGFP
Hindlll BamHI Notl

911bp  1878bp 2656 bp

Abb.I. (A) Die linearisierte Darstellung des eGFP-pcDNAG6 B Vektors gibt einen Uberblick iiber die Vek-
torkomponenten und die Insertion der cDNA des enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP). Dieser Vektor
wurde als Grundlage fiir die Klonierung des hgpA33-eGFP-pcDNA6 B Vektors und auch als Kontrollvektor
fiir die Transfektion von murinen Kolonkarzinomzellen verwendet. (B) Die Klonierung des hgpA33-eGFP-
pcDNAG6 B Vektors erfolgte stufenweise, zunéchst durch die Amplifikation der cDNA des humanen Glyko-
protein A33 (hgpA33) mit den Primern 5-gpA33full*T-eGFP cloning forw und 3’-BGH zur Einfiihrung der
Restriktionsendonuclease-Schnittstelle BamHI. Im Anschluss daran erfolgte ein Restriktionsendonuclease-
Verdau des PCR-Produktes und des Ausgangsvektors (A) mit HindIII und BamHI. Durch die Ligation des

verkiirzten PCR-Fragmentes mit dem Vektor (A) wurde dieser um 976-Basenpaare vergrofsert.

XXIII



Anhang C.

Erganzende personenbezogene Daten

Aus Grinden des Datenschutzes ist der Lebenslauf in der
Online-Version der Dissertation nicht enthalten.
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