l. ZUSAMMENFASSUNG

Maligne Tumoren bestehen aus zwei Kompartimentem entarteten Zellen und einem
genetisch stabilen, die malignen Zellen umgebended versorgenden Stroma. Viele
epitheliale Tumoren exprimieren in diesem Stroms m@mbrangebundene und als Protease
enzymatisch aktive Fibroblasten-Aktivierungs-PnotérAP), welches sich aufgrund seines
Expressionsmusters mit hoher Expressionsdichteglgidhmafiger Ausbreitungsrate sowie
nahezu ausschlie3lichem Vorkommen im Tumorstronsairmimuntherapeutisch nutzbares
Oberflachenantigen eignet. Durch die Fusion einegeg das Fibroblasten-Aktivierungs-
Protein gerichtete Single-Chain-Konjugat mit denmiomtherapeutisch wirksamen Tumor
Nekrose Faktor (TNF) soll die zielgerichtete Apglion des Immunzytokins im Sinne des
Tumortargetings und die Entfaltung der zytotoxischektivitat erreicht werden. Aufgrund
der limitierenden Toxizitat von Tumor Nekrose Faktdie aus der nicht anti-tumoralen
Wirkung des Zytokins hervorgeht, ist die therapmaite Anwendung von humanem
rekombinantem TNF deutlich eingeschrankt. In derlie@genden Arbeit wurde das
Fusionsprotein anti-FAPscFv-TNF gentechnologischrgéstellt, bakteriell exprimiert,
gereinigt und charakterisiert: Die variable Regdes anti-FAP-Antikdrperfragments wurde
von Boehringer Ingelheim zur Verfigung gestellt.r Zbenerierung des Immunzytokins
wurde der Single-Chain-Antikdrper anti-FAP mit hureen rekombinantem TNe&-fusioniert
und mit dem Dbakteriellen pET-25b(+)-Vektor in E. licoexprimiert. Die
Expressionsbedingungen wurden optimiert und dasumaytokin sowohl in I6slicher Form
aus dem Periplasma und dem Kulturiberstand sowie umdslicher Form aus
zytoplasmatischen Einschlusskoérpern chromatographigereinigt. Nach Konzentrierung
bzw. Dialyse gegen ein physiologisches Puffersystemigte sich ein deutlicher
Proteinverlust, der grof3tenteils auf die vermineleBtabilitat und Aggregatbildung des
konzentrierten Proteins zurickzufihren ist. Diet@lmausbeute lag zwischen 50 und 200 pg
je Liter Bakterienkultur. Durch Préparation in geof® Mal3stab und Vereinigung mehrerer
Fraktionen gereinigten Proteins lie sich dennodaie eausreichende Menge fir die
Durchfuhrung funktioneller bzw. zytotoxischer Tedtgrstellen: Bindung und Integritat des
Antikdrperkonjugates wurden mittels Anti-ldiotyp-EHBA nachgewiesen.
Durchflusszytometrisch konnte eine spezifische Bngl des anti-FAPscFv-TNF auf der
FAP-transfizierten Zelllinie HT1080° gezeigt werden. Diein vitro-Toxizitat des
Immunzytokins wurde mit der TNF-sensiblen bzw. istesmiten murinen Fibrosarkomzelllinie

WEHI-164 S/R uberprift. Gegenwartig werden weitdfersuche zur Steigerung des



Produktionsniveaus in einem eukaryontischen Exmmessystem und Uberprifung im

Tiermodell unternommen.



Prokaryotic Expression andin vitro-Characterization of an Antibody Derived TNF

Fusion Protein

l. SUMMARY

In epithelial cancers, the tumor compartment cdssié two different, but interdependent
components, the malignant cells and the tumor strobhe predominant cells in the tumor
stroma are non-transformed fibroblasts, expresiagyenetically stable fibroblast-activation
protein (FAP) in up to 90% of all cases. Due topitsperties and expression pattern FAP is
used as a target in anti-cancer therapy. TNF agtpic as a tumor therapeutic reagent is
limited by severe side effects, including life-threning symptoms of shock, but TNF should
be successfully applied under conditions that previs systemic action. In this work we
describe the generation and characterization ointineuncytokine anti-FAPscFv-TNF which
targets the tumor stroma by binding to the FAPgamtiand delivering TNk-bioactivity. The
variable region of the anti-FAP single chain antipavas supplied by Boeringer Ingelheim,
Germany. Recombinant DNA techniques were usedameglconstruct and express the fused
immuncytokine anti-FAPscFv-TNF by the prokaryotipeession vector pET-25b(+) in E.
coli. Fusion protein was purified from E. coli insion bodies and the soluble periplasmic
fraction with a final yield of about 50 — 200 utgh of bacterial culture and analysed by gel
electrophoresis and Western blotting. However wéced a loss of protein yield after
concentration attributed to decreased stability agdregate formation. Nevertheless we
succeed in producing a sufficient amount of intagion protein to perform the binding
analysis and cytotoxicity assay. The immunoredstiviof the anti-FAPscFv-TNF
immuncytokines was assessed by flow cytometry usigl080 FAP-transfected and mock-
transfected HT 1080 par cells and compared to arergal anti-FAPscFv counterpart. To
prove the binding to the FAP antigen and the intiggof the entire construct, antigenic
recognition was visualized using murine anti-idptfLISA. Cytotoxic activity was
confirmed by the standard umtro assay which depends on TNF-R-1 mediated cyctotdrity
murine WEHI-164 cells. In conclusion, ourvitro data demonstrate the anti-tumor efficacy
of the immuncytokine anti-FAPscFv-TNF after prokatig expression. Further investigations
to optimize production levels by changing into akayotic expression system and examine
therapeutic efficacy in the mouse modell are needed



l. EINLEITUNG

Antikdrper-gestutzte Strategien zur Rekrutierungeeilmmunantwort haben sich in den
letzten Jahren neben Chemo- und Radiotherapie s@hieurgie als vierte Saule der
Behandlung maligner Erkrankungen zunehmend etabliBie Immuntherapie setzt
allerdings die Existenz von Oberflachenstrukturemaus, die auf Tumorzellen spezifisch
oder im UbermaR gegeniiber gesundem Gewebe vorkonumersomit als Zielstruktur
dienen konnen. Mittlerweile ist eine groRe AnzabhvMolekilen auf malignen Zellen
bekannt, die sich entweder ausschlie3lich auf mafig nicht jedoch benignen Zellen
nachweisen lassen (tumorspezifische Antigene) atber bevorzugt auf malignen Zellen
exprimiert werden (tumorassoziierte Antigene) (PAial., 1992, SIEGALL, 1994).

Solide Tumoren scheinen im Vergleich zu hamatotdgis Neoplasien jedoch aus mehreren
Griunden einer Antikdrpertherapie weniger zuganglidaterogenitat der Antigenexpression
und herabgesetzte Empfindlichkeit entarteter Aefjegeniiber Effektormolekilen entstehen
auf dem Boden maligner Entartung und stellen Litinteen fiir eine Antikdrper-gestitzte
Immuntherapie dar. Beobachtungen, dass die Eigafieohmalignen Wachstums nicht
allein durch die Tumorzelle, sondern auch das umgad Stroma determiniert sind, stitzen
das Konzept der Tumor-Stroma-Interaktion (SELJEEIal., 1999; KUNZ-SCHUGHART

& KNUECHEL, 2002): Im Gegensatz zu den entartetatien solider Tumoren sind die
Zellen des Tumorstromas genetisch stabil. Fibrodhasreprasentieren in  diesem
Kompartiment die quantitativ am starksten vertret@ellpopulationIn vitro- wie in vivo-
Studien belegen deren entscheidende Rolle fur dashgtumsverhalten maligner Tumoren
(ADAMS et al., 1988, CAMPS et al., 1990). Im Gegerszu den Fibroblasten des einfachen
Bindegewebes konnen Tumor-assoziierte Fibroblastere koordinierende Rolle zur
Alteration des umgebenden Gewebes Ubernehmen whatathazum invasiven Wachstum
sowie zur Metastasierung der Tumoren beitragen ZKIEER & VOGELSTEIN, 1998).
Diese Interaktion ist auf der Ebene spezifischezeRor-Ligand-Komplexe zwischen dem
neoplastischen Endothel und verschiedenen Zonemirdgebenden Stromas zu detektieren
(IACOBUZIO-DONAHUE et al., 2002). Der Grad der Ina&tion ist durch das lokale
Zytokinmuster und die Hochregulation chemotaktisct8ubstanzen sowie mitogener
Faktoren gekennzeichnet. In diesem Milieu regen dizellen die benachbarten Fibroblasten
zur Expression einer Vielzahl von Proteasen an @NEF2t al., 1998), die entscheidend an
der Alteration der Extrazellularmatrix (NOEL et ,al1998) beteiligt sind. Die



Proteaseaktivitdt wiederum initiiert einen Prozedsy histologisch als lokale Fibrose
imponiert (HASEBE et al., 2000). Karzinome, die sdie Merkmal aufweisen, zeigen ein
deutlich aggressiveres Wachstumsverhalten (HASEB&. £1998; HASEBE et al., 2001),
metastasieren friher und gehen mit einem schleaht€éesamtiberleben als nicht
fibrosierende Karzinome einher (NISHIMURA et al99B; HALVORSEN & SEIM, 1989).

Fibroblasten vieler epithelialer Tumoren exprimreas membrangebundene Fibroblasten-
aktivierende-Protein oder Fibroblasten-Aktivierumggein (FAP). Das Protein st
enzymatisch aktiv, wodurch im Stroma ansassigeoblbsten das angrenzende gesunde
Gewebe zersetzen kénnen. FAP ist auch unter deneha8eprase” (GOLDSTEIN et al.,
1997) bekannt, hat ein Molekulargewicht von 95 kidal gehort als integrales Typ II-
Membranglykoprotein zur Familie der Serinproteasdém den bislang bekannten Proteasen
des Tumorstromas ist FAP ist aufgrund seiner hoBsmpressionsdichte und seiner
gleichmafiiigen Expressionrate auf der &auf3eren Zedbren der Fibroblasten als
immuntherapeutisch nutzbares Oberflachenantigeigyete(GARIN-CHESA et al., 1990,
WELT et al., 1994). Die Expression von FAP ist fastsschliel3lich auf das Stroma
epithelialer Tumoren beschrankt. Ausnahmen hiefvitasien das transiente Erscheinen im
Rahmen der Wundheilung sowie die Expression duncd Bntergruppe endokrin aktiver
Pankreaszellen. Immunhistologische Analysen voneR@&n mit epithelialen Tumoren
einschlieRlich kolorektalen -, Mamma- und Broncidakzinomen (WELT et al.,, 1994;
SCANLAN et al., 1994; PARK et al., 1999) zeigensslalas Protein von tber 90% der im
Stroma anséssigen Fibroblasten, nicht jedoch vonTdenorzellen selbst exprimiert wird.
Dies gilt far Primartumoren und Metastasen gleiote®en. Lediglich einige
Weichteilsarkome und manche Osteosarkome sind wdgihrer mesenchymalen Herkunft
FAP-positiv (RETTIG et al., 1993). Ubrige im TumStroma vorkommende Zellen sind
FAP-negativ.

Durch die Einschleusung von DNA-Fragmenten mithilte Vektoren in unterschiedliche
Organismen wie beispielsweise Bakterien, Hefeng8ierzellkulturen u. a. ist es mdglich
geworden, Antikérper oder Antikérperfragmente miastisch verminderter Immunogenitat
unter Erhaltung der Spezifitém vitro herzustellen. Hieraus ergibt sich eine Vielzahh vo
Maoglichkeiten der molekularen Umstrukturierung mer monoklonaler Antikdrper: Aus
der Verbindung muriner variabler Regionen mit huarakonstanten Regionen entsteht ein

chimarer Antikoérper. Durch Fusion der hypervariabiRegionen der Antigenbindungsstelle



eines murinen Antikérpers mit einem humanen Anpledr entsteht ein humanisierter
Antikdrper. Ein Fab-Fragment (Fab) besteht ausl@lehten Kette (Y+ C.) und den ersten
beiden Doméanen der schweren Kettg fVCyl). Die variablen RegionenpV + V| bilden
ein Fv-Fragment. Die Expression funktioneller Fagimente in E. coli gelang zum ersten
mal Ende der achtziger Jahre des letzten Jahrhisnddach Fusionierung deryVund V-
Gensegmente mit bakteriellen Signalsequenzen uwndiétung der beiden Fragmente in
einen bakteriellen Expressionsvektor wurden korrgkfaltete Heterodimere aus dem
Periplasma der Bakterienzelle isoliert. Verglichmit glykosilierten und phosphorylierten
kompletten Antikérpern lassen sich Fab- und Fv-Fragte leichter rekombinant in
Bakterien oder eukaryontischen Zellen herstelld&6T{BER et al., 1988).

Im Gegensatz zu den korrespondierenden grolRerenuRrdblgG-Formen sind die nur etwa
30 kDa grof3en Single-Chain-Konjugate scFv stalifeANTOLIANO et al., 1991) und
haben durch ihre geringe GrolRe eine héhere Pemetmamumoren. Damit sind sie unter
anderem besser geeignet, Effektormolekile in Tuswedpe einzuschleusen (MILENIC et
al., 1991; YOKOTA et al., 1992). Aufgrund ihres diigen Molekulargewichtes werden
Single-Chain-Konjugate schneller (ber die Nierensgaschieden, woraus eine
durchschnittliche biologische Halbwertszeit im neghen Serum von nur 3,5 Stunden
resultiert (HUSTON et al., 1996). Monoklonale Aritrker als Immunzytokine, Antikérper
oder Antikdrperfragmente, die als unterschiedlicsikombinante Konstrukte mit direkt oder
indirekt tumortoxisch wirksamen humanen ZytokinehHEUER & PASTAN, 1993;
REISFELD et al., 1997; ROSENBLUM et al. 2000), arsert wurden, werden bereits in
klinischen Studien auf ihnre Wirksamkeit gestestet.

Tumor Nekrose Faktor wird von zahlreichen Zelltypef-orm eines membranstandigen Typ
Il Proteins (MemTNF) mit einem Molekulargewicht v@® kDa exprimiert. Die I6sliche
Form des physiologisch trimeren Zytokins aus nkawalent gebundenen Monomeren mit
einem Molekulargewicht von jeweils 17,5 kDa entsthlrch proteolytische Spaltung aus der
erstgenannten Form (OLD, 1987; KRIEGLER et al., 898 Zur Signaltransduktion
existieren zwei verschiedene TNF-Rezeptor-Typen:F-RL und —-R2 (WAJANT &
SCHEURICH, 2001), die von der Mehrzahl aller Gewelzprimiert werden. Die l6sliche
Form des Zytokins entfaltet ihre systemische Akditvhauptsachlich infolge Aktivierung des
Typ 1-Rezeptors (GRELL et al.,, 1999). Der membi@amdige Tumor Nekrose Faktor
vermittelt die zytotoxische Wirkung Uber beide Repetypen, hauptsachlich jedoch durch



Stimulation des Rezeptor-2-Typs (GRELL et al., 19®eitdem das anti-tumorale Potential
der verschiedenen immunmodulatorischen Eigenschatia Tumor-Nekrose-Faktor (OLD,

1987; LOCKSLEY et al., 2001) durch komplette Renoigssn xenotransplantierter Tumoren
offenbar wurde (CREASEY et al., 1986; ASHER et dl987), sind Versuche zur
Tumorareal-restingierten Rekrutierung von TNF matinf an den lethal-toxischen
Nebenwirkungen des Zytokins gescheitert (SHERMAMIgt1988; SPRIGGS et al., 1988).
Bis heute stellt die isolierte Extremitatenperfusidie einzige klinisch etablierte Methode
zum Erreichen lokal begrenzter und ausreichend maytekinspiegel dar (LEJEUNE et al.,

1998; EGGERMONT & HAGEN, 2001). Verschiedene Sgae wurden entwickelt, um

die aus der unkontrollierten TNF-Anreicherung résmtnden unerwtnschten Wirkungen
nach systemischer Applikation zu vermeiden (MAUCERIal., 1996; ROBERT et al.,

1996).

Ein viel versprechender Ansatz scheint die genatideusion des rekombinanten Zytokins
mit tumorselektiven Antikdrpern zu sein (XIANG, 199 Die zielgerichtete Akkumulation
von Tumor Nekrose Faktor im Tumorstroma epithetidlamoren soll durch die Induktion
einer Entzindungsreaktion, einer lokalen Apoptosed uhdmorrhagischen Nekrose
letztendlich zur Zerstérung des Tumors fuhren. DMashaben der vorliegenden Arbeit
grundet auf der Selektion eines rekombinanten THkegpelten Singel-Chain-
Antikdrperkonjugates  zur  Therapie epithelialer Twem im  Sinne eines

immunmodulatorischen Tumortargetings.



11

MATERIAL UND METHODEN

Molekularbiologische Methoden

Amplifizierung spezifischer DNA-Fragmente durch diePolymerase-
Kettenreaktion

Die Amplifizierung von DNA-Sequenzen erfolgt migePolymerase-Kettenreaktion
(PCR). Diese Standardmethode ermdglicht die expaen Vervielfaltigung
einzelstrangiger DNA, wobei lediglich eine Kopiesdeemplates vorliegen muss. Man
nutzt dabei die Eigenschaften von DNA-Polymeraséa, einen Einzelstrang zum
DNA-Doppelstrang polymerisieren kénnen, sofern ihee kurzer, doppelstrangiger
Bereich als Primer zur Verfigung steht. Durch Zwegabn Oligonukleotidprimern
(upstream und downstream), die zum 5" - bzw. 3'deEder zu amplifizierenden
Sequenz komplementér sind und die Verwendung thetahibler DNA-Polymerasen
ist eine automatisierte Durchfiihrung der PCR ingpaonmierbaren Thermoblécken
maoglich. Das Prinzip der PCR beruht auf einem dil@gen Reaktionszyklus. Im
ersten Schritt wird die Template-DNA bei einer Temgtur von 95 °C denaturiert, d.
h. die Tertiarstruktur wird aufgeldst. Dies istwenhdig, um im nachfolgenden Schritt
eine Anlagerung der Oligonukleotide an den zu aimrenden DNA-Abschnitt zu
ermoglichen. Zum Anbinden der Primer muss der Rea&hnsatz auf die sogenannte
Annealing-Temperatur, welche je nach Art bzw. GGi&e des Primers variiert,
abgekuhlt werden. Zuletzt erfolgt die vom Oligoradtid ausgehende
Doppelstrangsynthese bei einer Temperatur von 7Dt€se Reaktionsschleife kann

beliebig oft durchlaufen werden.

Fur einen Reaktionsansatz wurden 1 pul cDNA, 5 uk l8erculase-Puffer
(STRATAGENE, AMSTERDAM, NIEDERLANDE), je 1 pl upstam- und
downstream-Primer, 1 pupl dNTP (AMERSHAM, PHARMACIALITTLE

CHALFONT, UK) mit H,O dest. auf ein Volumen von 50 pl aufgefillt. Zatet
wurden 0,5 pl Herculase (STRATAGENE, AMSTERDAM, NIERLANDE)

hinzugegeben und die Polymerase-KettereaktionnaneiPCR-Gerat (Thermocycler
UNO II, BIOMETRA, GOTTINGEN) unter u. a. Bedingueig gestartet. Die Anzahl



1.2

der Schleifen sowie die exakte Annealing Temperagurd je nach Art des
verwendeten Oligonukleotids variabel. Zur Kontamtimasprophylaxe wurden am
PCR-Arbeitsplatz gesonderte Pipetten und Pipetiaespmit Filtereinsatz verwendet.

95 °C 4 Minuten
95 °C 1 Minute
Annealing 1 Minute
72 °C 2 Minuten
72 °C 10 Minuten

Agarose-Gelelektrophorese zur Trennung von DNA+ragmenten

Bei der Agarose-Gelelektrophorese wandern grol3emagap negativ geladene
Nukleinsaurefragmente unterschiedlich weit im eiskhen Feld (MCDONELL et al.
1977). Durch die Verwendung von Ethidiumbromid, eeisequenzunspezifisch an
Nukleinsduren interkalierende Substanz, die beitrBelking mit UV-Licht §=300

nm) Licht der Wellenlange 590 nm emittiert, konneie Nukleinsduren sichtbar

gemacht und beziglich Reinheit, Gré3e und Konzeotréeurteilt werden.

Zur Praparation und Analyse von DNA-Fragmenten wordl-2 g% Agarose
(SIGMA, ST. LOUIS, USA) durch Kochen in 1x TAE-Peff [aus 50x TAE-
Stammloésung: 242 g Trishydroxymethylaminomethanis@ase, SIGMA, ST.
LOUIS, USA), 57,1 ml Eisessig (MERCK, DARMSTADT)0@ ml 0,5 M EDTA pH
8,0 (MERCK, DARMSTADT) je Liter HO dest.] aufgel6st und nach dem Abkuhlen
auf etwa 60 °C mit 0,05% Ethidiumbromid (SIGMA, STOUIS, USA) versetzt und
in einen vorbereiteten Geltrager (GIBCO, KARLSRUHEK)egossen. Nach
Polymerisierung der Polysaccharidlosung wurden oig Probenpuffer [0,25%
Bromphenolblau (SIGMA, ST. LOUIS, USA) 0,25% Xylegranol FF, 0,25% Orange
G, 40% Sucrose (SIGMA, ST. LOUIS, USA), 1 mM EDTAMERCK,
DARMSTADT) in H,O dest.] versetzten DNA-Proben in die Geltaschdadge und



1.3

1.4

in der Elektrophoeresekammer (GIBCO, KARLSRUHE) mi0 bis 100 V
aufgetrennt. Als Puffer diente 1x TAE.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf einerLigWitplatte (=260 — 360 nm)

analysiert und mit dem Videosystem fotografiert.

Reinigung von Nukleinséuren

Die Gel-Extraktion bzw. Reinigung von DNA-Fragmenteurde nach der QiaEx-

Methode (QIAGEN, HILDEN) durchgeflhrt.

Restriktionsspaltung von DNA

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann dopp#igige DNA spezifisch

geschnitten werden.

In der vorliegenden Arbeit verwendete Restriktiorzsene:

Restriktionsenzym Schnittstellen Puffer Inkubations-
bedingungen
Bam HI GGATCC 2 x OPA 1h,37°C

Balll AGA TCT 2 x OPA 1h,37°C

Ncol CCATGG 2 x OPA 2h,37°C

Zur  Ermittlung der Konzentration eines Restriktiensyms gilt als
Berechnungsgrundlage: Eine Einheit (U) eines Reginisenzyms schneidet 1 pg
Lambda-DNA bei einer Temperatur von 37 °C in eidmde vollstandig.

Ein analytischer Restriktionsverdau erfolgte ine@nReaktionsvolumen von 15 ul

Uber etwa eine Stunde. Als Puffer diente OPA (OherRll), das heil3t, der vom

Hersteller zur Verfiigung gestellte Puffer.

10
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1.6

1.7

Dephosphorylierung von 5 -Enden der Expressiomsktoren (Plasmide)

Plasmide sind zirkulare, doppelstrangige DNA-Molekidie sich unabhangig vom
Genom vermehren konnen. Zur Ausstattung eines Rlasngehdren eine
Klonierungsstelle NICS = multiple cloning site) um fremde DNA in das Plasmid
einschleusen zu konnen, eine Stelle zum Replikssiant Ori = origin of
replication), Selektionsgen(e) und ein Promoter zur Expresdieneingeschleusten
DNA.

Um bei der Ligation der zu klonierenden Insert-DRie Selbstligation des Vektors
zu vermeiden, koénnen mit Hilfe einer Phosphatase 8&i-Phosphatgruppen

abgespalten werden.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 ermdglicht Bfiedung von DNA-
Molekilen mit kompatiblen koh&siven Enden, indene giie Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen freien 3"-Hydraxyd 5°-Phosphat-Enden der
DNA katalysiert (WEISS et al., 1968).

Dazu wurden etwa 100 ng Vektor-DNA zusammen mwaedreifach molarem
Uberschuss des zu klonierenden Restriktionsfrageseitter Nacht mit 1 U T4-DNA-
Ligase (BOEHRINGER, MANNHEIM) in einem Reaktionsuaien von 10 — 20 pl
bei 10 — 16 °C in Ligase-Puffer (BOEHRINGER, MANNHW inkubiert.

Transformation von kompetenten Bakterien

Als Transformation wird die Aufnahme I6slicher DNAzw. die Einflihrung

rekombinanter Plasmid-DNA in Bakterien bezeichnet.

100 pl kompetente Bakterien des Stammes E.coli HRER) (NOVAGEN,
SCHWALBACH) wurden in einem gekuhlten PolypropylRghrchen mit 5 pl des

11



1.8

Ligationsansatzes vorsichtig durchmischt und 30utn auf Eis inkubiert. Nach dem
einmindtigen Hitzeschock bei 42 °C zur Ausbildureg 8elektionsmarker erfolgte die
Zugabe von 500 pl SOC-Medium [20 g Bacto-Tryptor@Na(pH 7,0), 5 g Bacto-
Hefe-Extrakt (beide DIFCO, DETROIT, USA), 590 mg@®a190 mg KCI, je 1000
ml H,0 dest.; nach dem Autoklavieren 10 ml MgCobsung, 10 ml Glukose
hinzuflgen, sterilfiltrieren]. Um Resistenz zu leitd wurde die Bakteriensuspension
eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm inkubiert und claref3end unter
Selektionsbedigungen auf einer vorgewarmten LB-pigdte [10 g Trypton, 5 g
Yeastextract, 10 g NaCl, 15 g Agar (DIFCO, DETROUSA) je Liter HO dest.,
1:1000 Ampicillin (RATIOPHARM, ULM)] ausgestrichemnd Gber Nacht bei 37 °C

gelagert.

Durch das Anfertigen von Glycerolstocks ist es nuigleinzelne native Bakterien,
aber auch Bakterientransfektanten, die ein bestamrintsert enthalten, tber mehrere
Jahre zu lagern. Hierzu wurde ein Aliquot einesdhien Bakterienkultur mit 40 Vol%

Glycerol versetzt und dann bei minus 80 °C gelager

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA (BIRNBOIM & DOLY 19) erfolgte durch Lyse
der Zellen nach der TENS-Methode.

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA in kleinem Maf3staMirfi) wurden 2 ml
Bakterienkultur LB-Medium [10 g Trypton, 5 g Yedsttract (beide DIFCO,
DETROIT, USA), 10 g NaCl] mit 1:1000 Carbenicillin(NOVAGEN,
SCHWALBACH) Uuber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkedi 1,5 ml der
Ubernachtkultur wurden 20 Sekunden bei 15.000 remtrifugiert, der Uberstand
abgegossen und das Pellet in etwa 50-100 pl déishes Uberstands resuspendiert.
Danach wurden 300 pl TENS-Puffer [1x TE, 0,1 M Ng®@5% SDS ad 100 mlJ@
dest.) und 150 pl 3 M NaOAc pH 5,2 hinzugegebenSadispension leicht geschuttelt
und anschlieRend 4 Minuten bei 15.000 rpm zentigfilgDer Uberstand, indem die
DNA enthalten ist, wurde in ein neues 2 ml-Réhrc(ERPENDORF, HAMBURG)
Uberfuhrt, mit 1 ml 95% EtOH (MERCK, DARMSTADT) gdft und 5 Minuten bei

12
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211

15.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das AER&llet in 75% EtOH
(MERCK, DARMSTADT) durch zweiminutiges Zentrifugem bei 15.000 rpm
gewaschen, luftgetrocknet und in 10 pubQH + RNAse resuspendiert. Nach
entsprechendem  Restriktionsverdau  und  Auftrennungittelsn  Agarose-

Gelelektrophorese wurde die Klonierung tberpruft.

Proteinbiochemische Methoden

Prokaryontische Expression und Reinigung des Imunzytokins

Prokaryontische Expression und Praparation deléslichem Immunzytokins

Der bakterielle Expressionsvektor pET-25b(+) (NOVAEG SCHWALBACH)
ermdglicht unter geeigneten Bedingungen die Sekretion Antikdrpern in den
periplasmatischen Raum und in den BakterienubeatstBurch die pE1B-Signal-
Sequenz wird das Fusionsprotein in das Periplagznersiert und kann aus diesem als
l6sliches Protein isoliert werden. Die Expressiomd uPréparation des ldslichen
Immunzytokins folgte weitgehend den Angaben vortlBEBARTH et al., 2000).

Je eine Kolonie Ecoli des Stammes BL21(DE3) wurde nach Transfownatiit dem
Plasmid pET zur Expression des Single-Chain-Anpkés anti-FAP-TNF in 50 ml
Terrific Broth Medium [TB-Medium mit 12 g Trypton&4 g Yeastextract, 4 ml
Glycerol 87% (MERCK, DARMSTADT) und 1:1000 Carbetiin (NOVAGEN,
SCHWALBACH) je Liter O dest.] nach Zusatz von 50 pl ZaGILM), 850 ul
KoHoPO, (1IM), 1,7 ml KHPO, (1M) (alle MERCK, DARMSTADT) liber Nacht bei
30 °C und ca. 220 rpm inkubiert. Die Ubernachtkulteurde im Verhéltnis 1:20
ausgedunnt und in ein Volumen von 200 ml TB-Mediuwih 200 pl ZnC} (1M), 3,4
ml K;HPO, (IM), 14,4 ml kHPO, (1M) und 1:1000 Carbenicillin Gberimpft und bei
30 °C und ca. 220 rpm bis zu einer optischen Di€ig, von 0,6 — 1,0 inkubiert.
Nach Zugabe eines hochosmolaren Salzgemisches vgnN&Cl, 18 g Sorbitol
(SIGMA, DEISENHOFEN) und 0,3 g Betaine (SIGMA, DEHSHOFEN) je 200 ml
Kultur wurden die Bakterien in ihrer logarithmisch&/achstumsphase mit 1 mM
IPTG induziert und weitere 15 Stunden bei 30 °C ¢nit 150 rpm inkubiert. Danach
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2.1.2

wurde die Bakterienkultur zur ProteinpraparatiorMifiuten bei Raumtemperatur und
4.000 rpm zentrifugiert und das Bakteriensedim@ihuten in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Nach dem Wiederauftauen erfolggeRBsuspension des Pellets in
1,5 ml Lyse-Puffer je Gramm Pellet. Der Lyse-Puiathielt 75 mM Tris-HCI, 300
mM NaCl, 20% Sorbitol (SIGMA, DEISENHOFEN) und eifi@blette EDTA-freie
Proteinaseinhibitoren (ROCHE, MANNHEIM) je 50 ml dgpuffer. Das Gemisch
wurde anschlieBend in 20 ml-Fraktionen mittels Sator (BRANSON SONIFIER
B15, DANBURY, USA) fur 4 mal 30 Sekunden bei Putstellung mit 50% Duty bei
Stufe 5 aufgeschlossen. Die Spheroblasten-Abtrenmufolgte durch 45-mindtiges
Zentrifugieren mit 12.000 rpm bei 4 °C. Anschlie@aemurde das Bakterienlysat im
Volumen 1:3 mit Elutions-Puffer (75 mM Tris-HCI, @onM NaCl, 10% Glycerol in
H,0) verdinnt und mit einer Porengréf3e von 2 pumldiltriert und wie unter 2.1.3

beschrieben weiter saulenchromatographisch geteinig

Prokaryontische  Expression und Préparation de periplasmatischen

Einschlusskorper zur Proteinextraktion

Je eine Kolonie E. coli des Stammes BL21(DE3) (N@®EN, SCHWALBACH)
wurde nach Transformation mit dem Plasmid pET-25(fNOVAGEN,
SCHWALBACH) zur Expression des Single-Chain-Antigérs anti-FAPscFv-TNF
Uber Nacht bei 37 °C und ca. 220 rpm in 30 ml mit0O00 Carbenicillin-haltigem
(NOVAGEN, SCHWALBACH) LB-Medium inkubiert. Die Ubeachtkultur wurde in
ein Volumen von 500 ml LB-Medium mit 1:1000 Carhsitin Gberimpft und bei 30
°C und ca. 220 rpm bis zu einer optischen Dichte @®s00 von 0,6 — 1,0 inkubiert.
In der logarithmischen Wachstumsphase wurde zurkitiah 1 mM IPTG (Isopropyl-
3-D-Thiogalactosidase, ROTH, KARLSRUHE) hinzugefiigd die Bakterienkultur
weitere 20 Stunden bei 30 °C mit ca. 150 rpm in&ribi

Zur Proteinextraktion bzw. zur Praparation der glasmatischen Einschlusskoérper
wurde die Bakterienkultur danach 10 Minuten bei lRemperatur mit 4.000 rpm
zentrifugiert und das gewonnene Bakteriensedimewogen. Pro Gramm Pellet
wurden 5 ml BugBuster Protein Extraction Reager®\{WGEN, SCHWALBACH)

eingesetzt. Nach vollstandiger Resuspension wuypsde ml eingesetztem BugBuster
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2.1.3

Reagens 1 ul Benzonase hinzugefigt und die Suspenanschlielend bei
Raumtemperatur 20 Minuten langsam geschuttelt.|@kche Fraktion erhielt man

durch zwanzigminutiges Zentrifugieren der Suspeneid 8.000 rpm bei 4 °C.

Zur Préaparation der periplasmatischen Einschlugsktwurde das Pellet erneut in
gleichem Volumen BugBuster Reagens resuspendiertt umit Lysozym
(BOERINGER, MANNHEIM) in einer Endkonzentration vdz00 pg/ml versetzt,
vollstandig resuspendiert und danach 5 Minuten Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end wurden 6 Volumina 1:10 verdiinntes Bigj& Reagens (inJ@ dest.)
hinzugegeben, die Suspension durch einminitigeteXen vollstandig resuspendiert
und anschlieRend bei 8.000 rpm und 4 °C 15 Minagenirifugiert. Die beiden letzten
Arbeitsschritte wurden zweimal wiederholt, das &eith 2 ml 8 M Urea [8 M Urea,
0,1 M NahPQO,, 0,01 M Tris-HCI je Liter HO (pH 8,0), 1% Triton X] aufgenommen
und daraufhin mindestens 30 Minuten bei minus 7@é&€oren. Nach dem Auftauen
wurde die Suspension mittels Sonicator (BRANSON $OBER B15, DANBURY,
USA) fur 4 mal 30 Sekunden bei Pulseinstellung ®0% Duty bei Stufe 5
aufgeschlossen und anschlieend 45 Minuten miD02@m bei 4 °C zentrifugiert.

Das gewonnene Lysat wurde steril filtriert und pigtAffinitatschromatographie wie
unter 2.1.3 beschrieben gereinigt. Die im Westdot-positiven Elutionsfraktionen
wurden gepoolt, gegen PBS dialysiert und mittelpaBationsfilter Centrispin
(MILLIPORE, ESCHBACH) auf ein Volumen von etwa eme Milliliter

konzentriert.

Chromatographische Reinigung des Immunzytokins

Zur Praparation der Reinigungssaulen wurden 20 rhro@atographiesaulen
(BIORAD, MUNCHEN) mit 2 ml Talon-Resin-Kobaltmatrix(CLONTECH;
HEIDELBERG), einer Metallaffinitatsmatrix zur Chratographie beladen und mit
ca. 20 Saulenvolumina Elutions-Puffer aquilibirides wurden zwei unterschiedliche
Puffer-Systeme verwendet: 75 mM Tris-HCI, 300 mMQONal0% Glycerol in HO
zur Reinigung des loslichen Proteins, 8 M Urea Rginigung des aus den

zytoplasmatischen Einschlusskérpern isoliertenemnet
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2.2

221

Zur Proteinreinigung wurden die aquilibrierten Tradéulen ein- bis zweimal mit dem
verdinnten Bakterienlysat beladen. Bei Tropfgesotigkeit wurden die Proteine
Uber ihre His-Erkennungssequenz an die Resin-Kola#élix gebunden. Es folgten
zwei Waschschritte mit zun&chst 10 Saulenvoluminatidhs-Puffer und 10
Séaulenvolumina Elutions-Puffer mit 10 mM Imidaz®MERCK, DARMSTADT). Die
Elution der Proteine von der Talon-Resin-Kobaltmatvurde mit 5 ml Elutions-
Puffer mit 200 mM Imidazol durchgefiihrt, wobei jalseEin-Milliliter-Fraktionen zur

Erstellung eines Elutionsprofils aufgefangen wurden

Zum Nachweis des Proteins im Coomassie-BrillanteB&el oder im Western-Blot
wurden bei jedem Arbeitsschritt der Proteingewirmémnoben entnommen: Je 500 pl
Bakterienkultur vor und nach Induktion als Pell&5@00 rpm, 1 Minute) und 15 pl

von Lysat, Saulendurchfluss, Waschschritt, 5 Ehgfmaktionen.

Die im Western-Blot positiven Elutionsfraktionen mden gepoolt, gegen PBS
dialysiert und mittels Separationsfilter CentrisgMILLIPORE, ESCHBACH) auf

ein Volumen von etwa einem Milliliter konzentriert.

Zur Dialyse des Antikorpers wurden Spectra/Por®l@athe (ROTH, KARLSRUHE)
mit einer Permeabilitdt von 12 bis 14 kDa eingdsetbie trockenen
Dialysemembranen wurden ein bis zwei Stunden inrereh Litern HO dest.

eingeweicht und anschlie3end bei 4 °C mit 0,1%iNai@zid aufbewahrt.

Analyse und Charakterisierung des Immunzytokis

Bestimmung der Proteinkonzentration

Mit dem ,Bio Rad Protein Assay‘ (BIORAD, MUNCHEN) wwden die
Konzentrationen der exprimierten und gereinigterik&mper-Proben bestimmt. Zur
Bestimmung der  Proteinkonzentration wird die  Vemsbbng des
Absorptionsmaximums einer sauren Coomassie-Brillglau-Losung durch
Proteinbindung von 465 nm auf 595 nm ausgenutzABIRORD, 1976). Gemal} den

Angaben des Herstellers wurden 800 pl der Protmiml§g in verschiedenen
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2.2.2

Verdinnungen mit 200 ul des Bradford-Reagens arseid gut vermischt. Nach 5
bis 10 Minuten konnte die Extinktion bei 595 nm @msen werden. Mithilfe des
mitgelieferten Proteinstandards (BSA, 1 mg/ml) veudie Eichkurve erstellt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGHE)r zAuftrennung von
Proteinen im elektrischen Feld folgte den Angabenm kaemmli (LAEMMLI, 1970).
Voraussetzung sind dabei Bedingungen, unter demegatisierung und Dissoziation
der Proteine in die einzelnen Polypeptide gewastdeisind. Nach Hitzdenaturierung
(95 °C, 5 Minuten) und Verwendung reduzierender mxgen ([3-Mercaptoethanol)
binden die denaturierten Polypeptide das anioniscBhetergenz SDS
(Sodiumdbdecylsilfat). Da die Menge des gebundenen SDS propottiauanm
Molekulargewicht des entsprechenden Polypeptids (®3#APIRO et al., 1967),
wandern die SDS-Polypeptidkomplexe in Abhangigkedn der Grole des
Polypeptids unterschiedlich weit im PolyacrylamidBéchtung Anode, so dass eine
Auftrennung der unterschiedlichen Polypeptide nubghvird. Die Verwendung von
Zwei-Phasen-Gelen mit Konzentrierung und  Ausricbtunaller SDS-
Polypeptidkomplexe in einem moglichst kleinen Vokmim oberen Gelabschnitt
(stacking gel) und Auftrennung im unteren Abschmthéht die Auflosung der
Proteingele (KING & LAEMMLI, 1971). Zur Analyse dd3akterienlysate sowie der
Protein-Proben wurden diese mit SDS-Probenpuffeverhaltnis 1:5 versetzt [10%
(w/v) SDS, 250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 500 mM Dithrettol, 0,5% Bromphenol-
Blau, 50% Glycerol], 5 Minuten bei 95 °C unter regwenden Bedingungen (2 pl
Mercaptoethanol, MERCK, DARMSTADT) denaturiert unanschlieRend auf

Raumtemperatur abgekuhlt.

Die SDS-Polyacrylamidgele wurden nach Standardgodto gegossen; die
Acrylamidkonzentration betrug fir das Sammelgel , 536 das Trenngel 12%. Als
Gelkammer diente die eine Vertikal-Gelkammer (MigiD Cell, BIORAD,

MUNCHEN). Als Puffersystem wurde das diskontinire Laemmli-System (25
mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1% SDS) verwendet. Di@feine wurden im 12% SDS-
PAGE-Gel in Laemmli-Puffer elektrophoretisch beiO2¥ 30 bis 45 Minuten

getrennt.
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2.2.3

Zur Proteinfarbung wurde das Polyacrylamidgel edw&vefir einen Western-Blot
vorbereitet oder 1 bis 2 Stunden mit Coomassidi&mnitBlue [1 g Coomassie Brillant
Blue R250 (SERVA, HEIDELBERG) in 450 ml Methanob@ml H,O und 100 ml
Eisessig] gefarbt (FAIRBANKS et al., 1971), anseknd der nicht Protein-
gebundene Farbstoff mit Entfarberlésung (100 miHdetl, 100 ml Eisessig, 800 ml
H,O) entfernt und das Proteingel auf 3MM Whatman @&apfWHATMAN
INTERNATINAL LTD., MAIDSTONE, ENGLAND) in einer Gdtammer
(BIORAD, MUNCHEN) 30 Minuten bei 80 °C getrocknet.

Western-Blot-Analyse

Eine Western-Blot-Analyse wird zum spezifischen inekten Nachweis der im
Trenngel fraktionierten Proteine durchgefuhrt (TOMWERt al., 1979).

Dazu wurde das Gel nach elektrophoretischer Tregpmauf eine mit Blot-Puffer [39
mM Glycin, 48 mM Tris Base, 0,037% SDS, 20% MetHaiptd 8,3)] befeuchtete
Nitrozellulosemembran (BIORAD, MUNCHEN) transfetieund luftblasenfrei
zwischen zwei Lagen mit je 2 Whatman 3MM Chromaapgie Filtern (WHATMAN
INTERNATIONAL LTD., MAIDSTONE, ENGLAND) gelegt. DieUbertragung der
Proteine auf die Membran erfolgte in einer BlotkaanniTrans-Blot SD Semi-dry
Transfer Cell, BIORAD, MUNCHEN) uiber 30 Minuten b0 — 21 V und 300-350
mA. Anschlielend wurden die Proteine auf der Netlhtosemembran mit Ponceau-
S-Losung (SIGMA, DEISENHOFEN) reversibel angefarthee Markerbanden (10
kDa Ladder, GIBCO, KARLSRUHE) wurden gekennzeichiddch Entfarbung des
Blots im Wasch-Puffer TBS [50 mM Tris, 150 mM NaO|1% Triton X, SIGMA,
DEISENHOFEN)] und Absattigung der Membran mit Blgeuffer (TBS mit 10%
Magermilchpulver) Uber Nacht bei 4 °C und anscldiefem Waschen der Membran
in TBS folgte eine Immunfarbung mit Antikdrpern. Zda wurde die Membran
zunachst mit dem  Erstantikbrper  (anti-HSV-Antikdrpe NOVAGEN,
SCHWALBACH) im Verhéaltnis 1:5000 in TBS 1 StundeibRaumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde der primArgikérper mit einem

sekundaren, polyklonalen Peroxidase gekoppeltengeZzaamti-Maus-Antikérper
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(BIORAD, MUNCHEN) im Verhaltnis 1:3000 in TBS maeki und nach dem
Protokoll des ECL-Kit (AMERSHAM, BRAUNSCHWEIG) entakelt.

ELISA (enzym linked immunosorbent assay)

Der ELISA ist ein Enzym-gekoppelter Immunadsorpstest. Hierbei kann die direkte
Bindung von Antikdrpern an Antigene mittels einenzgmatischen Reaktion
nachgewiesen werden, wobei ein farbloses Substratein farbiges Produkt

umgewandelt wird und spektromerisch gemessen wexaiem

Zur Durchfihrung eines ELISA wurde eine 96-Well-kikterplatte (NUNC,
WIESBADEN) mit rekombinantem anti-anti-FAPscFv50 pl Coating-Puffer/Well
(10 mM NaC0s;, 10 mM NaHCQ in H,O dest.) bei 4 °C lber Nacht beschichtet.
Nach mehrmaligem Waschen der ELISA-Platte mit PB® raM NaHPQO,, 140 M
NaCl (pH 6,9 — 7,0) mit 1% Triton X, SIGMA, DEISENMFEN) wurden die freien
Bindungsstellen mit 100 pl 1,5% Gelatine in PBSee8tunde bei Raumtemperatur
geblockt. Nachdem die Platte erneut mehrmals gdveascwurde, folgte die
Inkubation mit dem rekombinanten Testprotein aWtREcFv-TNF. Pro Well wurden
50 pl des gereinigten Proteins in PBS 1:2 verdaimZweifachbestimmungen in den
Titrationsstufen 1:2 bis 1:256 eingesetzt und flinee weitere Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Dabei diente anti-FAPdgNF aus CHO- (Chinese
Hamster Ovary-) Zellen als Positivkontrolle, den@e-Chain-Antikorper anti-FAP
als Negativkontrolle. Es folgten mehrere Waschsiehtind die Inkubation der Platte
mit dem Priméarantikorper anti-TNF (SEROTEC, DUESSEIRF) 1:500 in PBS. Als
Sekundarantikdrper wurde anti-Kaninchen-Biotin (NAVA, HAMBURG) 1:2000
in PBS eingesetzt. Die Inkubation der Platte et®lppweils Uber 1 Stunde. Zur
hochaffinen Detektion von Biotin wurde 1:50000 $tewidin-Peroxidase
(BOEHRINGER, MANNHEIM) far 30 Minuten zugegeben. duNachweis der
Streptavidin-Peroxidase wurde die Platte etwa 1Autin mit Entwicklerldsung mit
einer Tablette O-Phenylendiamin (SIGMA, DEISENHORBEMN 10 ml L6sung
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 3 M HCI| gestoppind im Elisareader
(DYNATECH MR 4000) gemessen.
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Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ermoglicht eine fluoreszashangige, multiparametrische
Analyse von vitalen Zellen in Suspension. In eineptischen System werden
Streulicht- und Fluoreszenzsignale von Partikelnalysiert. Es besteht die
Maglichkeit, gleichzeitig bis zu funf verschiedepbysikalische und biochemische
Parameter einer einzelnen Zelle zu bestimmen. Deulichtsignale geben Auskunft
Uber die Grof3e und Granularitat der im Flissigkaisn fokussierten Zellen. Darliber
hinaus kdnnen die Zellen durch bis zu drei verstgme Fluoreszenzmessungen
charakterisiert werden. Entsprechend der angewend&&rbemethode kann die
Fluoreszenzmarkierung auf der Zelloberflache, imto2gl oder innerhalb des
Zellkerns erfolgen. Die zur Zellmarkierung verwetaieFluoreszenzfarbstoffe lassen
sich durch einen speziell ausgerichteten Argonlaseeiner Wellenlange von 488 nm
anregen. Die spezifischen Emissionssignale werd#alsnPhotodetektoren und ihnen
vorgeschalteten Filtern gemessen, wobei die Fistéesne nur den fur jeden Farbstoff
charakteristischen Anteil des Emissionsspektrumssipeen lassen. Die optischen
Signale werden in elektrische Impulse konverti&abei entspricht die Hbhe der
elektrischen Signale der Intensitdit der detektmertelichtsignale. Ein

Analog/Digitalwandler konvertiert die in Volt gensemen Signalintensitaten in
digitale Daten, die mit der entsprechenden Softwdes Herstellers (CellQuest™,
BECTON & DICKINSON, HEIDELBERG) erfasst und ausgete¢ werden kbnnen.

In der vorliegenden Arbeit sollte mithilfe der inelkkten Immunfluoreszenzmethode
gezeigt werden, ob das Immunzytokin anti-FAPscCFFTIN der Lage ist an das
entsprechende Oberflachenantigen FAP auf der muriRérosarkom-Zelllinie
HT1080 zu binden.

Dazu wurden je 1 x fzellen der Zelllinien HT1083" und HT1088* zweimal in
PBS gewaschen und 20 Minuten bei 4 °C mit 50 plgiginigten rekombinanten
anti-FAPscFv-TNF inkubiert. Als Paositivkontrolle etite anti-FAPscFv, als
Negativkontrolle anti-CD3scFv. Nach zweimaligem \&ren in PBS wurden die
Zellen in insgesamt 50 pl eines Antikdrpergemisdbestehend aus 1:300 anti-c-myc
(Eigenherstellung) und 1:1000 anti-HSV resuspendieid 20 Minuten bei 4 °C

inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin erneut in§gewaschen und zuletzt in 1:100
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5.1

DTAF-markiertem anti-Maus-Antikorper (DIANOVA, HAMBRG) zu den oben
genannten Bedingungen inkubiert. Nach einem waeitéhéaschschritt wurden die
Zellen in 500 pl PBS aufgenommen und anschlielemndFACScan (BECTON
DICKINSON, HEIDELBERG) detektiert und mit der entsphenden Software des

Herstellers (CellQuest™ ) ausgewertet.

Zellkulturmethoden
Kultivierung der Zelllinien

Alle verwendeten Medien oder Losungen wurden duBoérilfiltration oder durch

Autoklavieren sterilisiert.

Folgende Zelllinien wurden verwendet: HT168Qhumane Fibrosarkom-Zelllinie,
FAP-negativ), HT1080" (humane FAP-transfizierte Fibrosarkom-Zelllinieyrz
Verfugung gestellt von BOEHRINGER, MANNHEIM und WAE164 S (TNF-
sensitive murine Fibrosarkom-Zelllinie) und WEHI416R (weitgehend TNF-
resistente murine Fibrosarkom-Zelllinie).

Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (GIBCO, KARRYHE) unter Zusatz von
10% hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum (FCSBGO, KARLSRUHE), 0,1
mg/ml Penicillin (HOECHST, FRANKFURT A. MAIN) 0,1 giml Steptomycin
(BIOCHROM, BERLIN) und 0,3 mg/ml Glutamin (BIOCHROMBERLIN) als
Standardmedium in Zellkulturflaschen (NUNC, WIESBER) im Inkubator bei 37
°C in Wasserdampf gesattigter Atmosphare und 5e&g®-Begasung kultiviert. Die
Kultivierung der FAP-transfizierten HT-Zelllinie ferdert HT Supplement 50 ng/ml
G418 100 mM Methotrexat (Mtx). Je nach Wachstumdgsmdigkeit wurden die
Zellen ein- bis zweimal wdchentlich passagiert. ttdg Trypsin/EDTA (PAA
Laboratories, LINZ, OSTERREICH) wurden die Zelleanv Flaschenboden gelost
und in einer Verdinnung mit frischem NahrmediumMerhaltnis 1:10 neu ausgesat.
Zur Bestimmung von Vitalitdat und Zellzahl wurdenedgeernteten Zellen mit
Trypanblau gemischt, wobei sich avitale Zellen bhlaerfarben. Mithilfe einer

Neubauer-Zahlkammer wurde die Zahl der vitalenefeih Suspension errechnet.
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5.2

5.3

Zytotoxizitatstest mit rhu-TNF auf den Zelllinien WEHI-164 S/IWEHI-164 R

Fur diesen Zytotoxizitatstest wurden die beiden inamr Fibrosarkom-Zelllinien
WEHI-164 R bzw. WEHI-164 S verwendet. Fur WEHI-164besteht eine TNF-
Sensibilitat, fur WEHI-164 R eine weitgehende Resiz gegentber TNE&-
(ESPEVIK, 1986).

Dazu wurden fiir beide Zelllinien 1 x 4@ellen in 100 ul Standardmedium pro Well
einer 96-Well-Mikrotiter-Platte (NUNC, WIESBADEN)uagesat. Die Halfte der
Zellen wurde anschlieBend mit rekombinantem humanéhF-o (rhu-TNF,
GENZYME, NEU-ISENBURG) in einer Konzentration von080 U/ml in den
Titrationsstufen 1:2 bis 1:64 als Dreifachbestimgem inkubiert. Der Anteil der
vitalen Zellen wurde nach 24, 48 und 72 StundenkddY (BIOMEDICA, WIEN,
OSTERREICH) nach den Angaben des Herstellers b& @& gemessen. Die
Absorption der unbehandelten Zellen entsprach wiefisgemal einer 100%igen
Vitalitat.

Zytotoxizitatstest mit dem Immunzytokin anti-FAPscFv-TNF auf den Zelllinien
WEHI-164 S/WEHI-164 R

Mithilfe dieses Zytotoxizitatstests sollte die Ftinkalitdit des rekombinanten
gereinigten Immunzytokins anti-FAPscFv-TNF auf deWEHI-S/-R-Zellen

nachgewiesen werden.

Analog ELISA wurden zwei 96-Well-MikrotiterplattefNUNC, WIESBADEN) mit
rekombinantem anti-anti-FAPscFv in einer Konzemratvon 1 pg/ml in 50 pl
Standardmedium pro Well Gber Nacht bei 4 °C getobliech mehrmaligem Waschen
der ELISA-Platte mit PBS wurden die freien Bindustgien mit 100 pl 1,5%
Gelatine in PBS eine Stunde bei Raumtemperaturogkbl Danach wurden die
Platten erneut dreimal gewaschen. Die Inkubatianderm rekombinanten Testprotein
anti-FAPscFv-TNF erfolgte ebenfalls bei Raumtemperéaber eine Stunde. Pro Well
wurden 50 pul des gereinigten Proteins als Dreifasiimmungen in den
Titrationsstufen 1:2 bis 1:128 eingesetzt. Zuletatden die Zellen (1 x TONVEHI-R
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bzw. WEHI-S) in 100 pl Standardmedium pro Well nankhrmaligem Waschen
hinzugefigt und im Inkubator bei 37 °C gelagertciNa2 Stunden wurde der Anteil
der vitalen Zellen mit EZ4Y (BIOMEDICA, WIEN, OSTHREICH) nach den

Angaben des Herstellers bei 492 nm gemessen ugé\aaget.

23



11

ERGEBNISSE

Gentechnologische Herstellung des Immunzytokins anREAPscFv-TNF

Das DNA-Template der variablen Region der leichied schweren Kette des anti-
FAP-Antikorpers wurde von Boehringer Ingelheim ¥erfligung gestellt.

In vorausgegangenen Versuchsreihen unserer Arbgisg wurde die variable
Region der leichten und schweren Kette durch ein&drsequenz gekoppelt und in
den bakteriellen Expressionsvektor pHOG21 kloniBre Linkersequenz kodiert flr
eine Reihe neutraler Aminoséuren, die die Protektion nicht verdndern, jedoch
dem Single-Chain-Antikorper die zur Ausbildung deertiarstruktur erforderliche
Flexibilitat verleihen. Die so hergestellte Expreaskassette diente als Grundlage fur

die anschlieRende Generierung des in dieser Avbaitendeten Immunzytokins.

Klonierung des anti-FAPscFv in den bakteriellen Expessionsvektor pET-25b(+)

Der in pHOG21 vorliegende anti-FAPscFv wurde duRsstriktionsverdau mit den
Restriktionsendonukleasen Ncol/BamHI nach den Aegales Herstellers spezifisch
geschnitten und mittels Elektrophorese im Agarolggiennt. Es folgte die Insertion
des Ncol/BamHI geschnittenen anti-FAPscFv durchatiom mittels Ligase-Enzym

nach Angaben des Herstellers in den ebenfalls BaolHl geschnittenen pET-
25b(+)-Vektor. Im Bereich des 3"-Endes der multiplening site des pET-Vektors
befinden sich ein HSV- und ein His6-Tag mit nachérldem Stopcodon. Die HSV-
Erkennungssequenz dient der spateren DetektiorPd#sins, der His6-Tag erlaubt
die Reinigung des Proteins Uber eine Komplexbilddag Histidinreste mit Kobalt-,

oder Nickelionen, die an Saulenharz gekoppelt werde

HSV

ker His6

Abb 1.: Schematische Darstellung eines Single-Cha#ntikorpers.
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<+

T7 terminator primer #69337-3

pET-25b(+) cloning/expression region

Abb.2: Schematische Darstellung des pET-25b(+)-Veéts.
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1.2

1.3

Amplifikation von TNF- a

Humaner Tumor Nekrose Faktarwurde mittels PCR aus einer genomischen cDNA-
Bank peripherer mononukledrer Zellen amplifizierZur Herstellung der
Expressionskassette des Immunzytokins anti-FAP3®Hv-wurden bereits durch die
verwendeten Primer am 5°- bzw. 3- Ende eine Bambiiw. Bglll-
Restriktionsschnittstelle eingefugt.

Primer:
5-ATCGGATCCGTCTCATCTTCTCGAACCCCGAGTG-3" und
5 -CAGGGCAATGATCCCAAAGTAGAGATCT TTGA-3’

BamHI /
BamH| Bglll

TNF

Abb.3: Schematische Darstellung des PCR-Produktes.

Gentechnologische Herstellung des Immunzytokins anREAPscFv-TNF

Zur Fusion des Single-Chain-Antikdrpers anti-FARsoiit humanem TNFe: wurde
im letzten Klonierungsschritt die ExpressionskasspET anti-FAPscFv mit BamHI
restringiert und anschlieRend dephosphoryliert. BRemplifizierte TNFe wurde

BamHI/Bglll restringiert und mit der Expressionskesie ligiert.

Die beiden Restriktionsendonukleasen BamHI/Bglidsligationskompatibel. Nach

erfolgreicher Ligation ist die urspringliche Rddinonsschnittstelle zerstort und kann
weder durch BamHI noch durch Bglll restringiert dem. Restriktion und Ligation

wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberpruft.

26



2.1

BamHI/
Ncol BamHI Byl Il

pET pET

anti-FAPsc/Fv TNF HSV His6

Abb.4: Schematische Darstellung von anti-FAPscFv-TRin pET-25b(+).

HSV
His6

TNF

Abb.5: Schematische Darstellung des Immunzytokinsrdi-FAPscFv-TNF.

Expression und Reinigung des Immunzytokins anti-FABcFv-TNF in pET-25b(+)

Optimierung der Expressionsbedingungen

Das mittels pET-25b(+)-Vektor in E. coli des Stansnt&l.21 exprimierte Single-
Chain-Antikorperkonjugat wird durch die pE1B-Sigis#quenz in das Periplasma
sezerniert und kann aus diesem als losliches Rrgliert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Variablen Temperatur, Induktionedaowie IPTG-Konzentration
entscheidenden Einfluss auf die Menge sezernielisfichen Proteins in den
periplasmatischen Raum haben. Daher wurden fir gdleannten Variablen die

optimalen Expressionsbedingungen anhand einer iKiegnittelt.
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2.1.1 Einfluss der Temperatur und der Induktionsdaer

2.1.2

Zur Untersuchung des Einflusses von TemperaturRenger der Induktion wurden 2
ml einer Ubernachtkultur bei einer optischen DioBsqo zwischen 0,6 und 1 mit 1,0

mM IPTG unter folgenden Bedingungen induziert:

1 37 °C 4 Stunden
2 37 °C 20 Stunden
3 30 °C 20 Stunden
4 20 °C 20 Stunden

kDa

50

40

30

Abb.6: Temperatur- und Zeitkinetik der bakteriellen Expression von anti-FAPscFv-TNF
in pET-25b(+). 37 °C/4 h (1), 37 °C/20 h (2), 30 °C/20 h (3),°2320 h (4).

Die starkste Proteininduktion- bzw. -expression war 30 °C nach 20 Stunden zu
erkennen.

Einfluss der IPTG-Konzentration

In einem weiteren Schritt wurden die optimiertaduktionsbedingungen beibehalten
und die IPTG-Konzentration variiert. Dazu wurdenezrt 2 ml einer Ubernachtkultur
bei einer Olyy zwischen 0,6 und 1 bei 30 °C 20 Stunden mit IPT@entrationen
zwischen 0,1 und 2,0 mM inkubiert.
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2.2

221

kDa

Abb.7: Expression von anti-FAPscFv-TNF in pET-25b(3. IPTG-Konzentrationen von 0,1
mM (1), 1,0 mM (2), 2,0 mM (3).

Zur Reinigung des Antikdrperkonjugkates im prapsest Mal3stab wurde aufgrund
dieser Ergebnisse eine IPTG-Konzentration von 1\0 gewahlt und die Induktion
Uber 20 Stunden bei 30 °C durchgefihrt.

Expression und Reinigung des Immunzytokins anti-FABcFv-TNF in pET-25b(+)

aus GrofRRkulturen

Reinigung des l6slichen Immunzytokins anti-FAPScCFU-NF aus dem Periplasma

und dem Kulturiiberstand von E. coli BL21

Zur Durchfihrung funktionellein vitro-Tests wurden grol3ere Mengen gereinigter
Single-Chain-Antikérperkonjugate benotigt. Uberrtaaliuren wurden im Verhaltnis
1:20 ausgedinnt, in ein Volumen von je 200 ml TBdMen mit ZnC}h (1M),
KoHPOy (IM), KoHPO, (1M), 1:1000 Carbenicillin Gberimpft und bei eiragtischen
Dichte ODyoo zwischen 0,6 und 1,0 nach Zugabe eines hochosemofsallzgemisches
(8 g NaCl, 18 g Sorbitol, 0,3 g Betaine) unter dptimierten Bedingungen induziert.
Die Praparation des loslichen Single-Chain-Antild@ikonjugates erfolgte aus dem
Periplasma und dem Kulturiiberstand von E. coli $tesnmes BL21. Mittels Talon-
Resin-Kobalt-Matrix, einer Metallaffinitats-Matrixwurde die chromatographische

Reinigung des Fusionsproteins wie in 2.1.3 besbanelurchgefinhrt.
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Abb.8: Western-Blot-Analyse der Expression und chrmatographischen Reinigung des
Immunzytokins anti-FAPscFv-TNF im Periplasma von E. coli BL21(DES3).
Bakteriensediment einer nicht induzierten Kultu), Bakteriensediment einer mit 1,0 mM
IPTG 15 h bei RT induzierten Kultur (2), periplagisehe Fraktion der induzierten Kultur (3),
Saulendurchflu der chromatographischen ReinigdhgMaschschritt mit 10 mM Imidazol in
Elutionspuffer (5), Elutionsfraktionen E1 bis E5X8). Das Molekulargewicht ist in kDa
angegeben.

Die in der Western-Blot-Analyse positiven Eluate rden vereinigt und der
Elutionspuffer durch Dialyse gegen 1x PBS ausgetaufei diesem Schritt kam es
jedoch haufig zur Prazipitation eines Grol3teilsldsBchen Proteins.

Abb.9: Western-Blot-Analyse des chromatographisch eyeinigten l6slichen anti-
FAPscFv-TNF vor und nach Konzentrierung bzw. Dialge gegen PBS.
Eluate E1 bis E4 (1-4) sowie nach Konzentrierung) Dialyse gegen PBS (5).

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtelnder Bradford-Methode. Pro
Liter Bakterienkultur lag die Proteinkonzentratioles gereinigten Fusionsproteins
zwischen 50 und 150 pg. Nach Konzentrierung undyBgazeigte sich ein deutlicher
Proteinverlust. Dies ist grofdtenteils auf die vemerte Stabilitét und
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222

Aggregatbildung des konzentrierten Proteins zunifikzren. Zur
Langzeitaufbewahrung bei minus 80 °C wurden dieb@nomit BSA (10 mg/ml)

versetzt.

Reinigung des Immunzytokins anti-FAPscFv-TNF aus zytoplasmatischen
Einschlusskérpern

Als gramnegatives Bakterium besitzt E. coli ein€ere und eine innere Membran.
Durch den periplasmatischen Aufschluss bei Préjparater 16slichen Antikorper-
Fraktion wird die aul3ere Bakterienmembran entferatiick bleiben die sogenannten
Spheroblasten, die nur noch von der inneren Membrageben sind. Eine Analyse
des Spheroblastenpellets nach Praparation des laytakims anti-FAPscFv-TNF aus
dem Periplasma zeigte, dass ein Grol3teil des Fgmioteins in unléslicher Form in
Einschlusskorpern vorlag. Um die Proteinausbeuterhdghen, wurde ergdnzend eine
Praparation aus zytoplasmatischen Einschlusskorpam in 2.1.2 beschrieben
durchgefiihrt. Ubernachtkulturen von pET anti-FARSENF in E. coli BL21 wurden
in ein Volumen von 500 ml LB-Medium mit 1:1000 Carticillin Gberimpft und die
Bakterien durch Zugabe von 1,0 mM IPTG bei eindrsgspen Dichte Oy von etwa
0,6 unter den optimierten Bedingungen induziere Dnldslichen Proteine wurden
nach Lyse der Bakterien und Aufschluss der Sphastdésh durch die Talon-Resin-
Kobalt-Matrix gereinigt.

kDa | = r

s - 4‘

B=
i

60
50

L

40
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Abb.10: SDS-Page der Expression und Reinigung desninunzytokins anti-FAPscFv-
TNF aus zytoplasmatischen EinschlusskorpernMarker (1), Bakteriensediment einer nicht
induzierten Kultur (2), Bakteriensediment einer hj0 mM IPTG 20 Stunden bei 30 °C
induzierten Kultur (3), Losliche Fraktion (4), zplasmatische Einschlusskorper (5),
Saulendurchflu der chromatographischen ReinigéhgWaschschritt mit 10 mM Imidazol
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in Elutionspuffer (7), Elutionsfraktionen E1 bis - 12). Das Molekulargewicht ist in kDa
angegeben.

Elutionsfraktionen, die das gewiinschte Proteiniehém, wurden vereinigt und der
Elutionspuffer 8 M Urea gegen den physiologischerffd? 1x PBS ausgetauscht.
Danach wurde das vereinigte Eluat mittels Sepanrstfilter auf ein Volumen von

einem Milliliter konzentriert.
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Abb.11: SDS-Page des anti-FAPscFv-TNF nach Prapaian und chromatographischer
Reinigung der zytoplasmatischen EinschlusskorpemMarker (1), anti-FAPscFv-TNF nach

Konzentrierung und Dialyse gegen PBS (2).
Die Konzentration des konzentrierten Proteins wundigé der Bradford-Methode

bestimmt. Die Ausbeute lag zwischen 100 und 20@nad-iter Bakterienkultur.

Die Stabilitat des aus den zytoplasmatischen Elasskorpern gereinigten Proteins
war nach Dialyse gegen den physiologischen PutePBS und der Konzentrierung

deutlich groRer als die des léslichen Proteins.
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3.1

Funktionelle Testsin vitro

Durchflusszytometrische Untersuchungen

Die Spezifitdt der Bindung des anti-FAPscFv-TNFraeu durchflusszytometrisch
untersucht. Die Bindungseigenschaften des Tesipptewurden an zwei
unterschiedlichen Zelllinien nach praparativer Rping sowohl der Ioslichen als
auch der unldslichen Antikérperfragmente aufgezeigt

- die stabil FAP-transfizierten Zelllinie HT1088

% die elterliche Zelllinie HT108Y"

100

Counts
20 40 60 80

—— anti-CD3scFv

m—  anti-FAPScFv
-------------- anti-FAPscFv-TNF

Abb.12: FACS-Analyse von anti-FAP-scFv-TNF auf HT180™" nach Expression und
Reinigung des ldslichen Immunzytokins anti-FAPScFWNF aus dem Periplasmaund
dem Bakterientiberstand. Anti-FAPscFv als Positivkontrolle, anti-CD3scFv sal
Negativkontrolle
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Analog der Reinigung des l6slichen anti-FAPscFv-TWde das Bindungsverhalten
des aus den zytoplasmatischen Einschlusskorpeherten und gereinigten Single-
Chain-Konjugates untersucht.

A

100 120

Counts
80

40

20

0

— anti-CD3scFv
m——  ANti-FAPSCFVv
-------- anti-FAPscFv-TNF

Abb.13: FACS-Analyse von anti-FAPscFv-TNF nach Expession und Reinigung der
zytoplasmatischen Einschlusskérper auf HT1080“F (A) und HT1080"* (B). Anti-
FAPscFv als Positivkontrolle, anti-CD3scFv als Ned@ntrolle.
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3.2

In beiden Fallen — nach Reinigung des I6slicheridits aus dem Periplasma und dem
Kulturiberstand sowie nach Isolation aus zytoplastiaen Einschlusskérpern —
konnte eine spezifische Bindung des ImmunzytokimsRAPscFv-TNF auf der FAP-
transfizierten Zelllinie HT1083° nachgewiesen werden. Auf der FAP-negativen
elterlichen Zelllinie HT1088" konnte in beiden Fallen kein spezifisches

Bindungsverhalten des Immunzytokins anti-FAPscFFIg¢zeigt werden.

Da Ausbeute und Stabilitédt des Testproteins naépdPation aus zytoplasmatischen
Einschlusskorpern groRer war als nach Praparatirs #eriplasma und
Kulturiberstand, wurde im Folgenden die Funktidéaldes Immunzytokins nach

Isolation und Reinigung aus zytoplasmatischen Hilsskorpern tberpruft.

ELISA

Mithilfe des ELISA wurden die Bindung und Integtides Antikorperkonjugates anti-
FAPscFv-TNF an den gecoateten anti-FAP-Antiidiobgchgewiesen. Die Bindung
des Konstruktes erfolgt tiber den Antikorper-Teig Bntwicklung Uber den TNF-Teil.
Die Auswertung des ELISAs als Zweifachbestimmungde in Titrationsstufen von
1:2 bis 1:256 vorgenommen. Dabei diente der eukaisch von CHO (Chinese
Hamster Ovary)-Zellen exprimierte anti-FAP-IgIBIF-Antikdrper als
Positivkontrolle. Es handelt es sich dabei um eisiéhsprotein aus einem anti-FAP-
IgG;-Antikorper, dessen CHund CH-Domane der schweren Ketten durch ein TNF-

Monomer ersetzt wurden. Anti-FAPscFv wurde als Niggantrolle eingesetzt.
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3.3

3.3.1

0,2

0,18 -

0,16 -

0,14 -

0,12

—— anti-FAPscFv-TNF
0,1 — anti-FAPscFv
—&—anti-FAP-IgG1-TNF

Extinktion

0,08 -

0,06 -

0,04 -

0,02 -

— g =8 5 mn u—=

1zu2 lzu4d 1zu8 1zul6 1zu32 1zu64 1zul28 1zu256

Verdiinnung

Abb.14: Anti-ldiotyp-ELISA mit anti-FAPscFv-TNF auf an ti-FAP-Antiidiotyp.
Anti-FAPscFv als Negativkontrolle, anti-FAP-IgGNF aus Chinese Hamster Ovary-Zellen
als Positivkontrolle.

In vitro-Toxizitat

Zytotoxizitatstest mit rhu-TNF-a auf der TNF-sensiblen WEHI-164 S- und der
TNF-resistenten WEHI-164 R-Zelllinie

Die TNF-Sensibilitat bzw. weitgehende Resistene erinen Fibrosarkomzelllinie

WEHI-164 S und -R sind bekannt (ESPEVIK et al. 19BAUER et al., 2004).

Humaner rekombinanter Tumor Nekrose Faktor kanmmaminen TNF-Rezeptor-|

binden und dadurch nachfolgend Apoptose induziddégser Zytotoxizitatstest dient
als Grundlage zum Vergleich von rhu-TNF-mit dem hergestellten Immunzytokin
anti-FAPscFv-TNF zur Beurteilung der funktionellgffizienz des Konstruktes.

10" Zellen pro Well wurden mit rekombinantem human€&NF-o (rhu-TNF-) in

einer Konzentration von 3000 U/ml in Titrationsstf von 1:2 bis 1:64 als

Dreifachbestimmungen inkubiert. Der Anteil der letaZellen wurde nach 24, 48 und

72 Stunden ausgewertet. Die Absorption der unbedamd Zellen entsprach

definitionsgeman einer 100%igen Vitalitdt. Die nmaale Effizienz von rhu-TNFe
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auf WEHI-164 S ergab sich nach einem Zeitraum vanStunden. WEHI-164 R

waren zu diesem Zeitpunkt noch weitgehend TNFt&sis

A

Y e w a— =

0,8 A
0,7 A

0,6 A

—— WEHI-S + rhu-TNF-a

0,5
- WEHI-S

Extinktion

0,4 A

0,3 A

0,2 A

0,1 A

lzu2 lzu4d 1zu8 1 zul6 1 zu32 1zu64

Verdinnung

0,9 1

0,8 4

0,7 A

0,6

05 | —— WEHI-R + rhu-TNF-a
' - WEHI-R

Extinktion

0,4 -

0,3 A

0,2 A

0,1 A

1zu?2 lzu4d 1zu8 1zul6 1zu32 1zu 64

Verdinnung

Abb.15: Zytotoxizitatstest rhu-TNF-a auf WEHI-164 S (A) und WEHI-164 R (B).
Auswertung nach 72 Stunden.
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3.3.2 Zytotoxizitatstest des Immunzytokins anti-FAPscFv-NF auf der TNF-sensiblen
WEHI-164 S- und der TNF-resistenten WEHI-164 R-Zellinie

Mithilfe dieses Zytotoxizitatstest sollte die Fuioktalitdt des rekombinanten
gereinigten Immunzytokins anti-FAPscFv-TNF auf d&WEHI-164 S/-R-Zellen
nachgewiesen werden. Pro Well wurden 50 pl desirggten Proteins nach
Verdinnung in PBS (1:2) in Titrationsstufen von 1b#s 1:128 und analog

Zytotxizitatstest mit rhu-TNFet nach 72 Stunden ausgewertet.

0,95

0,9 1

0,85

—— WEHI-S
- - WEHI-R

0,7 4

Extinktion

lzu2 lzud lzu8 1zul6 1zu32 1zu64 1zu128

Verdiinnung

Abb.16: Zytotoxizitatstest anti-FAPscFv-TNF auf WEH-S und WEHI-R. Auswertung
nach 72 Stunden.

Die  TNF-Rezeptor-l exprimierenden WEHI-164  S-Zellerzeigten eine
konzentrationsabhangige Sensitivitat fur das Testpr, wahrend die TNF-Rezeptor-
negativen WEHI-164 R-Zellen erwartungsgemal? resiseagierten.
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FAPscFv-TNF

—o— WEHI-S + rhu-TNF-a
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0,4

0,2

O T T T T T
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Verdinnung

Abb.17: Vergleich von rhu-TNF-a und anti-FAPscFv-TNF auf WEHI-164 S.

Die Apoptoseinduktion zeigte sich erwartungsgemafk&ntrationsabhangig durch
rhu-TNF-a wie fur anti-FAPscFv-TNF auf den TNF-sensiblen WHIg4 S-Zellen.
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V. DISKUSSION

Das experimentelle Vorhaben der vorliegenden Arbeiindete auf der Herstellung eines
prokaryontisch exprimierten Immunzytokins mit Spéai fir das im genetisch stabilen
Stroma epithelialer Tumoren exprimierte Fibroblastdtivierungsprotein FAP. Gewahlt
wurde ein etwa 30 kDa grof3es Single-Chain-Konjusg&tv, welches im Gegensatz zu den
korrespondierenden grofReren Fab- und IgG-Formdnlestast (PANTOLINO et al, 1991)
und durch seine hohere Penetranz in Tumoren begseignet ist, Effektormolekile
einzuschleusen (MILENIC et al., 1991; YOKOTA et, d992). Hierzu wurde der Single-
Chain-Antikorper mit dem immuntherapeutisch wirkgsmmhumanen rekombinanten Tumor
Nekrose Faktor genetisch fusioniert, dessen thatejober Einsatz aufgrund der
limitierenden Toxizitat des Zytokins (SHERMAN et,al988; SPRIGGS et al., 1988) bislang
auf die lokale Anwendung im Bereich der isoliertBrtremitaten- und Leberperfusion
beschrankt ist (LEJEUNE et al., 1998; EGGERMONTalket 2001). Durch die Fusion mit
einem Single-Chain-Konjugat soll die zielgerichtetdpplikation im Sinne des
Tumortargetings und Entfaltung der zytotoxischentiit in therapeutischer Dosierung
erreicht werden. Bisher wurden verschiedene Appbkaformen und Modelle entwickelt,
die limitierende Toxizitat zu umgehen, die aus dht-anti-Tumor-spezifischen Wirkung
von TNF resultiert (CORTI et al.,, 1998; GASPARRI at, 1999). Versuche, ein
Fusionsprotein aus TNF und einem tumor-selektivengl&-Chain-Antikdrperfragment
(scFv-TNF) herzustellen, zeigten bei verschiedefdseitsgruppen ermutigende Ergebnisse
(HOOGENBOOM et al., 1991; YANG et al., 1995, ROSHNBM et al., 2003).

Prokaryontische Expression und Reinigung des Immungokins anti-FAPscFv-TNF

Als Standardmethode zur Produktion grof3er Meng&oméinanter Proteine, insbesondere
Fusionsproteine, gilt die Transformation Gram-negat Bakterien und das schrittweise
Gewinnen des synthetisierten Proteins aus den lusskorpern (inclusion bodies) der
Bakterien durch De- und Renaturierungsvorgange (BARet al., 2000). Die Affinitaten
solcher Konstrukte sind denen monoklonaler Antikdngergleichbar (BIRD et al., 1988). Bei
der bakteriellen Expression rekombinater Antikbh@gmente ist die Ausbildung von
Disulfidbricken zwischen den [3-Faltblattstruktuder einzelnen Antikbrperdomanen unter
reduzierenden Bedingungen des Zytoplasmas nichticho@IOCCA et al., 1995, PROBA

et al., 1995). Da Disulfidbricken zur Stabilitat nvoAntikdrperfragmenten beitragen
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(GLOCKSHUBER et al., 1992; FRISCH et al., 1994; 8RH et al., 1996), geht mit dem
Verlust von Disulfidbriicken eine inkorrekte Faltumgd Instabilitat der Antikérperfragmente
einher. Dies fuhrt zur Bildung unldslicher Aggregain Form von so genannten
Einschlusskoérpern  (CABILLY, 1989; HE et al, 1995)Durch geeignete
Renaturierungsmethoden ist es mdglich, funktioseeotein aus den Einschlusskdrpern zu
gewinnen (BIRD et al., 1988; HUSTON et al., 1988).

Im Gegensatz zu den zytoplasmatisch exprimiertetik@perfragementen bilden sich im
periplasmatischen Raum von E. coli korrekt gefalteinktionelle Proteine. Der Transport
von Proteinen durch die bakterielle Plasmamemistahnlich dem Transport von Proteinen
in das Endoplasmatische Retikulum eukaryontischale@. In beiden Systemen wird das
Protein zunédchst als Prekursor mit einer hydrophol&ignal-Sequenz synthetisiert
(DOBBERSTEIN et al., 1994). Die Abspaltung das &igeptids findet in Bakterien beim
Durchtritt des Proteins durch die innere Membradas Periplasma statt. Analog erfolgt die
Prozessierung des Signalpeptids eukaryontischderzéah Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums nach Proteinsynthese am Ribosom. Umirdasunzytokin moglichst stabil und
funktional korrekt gefaltet herstellen zu kdnneryrge eine jingst etablierte Methode der
prokaryontischen Expression rekombinanter funkiem&roteine in den periplasmatischen
Raum umgesetzt (BARTH et al.,, 2000). Diese erlaubter osmotischem Stress die
Produktion grof3erer Mengen korrekt gefalteter Rmete Weiterhin entscheidend fir die
Bildung der Antikdrperfragmente ist der Promotos d@err Expression verwendeten Vektors.
Unter Kontrolle eines starken T7-Promtors kann Easionsprotein in E. coli BL 21 durch
IPTG induzierbar exprimiert werden (STUDIER et d1986; BARTH et al., 2000). Dabei
missen die optimalen Expressionsbedingungen flesjedntikérperkonstrukt einzeln
ermittelt werden. In der Literatur finden sich usthiedliche Angaben zur Proteinmenge
nach Praparation und Reinigung aus dem Periplasma. aus zytoplasmatischen
Einschlusskorpern. Die Proteinmenge in zytoplassuhén Einschlusskorpern kann sehr hoch
sein. Expressionsraten von 30 bis 50% der gesaRmatieinmenge sind nicht ungewdhnlich
(HUSTON et al., 1991; BARRY & LEE, 1993; REITER &t, 1994). Dagegen betragt die
aus dem Periplasma isolierte Proteinmenge rekomt@naAntikorperfragmente bei guter
Expression nur 5-10% des Gesamtproteins (CARTER, 4992).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dissExpression des Fusionsproteins
anti-FAPscFv-TNF in pET 25b(+) sowohl in der I6BkBn Form als auch in den
Einschlusskérpern in E. coli von unterschiedlicHeaktoren abhangig ist und beeinflusst
wird. Die Menge funktionellen Proteins hing entsdeed von den Induktionsbedingungen
ab. Temperatur, IPTG-Konzentration und Induktionsadawvurden schrittweise variiert und
die Expressionsbedingungen des gewiinschten Pradeimst optimiert. Fur losliches wie
unlésliches Protein erwies sich eine milde Indukdtemperatur als glnstig. Temperaturen
zwischen 28 und 30 °C erbrachten die quantitativkste Expression und die grol3te Menge
an gereinigtem Immunzytokin. Héhere Temperaturen3@i °C minderten die Ausbeute. Mit
der gewahlten Temperatur unmittelbar verbunden wi& Dauer der Induktion. Die
Expression des Immunzytokins war im Allgemeinen elisr nach 2 bis 4 Stunden
nachweisbar. Fir eine Temperatur von 30 °C war keidektionsdauer von 20 bis 24 Stunden
im Sinne einer moglichst grof3en ProteinausbeutstgjirEin weiterer Faktor, der die Menge
isolierten Proteins beeinflusst, war die Konzerdratdes zur Protein-Induktion verwendeten
IPTG. Fir beide Expressionswege wurde eine IPTGzKptration von 1 mM gewahlt. Eine
geringere Konzentration erwies sich als nicht aasend, durch hohere Konzentrationen liel3
sich die Ausbeute nicht steigern. Sowohl |6sliches dem Periplasma als auch unldsliches
aus den Einschlusskorpern des Zytoplasmas isdieme gereinigtes Protein zeigten eine
gro3e Instabilitdt nach dem Umpuffern von hyperdamem Produktionsbedingungen in
physiologische Puffersysteme, welche fur die Wedawendung in funktionellen Testreihen
bendtigt wurden. Wiederholt kam es zur Prazipitaties Fusionsproteins, und es gelang nur
wenig funktionelles anti-FAPscFv-TNF herzustell&figlicherweise ist eine physiologische
posttranslationale Faltung Uber Disulfide, die kkte Ausbildung von 3-Strangen und/oder
Glukosilierung des rekombinanten Immunzytokins audtirch optimierte bakterielle
Expression nicht erreicht worden. Es gelang denna@he ausreichende Menge anti-
FAPscFv-TNF fur die Durchfihrung den vitro-Tests herzustellen. Insgesamt lag das
Produktionsniveau fur Iosliches Protein niedrigets afir aus zytoplasmatischen
Einschlusskorpern isoliertes  Protein. Produktiomsgen um 100 pg an léslichem anti-
FAPscFv-TNF stehen etwa 200 pg anti-FAP-scFv-TNFs amytoplasmatischen

Einschlusskorpern isoliertem Immunzytokin gegeniiber
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I n vitro-Funktionalitat

Grundsétzlich war die Funktionalitat, insbesondigeNachweis der Bindungseigenschaften
von anti-FAPscFv-TNF mittels durchflusszytometrischAnalyse fur beide, I6sliches und
aus zytoplasmatischen Einschlusskérpern isolidnesunzytokin nachzuweisen. Aufgrund
der geringeren Produktionsmenge an l0slichem aWHdEFV-TNF insbesondere nach
Konzentrierung und dem Umpuffern in ein physiolobss Puffersytem, wurden
nachfolgende Uberprifungen der Effektivitat des Umaytokins, das heiRt die
Apoptoseinduktion auf TNF- sensiblen und -resigenkZelllinien, nach Praparation und
Reinigung von unléslichem anti-FAPscFv-TNF aus plaematischen Einschlusskorpern

durchgefuhrt.

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit rekombinamrgéstellte und gereinigte
Immunzytokin anti-FAPscFv-TNF wurde durchflusszysinsch mit den etablierten anti-
FAP und anti-CD3 Single-Chain-Konjugaten an dererktthen sowie stabil FAP-
transfizierten Zelllinie HT1080 verglichen. Die mBiungseigenschaften des l6slichen und
unléslichen Immunzytokins lieBen sich an der FAdhfizierten Zellinie gleichermal3en
nachweisen. Die Durchfihrung eines Anti-ldiotyp-BRAk bestétigte erwartungsgemal die
Bindung des Testproteins an den anti-anti-FAP-JgioZur Uberpriifung der Effektivitat des
Konstruktes wurde aufgrund des hoheren Produktiveans lediglich das aus den
zytoplasmatischen Einschlusskérpern isolierte ueckigigte Immunzytokin herangezogen.
Im Vergleich mit humanem rekombinantem TWMNF-zeigte sich in hohen
Konzentrationsbereichen eine beachtliche Toxid&g rekombinanten TNF-Immunzytokins
auf der TNF-Rezeptor-1 exprimierenden WEHI-S-Zgl#i.

Ausblick

Leider liel3 sich das Produktionsniveau des Immuwkigs nach optimierter bakterieller
Expression nicht derart steigern, dass eine Ubfmpgides von anti-FAPscFv-TNF im
Tiermodell mdglich war. Ebenso gelang es im Rahmiieser Arbeit nicht, die postulierte
Dimerisierung und Trimerisierung zu funktionellenNH zu demonstrieren. Tatsachlich
finden sich in der Literatur unterschiedliche Angalzur biologischen Aktivitat von TNé-

Aufgrund derin vitro nachgewiesenen Funktionalitat des Fusionsproteidsden genannten

Vorteilen eines Single-Chain-Konjugates gegenibeBeren Antikdrperformationen ist eine
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Fortsetzung des Vorhabens im Sinne einer Modifizigr des Expressionssystems
wunschenswert. Wie bereits am Beispiel des Fusiotsps anti-FAP-IgG1-TNF, dessen
CHy- und ChH-Doméane der schweren Ketten durch ein TNF-Mononreetet wurden,

demonstriert, gelang nach eukaryontischer ExpressioCHO-Zellen eine Steigerung der
Proteinausbeute um ein Vielfaches (BAUER et alQ40 Die Resultate dieser Arbeit
ermutigen uns zur Ubertragung des anti-FAPscFv-TiINRunzytokins in  ein

eukaryontisches Expressionssystem und ermdglichea erfolgreiche Praparation mit

deutlich gesteigerter Ausbeute und nachfolgendeivo-Untersuchung.
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VIl. ABKURZUNGEN

A Adenin

A Angstrom

b, kb Basen, Kilobasen

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (,bovine serum albumin®)

C Cytosin

CD lymphozytares Differenzierungsantigen (,clusiedifferentiation*)
cDNA MRNA-komplementare DNA (,copy DNA®)
CHO-Zellen ,Chinese Hamster Ovary“-Zellen

C-terminal Carboxylterminus eines Proteins

Da, kDa Dalton, Kilodalton

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotid-5"-Triphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EtOH Ethanol

Fab Antigenbindungsstelle (“fragment antigen bigdjn
FACS Durchflusszytometer (“fluorescence-activatelll gorter”)
FAP Fibroblasten-Aktivierungsprotein

FCS fotales Kalberserum (“fetal calf serum®)

Fv aus den variablen Doméanen der leichten und eshwKette bestehendes

Antikdrperfragment

G Guanin

H schwere Kette eines Antikorpers
HCI Chlorwasserstoff

H,O dest. destilliertes Wasser

HAMA humane-anti-Maus-Antikdrper

lg Immunglobulin

IPTG Isopropyl-3-D-Thiogalactosid
kDa kiloDalton

L leichte Kette eines Antikdrpers
LB Bakterien-Nahrmedium (,Luria Broth*)
mAK monoklonaler Antikorper
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memTNF
MRNA
MTx
N-terminal
NaCl
NaH,POy,
oD

par

PBS
PCR
rhu-TNF
RNA

rpm
RPMI

RS

RT

scFv

SDS
SDS-Page
T

TAE

B

TE

TNF
TNF-R

Tris

uv
Vol

viv

Vi

wi/v

membranstandiger Tumor Nekrose Faktor

.messenger RNA*

Methotrexat

Aminoterminus eines Proteins

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

optische Dichte

parental

phosphatgepufferte Kochsalzlésung (,phosphatfered saline®)
Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chaintren®)

humaner rekombinanter Tumor Nekrose Faktor

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute (,rotations per minute®)

Rosewell Park Memorial Institute

Restriktionsschnittstelle

Raumtemperatur

Antkorperfragment, dessen variable leichtesaivere Kette durch einen

Peptidlinker verbunden sind (,single chain-Fv*)
Natriumdodecylsulfat (,sodium dodecyl sulfate®)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Thymin

Tris/Acetat/EDTA

Bakterien-Nahrmedium (, Terrific Broth®)

TrislEDTA

Tumor Nekrose Faktor

Tumor Nekrose Faktor — Rezeptor

Trishydroxymethylaminomethan

Einheit (,,unit®)

ultraviolett

Volumen

Volumenanteil am Gesamtvolumen (,volume peuviog®)

variable Region der schweren Kette

variable Region der leichten Kette

Masse pro Gesamtvolumen (,weight per volume*)
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