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1. Zusammenfassung und Abstract

1.1 Integrierung des DLBCL-spezifischen B-Zell Rezeptor
Antigens ARS2 in Fab- und IgGl- Antikorper
Therapieformate

Ziel der Arbeit war es, unterschiedliche Antikodrper oder antikorperdhnlichen Konstrukte zu entwickeln,
die auf der Grundlage des BAR (B-cell receptor antigens for reverse targeting)-Konzepts spezifisch
diffus grofizellige B-Zell Lymphome (DLBCL) binden und diese zerstdren konnen.

Das BAR-Konzept basiert auf der spezifischen Bindung von Autoantigenen an die B-Zell Rezeptoren
(BCR) der Lymphomzellinien. In dieser Arbeit wurde das arsenite resistance protein 2 (ARS2) als
Autoantigen verwendet, welches spezifisch den B-Zell Rezeptor von diffus groBzelligen B-Zell
Lymphomen vom activated b-cell type (ABC-Typ) bindet.

Zunichst wurden drei Fab-Konstrukte mit unterschiedlichen Ausschnitten der ARS2 Sequenz an Stelle
der variablen Doménen der Leicht- und Schwerkette in einen pCES-1 Vektor kloniert. Dieser wurde
anschliefend in Bakterien transformiert. Nach erfolgreicher Expression und anschlieender Isolation
der Konstrukte mit Hilfe des Histidin (His)-Tags, was durch eine Wester Blot Analyse bestdtigt werden
konnte, wurde mittels Durchflusszytometrie die Bindung auf diffus groBzelligen B-Zell Lymphom
Zelllinen Uberpriift. Das Fab-Konstrukt mit den ARS2 Aminosduren (AA) 343-466 konnte erfolgreich
und spezifisch auf der U2932 Zelllinie binden.

Im néchsten Schritt wurde dieses Konstrukt an ein Toxin, in diesem Fall das ETA-Toxin, gekoppelt.
Dazu wurde die fiir das Fab-Konstrukt codierende Sequenz ausgeschnitten und in einen pCES-1 Vektor
kloniert, der das ETA-Toxin bereits beinhaltet. AnschlieBend konnte der Vektor erfolgreich in Bakterien
transformiert werden. Das Konstrukt konnte nun erfolgreich exprimiert und mithilfe des Histidin-Tags
isoliert werden, was mittels Western Blot Analyse Dbestitigt werden konnte. Nach
durchflusszytometrischer Bestitigung der erfolgreichen Bindung auf den U2932 Zellen, wurde zur
Untersuchung der Zytotoxizitdt ein Laktatdehydrogenase (LDH)-Zytotoxizitdtsassay durchgefiihrt. Es
konnte keine spezifische Lyse detektiert werden. In einer anschlieBenden durchflusszytometrischen
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass es zu keiner Internalisierung des BAR Fab-ETA Konstrukts
durch die Zellen gekommen ist.

Als weiteres Therapieformat wurde nun ein BAR Schwerketten-Konstrukt, welches aus der konstanten
Doméne 1 der Schwerkette, der ARS2 Domine (AA 343-466) und der ETA-Sequenz besteht,
konstruiert. Dazu wurde die leichte Kette aus dem pCES-1 Vektor, der fiir das Fab-ETA-Konstrukt
codiert, herausgeschnitten. Anschliefend wurde der Vektor in Bakterien transformiert, das Konstrukt
erfolgreich exprimiert und mithilfe des Histidin-Tags isoliert, was wiederum durch eine Western Blot

Analyse bestitigt werden konnte. Durchflusszytometrisch konnte zunéchst die Bindung auf den U2932
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Zellen gezeigt werden. Im Anschluss konnte ebenfalls die Internalisierung durch die Zellen
durchflusszytometrisch bestitigt werden. Mit Hilfe des LDH-Zytotoxizititsassay konnte nun eine
spezifische Lyse auf den U2932 Zellen detektiert werden.

SchlieBlich wurde nun ein BAR-Antikérper im Sinne eines vollstdndigen IgG1 Antikdrpers mit zwei
ARS2 Dominen (AA 343-466), anstelle der variablen Doménen konstruiert. Zundchst wurden die
passenden Sequenzen fiir das ARS2 und fiir die Leicht- und Schwerketten in einen TA-Vektor kloniert.
Darauffolgend wurde nun die codierende Sequenz als Ganzes in einen pSfi-FLAG-Vektor kloniert.
Dieser wurde dann in HEK-293T Zellen transfeziert. Das Konstrukt konnte anschlieBend exprimiert
werden und erfolgreich mithilfe des FLAG-Tags isoliert werden, was durch eine Western Blot Analyse
validiert werden konnte. Nun konnte im Anschluss durchflusszytometrisch gezeigt werden, dass der
BAR-Antikorper erfolgreich und spezifisch auf den U2932 Zellen bindet. Mit Hilfe des LDH-
Zytotoxizitdtsassay konnte ohne zugegebene Effektorzellen auf den U2932 Zellen eine spezifische Lyse
von 19% bei einer Konstruktkonzentration von 0,5 pg/ml ermittelt werden. Mit hinzugegebenen
Effektorzellen, in diesem Fall peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), kam es auf den U2932

Zellen zu einer spezifischen Lyse von 86% bei einer Konstruktkonzentration von 1 pg/ml.

1.2 Integration of the DLBCL-specific B-cell receptor
antigen ARS2 in Fab- and IgG1- antibody therapy formats

The aim of the thesis was to design different types of antibodies or antibody-like constructs based on
the B-cell receptor antigens for reverse targeting (BAR) concept, which are able to bind to and to destroy
diffuse large cell B-cell lymphoma (DLBCL) cells specifically. The B-cell receptor antigens for reverse
targeting concept is based on the specific binding of autoantigens to their B-cell receptor (BCR) on
lymphoma cells. In this thesis we worked with the arsenite resistance protein 2 (ARS2) which binds to
diffuse large B-cell lymphoma from the activated B-cell type (ABC-type) specifically.

First, we designed three different Fab-constructs with different sections of the ARS2 protein at the place
of the variable regions of the light and heavy chain. The sequences were cloned into an pCES-1 vector.
Next the vector was transformed into bacteria. In the next step the construct was expressed and isolated
successfully with the help of the histidine (his)-tag. This was confirmed by a western blot analysis. Now
flow cytometry was used to verify the binding of the three constructs to the U2932 cell line. The Fab-
construct with the aminoacids (AA) 343-466 could bind to the U2932 cells successfully.

The next step was to link the Fab-construct to a toxin, in this case the ETA-toxin. Therefore, the Fab-
construct coding sequence was cloned into a pCES-1 vector containing the ETA-toxin sequence. After
transformation into bacteria the construct could be expressed and isolated with the help of the histidine-
tag, which was proved by western blot analysis. After confirming the binding of the BAR Fab-ETA-
construct to the U2932 cells by flow cytometry, the lactatdehydrogenase (LDH)-cytotoxicity assay was

accomplished to look for the specific cytotoxicity of the construct. There was not any specific
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cytotoxicity on the U2932 cells. A following flow cytometry demonstrated that the construct has not
been internalized by the cells.

The next build construct was a BAR heavy chain construct, which contains of the constant domain 1 of
the heavy chain, the ars2 sequence (AA 343-466) and the ETA sequence. To build that construct, the
light chain was cut out of the pCES-1 vector who coded for the fab-ETA-construct. Subsequently the
vector was transformed into bacteria and the construct was expressed and isolated successfully with the
help of the histidine-tag. That could be proved by a western blot analysis. Afterwards, the binding to the
U2932 cells and also the internalization could be shown by two different flow cytometric analysis. Now
a specifical lysis on the U2932 cells could be recognized by the LDH cytotoxicity assay.

Finally, we built a BAR antibody in the meaning of a IgG1 antibody with two ARS2 domains at the
place of the variable domains. First, the sequences for the ARS2 and for the light and heavy chains were
cloned into a TA vector. Next the whole coding sequence was cloned into a pSfi-FLAG vector, which
was transfected into HEK-293T cells then. Afterwards, the construct could be expressed and isolated
successfully with the help of the FLAG-tag. This fact was proved by western blot analysis. Now in the
flow cytometry the binding of the antibody construct to the U2932 cells was confirmed. The LDH-
cytotoxicity assay has come to the result that without addition of effector cells the specific lysis is
maximum 19% by a construct concentration of 5 pg/ml. With addition of peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) as effector cells, there could be detected a specific lysis of maximum 86 % by a construct

concentration of 1 ug/ml at the U2932 cells.



2. Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem bezeichnet ein dullerst komplexes System aus humoralen sowie zelluldren
Bestandteilen, die den Korper in die Lage versetzen, sich mit Infektionen, koérperfremden Strukturen,
aber auch Tumoren und Vielem mehr auseinanderzusetzen.

Dieses System ldsst sich nach der Beschaffenheit der Komponenten in zelluldr und humoral (16slich)
einteilen.

Zelluldre Komponenten sind dabei die B- und T-Lymphozyten, die Granulozyten, die Makrophagen, die
aus den Monozyten hervorgehen, die dendritischen Zellen und die Natiirlichen Killer-Zellen (NK-
Zellen).

Zu den humoralen Komponenten werden Antikorper, Komplementfaktoren, aber auch Interleukine
gezahlt. Ebenfalls zu beachten sind Oberfldchenbarrieren als Teil des Immunsystems, wie zum Beispiel
die Haut, die keiner der beiden oben genannten Gruppen eindeutig zuzuordnen sind.

Das Immunsystem kann jedoch auch unter dem Gesichtspunkt der Spezifitidt in unspezifisch und
spezifisch unterteilt werden.

Unspezifische Teile sind dabei die Granulozyten, die Makrophagen, teilweise das Komplementsystem
oder die NK-Zellen, die eben nicht spezifisch gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet sind, sondern die
sich allgemeiner gegen unspezifische Merkmale richten, zum Beispiel mit Hilfe des toll-like receptor
(TLR).

Spezifisch dagegen sind die B-Lymphozyten, die Antikérper oder auch die zuvor aktivierten

zytotoxischen T-Zellen, die zielgenau gegen jeweils ein Antigen gerichtet sind.

2.1.1 Antikorper-vermittelte Imnmunantwort

Wie zuvor bereits erwahnt handelt es sich bei Immunglobulinen (Ig), die auch Antikérper genannt
werden, also um einen humoralen sowie auch spezifischen Teil des Immunsystems. Die Antikorper
werden maligeblich von Plasmazellen produziert, die aus den reifen B-Zellen hervorgehen. Die
Aufgaben der Immunglobuline sind ebenso vielfiltig wie ihre Funktionen. Unter anderem dadurch
bedingt gibt es auch unterschiedliche Typen von Antikorpern, die fiir unterschiedliche Aufgaben mehr
oder minder qualifiziert sind. Man differenziert zundchst verschiedene Klassen der humanen
Immunglobuline die sich in Struktur sowie Funktion unterscheiden. Differenziert werden IgA, IgD, IgE,

IgG und IgM.



2.1.1.1 Struktur und Aufbau von Antikorpern

Die allgemeine Struktur eines humanen Immunglobulins richtet sich nach seiner Klasse. So besitzen die
schweren Ketten des Immunglobulin M beispielsweise eine zusétzliche konstante Doméne. Hier soll
nun die Struktur am Beispiel eines IgG erldutert werden, da diese Klasse fiir die diesige Arbeit von
besonderem Interesse ist.

Bei dem Immunglobulin G Molekiil handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von
circa 150 kilodalton (kDa). Es besteht aus zwei identischen schweren Ketten (heavy chains), beim IgG
als schwere Kette vom Typ gamma bezeichnet, sowie zwei identischen leichten Ketten (light chains).
Die schweren Ketten fiir die anderen Antikérperklassen sind, entsprechend ihrer Bezeichnung, bei der
Klasse IgA vom Typ alpha, bei der Klasse IgD vom Typ delta, bei der Klasse IgM vom Typ my und bei
der Klasse IgE vom Typ epsilon.

Insgesamt existieren wiederum vier verschiedene isotypische Subklassen der Schwerkette vom Typ
gamma und damit des Immuglobulins der Klasse IgG (IgG1-4). Die zwei leichten Ketten liegen
entweder als paarige Kappa-Ketten oder Lambda-Ketten vor. Bei Menschen ist das Verhéltnis von kappa
zu lambda normwertig zwischen 0,26 und 1,65 [86]. Jeweils eine der schweren Ketten paart sich mit
einer der leichten Ketten, indem sie liber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Die beiden
schweren Ketten sind ebenfalls miteinander in der sogenannten hinge-Region (Scharnierregion),
ebenfalls iiber zwei Disulfidbriicken, miteinander verbunden.

In den einzelnen Ketten werden konstante von variablen Doménen unterschieden. Jede dieser einzelnen
Doménen besteht jeweils aus ungefdahr 110 Aminosduren (AA). Leichte Ketten sowie auch schwere
Ketten besitzen jeweils eine variable Doméne (Vi beziehungsweise Vy). Die leichten Ketten besitzen
dann jeweils noch eine konstante Doméane (Cy), wohingegen die schweren Ketten des IgG drei weitere
konstante Doménen besitzen (Cpyi3). Die variablen Doménen bilden den Amino-Terminus (N-
Terminus) des Antikdrpers wohingegen die konstanten Doménen den Carboxy-Terminus (C-Terminus)
des Antikorpers bilden. Je nachdem, ob der C-Terminus hydrophil oder hydrophop ist, handelt es sich
um einen 16slichen oder membrangebundenen Antikorper [138].

Zudem unterscheidet man zwei verschiedene Teile des IgG. Einmal den Fc-Teil, der klassenspezifisch
ist und nur aus konstanten Doménen besteht. Dieser Teil ist auch mehr oder weniger flir die
Funktionalitdit  des  AntikOrpers  verantwortlich  (Opsonisierung, = Membranstindigkeit,
Plazentagéngigkeit).

Den anderen Teil des Antikorpers bilden die zwei sogenannten fragment antigen binding Fragmente
(Fab-Fragmente), die jeweils aus den variablen Doménen der Leicht- und Schwerkette sowie der ersten
konstanten Doméne der beiden Ketten bestehen. Sie sind mafgeblich fiir die Antigenbindung

verantwortlich.



N-Terminus

Fab-Fragment

Fc-Teil

C-Terminus

Abbildung 1: Schematische Darstellung IgG-Antikérper

Die Abbildung zeigt einen Antikdrper der IgG Klasse. Zu erkennen ist am unteren Ende der Fc-Teil mit dem C-Terminus und
den konstanten Doménen zwei und drei der zwei schweren Ketten (Cyz und Cps). Direkt dariiber ist die hinge-Region mit den
dazugehorigen zwei Disulfid-Briicken (gelb) zu erkennen. Am oberen Ende findet sich links und rechts jeweils ein Fab-
Fragment bestehend aus der leichten Kette mit variabler (V1) und konstanter (Cr) Doméne sowie dem oberen Teil der
schweren Kette bestehend aus variabler Doméne (Vi) und der ersten konstanten Doméne (Cy;). Innerhalb des Fab-Fragments
werden die schwere und die leichte Kette ebenfalls durch eine Disulfibriicke (gelb) miteinander verbunden. Der N-Terminus
definiert das obere Ende des Fab-Fragments.

Die variablen Doménen konnen in drei Regionen besonders grofler Variabilitit und vier Regionen, die
eher der Strukturgebung dienen, unterteilt werden. Die drei hypervariablen Regionen werden als
complementarity determing regions (CDR) bezeichnet, wobei die CDR3 nochmals variabler als die
CDRI1 und die CDR2 ist. Sie befinden sich in der Schwerkette ungeféhr zwischen den Aminoséuren 30-
36 (CDR1), 49-65 (CDR2) und 95-103 (CDR3), sowie in der Leichtkette ungefdhr zwischen den
Aminoséduren 28-35 (CDR1), 49-59 (CDR2) und 92-103 (CDR3). Die strukturgebenden Regionen
werden auch als framework regions (FR) bezeichnet, von denen es jeweils vier Verschiedene gibt (FR1-
4). Die FR’s bilden vorwiegend beta-Faltblatt Strukturen, aus denen die CDR’s dann als Schleifen
herausragen. Meist kommen die insgesamt 6 CDR’s der 2 Ketten eines Fab-Fragments sich auch

rdumlich nah und bilden dann zusammen die Antigenbindestelle des jeweiligen Fab-Fragments [114].



Wie genau es zu unterschiedlichen variablen Doménen kommt, wird nachfolgend in Zusammenhang

mit der B-Zell Reifung erlédutert.

>:
Aminosaure

Leichte Kette 193 92 59 49 35 28 0
Aminosaure 103 95 65 49 36 30 0

Schwere Kette

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer variablen Doméine

Die Abbildung stellt eine variable Doméne (leichte oder schwere Kette) schematisch dar. Zu erkennen sind in Gelb die vier
framework regions (FR1-4). Dazwischen finden sich die drei complementarity determing regions CDR1 (griin), CDR2
(tiirkis) und CDR3 (lila). Darunter findet sich eine Angabe iiber die Position der einzelnen Regionen in Bezug auf die
Aminoséduren. Rechts markiert der Pfeil den N-Terminus, links findet sich der C-Terminus. Die Angaben unterscheiden sich
fiir leichte und schwere Kette voneinander.

2.1.1.2 Effektormechanismen

Die Funktion eines Antikorpers ist mafigeblich von seiner Struktur, insbesondere von seinem Fc-Teil,
bestehend aus konstanten Doménen, abhingig. Dadurch bedingt, unterscheiden sich die verschiedenen
Antikorperklassen deutlich in der Ausprigung ihrer Funktionalitdt. Nachfolgend sind die

Effektormechanismen, der durch Antikorper vermittelten Immunantwort, beschrieben.

Neutralisierung

Bei der Neutralisierung binden Antikorper ihre spezifischen Antigene (zum Beispiel Toxine) und

verhindern somit die Pathogenitidt dieser. Dies geschieht beispielsweise durch Bindung und
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Abschirmung einer fiir die Pathogenitdt benotigten Region des Antigens. Dementsprechend ist hier

keine weitere Zelle notig.

Opsonisierung und antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)

Die Opsonisierung beschreibt die Fahigkeit eines Antikorpers, sein gebundenes Antigen anderen Zellen
quasi zu prasentieren. Dieser Vorgang wird mafBigeblich tiber den Fc-Teil der Antikdrper vermittelt und
fiihrt auf Zellen mit entsprechenden Fc-Rezeptoren zu einer Interaktion und daraus folgend
beispielsweise zu einer zytotoxischen Reaktion durch Makrophagen, Granulozyten oder NK-Zellen.
Verschiedene Zellen exprimieren dabei unterschiedliche Klassen von Fc-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache, die entsprechend auch die verschiedenen Fc-Teile der Antikorperklassen unterschiedlich
binden und mit ihnen unterschiedlich interagieren. NK-Zellen tragen auf ihrer Oberflache den FcyRIII-
Rezeptor (CD16) der die Fc-Teile von IgG1 und IgG3 bindet. Es kommt zur Interaktion zwischen der
NK-Zelle und der Antikérper-gebundenen Zelle und letztendlich zur Lyse der Zelle, unter anderem auch
durch Freisetzung cytoplasmatischer Granula mit Perforinen und Granzymen. Man spricht bei diesem
NK-Zell vermittelten Vorgang von der antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, kurz der ADCC
[7,30]. Die ADCC stellt somit quasi eine Verbindung zwischen spezifischem und unspezifischem Teil

des Immunsystems dar.

complement dependent cytolysis (CDC)

Eine weitere zentrale Funktion von Antikérpern besteht in der Aktivierung des Komplementsystems.
Das Komplementsystem kann auch ohne das Vorhandensein von Antikérpern iiber den sogenannten
Lektinweg aktiviert werden. Antikdrperabhingig erfolgt die Aktivierung iiber den klassischen Weg.
Zunichst erfolgt eine Bindung des spezifischen Antigens iiber die variable Doméne. Durch den Fc-Teil
des Antikorpers kommt es nun zu einer Aktivierung einer Kaskade an Komplementfaktoren, beginnend
mit dem Faktor C1. Nachfolgend wird der Faktor C3 aktiviert, was letztendlich zur Bildung des
sogenannten Membran-Angriffskomplexes (MAK), bestehend aus C5b, C6, C7, C8 und C9 fiihrt, der
dann zur Zelllyse beitragt. Auch hier wird keine weitere spezifische Zelle benétigt. Man nennt diesen

Vorgang auch complement dependent cytolysis (CDC) [176].

Die CDC und die ADCC spielen beide ebenfalls eine zentrale Rolle in der Immuntherapie maligner
Erkrankungen mit monoklonalen Antikdrpern, wobei sich hierbei beide Mechanismen gegenseitig

beeinflussen [138].

Sensibilisierung von Mastzellen

Des Weiteren sind Antikorper dazu in der Lage, Mastzellen zu sensibilisieren. Hierbei binden die

Antikorper (hauptsdchlich der IgE Klasse) tiber ihren Fc-Teil entsprechende Fc-Rezeptoren auf
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Mastzellen. Uber eine Antigenbindung zweier rdumlich verwandter Antikdrper kommt es zu einer

Quervernetzung und darausfolgend zu einer Mastzelldegranulation [115].

Der folgenden Abbildung ist zu entnehmen, inwieweit die Antikorper der verschiedenen Klassen zu den

verschiedenen, beschriebenen Funktionen beféhigt sind.

IgG1 IgG2  1gG3  IgG4 IgM

Neutralisierung

Opsonisierung

Zerstoérung
durch NK-
Zellen

Sensibilisierung
von Mastzellen

Komplement-
Aktivierung

Abbildung 3: Tabelle zur Funktionalitiit verschiedener Antikorper Klassen

Die Tabelle zeigt das Potenzial der verschiedenen Antikdrperklassen, unterschiedliche Funktionen auszufiihren. In der
obersten Zeile sind die verschiedenen Klassen aufgelistet. Die linke Spalte zeigt die verschiedenen Funktionen. Minus (-) gibt
eine sehr geringe bis fehlende Funktionalitit an. Die Auspriagung der Féhigkeit zur Funktion steigert sich von mittelmafig

(+) iiber stark ausgeprégt (++) bis hin zu sehr stark ausgeprigt (+++) . *IgG2 wirkt nur in Gegenwart eines entsprechenden
Allotyps, den man bei einigen Menschen findet, als Opsonin.

2.1.1.3 Monoklonale therapeutische Antikorper

Monoklonale und polyklonale Antikorper

Unter monoklonalen Antikdrpern versteht man solche, die von einer Zelllinie (Zellklon) ausgehend
produziert werden und sich lediglich gegen ein einzelnes Epitop eines Antigens richten.

Zur Herstellung monoklonaler Antikorper wurde 1975 erstmalig die Hybridomtechnik entwickelt [90].
Dabei wurden zunidchst Méuse mit dem Antigen, gegen das der Antikdrper gerichtet sein sollte,
immunisiert. Die entstandenen produktiven B-Zellen wurden nun im Anschluss mit Myelomzellen
fusioniert. Es entstanden Hybridomzellen, die dazu in der Lage sind, nahezu unbegrenzt monoklonale
Antikdrper zu produzieren.

Der erste monoklonale therapeutische Antikorper seiner Art war der gegen das Oberflichenantigen
CD20 gerichtete Antikdrper Rituximab, der zunéchst zur Bekdmpfung von refraktiren, indolenten B-
Zell Lymphomen zugelassen wurde [105,108]. Mittlerweile existiert eine Vielzahl an Zulassungen fiir

das Rituximab fiir verschiedenste maligne und autoimmunogene Erkrankungen.
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Im Gegensatz dazu steht die stets polyklonale, physiologische Immunantwort gegen Pathogene, die in
den Korper eindringen. Hierbei produzieren eine Vielzahl von Plasmazellen verschiedene und somit

polyklonale Antikorper, die gegen eine Vielzahl an Epitopen des Pathogens gerichtet sind.

Rekombinante Antikorper

Rekombinante Antikdrper werden durch gentechnologische Verfahren hergestellt. Die Herstellung
beginnt zunichst mit der Klonierung der nétigen Gensequenzen in eigens fiir die Antikdrperproduktion
verwendeten Transfervektoren. Nach erfolgreicher Klonierung werden diese Vektoren nun anschlieBend
in Expressionssysteme, entweder prokaryotischer oder ecukaryotischer Art, transferiert. In den
Expressionssystemen kommt es nun zur endgiiltigen Produktion der Antikorper.

Als Beispiel fiir einen therapeutisch verwendeten rekombinanten AntikOrper ldsst sich das
Obinutuzumab nennen. Obinutzumab wird zur Behandlung der nicht vorbehandelten chronisch

lymphatischen Leukdmie (CLL) sowie des follikuldren Lymphoms verwendet [106,122].

Therapeutische Wirkung

Die Art und Weise, wie genau im Einzelnen therapeutische Antikorper wirken, ist dulerst komplex.
Stark vereinfach ldsst sich sagen, dass es auf der einen Seite eine Wirkung liber Fc-Rezeptor vermittelte
Mechanismen gibt. Allen voran wéren hier sicherlich die ADCC sowie die CDC zu nennen, die in
unterschiedlich starker Auspragung zur Zytotoxizitét beitragen und sich auch gegenseitig beeinflussen.
Auf der anderen Seite entfaltet sich in einem gewissen Ausmal} jedoch auch eine Wirkung {iber Fc-
Rezeptor unabhingige Mechanismen, die als direkte Zell Zytotoxizitét (direct cell death; DCD) oder
direct cell killing bezeichnet wird [60]. In welchem Ausmal} nun welcher der Wirkungsmechanismen

greift, hangt mafigeblich von der Struktur des Antikorpers ab.

Typ I und Typ II (Rituximab und Obinutuzumab)

Vergleicht man Rituximab und Obinutuzumab miteinander, so zeigen sich deutliche Unterschiede,
obwohl beide Antikorper gegen das gleiche Zielantigen, ndmlich CD20, gerichtet sind.

Rituximab bezeichnet man auch als monoklonalen Antikdrper vom Typ I. Obinutuzumab ist im
Gegensatz dazu ein Beispiel fir einen Typ II monoklonalen Antikérper. Man verdndert hierbei
posttranslational die Glykosylierung des Antikérpers. Im Falle von Obinutuzumab kommt es zur
Entfernung von Fucose-Gruppen am Fc-Teil des Antikérpers. Durch diese strukturellen Unterschiede
ergeben sich dann auch die verschieden starken Ausprigungen der Wirkung und Funktionalitt.
Obinutuzumab besitzt im Vergleich zu Rituximab ein grofBeres Potenzial fir den direct cell death
(DCD). Auch ist das Potenzial zur Einleitung der ADCC bei Obinutuzumab gréf3er. Hingegen ist die

Initiierung der CDC nicht so stark ausgepriagt wie bei Rituximab. Dies ldsst sich auf die fehlenden
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Fucose-Gruppen und die damit einhergehende andere Konfiguration wiahrend der CD20 Bindung

zuriickfiihren [55].

2.2 Das B-Zell-Lymphom

2.2.1 Entstehung von Neoplasien

Der Prozess der Zellteilung ist die Grundlage fiir die Evolution und das Uberleben von Eukaryonten.
Lauft dieser Prozess jedoch nicht so wie eigentlich vorgesehen ab, kann es zu einer klonalen
Dysregulation und darauffolgend zu einer klonalen, autonomen Zellproliferation, einer sogenannten
Neoplasie, kommen.

Die einzelnen Ereignisse, die letztendlich in ihrer Gesamtheit zur Entstehung einer Neoplasie fiihren,
sind sehr komplex und vielfdltig, sowie nach wie vor nicht vollstindig im Einzelnen verstanden.
Hannahan und Weinberg gelang es zehn sogenannte hallmarks of cancer zu definieren. Diese hallmarks
sind Eigenschaften, die Neoplasien im Laufe ihrer Genese erlangen und die letztendlich auch
ausschlaggebend fiir die Tumorgenese sind: die Unempfindlichkeit gegeniiber Wachstums-Inhibition,
die Vermeidung von Immunreaktionen, ein unlimitiertes Replikationspotenzial, eine stimulierende
Entziindung, Gewebeinvasion und Metastasierung, fortwahrende Angiogenese, genomische Instabilitét
und Mutation, Apoptose, Deregulation der zelluldren Energiekontrolle, sowie die Proliferation [68].
Viele der zahlreichen und unterschiedlichen Tumorerkrankungen stellen fiir den Menschen ein
erhebliches gesundheitliches Risiko dar. In Deutschland waren laut dem Statistischem Bundesamt im
Jahre 2017 24,4% aller Todesfille auf bosartige Neubildungen zuriickzufiihren, was somit nach Herz-
Kreislauf-Erkankungen die zweithdufigste zum Tode fiihrende Krankheitsentitét ist.

2.2.2 B-Zellen und ihre Reifung

In der Hamatologie/Onkologie widmet man sich unter anderem Tumorerkrankungen des Blut- und
Lymphsystems, welche im Vergleich zu vielen anderen soliden Tumoren eine gewisse Sonderstellung
einnehmen. Da sich die betroffenen Zellen teilweise im Blut zirkulierend vorfinden und nicht, wie bei
vielen soliden Tumoren zunéchst konzentriert und isoliert an einer Lokalitét, verbietet sich zunéchst oft
ein primar operativer Therapieansatz. Daher war es notig, andere Moglichkeiten in Erwédgung zu ziehen,
worauf spater noch im Detail eingegangen wird.

Bei Betrachtung der zelluldren Bestandteile des Blutes machen nach den Erythrozyten die Leukozyten
den grofiten Anteil aus. Ein Viertel bis ein Drittel aller Leukozyten wird durch die Lymphozyten
reprasentiert. Die Lymphozyten wiederum werden dann nochmals in B- und T-Lymphozyten unterteilt.
Die B-Zellen machen hierbei zusammen mit den Antikérpern das zentrale Element der humoralen

Abwehr des sogenannten spezifischen Immunsystems aus.
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Schaut man sich den physiologischen B-Lymphozyten an, kann man mehrere Stadien der Reifung und
Entwicklung von der hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark bis hin zum reifen B-
Lymphozyten unterscheiden. Zwischen der B-Zell Reifung, der Reifung des dazugehorigen B-Zell-
Rezeptors (BCR) in Form eines membranstindigen Antikorpers und der Produktion von Antikérpern
herrscht ein enger Zusammenhang, weswegen auch auf die entsprechenden Kapitel dazu verwiesen

wird.

Das Grundprinzip der Antikérperentstehung und damit auch das Grundprinzip der genetischen Vielfalt
an Antikorpern mit unterschiedlichen variablen Regionen zur Bindung verschiedenster Antigene, ist das
Prinzip der somatischen Rekombination (rearrangement) mit sich daran anschlieender somatischer
Hypermutation. Beim rearrangement werden verschiedene Gensegmente (je nach Art der Kette
unterschiedliche), von denen jeweils nur eine begrenzte Anzahl vorliegen, umgelagert. Dadurch
vergrofert sich die Zahl der verschiedenen moglichen variablen Regionen bereits schon deutlich im
Vergleich zu der Zahl der verschiedenen Gensegmente an sich. Der sich dann in der gereiften und
aktivierten B-Zelle anschlieBende Prozess der somatischen Hypermutation, bei dem einzelne Basen in
der DNA Struktur nochmals veréndert werden und somit wiederum viele weitere unterschiedliche
Gensequenzen entstehen konnen, vergrofiert diese Zahl dann nochmals deutlich [166]. Sinn hiervon ist
auch ecine weitere Affinitétssteigerung der Antikorper, was folgend auch nochmals thematisiert wird
[99].

Betreffen diese somatischen Hypermutationen jedoch nicht die Gene der variablen Doménen sondern
andere Genloci, wie beispielsweise von Protoonkogenen oder Tumorsupressoren (MYC, BCL2, BCL6
und andere), so kann es zur Entartung der Zellen kommen [126,152]. Im Einzelnen wird das spéter im

Zuge der Klassifikation und Lymphomentstehung noch tiefergehender thematisiert.

Eines der ersten, von der pluripotenten, hdmatopoetischen Stammzelle und der anschlieBBend folgenden
gemeinsamen lymphatischen Vorlduferzelle abzugrenzende Stadium in der Reifung der B-Zelle, ist das
der frithen Pro-B-Zelle. Hier kommt es zunédchst zum rearrangement der D- und J-Gensegmente der
Schwerkette. In einem zweiten Schritt kommt es dann, in der nun als spaten Pro-B-Zelle bezeichneten
Zelle, zum rearrangement der V-Gensegmente, dic an die nun als DJ-Kassette bezeichneten
Gensegmente der Schwerkette angrenzen. Ist dies abgeschlossen, befindet sich der 5° der V-Region
gelegene Promotor so nah am 3’ der J-Region gelegenen Enhancer, dass es zur Transkription, und bei
Produktivitdt der Umlagerungen, zur Herstellung einer Schwerkette vom Typ IgM kommt. Diese
Schwerkette wird dann zusammen mit einer Ersatz-Leichtkette (surrogate light chain) an die
Zelloberflache gebracht. Dieser Komplex auf der Zelloberflache wird als Pra-BCR bezeichnet, was auch
den Eintritt der Zelle in das Stadium der Pra-B-Zelle definiert. Hier kommt es nun zum rearrangement
der V- und J-Gensegmente der Leichtkette, entweder einer kappa oder einer lambda Leichtkette. Die

fertige Leichtkette wird dann an die Zelloberflache an Stelle der surrogate light chain gebracht.
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Die Zelle hat damit das nichste Stadium erreicht. Man spricht nun von der unreifen B-Zelle. In diesem
Stadium besitzt die Zelle bereits einen BCR in Form eines Antikérpers vom IgM-Typ, bestehend aus
schwerer und leichter Kette [27]. Die unreife B-Zelle, die sich zu diesem Zeitpunkt noch immer im
Knochenmark befindet, durchlduft nun den Prozess der zentralen B-Zell-Toleranz (im Unterschied zur
peripheren B-Zell-Toleranz, die in der Peripherie stattfindet). Hierbei wird tiberpriift, ob der B-Zell-
Rezeptor korpereigene Antigene bindet. Ist dies der Fall, wird die Zelle in Apoptose gehen. Man spricht
hier von negativer Selektion. Ist dieser Prozess durchlaufen, verldsst die B-Zelle das Knochenmark und
beginnt, unter anderem durch alternatives Splicing, zusétzlich B-Zell-Rezeptoren vom IgD-Typ auf der
Oberfliche zu exprimieren. Man bezeichnet die nun im Blutkreislauf befindliche, IgD" IgM"* Zelle als
reife, naive B-Zelle [135].

Die reife, naive B-Zelle wandert nun durch das Blut und die sekundiren lymphatischen Organe. Kommt
es hier nun {iber den BCR zum Kontakt mit dem fiir die Zelle spezifischen Antigen, folgt anschlief3end,
nach Prozessieren des Antigens, die Prisentierung dieses Antigens liber major histocompatibility
complex (MHC) Klasse II Molekiile auf der Oberfliche der B-Zelle. Wird nun dieses présentierte
Antigen ebenfalls von einer T-Helfer Zelle (Twu2-Zelle), welche fiir das Antigen spezifisch ist, erkannt,
kommt es durch die Interaktion zwischen T- und B-Zelle letztendlich zur Aktivierung der B-Zelle [125].

AnschlieBend kommt es dann bei einem Teil der Zellen zur Ausdifferenzierung in kurzlebige
Plasmazellen. Sie beginnen mit der Produktion niedrig affiner Antikérper gegen ihr Antigen. Ein anderer
Teil begibt sich zu den priméren Follikeln der sekundédren lymphatischen Organe, wo sie zusammen mit
anderen Zellen die germinal centers (GC), zu deutsch Keimzentren, bilden. Hier werden dunkle und
helle Zone sowie die Mantelzone voneinander unterschieden. In der dunklen Zone kommt es unter
schneller Teilung der Zellen zu den bereits beschriebenen somatischen Hypermutationen, die auch die
Affinitdt der spater produzierten Antikérper weiter steigern sollen [99]. Der Vorgang wird auch als
Affinitétsreifung bezeichnet. Im Anschluss wird dann in der hellen Zone die Funktionalitdt dieser
Reifung tiberpriift und bei ausbleibender Affinitidtssteigerung liber Apoptose aussortiert [98]. Die B-
Zellen mit erfolgreich gesteigerter Affinitdt bleiben bestehen, was als positive Selektion bezeichnet
wird.

SchlieBlich differenzieren sich diese Zellen dann, nachdem wiederum Klassenwechsel vollzogen
worden sind, einerseits zu Antikorper produzierenden Plasmazellen und andererseits zu
Gedaichtniszellen, die in einen rezirkulierenden Kreislauf eintreten und bereit fiir den Zweitkontakt mit

dem Antigen sind. [103,132,166,167]
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2.2.3 Einteilung und Klassifikation der Lymphome

2.2.3.1 Klassifikation

Die zuvor beschriebenen B-Lymphozyten, aber selbstverstdndlich auch die T-Lymphozyten, kénnen
entarten. Es kommt zur Entstehung von Lymphomen.

Die B-Zell-Lymphome koénnen wiederum weiter differenziert werden. In den letzten Jahren und
Jahrzehnten gab es immer wieder verschiedene Klassifikationssysteme, die sich wesentlich voneinander
unterscheiden. In der liberarbeiteten Kiel Klassifikation von 1988 unterschied man zum einen B- und T-
Zell Neoplasien und unterteilt die aggressiven, groBzelligen Lymphome weiterhin in anaplastisch,
immunoblastisch und zytoblastisch [158]. Die 1994 verdffentlichte R.E.A.L.-Klassifikation fasste
erstmals die aggressiven, gro3zelligen Lymphom-Entitdten unter dem Begriff der diffus grofizelligen B-
Zell Lymphome (DLBCL) zusammen [69]. Unteranderem ist das besonders interessant, da die
DLBCL’s mit einer Inzidenz von 7,9 pro 100 000 Einwohner die hidufigste maligne hdmatologische
Erkrankung darstellen (ermittelt zwischen 2004 und 2009 in den UK) [156].

Die aktuellste Klassifikation ist die 2016 lberarbeitete Version der WHO-Klassifikation [160]. Hier
wird zundchst zwischen den reifen B-Zell Neoplasien, den reifen T- und NK-Zell Neoplasien, den
Hodgkin Lymphomen, den lymphoproliferativen Erkrankungen nach Transplantation (PTLD) sowie
den Histiozyten und dendritischen Zell Neoplasien unterschieden.

Die reifen B-Zell Neoplasien werden dann wiederum in sich vielfach differenziert. Eine dieser
Untergruppen stellen die diffuse large cell B-cell lymphoma, not otherwise specified (DLBCL, NOS)
dar.

Durch die Moglichkeit mit Hilfe von komplementédren Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Microarrays die
Genexpression vieler Gene parallel zu beobachten, kam es nun auch zu neuen Erkenntnissen in der

Einteilung von Lymphomen [143].

2.2.3.2 Subklassifikationen

Die primdr wichtigste Subklassifikation des DLBCL, NOS ist die Unterscheidung nach der
Ursprungszelle (cell of origin (COQO)). Man unterscheidet hier den germinal center b-cell type (GCB)
und den activated b-cell type (ABC). Dabei handelt es sich um zwei Subgruppen, die sich vor allem
beziiglich ihres Genexpressionsmusters voneinander unterscheiden. Es handelt sich hierbei um
unterschiedliches Vorkommen von genetischen Aberrationen unterschiedlichster Art in einer Vielzahl
verschiedener Gene, in deren Folge es zur Expression verschiedenener onkogenener Signalkaskaden mit
Relevanz fiir die Pathogenese der jeweiligen Lymphome kommt. Einige Translokationen oder
Expressionsmuster finden sich fast ausschlielich in einer der beiden Subklassen. Andere treten
wiederum in beiden Subklassen auf. Die verschiedenen Genexpressionsmuster dhneln den Mustern der

komplementiren physiologischen Lymphozyten. So gibt es beim GCB-Typ groBe Ubereinstimmung mit
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Lymphozyten im Keimzentrum. Das Genexpressionsmuster des ABC-Typs dhnelt dem der aktivierten
B-Zelle im peripheren Blutkreislauf. [9,45,46]

Die zwei Subgruppen unterscheiden sich jedoch nicht nur in ihrem Genexpressionsmuster, sondern auch
beziiglich ihres klinischen Outcomes. Patienten mit einem DLBCL vom GCB-Typ zeigen ein signifikant

besseres Gesamtiiberleben, als Patienten mit einem DLBCL vom ABC-Typ [9].

ABC-Typ

Der ABC-Typ zeichnet sich durch einen aktivierten B-Zell-Rezeptor Signalweg und damit verbunden
einen aktiven NF-kappaB Signalweg aus [9,45,46].

Es existieren einige, fiir den ABC-Typ typische, genetische Aberrationen.

Eine dieser Aberrationen, die gehduft auftreten, betrifft CD79 A/B. Die beiden Proteine sind Teil des
BCR und essentiell fiir dessen Bindung und weitere Signalgebung. Dementsprechend sind sie auch an
der nachfolgenden Aktivierung des NF-kappaB Signalwegs beteiligt (siche Lymphomentstehung) [46].
Eine weitere hdufige genetische Aberration, die ebenfalls den NF-kappaB Signalweg beeinflusst, ist
eine missense mutation im Gen des Stiitzproteins CARD11 [119].

Ein weiteres, beim ABC-Typ hiufig dereguliertes Protein, welches wiederum in den NF-kappaB
Signalweg eingreift, ist das Adapterprotein MYD88. Normalerweise kommt es durch den toll-like
receptor zur Aktivierung dieses Proteins [120].

Es gibt eine Vielzahl weiterer genetischer Aberrationen, die zum Teil fast ausschlieBlich beim ABC-
Typ, zum Teil jedoch auch beim GCB-Typ vorkommen kénnen, auf die hier nicht weiter eingegangen

wird.

GCB-Typ

Typisch fiir den germinal center b-cell type sind einige BCL2 Translokationen, wie zum Beispiel die
t(14;18)(q32;q21.3), bei dem das BCL2 Gen in die unmittelbare Nidhe eines Immunglobulin Enhancers
gebracht wird. Das fiihrt letztendlich zu einer Uberexpression von BCL2 (sieche 2.2.4.2). Diese
Translokationen finden sich in bis zu 40% aller DLBCLs vom GCB-Typ. Sie finden sich jedoch auch
duBerst selten beim ABC-Typ [78].

Im Gegensatz zum ABC-Typ findet sich beim GCB-Typ keine Aktivierung des NF-kappaB Signalwegs.

2.2.3.3 Klinische Klassifikation und prognostische Indices

Weiterhin lassen sich die Lymphome anhand ihres Ausbreitungsmusters klinisch in Stadien einteilen.
Allen voran ist hierbei die sogenannte Ann-Arbor Klassifikation zu nennen, die urspriinglich zwar fiir
Hodgkin Lymphome geschaffen wurde, aber mittlerweile auch fiir Non-Hodgkin Lymphome (NHL)

verwendet wird [97].
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Aufgrund der mittlerweile iiblichen diagnostischen Standards in den Staginguntersuchungen fiir Non-
Hodgkin Lymphome, die insbesondere die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) beinhalten, kam
es zur Schaffung der sogenannten Lugano-Klassifikation, die auf der Ann-Arbor-Klassifikation aufbaut
[36].

Davon abzugrenzen sind sogenannte prognostische Indices, mit Hilfe derer sich eine Aussage iiber die
Prognose féllen ldsst. Allen voran ist der Internationale prognostische Index (IPI) zu erwédhnen, bei dem
die Patienten anhand der Auspriagung der Faktoren Alter, Allgemeinzustand (ECOG), Ann-Arbor
Stadium, Befall extranodaler Organe, sowie der Laktatdehydrogenase (LDH) in vier verschieden
Risikogruppen mit unterschiedlicher Prognose eingeteilt werden konnen. Wahlweise ist dies auch
altersadjustiert (aalPI) moglich [77]. Ein neuerer, weiter entwickelter prognostischer Index, der National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) IPI, ist zwar in der Lage, genauere Aussagen zu machen, wird
aufgrund seiner zu hohen Komplexitdt im klinischen Alltag jedoch noch nicht flachendeckend als

Standart durchgefiihrt [190].

2.2.4 Lymphomentstehung

Wie zu Beginn schon beschrieben, ist die Tumorgenese ein sehr komplexes Thema. Konzentriert man
sich nun auf die Lymphome im Speziellen, so lassen sich dort nochmals einige konkretere Sachverhalte

erortern. Dabei werden folgend verschiedene Mechanismen der Lymphomentstehung diskutiert.

2.2.4.1 Infektionen

Der Zusammenhang zwischen Infektionen und NHL ist bereits hdufig untersucht worden. Bekannte
Beispiele sind das mucosa associated lymphoid tissue (MALT)-Lymphom, welches im Zusammenhang
mit Helicobacter pylori steht [183]. Aber auch zum Beispiel die Infektion durch das Epstein-Barr-Virus
(EBV) kann die Lymphomentstehung beeinflussen [92]. Des Weiteren gibt es einige Untersuchungen,
die einen Zusammenhang zwischen zahlreichen Autoimmunerkrankungen und NHL belegen. Als
Beispiel wiren da die theumatoide Arthritis [109], aber auch der systematische Lupus erythematodes

[110], sowie die Zoliakie [63] zu nennen.

2.2.4.2 Genetische Aberrationen

Ebenfalls ist bekannt, dass zahlreiche genetische Aberrationen in verschiedenen Genen, meist
Protoonkogenen oder Tumorsupressorgenen, zentraler Bestandteil der Lymphomgenese sind. Dabei gibt

es verschiedene Muster, die teilweise den verschiedenen Subklassen zuzuordnen sind.
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BCL2

Bei BCL2 handelt es sich um ein antiapoptotisches Molekiil, welches dementsprechend bei
Uberexpression zur Entartung von Zellen fiihren kann [113]. Es zeigt sich eine aberannte Expression
des BCL2 bei DLBCL beider Subklassifikationen, sowohl dem ABC-Typ, als auch beim GCB-Typ.
Translokationen, die zu dieser aberranten Expression flihren, betreffen jedoch fast ausschlie8lich den
GCB-Typ und nur in sehr seltenen Fillen auch den ABC-Typ [78]. Jedoch findet sich in ungefédhr 60%
der DLBCLs vom ABC-Typ auch ein hohes BCL2 Level [74].

BCL6

Bei BCL6 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle in der Entwicklung
und der Aufrechterhaltung von Keimzentren besitzt. Physiologisch regelt BCL6 die Differenzierung von
naiven T-Helferzellen zu follikuldren T-Helferzellen [121]. BCL6 wird negativ durch das PRDM1-Gen
reguliert, welches fiir den Transkriptionsfaktor Blimp-1 kodiert [80]. Unter dem Kollektiv der DLBCL
Patienten weisen bis zu 35 % eine aberrante BCL6 Expression auf. Bei circa einem Drittel dieser Félle
ist eine Translokation des Gens ursdchlich. Diese Translokationen treten wiederum bei DLBCLs des
ABC-Typs haufiger auf (2:1). Meist sind Immunglobulin Schwerketten- oder Leichtkettenloci an dem

rearrangement beteiligt [127].

MYC

Bei MYC handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, dessen physiologische Aufgabe im Bereich der
Apoptose liegt. MY C besitzt ein gro3es onkogenes Potenzial, welches bei aberranter Expression zum
Vorschein kommt. In 5-14 % aller DLBCLs konnte ein rearrangement oder seltener auch eine
Genamplifikation beobachtet werden, wesentlich haufiger jedoch beim GCB-Typ als beim ABC-Typ

[85]. Haufig handelt es sich hier um Translokationen von Immunglobulin-Genloci [127].

Bei gleichzeitigem Auftreten von MYC- und BCL2- und/oder von BCL6-Translokationen spricht man
von double-hit bezichungsweise triple-hit Lymphomen. Nach der 2016 verdffentlichten neuen
Klassifikation der Lymphome spricht man in diesen Féllen von sogenannten High-grade B-cell
Lymphoma (HGBL) mit Gen-Rearrangements, einer eigenen Subklasse [160].

Differenziert davon zu betrachten sind solche Lymphome, bei denen es zwar zur aberranten Expression
von MYC, BCL2 und BCL6 kommt, jedoch keine rearrangements vorliegen. Bei vorliegender
Uberexpression von MYC und BCL2 spricht man vom sogenannten double-expressor Phinotyp
(Nachweis von MYC in iiber 40% der Zellen, sowie Nachweis von BCL2 in iiber 50% der Zellen). Der
ABC-Typ ist mit dem double-expressor Phanotyp und einer daraus resultierenden noch schlechteren

Prognose besonders vergesellschaftet [127,160].
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2.2.4.3 Chronische Antigenstimulation

Schon lange ist bekannt, dass es einen Zusammenhang zwischen der Stimulation des B-Zell-Rezeptors
durch Antigene und der Pathogenese von Lymphomen gibt [43].

Dabei tragen die Signalwege, die vom stimulierten BCR ausgehen, zum fortwihrenden Uberleben der
Tumorzellen bei und sind essentieller Bestandteil der Tumorgenese [91].

Studien konnten des Weiteren bereits zeigen, dass bei der CLL bei einem Dirittel aller Vy-Doménen des
BCR, genau diese Doméne stereotype Sequenzen zeigt [4]. Auch beim Mantelzelllymphom konnte man
solch eine Stereotypie der Vy-Doméne zeigen, wobei hier hervorzuheben ist, dass sich die Sequenzen
der variablen Doménen der CLL und der Mantelzelllymphome signifikant voneinander unterscheiden
[67]. Diese Tatsachen deuten auch bei diesen Erkrankungen auf einen Zusammenhang zwischen
Antigenen, die die Vg-Doménen des BCR binden, und der Pathogenese der jeweiligen Erkrankung hin.
Auch konnte gezeigt werden, dass es in DLBCLs vom ABC-Typ mit Mutationen in CD79A und CD79B
(Bestandteil des immunoreceptor tyrosine-based activation motif des BCR) zu einem gesteigerten BCR-
Signaling kommt [46]. Jedoch sind diese Mutationen nicht selbststdndig in der Lage, ohne zusétzlichen
Reiz, diesen Signalweg auch initial zu starten [46]. Das wiederum legte wiederum die Vermutung nahe,
dass Autoantigene in diesem Prozess der Aktivierung eine Rolle spielen konnten. Young et al. konnten
schlieBlich zeigen, dass die Fahigkeit des BCRs der DLBCLs vom ABC-Typ Autoantigene zu binden,
eine grofe Bedeutung fiir das Uberleben der Tumorzellen haben kann [188].

Im Einzelnen konnte bereits gezeigt werden, dass LRPAPI, ein in menschlichem Gewebe nahezu
ubiquitdr vorkommendes Antigen, hdufig mit dem BCR von Mantelzelllymphomen reagiert [164].
AuBerdem konnten SAMD14 und Neurabin-1 als die Autoantigen Ziele des BCR von primédren ZNS
Lymphomen identifiziert werden [163].

Weiterhin konnte ein Autoantigen identifiziert werden, welches in 60% der DLBCL ABC-Typ Fille mit
dem BCR reagiert. Es handelt sich hierbei um das arsenite resistance protein 2 (ARS2), ein fiir die
Herstellung von microRNAs in Sdugetieren wichtiges Protein. Das beschriebene Protein lag in den oben
genannten Féllen des DLBCLs vom ABC-Typ immer hypophosphoryliert vor [165]. Das ARS?2 ist das

zentrale Autoantigen dieser Arbeit.

2.2.5 DLBCL Therapie

Aufgrund der Aggressivitdt des DLBCLs ist man gezwungen therapeutisch zu intervenieren, da es sonst
zu einem schnell fortschreitendem und letalem Krankheitsverlauf kommt. Man unterscheidet
grundsétzlich die Erstlinientherapie von der Therapie nach Rezidiv oder refraktirer Erkrankung unter

Therapie. Man spricht dann von der Zweit- oder gar Drittlinientherapie.
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2.2.5.1 Erstlinientherapie

Immunchemotherapie

Die Erstlinientherapie des DLBCLs besteht grundsitzlich aus einer Immunchemotherapie, die die
Substanzen Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin (Doxorubicin), Oncovin (Vincristin),
Prednisolon, sowie Rituximab miteinander kombiniert. Man spricht vom sogenannten R-CHOP
Schema. Bereits vor der Zugabe von Rituximab wurde das klassische CHOP Schema, welches die oben
genannten Substanzen, ausgenommen Rituximab, enthilt, mit zahlreichen weiteren intensiven
Chemotherapieregimen verglichen, wobei sich jedoch kein Vorteil zugunsten einer anderen Therapie

zeigte [54].

Durch die Zugabe von Rituximab zum CHOP Schema kam es dann schlieBlich zu groflen Fortschritten
beziiglich des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens [41,66,129,149].

Man unterscheidet in der Anwendung zwei verschieden Arten des R-CHOP Schemas.

Erstere Variante besteht aus acht Zyklen in 21-tdgigen Intervallen. Die zweite Variante besteht aus sechs
Zyklen in 14-tdgigen Intervallen mit zusétzlicher zweimaliger Rituximab Gabe. Beide Schemata zeigten
letztendlich vergleichbare Ergebnisse [42,130].

Es konnte sich zudem herauskristallisieren, dass bei Patientin mit einem niedrigen Risiko (entsprechend
einem geringem IPI) im Alter von 18-60 Jahren vier Zyklen R-CHOP mit anschlieBenden zwei
(insgesamt 6) Rituximab Gaben zu keinem verschlechterten Outcome fiihren [133].

Ein weiterer therapeutischer Ansatz, der bei jliingeren Patienten mit ungiinstiger Prognose (entsprechend
einem hoheren IPI) Vorteile erbringen konnte, war der Zusatz von Etoposid zum Standart R-CHOP

Schema. Man spricht hier vom R-CHOEP Schema [145].

Zusammenfassend kénnen mit Hilfe der Inmunchemotherapie als Erstlinientherapie des DLBCLs circa
zwei Drittel der Patienten erfolgreich therapiert werden. Konkret konnten Studien zeigen, dass es bei
jungen Patienten (18 bis 60 Jahre) innerhalb von 3 Jahren zu einem eventfreien Uberleben von 79%
kommt. Das Gesamtiiberleben nach 3 Jahren betrug in dieser Studie 93% [129]. Bei dlteren Patienten
(60 bis 80 Jahre) kommt es laut Studien zu einem eventfreien Uberleben nach 5 Jahren von 52%. Das

Gesamtiiberleben betrug in dieser Studie nach 5 Jahren 58% [52].

Strahlentherapie

Zur Strahlentherapie des DLBCL in der Erstlinientherapie existieren weniger Daten als zur bereits
geschilderten Immunchemotherapie. Jedoch konnte fiir die Strahlentherapie gezeigt werden, dass bei
dlteren Patienten die zuséatzliche Bestrahlung von Bulks (Lésionen > 7,5 cm) einen positiven Effekt auf

das Outcome mit sich bringt [70].
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2.2.5.2 Therapie bei Progress, Refraktiritit und Rezidiv

Autologe Stammzelltransplantation (Zweitlinientherapie)

Die meist verwendete Zweitlinientherapie bei Rezidiv, refraktiarer Erkrankung oder einem Progress flir
Patienten unterhalb des 70. Lebensjahres besteht aus einer sogenannten Salvage-Therapie
(Chemotherapie) gefolgt von einer Hochdosischemotherapie mit anschlieBender autologer
Stammzelltransplantation, bei der die zuvor mittels Stammzellapherese gesammelten eigenen
Stammzellen zuriickgegeben werden. Man konnte zeigen, dass bei chemosensiblen Rezidiven das
ereignisfreie Uberleben nach zusitzlicher autologer Stammzelltransplantation im Vergleich zur
alleinigen Salvage-Chemotherpie signifikant besser ist.

Die PARMA Studie konnte fiir diese Therapie bei rezidivierten DLBCL, nach bereits erfolgter
Chemotherapie, ein eventfreies Uberleben nach 5 Jahren von 46% und ein Gesamtiiberleben nach 5
Jahren von 53% zeigen [131].

Die 2010 veroffentlichte CORAL Studie zur autologen Stammzelltransplantation bei rezidivierten
Erkrankungen nach bereits erfolgter Rituximab beinhaltender Immunchemotherapie konnte auflerdem
einen Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des Auftretens des Rezidivs und der Ansprechrate der
darauffolgenden Therapie herstellen. Bei einem Auftreten innerhalb der ersten 12 Monate nach
Erstdiagnose der Erkrankung, zeigte sich eine Ansprechrate von nur 46%, verglichen mit einer
Ansprechrate von 88% bei einem Auftreten mindestens 12 Monate nach der Erstdiagnose der

Erkrankung [59]. Folglich ist die Prognose fiir frithe Rezidive des DLBCL deutlich eingeschrénkt.

Polatuzumab (Zweitlinientherapie)

Polatuzumab ist in der Kombinationstherapie mit Bendamustin und Rituximab fiir Patienten mit
rezidivierten oder refraktaren DLBCL, die nicht fiir eine Hochdosischemotherapie mit anschlieBender
Stammzelltransplantation in Frage kommen, zugelassen. Damit bietet sich diese Therapieoption auch
insbesondere fiir dltere Patienten an, die fiir eine Hochdosischemotherapie meist nicht in Frage kommen.
Bei Polatuzumab handelt es sich um ein Antibody-drug conjugate (ADC), also einen Antikorper, der an
ein Toxin gekoppelt ist. Dieses Konstrukt ist gegen das Oberflachenprotein CD79b gerichtet. Es handelt
sich bei Polatuzumab somit um eine targeted therapy (siehe 2.2.5.3).

CD79b ist ein Protein, das mit dem B-Zell-Antigenrezeptorkomplex assoziiert ist. Die antigenbindende
Doméne des Polatuzumabs ist iiber einen Linker mit Monomethyl Auristatin E (MMAE), einem
Spindelgift, verbunden. Studien konnten zeigen, dass es bei der umschriebenen Patientengruppe mit
Polatuzumab in Kombination mit Bendamustin und Rituximab, verglichen mit der alleinigen Therapie
mit Bendamustin und Rituximab, zu einer signifikant hoheren Komplettremissionsrate und einer

reduzierten Todeswahrscheinlichkeit von 58% kommt [150].
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Allogene Stammzelltransplantation (Drittlinientherapie)

Studien konnten fiir DLBCL nach dem ersten Rezidiv, bei refraktiarer Erkrankung oder nach einem
Progress keinen signifikanten Vorteil einer allogenen Stammzelltransplantation gegeniiber einer
autologen Stammzelltransplantation zeigen [6]. Bei der allogenen Stammzelltransplantation ist die Rate
an Rezidiven zwar geringer, sie geht jedoch mit einem hoéheren Risiko fiir non-relapsed mortality
(NRM), also therapiebedingter Mortalitdt, einher.

Zusammenfassend sind das auch die Griinde, weshalb die allogene Stammzelltransplantation aktuell
nach der autologen Stammzelltransplantation lediglich die Drittlinientherapie des DLBCL ist [88,171].
Jedoch muss erwdhnt werden, dass der Anteil der Patienten, die nach einer bereits erfolgten autologen
Stammzelltransplantation noch einer weiteren allogenen Stammzelltransplantation ausgesetzt werden
konnen, sehr gering ist. Das hiangt mafigeblich mit dem Allgemeinzustand der Patienten nach erfolgter
autologer Stammzelltransplantation zusammen. Im Zuge der GITMO Studie war der Anteil der
Patienten, die sich einer allogenen Stammzelltransplantation nach bereits erfolgter autologer
Stammezelltransplantation unterzogen, nur 19%, was zu Verzerrungen der Ergebnisse fithren kdnnte

[137].

Chimeric antigen receptor (CAR) T-Zellen (Drittlinientherapie)

CD19 ist ein Oberflachenprotein, welches auf physiologischen B-Zellen, sowie auch auf malignen B-
Zellen, jedoch nicht auf anderen Korperzellen, exprimiert wird [170]. Von einem chiméren Antigen
Rezeptor (CAR) spricht man, wenn der Rezeptor nicht der gleichen Herkunft entspricht wie die Zelle,
auf der sich der Rezeptor befindet. Bei den CAR T-Zellen handelt es sich um autologe, vom Patienten
selbst apherisierte T-Zellen, die gentechnisch mit einem chiméren Antigenrezeptor versehen worden
sind. Ziel ist es, dass der CAR sein Antigen spezifisch bindet (im Fall von B-Zell Lymphomen CD19)
und dadurch die T-Zelle direkt zum Wirkort bringt, wo diese ihre zytotoxischen Effekte entfalten kann.
Die Herstellung der anti-CD19 CAR T-Zellen erfolgt durch retroviralen oder lentiviralen Gentransfer.
Die Zellen nutzen dann ein single-chain fragment variable (scFv), also ein single-chain Konstrukt (siche

5.4.1.1), auf ihrer Oberflache als Rezeptor zur Antigenbindung.

2015 konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass anti-CD19 CAR T-Zellen bei einem DLBCL zu einer
Komplettremission fiihren konnen [89]. Auch bei der akuten lymphatischen Leukédmie (ALL) zeigt das
Konzept der anti-CD19 CAR T-Zellen Erfolg [64]. 2018 wurden dann erstmalig in Deutschland mit dem
Tisagenlecleucel und dem Axicabtagene-Ciloleucel zwei anti-CD19 CAR T-Zell Therapien zur
Behandlung der ALL und des DLBCL (Tisagenlecleucel) beziechungsweise zur Behandlung des DLBCL
und des primir mediastinalen B-Zell Lymphoms (PMBCL) (Axicabtagene-Ciloleucel) zugelassen.
Voraussetzung sind jeweils zwei vorangegangene, erfolglose, konservative Therapieversuche
[116,146]. Das besondere hierbei ist die Tatsache, dass es sich zu diesem Zeitpunkt um die erste

Zulassung einer Gentherapie gegen maligne Erkrankungen in Deutschland handelte.
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In einer Studie mit Axicabtagene-Ciloleucel bei refraktdren und rezidivierten DLBCL, PMBCL und
transformierten follikuldren Lymphomen zeigte sich nach mindestens 6 Monaten in der Gruppe der
DLBCL eine Ansprechrate auf die CAR T-Zellen von 82%. In der gesamten Studienpopulation ergab
sich nach 6 Monaten ein Gesamtiiberleben von 78% [116].

In einer Studie mit Tisagenlecleucel bei DLBCL mit Rezidiv nach autologer Stamzelltransplantation
oder Unfahigkeit des Patienten sich einer autologen Stammzelltransplantation zu unterzichen, zeigte
sich eine Ansprechrate von 52 %. In einer intention-to-treat Analyse, in der alle Patienten der Studie
eingeschlossen wurden, zeigte sich ein Gesamtiiberleben nach 12 Monaten von 40% [147].

In der Transcend NHL-001 Studie wurde eine dritte anti-CD19 CAR T-Zell Therapie bei refraktiren
und rezidivierten DLBCLs untersucht. Lisocabtagene-Maraleucel (liso-cel) zeigte eine
Gesamtansprechrate von 73%, die Rate fiir komplettes Ansprechen lag bei 53%. Das mediane

Gesamtiiberleben der Studienpopulation betrug 19,9 Monate [1].

Alles in allem zeigt sich mit der CAR T-Zell Therapie ein hoffnungsvolles und innovatives
Therapiekonzept fiir rezidivierte und refraktire DLBCLs. Warum sich die CAR T-Zell Therapie
insbesondere fiir B-Zell Lymphome etabliert hat, hat mehrere Griinde. Zum einen ist der Anteil an
positiven Zellen fiir das CAR Antigen (CD19) innerhalb der Gesamtheit der Tumorzellen sehr hoch.
Des Weiteren ist die Zugédnglichkeit zu den Tumorzellen fiir die CAR T-Zellen durch das Blut- und
Lymphsystem sehr dankbar. Auch ist die hohe Spezifitit in dem Sinne, dass sich der Oberflaichenmarker
CD19 zum Grofiteil nur auf B-Zellen befindet, sicherlich auch ein Grund fiir die herausragenden
Ergebnisse bei B-Zell Lymphomen. Von Vorteil ist wohl auch, dass die Depletion aller gesunden B-

Zellen verhdltnismaBig gut von den Patienten toleriert wird [33].

Des Weiteren gibt es einige Forschungsprojekte zur stetigen Weiterentwicklung der bisher so
erfolgsversprechenden CAR T-Zell Therapien. Zum Beispiel spricht man von der 4. Generation der
CARs, wenn es um die sogenannten TRUCKSs (T cell redirected for universal cytokine killing) geht.
Diese versuchen ein Problem der CAR T-Zell Therapie bei soliden Tumoren zu 16sen. Bei soliden
Tumoren kommt es hdufig zu einem, den Tumor umgebenen, anti-inflammatorischen Mikromilieu.
Dieses hindert die CAR T-Zellen, sowie auch andere T-Zellen daran, die Tumorzellen erfolgreich zu
zerstoren. Durch die zusétzliche Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie zum Beispiel
IL-12 durch die TRUCKS, soll dieses Problem beseitigt und die erfolgreiche Therapie weiter optimiert
werden [33,39].

2.2.5.3 Weitere therapeutische Optionen

Ein weiteres wichtiges und innovatives Therapickonzept in der Bekdmpfung von malignen

Erkrankungen ist die sogenannte targeted therapy. Hierbei handelt es sich, im Gegensatz zu der
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konventionellen Chemotherapie oder auch der Stammzelltransplantation, um eine Therapie, bei der die
therapeutische Substanz spezifisch gegen ein Ziel gerichtet ist. Bei diesem target handelt es sich in der
Regel um ein Protein, das fiir die Genese und das Uberleben des Tumors von zentraler Bedeutung ist.
Haufig handelt es sich hierbei um regulatorische Proteine des Zellzyklus. Aber auch andere Zielproteine
sind denkbar [179]. Bei dem als Zweitlinientherapie verwendeten Polatuzumab handelt es sich ebenfalls

um solch eine targeted therapy.

Venetoclax bei DLBCL ABC- und GCB-Typ

Bei Venetoclax handelt es sich um einen hochselektiven BCL2 Inhibitor. Initial gewann Venetoclax vor
allem in der Therapie der CLL von Bedeutung. Vor allem die Kombinationstherapie von konventioneller
Chemotherapie mit Venetoclax hat sich bei refraktdren CLL Erkrankungen als erfolgversprechend
gezeigt und fithrte in Deutschland auch zu einer Zulassung [53,151,159].

Aufgrund der bereits beschriebenen Haufigkeiten von BCL2 Mutationen bei DLBCLs, sowohl beim
GCB-Typ als auch beim ABC-Typ, entstand die Idee, die Wirksamkeit von Venetoclax auch bei
Lymphomen zu untersuchen [74,78]. In ersten Studien mit NHL zeigte sich in der Monotherapie mit
Venetoclax eine Ansprechrate bei DLBCL von lediglich 18%, wihrenddessen die Ansprechrate beim
Mantelzelllymphom bei 75% lag [44]. In weiteren Untersuchungen wurde die Wirksamkeit von
Venetoclax in der Kombinationstherapie mit Bendamustin und Rituximab bei refraktdren NHL
untersucht. Hier zeigte sich beim DLBCL eine Ansprechrate von 41%. Diese lag jedoch erneut deutlich
unter den Ansprechraten der Kombinationstherapie bei den follikuldren Lymphomen (75%), sowie bei

den Mantelzelllymphomen (100%) [47].

Lenalidomid bei DLBCL ABC- und GCB-Typ

Bei Lenalidomid handelt es sich um eine immunmodulatorische Substanz (Immunomodulatory Drug;
kurz IMiD). Die erste Substanz dieser Art war das Thalidomid, welches jedoch durch sein teratogenes
Potenzial schnell in Verruf geriet [172]. Mittlerweile existiert eine Vielzahl weiterer, mit dem
Thalidomid verwandten, IMiDs, wie das Lenalidomid. Diese zeichnen sich durch einen vielfdltigen und
komplexen Wirkmechanismus aus. Das Wirkspektrum dieser Substanzen beinhaltet beispielsweise die
Inhibition der Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha Synthese in aktivierten Monozyten. Weitere
Wirkungen sind die Inhibition der Angiogenese und eine Co-Stimulation von aktivierten T-Zellen.
AuBerdem zeigten sich zahlreiche direkte antitumordse Wirkungen, wie zum Beispiel die Initiation der
Apoptose [16]. All diese Eigenschaften machen die IMiDs fiir die Therapie von Malignomen sehr
interessant. Im direkten Vergleich mit der Vorldufersubstanz Thalidomid ldsst sich sagen, dass das
Lenalidomid wohl das potentere Medikament mit den geringeren unerwiinschten Wirkungen ist [107].
Lenalidomid wird bereits erfolgreich in der Therapie des rezidivierten, bezichungsweise refraktiren
Multiplem Myeloms in einer Kombinationstherapie mit Dexamethason verwendet [48]. Aber auch in

der Erstlinientherapie des Multiplen Myeloms wird das Lenalidomid erfolgreich verwendet [136]. In
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Studien wurde die Ansprechrate einer Lenalidomid Monotherapie bei refraktiren, beziehungsweise
rezidivierenden, NHL untersucht. Fiir das DLBCL konnten mit 19% [178] und 28% [181] eher moderate
Ansprechraten gezeigt werden. Eine weitere Studie kam zu dem Ergebniss, dass es fiir die
Erhaltungstherapie mit Lenalidomid nach erfolgter partieller oder kompletter Remission nach R-CHOP
Behandlung, bei ilteren Patienten mit DLBCL ein signifikant lingeres progressionsfreies Uberleben
gibt [161].

Eine andere Studie untersuchte Lenalidomid als Erhaltungstherapie fiir Patienten, die bereits eine
wirksame R-CHOP Therapie erhielten, sich jedoch keiner autologen Stammzelltransplantation mehr
unterzichen konnten. In der multizentrischen Phase II Untersuchung wurden 48 Patienten mit
Lenalidomid behandelt. Die Studie ergab ein progressionsfreies Uberleben nach einem Jahr von 70 %
[51].

Die L-MIND Studie aus dem Jahr 2020 untersuchte die Kombinationstherapie von Tafasitamab, ein
gegen CD19 gerichteter monoklonaler Antikérper, und Lenalidomid bei Patienten mit einem DLBCL
Rezidiv, die bereits eine bis drei Immunchemotherapien erhalten haben. Die Studie konnte zeigen, dass
48% der Patienten die beide Substanzen erhalten hatten, auf die Therapie komplett oder partiell
angesprochen haben [142].

Zusammenfassend ldsst sich zu Lenalidomid sagen, dass es zurzeit in der Erhaltungstherapie von dlteren
und schwécheren Patienten wohl ein gutes Konzept ist. In der Initialtherapie des DLBCL erzielte es

bislang jedoch nicht die gewiinschten Ergebnisse.

Ibrutinib bei DLBCL ABC-Typ

Die Bruton-Tyrosinkinase stellt einen zentralen Schnittpunkt zwischen dem BCR-Signalweg und dem
NF-kappaB Signalweg dar. Bei Ibrutinib handelt es sich um einen Inhibitor dieser Bruton-
Tyrosinkinase. Ibrutinib wird zur Behandlung der CLL, von Mantelzelllymphomen, sowie des Morbus
Waldenstrom eingesetzt [29,169,177]. Studien zu einer Ibrutinib-Monotherapie bei refraktdren und
rezidivierten DLBCL kamen zu dem Ergebnis, dass die Ansprechrate abhingig von der Subklasse des
DLBCL ist. Beim ABC-Typ zeigte sich eine Ansprechrate von 37%, beim GCB-Typ zeigte sich jedoch
nur eine Ansprechrate von 5 % [180]. Dieses Ergebnis deckt sich mit der pathophysiologischen
Grundlage der zwei Subklassen. Dem ABC-Typ liegt, im Gegensatz zum GCB-Typ, ein dauerhaft
aktivierter BCR-Signalweg und dementsprechend auch ein dauerhaft aktiver NF-kappaB Signalweg
zugrunde [9,45,46]. Hier entfaltet Ibrutinib folglich seine Wirkung.

In einer Phase III Studie wurde die Wirksamkeit von Ibrutinib in einer Kombinationstherapie mit R-
CHOP bei DLBCL vom ABC-Typ uberpriift. Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass es in der
Gesamtpopulation keinen Vorteil der zusétzlichen Ibrutinib Gabe beziiglich des ereignisfreien
Uberlebens gibt. Es konnte jedoch auch festgestellt werden, dass in der Gruppe der unter 60-Jihrigen

ein Vorteil beziiglich des ereignisfreien Uberlebens, des progressionsfreien Uberlebens und des
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Gesamtiiberlebens fiir die zusitzliche Gabe von Ibrutinib existiert. Dieser Vorteil wird sich jedoch durch
die Zunahme an schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen erkauft [187].

Verantwortlich fiir die teils widerspriichlich erscheinenden Untersuchungen zu Ibrutinib scheinen unter
anderem Escape-Mechanismen zu sein. Unter Ibrutinib Therapie kommt es zu Mutationen downstream
der Bruton-Tyrosinkinase, die die Wirkung des Ibrutinibs damit aufler Kraft setzen kénnen [84]. Um
Ibrutinib in der Therapie des DLBCL zu etablieren ist es erst notwendig, diese Escape-Mechanismen

ausfindig zu machen und bestenfalls beheben zu kénnen.

Bortezomib bei DLBCL ABC-Typ

Bei Bortezomib handelt es sich um einen Proteasomeninhibitor. Durch Proteasomeninhibition in
Krebszellen kommt es zu einer Akkumulation von pro-apoptotischen Regulatorproteinen, die dann
schlieBlich zum Zelltod fithren. Bortezomib fiihrte in der Therapie des Multiplem Myeloms bereits zu
Erfolgen [184].

Die Untersuchungen beziiglich des Erfolgs in der Therapie des DLBCL sind jedoch widerspriichlich.
In einer 2009 verdffentlichten Untersuchung wurde der Effekt von Bortezomib in Kombination mit
konventioneller Chemotherapie bei DLBCL untersucht. Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass es beim
ABC-Typ zu einer signifikant héheren Ansprechrate (83% vs 13%) und zu einem signifikant langeren
medianen Gesamtiiberleben (10,8 vs 3,4 Monate), verglichen mit dem GCB-Typ, kommt. Die
pathophysiologische Hypothese ist, dass die Hemmung des NF-kappaB Signalwegs durch das
Bortezomib, die normalerweise durch den iiberregulierten NF-kappaB Signalweg herabgesetzte
Chemosensitivitdit des DLBCL ABC-Typs, steigert. Diese pathophysiologische Grundlage existiert
beim DLBCL GCB-Typ nicht [50].

Eine 2017 veroffentlichte Studie, die ebenfalls den Zusatz von Bortezomib zu konventioneller R-CHOP
Chemotherapie bei nicht vorbehandelten Non-GCB DLBCL untersuchte, kam jedoch zu dem Ergebnis,
dass es fiir die zusitzliche Gabe von Bortezomib keinen Vorteil gegeniiber der alleinigen Therapie mit

R-CHOP gibt [96].

Checkpoint Inhibitoren

Immun-Checkpoints spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung und Zerstorung von Tumoren durch
das Immunsystem. Einige maligne Erkrankungen besitzen die Fahigkeit, sich durch die Aktivierung
negativ regulatorischer Signalwege der Erkennung und Zerstérung durch das Immunsystem zu
entzichen. Diese Methoden konnten sich als wichtiger Mechanismus fiir das Fortbestehen und
Metastasieren von Tumorerkrankungen herauskristallisieren. Es existiert eine Vielzahl verschiedener
solcher Mechanismen, zum Beispiel die Aktivierung von negativ costimulatorischen Proteinen wie dem
programmed cell death protein 1 (PD-1) und dem cytotoxic lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4)
[23,93].
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PD-1 befindet sich als Rezeptor auf den T-Zellen. Durch die Bindung des PD-1 Liganden, den einige
Tumorzellen exprimieren, kommt es zur Aktivierung dieses Signalwegs, der letztendlich in einem
inhibitorischen Signal fiir die T-Zelle endet. Es existieren zahlreiche monoklonale Antikdrper, die durch
die Inhibition dieses Signalwegs ihre Wirkung entfalten und damit zu einer Aktivierung des
Immunsystems mit antitumordser Wirkung beitragen. Zu nennen sind hier Nivolumab und
Pembrolizumab, die als anti-PD-1 Antikorper agieren. Ebenfalls zu nennen ist das Atezolizumab, ein
anti PD-L1 (PD-1 Ligand) Antikorper [124].

CTLA-4, welches sich ebenfalls auf der T-Zelle befindet, ist Teil einer komplexen Signalkaskade um
mehrere Co-Rezeptoren. Durch die Inhibition von CTLA-4 kommt es letztendlich zu einer Enthemmung
der Immunantwort und somit zu einer, gegen den Tumor gerichteten, Immunantwort. Ipilimumab ist
dabei wohl einer der bekanntesten monoklonalen Antikorper, die als CTLA-4 Inhibitoren agieren [124].
Die Immun-Checkpoint Inhibition erlangte in den letzten Jahren zunehmend das Interesse, insbesondere
in der Therapie von soliden Tumoren, wie dem malignen Melanom oder dem nicht kleinzelligen

Lungenkarzinom [58,168].

Eine friihe Studie an refraktdren und rezidivierten NHL mit dem anti-CTLA-4 Antikérper Ipilimumab
zeigte bei einem, der in der Studie eingeschlossenen DLBCL, ein komplettes Ansprechen auf die
Therapie. Die Gesamtansprechrate in der Gesamtpopulation der Studie betrug jedoch lediglich 11 %
[12].

2013 wurde die erste klinische Studie veroffentlicht, in der eine Wirkung einer PD-1 Inhibition bei
DLBCL gezeigt werden konnte. Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass bei DLBCL Patienten, die bereits
eine autologe Stammzelltransplantation erhielten, die dreimalige Gabe von Pidilizumab, einem anti-PD-
1 Antikdrper, zu einer Ansprechrate von 51 % fiihrte [15].

Eine neuere Studie von 2019 zur Wirkung von Nivolumab (PD-1 Inhibitor) bei refraktiren und
rezidivierten DLBCL, die sich keiner autologen Stammzelltransplantation unterzichen konnten oder
bereits eine fehlgeschlagene autologe Stammzelltransplantation hinter sich hatten, konnte jedoch
weniger hoffnungstragende Ergebnisse hervorbringen. In der transplantationsunfahigen Gruppe zeigte
sich nach 6 Monaten eine Ansprechrate von nur 3 %. Die Ansprechrate in der
transplantationsgescheiterten Gruppe lag nach 9 Monaten ebenfalls nur bei 10 % [13].

Im Zuge der Niveau Studie (DSHNHL 2015-1) wird aktuell die Checkpoint-Inhibition in einer
multizentrischen Phase 3 Studie bei dlteren Patienten im ersten Rezidiv oder nach Progress eines
aggressiven, CD20 positiven B-Zell NHL, die sich keiner Hochdosischemotherapie unterziehen konnen,
untersucht. Im Detail wird die Wirksamkeit der Kombinationstherapie von Nivolumab (PD-1 Inhibitor)
mit Gemcitabin, Oxaliplatin und Rituximab mit der alleinigen Therapie von Gemcitabin, Oxaliplatin

und Rituximab verglichen [71].
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Die bisher eher weniger zufriedenstellenden Ergebnisse der Checkpoint-Inhibition bei DLBCLSs konnten
vermutlich mit der vergleichsweise niedrigen Expression des PD-1 Liganden auf den Tumorzellen
zusammenhdngen. Beim nodulédr sklerosierenden Typ des klassischen Hodgkin Lymphoms (die
haufigste Subklasse des Hodgkin Lymphoms), sowie beim primédr mediastinalen grof3zelligen B-Zell
Lymphom (PMLBL) konnte ein Zusammenhang zwischen der Amplifikation eines Gens und der bei
diesen Tumoren erhohten Expression des PD-1 Liganden gezeigt werden [62]. Fiir diese
Lymphomentitdten sind daher die Ergebnisse beziiglich der PD-1 Inhibition auch wesentlich
erfolgsversprechender [186,191].

Beim DLBCL konnten bislang jedoch keine solche Genamplifikationen nachgewiesen werden. Die
Expression des PD-1 Liganden ist auf Zellen von DLBCL verhéltnisméBig gering [10].

Eine andere Idee, die einige Forscher verfolgen, ist die Kombination der Checkpoint-Inhibition mit
anderen Lymphomtherapien. So gibt es bereits erste Arbeiten zu der Kombination von anti-PD-L1

Antikorpern mit dem Bruton-Tyrosinkinase Inhibitor Ibrutinib [140].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in der Therapie des DLBCL mit Checkpoint-Inhibitoren
prinzipiell groBBes Potenzial steckt. Bislang ist jedoch noch eine unzureichende wissenschaftliche
Grundlage vorhanden, um dieses Potenzial vollends auszuschopfen. Die Forschung steht hier noch am

Anfang.

2.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Kombination der Tatsachen, dass zum einen die bisherige konservative Therapie der DLBCLs,
insbesondere vom ABC-Typ, das Uberleben nicht in dem MaB sichert wie gewiinscht und auf der
anderen Seite die Pathogenese dieser Lymphome mehr und mehr verstanden wird, l4sst neue Ideen und
Moglichkeiten beziiglich der Therapie zu.

Eine dieser Ideen ist die der sogenannten B-cell receptor antigens for reverse targeting (BAR) [164].
Hierbei macht man sich den Mechanismus der Autoantigen Stimulation in der Pathogenese zu Nutze.
Wie bereits erldutert binden gewisse Anteile verschiedener Lymphomentitdten mit ihrem BCR
spezifisch diese jeweiligen Autoantigene. Im Umkehrschluss heif3t das wiederum, dass dieses Antigen
den BCR und damit das Lymphom spezifisch binden kann. Man spricht auch von einer targeted therapy,
die im Unterschied zur konventionellen Chemo- oder Radiotherapie spezifischer am Tumor selbst wirkt

[102].
Das Ziel dieser Arbeit war nun, sich dieses BAR-Konzept zu Nutze zu machen. Dazu wurde ein

spezifisches Autoantigen an einen Antikorper oder an ein antikorperdhnliches Konstrukt gekoppelt.

Dadurch soll weiterfiihrend ein spezifisches Téten von Tumorzellen ermdglicht werden. In dieser Arbeit
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sollen unterschiedliche Arten von Antikorper-Konstrukten auf ihre mogliche Bindung und Zytotoxizitét

beziiglich des DLBCL vom ABC-Typ getestet werden.

2.3.1 Antigen und Zelllinie

Das Autoantigen, mit dem gearbeitet wurde, ist das oben beschriebene ARS2. Es bindet spezifisch den
BCR der U2932 Zelllinie, eine DLBCL Zelllinie vom ABC-Typ. Die Gensequenz, mit der das ARS2
mit dem BCR interagiert, also das Epitop, besteht aus den Aminosduren 343 bis 375 des ARS2 Proteins
[20].

2.3.2 Fab Konstrukte

Zunichst wurde ein dem Fab-Fragment eines Antikorpers dhnliches Konstrukt, das sogenannte BAR
Fab-Konstrukt hergestellt. Anstelle der eigentlichen variablen Doménen des Fragments riickten, sowohl
in der leichten als auch in der schweren Kette, eine jeweils identische ARS2 Sequenz. Es sollten drei
verschiedene solcher Konstrukte hergestellt werden, die auch drei verschieden Ausschnitte der ARS2
Sequenz beinhalten. Immer enthalten in dieser Sequenz ist das Epitop (AA343-375), welches den BCR
binden soll. Durch die unterschiedliche Stellung des Epitops innerhalb der variablen Doméne sollte
zundchst herausgefunden werden, welche dieser Positionen fiir die Bindung des Konstrukts an der
Zielzelle am erfolgreichsten ist. Um den urspriinglichen Fab-Fragmenten, bei denen die variable
Doméne aus ungefdhr 100 Aminosduren besteht, moglichst dhnlich zu sein, entschied man sich dazu,
bei den unterschiedlichen verwendeten ARS2 Sequenzen eine dhnliche Lange (zwischen 115 und 123
AA) zu verwenden. Die daraus resultierenden Sequenzausschnitte waren AA 343-466, AA 290-410 und
AA 260-375.
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N-Terminus C-Terminus
N-Terminus C-Terminus

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Fab Konstrukte

Die Abbildung zeigt schematisch drei verschiedene Fab Konstrukte untereinander. Die Fab Konstrukte bestehen jeweils aus
der konstanten Doméne der leichten Kette (Cr) und der konstanten Doméne 1 der schweren Kette (Cy;). Beide sind iiber eine
Disulfidbriicke (gelb) miteinander verbunden. Links ist der N-Terminus markiert. Am C-Terminus der konstanten Doménen
schlieft sich dann jeweils an jede Kette eine ARS2 Sequenz an. Die griine Markierung zeigt schematisch die Position des
Epitops (AA 343-375) in Bezug zur gesamten, im Konstrukt enthaltenen, ARS2 Sequenz. Rechts ist der C-Terminus
markiert.

Sollte eines dieser Konstrukte nun erfolgreich auf der U2932 Zelllinie binden, kdnnte eben diese
Sequenz auch fiir die anderen, spéter synthetisierten und getesteten Konstrukte dienen, wodurch dem
Fab-Konstrukt eine ganz grundlegende Rolle zukommt. Das sich daran unmittelbar anschlielende Ziel
war nun die Kopplung an ein Toxin. In dieser Arbeit wurde das Exotoxin A (ETA), beziechungsweise
das ETA-KDEL verwendet [128,148]. Dadurch soll es, nachdem das Toxin mitsamt Konstrukt von der

Zelle internalisiert worden ist, zur Lyse der Tumorzellen kommen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Fab-ETA (bzw. ETA-KDEL) Konstrukts an seinem Wirkort

Zu erkennen ist zum einen die hautfarbene Tumorzelle im Hintergrund. Zentral ist das ARS2 Fab-ETA Konstrukt mit der
konstanten Doméne der leichten Kette (Cr), der konstanten Doméne 1 der schweren Kette (Cy;) und jeweils einer ARS2
Sequenz zu erkennen. Mit griin ist die Lage des Epitops beispielhaft markiert, da hier keine exakte Angabe iiber die genaue
ARS2 Sequenz gemacht werden kann. Mit der Schwerkette verbunden ist das Toxin, welches entweder dem ETA oder dem
ETA-KDEL Toxin entspricht. Des Weiteren zu erkennen ist die Disulfidbriicke zwischen den konstanten Doménen (gelb).

2.3.3 Schwerketten-Konstrukte

Bei den Schwerketten-Konstrukten handelt es sich um Konstrukte, die von den Fab-Konstrukten
abgewandelt wurden. Sie bestehen lediglich aus deren schweren Kette, also aus der konstanten Doméne
1 und einer ARS2 Sequenz, sowie fakultativ ergidnzend einem Toxin. Als Toxin wurde wiederum das
ETA, sowie das ETA-KDEL verwendet. Hintergrund der Konstrukte ist, dass durch eine geringere
GroBe und eine monovalente, statt wie bei den Fab-Konstrukten eine bivalente Bindung, eine

Internalisierung womdglich erleichtert werden kann.
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N-Terminus C-Terminus

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Schwerketten-Konstrukte

A: Schwerketten-Konstrukt Zu sehen ist das Schwerketten Konstrukt mit konstanter Doméne 1 (Cy;) und ARS2 Sequenz.
Die griine Markierung zeigt beispielhaft die Lage des Epitops, da die genaue ARS2 Sequenz hier noch nicht bekannt ist.
Links ist der N-Terminus und rechts der C-Terminus des Konstrukts markiert.

B: Schwerketten-Toxin-Konstrukt Zu sehen ist das Schwerketten Konstrukt mit gekoppeltem Toxin. Es sind konstante
Doméne 1 der Schwerkette (Cy1), sowie eine ARS2 Sequenz zu sehen. Die griine Markierung zeigt beispielhaft die Lage des
Epitops, da die genaue ARS2 Sequenz hier noch nicht bekannt ist. Links ist der N-Terminus und rechts der C-Terminus des
Konstrukts markiert. Weiterhin ist das an die Schwerkette gekoppelte Toxin zu erkennen (lila).

2.3.4 Antikorper Konstrukte

Bei vorheriger erfolgreicher Durchfithrung des BAR Konzepts mit den Fab Konstrukten und den
Schwerketten Konstrukten, sollte in dieser Arbeit noch ein weiteres Konzept, das des BAR Antikdrpers
in Vollldnge getestet werden. Auf der Basis des Fab Konstruktes und in Anlehnung an das Rituximab,
welches in der Vergangenheit bereits bahnbrechende Erfolge in der Lymphomtherapie verzeichnen
konnte, wird hier keine Kopplung an ein Toxin bendtigt [105]. Die Lyse der Tumorzellen und damit die
Zytotoxizitdt des Konstrukts soll hier iiber das eigene Immunsystem des Patienten, genauer {iber die

ADCC, aber auch iiber die CDC, vermittelt werden [139].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des BAR-Antikorpers

Die Abbildung zeigt schematisch den BAR-Antikdrper. Zu erkennen ist am unteren Ende der Fc-Teil mit dem C-Terminus
und den konstanten Doménen zwei und drei der zwei schweren Ketten (CH2 und CH3). Direkt dariiber ist die hinge-region
mit den dazugehdrigen zwei Disulfid-Briicken (gelb) zu erkennen. Am oberen Ende findet sich links und rechts jeweils ein
Fab-Fragment, bestehend aus der leichten Kette mit konstanter Doméne (CL) und der ARS2 Sequenz, sowie dem oberen Teil
der schweren Kette, bestehend aus der ersten konstanten Doméne (CH1) und der ARS2 Sequenz. In der ARS2 Sequenz ist
beispielhaft das Epitop griin markiert. Die genaue Lage ist noch unbekannt. Innerhalb des Fab-Fragments werden schwere
und leichte Kette ebenfalls durch eine Disulfibriicke (gelb) miteinander verbunden. Der N-Terminus definiert das obere Ende
des Fab-Fragments.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborgerite

Geriit

Firma

Agarose-Gel Kammer

Bio-Rad (Miinchen, D)

BD FACS Canto ™ Flow Cytometer

BD Biosciences (Heidelberg, D)

HERAsafe HSP18 Sicherheitswerkbank (Hood)

Heraeus (Hanau, D)

HERACcell 240 CO, Inkubator

Heraeus (Hanau, D)

Nano-Drop Spectrophotometer

Peqlab Biotechnologie (Erlangen, D)

Neubauer-Zihlkammer

Eppendorf (Hamburg, D)

Photometer Gene Quant pro

Amersham plc (Little Chalfont, UK)

Trans-Blot SD, semi-dry transfer cell

Bio-Rad (Miinchen, D)

Wallac Victor?, 1420 Multilabel Counter

Perkin Elmer (Rodgau, D)

Western-Blot-Gelkammer

Bio-Rad (Miinchen, D)

Veriti, 96 Well Thermal Cycler

Applied Biosystems (California, D)

Tabelle 1: Laborgeriite
Die Tabelle zeigt links den Namen des Gerits und rechts die entsprechende Firma.

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

3.1.2.1 Chemikalien und Sonstiges

Sofern nicht weiter angegeben, wurden die Chemikalien von Merck (Darmstadt, D) bezogen.

Name Firma
Acrylamid Mix 30% Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, D)
Adefo Mix Sa Entwickler Adefo-Chemie GmbH (Neu-Isenburg, D)
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Adefo Mis Sa Fixierer

Adefo-Chemie GmbH (Neu-Isenburg, D)

Agarose

siehe oben

Amersham Hyperfilm ECL, high performance

chemiluminescence film

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)

Amicon Stirred Ultrafiltration Cell Model 202

Merck (Darmstadt, D) (frither Millipore
(Massachusetts, USA))

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Merck (Darmstadt, D)

Ampicillin (100 pg/ml)

siehe oben

Anti-FLAG-Matrix

siehe 3.2.9.3

BD Bacto™ Tryptone

BD Biosciences (Heidelberg, D)

BD Bacto™Yeast Extrakt

BD Biosciences (Heidelberg, D)

BD Pharmingen™ APC Streptavidin (0,2 mg/ml)

BD Biosciences (Heidelberg, D)

Biocoll, Dichte 1,077 g/ml, isotonisch

Biochrom GmbH (Berlin, D)

Blotterpapier, 703 (Filterpapier)

VWR (Pennsylvania, USA)

Bromophenolblau 2% (Blaumarker)

siehe oben

Buffer Aarl-Ajil-BpulOI-Scal-Pasl (10x)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Buffer B (blue) (10x) Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Buffer O (orange) (10x) Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Buffer R (red) (10x) Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Buffer Tango (yellow) (10x)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail

Roche Applied Science (Penzberg, D)

Desoxytrinukleotide (ANTPs)

Roche Applied Science (Penzberg, D)

Dialysemembran 10 kDa

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D)

Difco™Agar, Granulated

BD Biosciences (Heidelberg, D)

Dimethyl Sulfoxide

Merck (Darmstadt, D)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH7)

Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (pHS),

wurde selbst titriert

Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

Entwicklerlosung 1:
LumiGLO ®, Reagent A (20%)

Cell signaling Technology (Massachusetts, USA)

Entwicklerlosung 2:
Peroxide Reagent B (20x)

Cell signaling Technology (Massachusetts, USA)

Essigsdure (CH;:COOH)

siehe oben

Ethidiumbromid

Merck (Darmstadt, D)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

siehe oben

Fetales Kélberserum (FCS)

Biowest (Nuaillé, F)

Filtropur V50 500ml 0.22um

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, D)

G-418 (Gentiticin)

Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

Glucose siche oben

Glutamin Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

Glycerol (100%) siche oben

Glycin 0,2 M pH3 siche oben

Hyperfilm™ ECL™ Merck (Darmstadt, D) (frither Fisher Scientific

GmbH (Schwerte, D))

Imidazol 150 mM

siehe oben

Immobilon-P Transfer Membranes, PVDF

Merck (Darmstadt, D)

Isopropylthiogalactosid (IPTG) siche oben
Kanamycin (25 pg/ml) siche oben
Magermilchpulver siche oben
Magnesiumchlorid (MgCly) siche oben
Magnesiumsulfat (MgSOs) siche oben
Methanol siche oben
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Natriumchlorid (NaCl) siche oben
Natriumdodecylsulfat (SDS) siche oben
Natriumhydrogenphosphat (Na’HPO?) siehe oben
Natriumhydroxid (NaOH) siche oben
Paraformaldehyd (PFA) siche oben
PCR-Puffer Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Proteaseinhibitor Cocktail

Bohringer Mannheim GmbH (Mannheim, D)

RPMI 1640 Medium

Pan - Biotech GmbH (Aidenbach, D)

S-Monovette® 9ml K3E

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, D)

Streptavidin RPE (0,5 mg/ml)

Dianova (Hamburg, D)

Streptomycin

Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

siehe oben

TALON® Metal Affinity Resin (TALON beads)

Takara Bio Europe (Clontech) (Saint-Germain-en-

Laye, F)

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS)

Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

TRIZMA Hydrochlorid Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
Trypanblau siche oben
Triton X-100 siche oben

T4 DNA Ligase Buffer

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Ultrafitrations-Membranscheibe, PLTK Ultracell
aus gereinigter Zellulose, 30 kDa NMGG, 63,5 mm

Merck (Darmstadt, D) (frither Millipore
(Massachusetts, USA))

X-tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent

Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

Tabelle 2: Chemikalien

Die Tabelle zeigt links die Chemikalie und rechts die entsprechende Firma.
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3.1.2.2 Puffer, Losungen und Ahnliches

Puffer/Losungen/Medien/Agar Zusammensetzung
Laemmli-Puffer (10x) 144 g Glycin
+ 30,34 g TRIS

+ 10 g Natriumdodecylsulfat (SDS)

+ 1 1 destilliertes Wasser zugeben

LB-Ampicillin/Kanamycin-Agar

10 g Tryptone

+ 5 g Yeast Extrakt

+ 10 g Natriumchlorid

+ 15 g Agar

+ 1 1 destilliertes Wasser

autoklavieren

+ 1 ml Ampicillin (100 pg/ml) / + 1 ml Kanamycin
(100 pg/ml)

LB-Ampicillin/Kanamycin-Medium

10 g Tryptone

+ 5 g Yeast Extrakt

+ 10 g Natriumchlorid (NaCl)

+ 1 1 destilliertes Wasser

autoklavieren

+ 1 ml Ampicillin (100 pg/ml) /+ 1 ml Kanamycin
(100 pg/ml)

Polyacrylamid-Trenngel 10% (5 ml)

2,0 ml Aqua dest.

+ 1,7 ml 30% Acrylamide mix

+ 1,3 ml 1,5 M TRIS (pH 8,8)

+ 50 pl 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)

+ 50 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
+ 2 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

SDS-Polyacrylamid-Trenngel 12% (5 ml)

1,7 ml destilliertes Wasser

+ 2,0 ml 30% Acrylamide mix

+ 1,3 ml 1,5 M TRIS (pH 8,8)

+ 50 pl 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)

+ 50 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
+ 2 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)
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SDS-Polyacrylamid-Sammelgel (1 ml)

680 l destilliertes Wasser

+ 170 pl 30% Acrylamide mix

+ 130 pl 1,0 M TRIS (pH 6,8)

+ 10 pl 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)

+ 10 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
+ 1 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

SDS-PAGE-Probenpuffer (5x) (nicht reduzierend)

0,6 ml TRIS 1M pH 6,8

+ 2,5 ml Glycerol 100%

+ 2 ml 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)
+ 0,5 ml Bromophenolblau 2%

+ 3,9 ml destilliertes Wasser

SOC-Medium

20 g Tryptone

+ 5 g Hefe Extrakt

+ 0,5 g Natriumchlorid (NaCl)

+ 10 ml 250 mM Kaliumchlorid (KCI)
pH 7,0 mit NaOH einstellen

+ 1 1 destilliertes Wasser
autoklavieren

+ 5 ml 2M Magnesiumchlorid (MgCl,)

Transferpuffer (1x)

0,3 g TRIS

+ 1,44 g Glycin

+ 20 ml Methanol

+ 100 ml destilliertes Wasser

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

242 g TRIS
+ 57,1 ml Essigsdure (CH;COOH)
+ 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

TRIS-Buffer-Saline (TBS)

8,75 g Natriumchlorid (NaCl)
+ 6,05 g TRIZMA Hydrochlorid
+ 1,4 g TRIS

+ 1 1 destilliertes Wasser

TBS-Triton X

TBS
+0,1% Triton X-100

38




2xTY-Ampicillin-Glucose-Agar (2xTY-AG-Agar)

16 g Tryptone

+ 10 g Yeast Extrakt

+ 5 g Natriumchlorid (NaCl)
+ 1 1 destilliertes Wasser

+ 15 g Agar

autoklavieren

+ 25 ml Glucose 40%

+ 1 ml Ampicillin (100 pg/ml)

2xTY-Ampicillin-Glucose-Medium (2xTY-AG-
Medium)

16 g Tryptone

+ 10 g Yeast Extract

+ 5 g Natriumchlorid (NaCl)
+ 1 1 destilliertes Wasser
autoklavieren

+ 25 ml Glucose 40%

+ 1 ml Ampicillin (100 pg/ml)

Tabelle 3: Puffer und Losungen

Die Tabelle zeigt links den Puffer beziehungsweise die Losung und rechts die Zusammensetzung des jeweiligen Puffers oder

der Losung.

3.1.2.3 Kits

Kit

Firma

Cytotoxicity Detection Kit "*YS (LDH)

Roche Applied Science (Penzberg, D)

High Pure Plasmid Isolation Kit

Roche Applied Science (Penzberg, D)

NucleoBond®Xtra Midi

Macherey-Nagel (Diiren, D)

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

Zymo Research (Freiburg, D)

QuikChange IT XL Site-Directed Mutagenesis Kit

Agilent Technologies (Waldbronn, D)

TOPO™ TA Cloning™ Kit for Subcloning, without

competent cells

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Tabelle 4: Kits

Die Tabelle zeigt links die Namen der Kits und rechts die entsprechende Firma.
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3.1.3 Zellen/Bakterien

3.1.3.1 Zellen

U2932 (DLBCL Zelllinie)

Die DLBCL Zelllinie wurde mir freundlicherweise durch M-L Hansmann vom Dr. Senckenberg Institut
fiir Pathologie der Universitétskliniken Frankfurt zur Verfiigung gestellt. Die Zelllinie ist ARS2 positiv,
heif3it, es wurde bereits mittels Phagen-Display gezeigt, dass der B-Zell-Rezeptor der Zelllinie ARS2
bindet.

HBL 1 (DLBCL Zelllinie)

Die DLBCL Zelllinie wurde mir freundlicherweise von der Klinik fiir Hadmatologie der
Universitatsmedizin Gottingen zur Verfligung gestellt. Die Zelllinie ist ARS2 negativ, heil3t, mittels
Phagen-Display wurde gezeigt, dass der B-Zell Rezeptor der Zelllinie ARS2 nicht bindet.

TMD 8 (DLBCL Zelllinie)

Die DLBCL Zelllinie wurde mir freundlicherweise von der Klinik fiir Hadmatologie der
Universitatsmedizin Gottingen zur Verfligung gestellt. Die Zelllinie ist ARS2 negativ, heil3t, mittels
Phagen-Display wurde gezeigt, dass der B-Zell Rezeptor der Zelllinie ARS2 nicht bindet.

HEK-293T (Human Embryonic Kidney Zelllinie)

Die HEK-293T Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zelllinien in

Braunschweig erworben.

3.1.3.2 Bakterien

Escherichia coli DHS5alpha

Die Bakterien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zelllinien in

Braunschweig erworben.

Escherichia coli TG1

Die Bakterien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zelllinien in

Braunschweig erworben. Chromosomaler Genotyp: SupE hsdA5 thi A(lac-proAB).
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3.1.4 DNA

3.1.4.1 Primer

Name

Sequenz (5’ nach 3’)

Primer fiir die Leichtkette

ARS2 AA343 Apal1-s

AGT GCA CAG AAG GAA GCC AAA AAG AGT
AGC

ARS2 AA466 Xhol-as

CTC GAG CCA GCC ACG ACG GAA AAAC

ARS2 AA290 Apal1-s

AGT GCA CAG GCT GGA GCA GGC CTA GGG

ARS2 AA410 Xhol-as

CTC GAG CAG CCC CGC GGC GTCCTT G

ARS2 AA260 Apal1-s

AGT GCA CAG ACG GAG AAT GAT CTT CGT

ARS2 AA375 Xhol-as

CTC GAG CTC TGA CTC CGA CTCAGA C

Primer fiir die Schwerkette

ARS2 AA343 Ncol-s

CCA TGG CCC AAG GAA GCC AAA AAG AGT
AGC

ARS2 AA466 BstE2-as

GGT CAC CCA GCC ACG ACGGAA AAAC

ARS2 AA290 Ncol-s

CCA TGG CCG CTG GAG CAG GCC TAG GG

ARS2 AA410 BstE2-as

GGT CAC CAG CCC CGC GGC GTCCTITG

ARS2 AA260 Ncol-s

CCA TGG CCA CGG AGA ATG ATC TTC GT

ARS2 AA375 BstE2-as

GGT CACCTC TGA CTCCGA CTCAGAC

Primer fiir die IgG Klonierung

ARS2 AA343 Munl-s

CAA TTG AAG GAA GCC AAA AAG AGT AGC

ARS2 AA343 Agel-s

ACC GGT AAG GAA GCC AAA AAG AGT AGC

ARS2 AA466 Nrul-as

TCG CGA TCC AGC CAC GAC GGA AAA AC
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IgG1 Apal-as

GGG CCC GCC GCC GCC GTT TAC CCG GAG
ACA GGG A

Primer fiir Mutagenese

TA mut Apal-s

GCT CGA GCA TGC ATC TAG ACG GCC CAA
TTC

TA mut Apal-as

GAA TTG GGC CGT CTA GAT GCA TGC TCG
AGC

ARS2 mut Smal-s

GCC CAA CAT CTC GCG GGC CGA GAT C

ARS2 mut Smal-as

GAT CTC GGC CCG CGA GAT GTT GGG C

ARS2 mut Eco47 3 -s

AAG GAG GAG GCC GAA GAG GCG CTC AAG
G

ARS2 mut Eco47 3 -as

CCTTGA GCGCCTCTITCGGCCTCCTCCTT

3’-Antisense KDEL mut

CGA CCG GGC AGG TCA GGCTCACCAC

Primer Sonstige

CH1-3’ TGG ACG CCG CTG GTC AGG GC
CH1-5° GCC CTG ACC AGC GGC GTC CA
CMV-Prim TGG GAG TTT GTT TTG GCA CC
Kappa-as TCC AGA TTT CAA CTG CTC GTC
M13 forward GTT TTC CCA GTC ACG AC

M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

Tabelle 5: Primer
Die Tabelle zeigt links den Primer und rechts die zugehorige Sequenz von 5° nach 3°.

3.1.4.2 Vektoren

ARS2 pSfi FLAG

Im Vorfeld wurde aus der U2932 Zelllinie mit Hilfe zweier ARS2 Primer die vollstindige ARS2
Sequenz amplifiziert. Diese Sequenz wurde dann anschliefend in einen pSfi-FLAG Vektor (siche pSfi

FLAG) kloniert. Dieser fertige Vektor wurde mir dann freundlicherweise vom José-Carreras-Zentrum
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in Homburg zur Verfiigung gestellt. Er wurde dann im ersten Schritt der Arbeit als ARS2

Ursprungsvektor benutzt, um die ARS2 Sequenz daraus zu amplifizieren.

pCES-1 Vektor

Der pCES-1 Vektor wurde dem José Carreras Zentrum in Homburg freundlicherweise von Hoogenboom
et al. zur Verfiigung gestellt [72].

Der pCES-1-Vektor ist ein Phagemid Vektor, der Bestandteil von Phagen ist. Er wurde urspriinglich
zum Phagen Display verwendet, bei dem er an die Oberfldche des Phagen gebundene Fabs exprimiert.
In dieser Arbeit wurde er jedoch ausschlieBlich zur Klonierung und anschlieenden Expression von
16slichen, antikorperdhnlichen Konstrukten verwendet.

Der Vektor wird durch einen lacZ Promotor kontrolliert. Er enthdlt Gene fiir die konstante Doméne der
Leichtkette (CL) und einer konstanten Doméne der Schwerkette (CH1). Des Weiteren bietet er die
Moglichkeit, Gensequenzen an die Stelle der variablen Doméne der Leichtkette (VL), sowie an die Stelle
der variablen Domine der Schwerkette (VH) mithilfe flankierender Gensequenzen, sogenannter
Schnittstellen, zu klonieren. VL wird von den Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Apal1 und
Xhol flankiert, VH wiederum von den Schnittstellen fiir die Enzyme Ncol und BstE2.

Im Vorfeld wurde durch das José-Carreras-Zentrum an die Stellen der VL und der VH ein sogenannter
Stuffer (Platzhalter) mit einer Lange von circa 1000 Basenpaaren (bp) kloniert. Dieser Stuffer besitzt
unter anderem eine interne Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Hind3, die in dieser Arbeit von
Bedeutung ist.

Schwerkette und Leichtkette haben jeweils eine eigene Ribosomenbindestelle, sowie eine eigene
Signalsequenz. Die Leichtketten-Gene VL und CL werden somit separat von der Schwerkette
exprimiert.

Der pCES 1-Vektor enthdlt am 3° Ende der CH1 Region ein Hexahistidin-tag (His-tag), zur spateren
Anreicherung der Fabs oder antikorperdhnlichen Konstrukte. Des Weiteren hat der Vektor ein
Ampicillin-Resistenzgen, das der spiteren Selektionierung dient.

Am 3’-Ende des His-tags ist die CHI Sequenz iiber das Amber-Codon mit dem Mantelprotein-Gen
(gIll) gekoppelt. Unter dem Amber-Codon versteht man ein Basentriplett, was normalerweise zum
Abbruch der Translation fiihrt. Ein sogenanntes Stopcodon. Im Fall des pCES-1 Vektors handelt es sich
um die Sequenz Thymin (T), Adenin (A) und Guanin (G), also TAG. Verwendet man sogenannte
Amber-Supressorstimme zur Expression, die verdnderte tRNA besitzen, kann es trotzdem zur
Ubersetzung in eine Aminosiure kommen. Folglich bricht die Translation nicht ab und das folgende
Mantelprotein glII wird ebenfalls, verbunden mit dem restlichen Fab, exprimiert. Das Fab Konstrukt ist
dann iiber das Mantelprotein an der Oberflaiche des Phagen gebunden. Dieser Vorgang findet seine

Bedeutung bei der urspriinglichen Funktion des Vektors, dem Phagen Display.
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Bei Verwendung von Non-Supressorstimmen fiihrt das Stopcodon jedoch zu einem
Translationsabbruch. Infolgedessen kommt es nicht zur Expression des Mantelproteins gIII, was
wiederum die Expression von 16slichen Fabs zur Folge hat.

Durch die Induktion des lacZ Promotors mit IPTG kommt es jedoch trotz der Verwendung von Amber-
Supressorstimmen zu einer Uberexpression und damit zu einer Produktion von 16slichen Fab’s [87]. In

dieser Arbeit wurde ausschlieB3lich dieses Prinzip angewandt um 16sliche Fab’s zu produzieren.

Hind3 ApaLl Xhol Ascl Ncol BstE2 Notl

tbs S| VL | CL tbs S| VH |CHl| Hé6tag A GIII

A pLacZ

Col E1 ori

AmpR

\——/

Abbildung 8: pCES-1 Vektor

Dargestellt ist der pCES-1 Vektor mit den zwei Ribosomenbindestellen (rbs) und den zwei Signalsequenzen (S). Des
Weiteren dargestellt sind die Gene der variablen Leichtkette (VL), der konstanten Leichtkette (CL), der variablen
Schwerkette (VH), sowie das Gen der Schwerkettendoméne 1 (CH1). Mit Pfeilen sind die Schnittstellen Sequenzen fiir die
Restriktionsenzyme Apal 1, Xhol, Ascl, Ncol, BstE2 und Not1 dargestellt. Histidin-tag (H6 tag), Amber-Codon (A), sowie
Mantelproteingen-GIII (GIII) befinden sich am 3’Ende der Schwerkette. Der Vektor besitzt ein Ampicilin-Resistenz Gen
(AmpR). Der origin of replication (Col E1 ori) folgt der lacZ Promotor (pLacZ).

pCES-1 + ETA (beziehungsweise ETA-KDEL) Vektor

Der Vektor wurde mir freundlicherweise vom José-Carreras-Zentrum in Homburg zur Verfiigung
gestellt.

Es handelt sich um den schon beschriebenen pCES-1 Vektor bei dem sich am 3’-Ende der Notl
Schnittstelle das ETA Toxin befindet [128]. Bei dem ETA Toxin handelt es sich um das Exotoxin A
von Pseudomonas aeruginosa. Derselbe Vektor existiert auch mit einer modifizierten Form des ETA
Toxins, dem sogenannten ETA-KDEL. Dabei handelt es sich um ein C-terminales KDEL Peptid,

welches den intrazelluldren Transport verbessern soll [148].
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Hind3 ApaLl Xhol Ascl Ncol BstE2 Notl

J rbs S \ VL \ CL } rbs S \ VH \CH] \ ETA  H6 tag A GIII

i pCES-1+ETA

Col El ori

AmpR

——/

Abbildung 2: pCES-1 + ETA Vektor

Dargestellt ist der pCES-1 Vektor mit den zwei Ribosomenbindestellen (rbs) und den zwei Signalsequenzen (S). Des
Weiteren dargestellt sind die Gene der variablen Leichtkette (VL), der konstanten Leichtkette (CL), der variablen
Schwerkette (VH), sowie das Gen der Schwerkettendoméne 1 (CH1). Mit Pfeilen sind die Schnittstellen Sequenzen fiir die
Restriktionsenzyme Apal1l, Xhol, Ascl, Ncol, BstE2 und Not1 dargestellt. Am 3’-Ende der Not1 Schnittstelle befindet sich
das ETA-Toxin (ETA). Histidin-tag (H6 tag), Amber-Codon (A), sowie Mantelproteingen-GIII (GIII) befinden sich am
3’Ende des ETA-Toxins. Der Vektor besitzt ein Ampicilin-Resistenz Gen (AmpR). Der origin of replication (Col E1 ori)
folgt der lacZ Promotor (pLacZ).

pCR 2.1-Vektor (TA-Vektor)

Der TA-Vektor ist ein linearisierter Phagemid. Er ist 3,9 kilo Basenpaare (kbp) grof3. An seinen beiden
Enden hat er einen 3’-Desoxythmidin-Uberhang. Das spiter klonierte Insert wird durch das im TA-
Vektor befindliche LacZ-Operon kontrolliert. Der Vektor hat aulerdem Resistenzgene flir Ampicillin
und Kanamycin. Des Weiteren besitzt er einen polylinker mit, das Insert flankierenden, EcoR1
spezifischen, Sequenzen (Schnittstellen). Aullerdem liegen nahe des Inserts Sequenzen fiir die beiden
Primer M13 forward und M13 reverse.

Der Vektor ist erhéltlich bei Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D) und war Bestandteil des TOPO™

TA Cloning™ Kit for Subcloning, without competent cells.
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lacZo. ATG

M13 Reverse Primer Hind I Kenl  Sac| BamH1  Spel
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX | EcoRI EeaRI

GTA ACG GCC GCC AGT GIG CTG GAA TTC GCC CTTJSNFESNY.G coc A TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAEN TTC CCG CTT AAG ACG

Ecr‘)RV BstX | Not | Xho | Nsi‘IXbaI Apal

| | |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

ry
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZa. fragment: bases 1-547
M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Abbildung 10: pCR 2.1-Vektor (TA-Vektor)

Quelle: Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D). Die Abbildung zeigt im oberen Teil die Basenabfolge inklusive den
Restriktionsenzymen die an bestimmten Stellen schneiden. Mit schwarz markiert ist die Stelle des einzufiigenden PCR-
Produktes. Im unteren Teil ist der Vektor schematisch in seiner Gesamtheit dargestellt.

pEGFP-C1 Vektor

Der pEGFP-C1 Vektor wurde bei Clontech (Mountain View, Kalifornien, USA) kduflich erworben.

Fiir diese Arbeit von Bedeutung ist der Vektor zum einen als Vorstufe des pSfi FLAG Tag Vektor’s
(siche dort), als auch als positiv Kontrolle bei der Transfektion. Relevant ist bei der Kontrolle der
Transfektion das im Vektor enthaltene enhanced green fluorescent protein (EGFP), welches bei

erfolgreicher Transfektion unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird [189].

pCMV EGFP

—

pEGFP-C1

Col E1 ori

NeoR/KanR

|

Abbildung 11: pEGFP-C1 Vektor
Dargestellt ist die origin of replication (Col E1 ori), sowie der CMV Promotor (pCMV). Auf3erdem ist das EGFP am 3’-Ende
des Promotors zu erkennen.
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pSfi FLAG Tag Vektor

Der pSfi FLAG Tag Vektor wurde von G.W. Bornkamm kloniert und dem José-Carreras-Zentrum in
Homburg dann freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Er ist auf der Basis des pEGFP-C1 Vektors
(siche oben) entstanden. Der Unterschied besteht darin, dass nachtrdglich an die Stelle des
urspriinglichen EGFP der FLAG-Tag kloniert wurde [73]. Fiir diese Arbeit von Relevanz ist der CMV
Primer, der den FLAG-Tag kontrolliert, der FLAG-Tag selbst, die dazwischen befindliche EcoR5
Schnittstelle, sowie die Resistenz gegen G-418 (Geniticin), die durch das Neomycin/Kanamycin-

Resistenzgen zu Stande kommt.

EcoR 5

pCMV FLAG-Tag
]
1

pSfi-FLAG-Tag

Col E1 ori

—/

NeoR/KanR

Abbildung 12: pSfi FLAG Tag Vektor

Abgebildet ist der pSfi FLAG Tag Vektor mit der origin of replication (Col E1 ori). Er verfiigt tiber einen CMV Promotor
(pCMV), sowie iiber einen FLAG-Tag. Am 5’-Ende des FLAG-Tag’s befindet sich eine EcoRS Schnittstelle (mit Pfeil
markiert). Aulerdem verfiigt der Vektor iiber ein Resistenzgen, welches zu einer Neomycin, Kanamycin, sowie Geniticin (G-
418) Resistenz fiihrt (NeoR/KanR).

ARS2 oVL/CL IgG pCES

Zuvor wurde bereits mit Hilfe zweier Primer die komplette Sequenz der konstanten Schwerkette von
humanem Immunglobulin G (konstante Doménen 1 bis 3) aus peripheral blood mononuclear cell’s
(PBMC’s) amplifiziert. Die Sequenz wurde dann an die Stelle der Schwerkette in einem pCES-1 Vektor
kloniert. Der pCES-1 Vektor besitzt auBlerdem eine ARS2 Sequenz (AA 343-466) an der Stelle der
variablen Doméne der Schwerkette. Die Leichtkette fehlte in diesem pCES-1 Vektor. Dieser Vektor

wurde mir freundlicherweise vom José-Carreras-Zentrum in Homburg zur Verfligung gestellt.
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rbs S ARS2 CHI CH2 CH3 Hétag A GIII

\ pLacZ
ARS2 oVL/CL IgG pCES

Col El ori } AmpR

Abbildung 13: ARS2 6VL/CL IgG pCES Vektor

Dargestellt ist der ARS2 gVL/CL IgG pCES Vektor. Er besitzt ein Gen fiir die variable Doméne der Schwerkette, die durch
eine ARS2 Sequenz (AA343-466) reprisentiert wird (ARS2). Aullerdem besitzt er Gene fiir die konstanten Doménen 1 bis 3
der Schwerkette des humanen Immunglobulin G (CH1 bis CH4). Vor der Schwerkette befindet sich eine Signalsequenz (S),
sowie eine Ribosomenbindestelle (rbs). Kontrolliert wird der Vektor iiber den LacZ Promotor (pLacZ). Es existiert aulerdem
ein Histidin-Tag (H6 tag), das Ambercodon (A), ein Gen fiir das Phagenhiillprotein (GIII), sowie ein origin of replication
(Col E1 ori). Der Vektor weist aulerdem ein Ampicilin Resistenzgen auf (AmpR).

IgG TA Vektor

Der IgG TA Vektor wurde mir vom José-Carreras-Zentrum in Homburg zur Verfiigung gestellt. Er
wurde auf der Basis eines TA Vektors (siche pCR 2.1 Vektor) kloniert. Er besitzt Gene fiir die variable
Doméne und die konstanten Doménen 1 bis 3 des Immunglobulin G. Des Weiteren besitzt er Gene flir
die variable, sowie die konstante Doméne der Leichtkette. Die Leichtkette ist mit der Schwerkette iiber
eine Furin-FMDV-2A selbstschneidende Sequenz verbunden. Wahrend der Translation kommt es zuerst
zu einem Schnitt am 3’-Ende der Furin-FMDV-2A Sequenz; darauf folgt dann ein Schnitt am 5’-Ende
der Sequenz. Des Weiteren wurde der Vektor mit zwei Eco47 3 Schnittstellen versehen. Der Vektor

wurde nach dem Vorbild der Arbeitsgruppe um Thomas Kamradt kloniert [56].

Ecod473  Munl BstE2 Apal Agel Smal Nrul  Ecod7 3

J S \ VH \CHI CH2 CH3 F 2A S

A\ pLacZ
IgGTA

L[ Col E1 ori } AmpR [+ KanR

Abbildung 14: IgG TA Vektor

Dargestellt ist der IgG TA Vektor. Er besitzt Resistenzgene fiir Ampicilin (AmpR), sowie fiir Kanamycin (KanR). Dargestellt
ist das LacZ Operon (pLacZ). Er besitzt Gene fiir die variable Doméne (VH), sowie die drei konstanten Doménen der
Schwerkette des humanen Immunglobulin G (CH1-3). Fiir die Schwerkette gibt es eine Signalsequenz (S). Vor der variablen
Schwerketten Doméne existiert eine Schnittstelle fiir Mun1, dahinter eine fiir BstE2. Hinter der CH3 Doméne gibt es eine
Schnittstelle fiir Apal. Der Vektor enthilt aulerdem Gene fiir die variable Doméne der Leichtkette (VL), sowie fiir die
konstante Doméne der Leichtkette (CL). Auch fiir die Leichtkette gibt es eine Signalsequenz (S). Hinter der Signalsequenz
gibt es eine Schnittstelle fiir Agel. Hinter der VL Doméne gibt es eine Schnittstelle fiir Smal. Hinter der CL Doméne gibt es
eine Schnitstelle fiir Nrul. Vor der Signalsequenz der Schwerkette, sowie hinter der konstanten Doméne der Leichtkette, gibt
es eine Eco47 3 Schnittstelle. Die Gene der Schwer- und der Leichtkette sind iiber ein Furin (F) - 2A Peptid miteinander
verbunden.
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3.1.4.3 Langenmarker

GeneRuler 1kb DNA Ladder

Der GeneRuler 1kbp DNA Ladder von Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D) ist ein Langenmarker
fiir Agarose-Gelelektrophoresen. Der Marker besteht aus 14 DNA-Fragmenten. Nachdem der Marker
im Gel einer Spannung ausgesetzt ist, trennen sich die verschieden grolen Fragmente ihrer Lange nach
auf. Da die Lange dieser DNA-Fragmente bekannt ist, ist es moglich, daraus Schliisse auf die Lange der
DNA-Proben im restlichen Gel zu zichen. Um den Marker in die Geltasche zu pipettieren, bedarf es
zunédchst einer Vorbereitung. Es wurde wie folgt vorgegangen:

12 ul Gesamtvolumen:

0,5 ul GeneRuler 1 kbp DNA Ladder

+ 2 ul 6x DNA Loading Dye

+ 8 ul Aqua dest.

AnschlieBend kann der 12 pl Ansatz direkt in eine Tasche des Agarosegels pipettiert werden.

bp_ng/0.5ug %

10000 30
8000

>

w
S
QondoooRron

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Abbildung 15: 1kbp Lingenmarker

Quelle: Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D). Die Abbildung zeigt von links nach rechts die einzelnen Banden des
Langenmarkers, die Anzahl der zugehdrigen Basenpaare, die Menge der jeweils verwendeten DNA und den Anteil an der
Gesamtheit der DNA.

50 bp DNA Ladder

Der 50 bp DNA Ladder der New England BioLabs GmbH (NEB) (Frankfurt am Main, D) ist ein
Langenmarker fiir Agarose-Gelelektrophoresen. Er beinhaltet 17 DNA-Fragmente, die eine
unterschiedliche Anzahl an Basenpaaren vorweisen. Das kleinste Fragment besitzt 50 bp, das Grofite
umfasst 1350 bp. Durch Auftrennung der Fragmente nach ihrer Grofle nach Anlegen einer Spannung,
lassen sich Riickschliisse auf die ebenfalls auf dem Gel gelaufenen DNA-Proben ziehen. Um den

Langenmarker in die Geltasche zu pipettieren, bedarf es zunéchst folgender Vorbereitung:
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12 pl Gesamtvolumen:
2 ul Gel Loading Dye, Purple (6x), no SDS
+ 0,5 ul DNA Ladder

+ 8 ul Aqua dest.

bp ng
—1350 103

-916 70
58
54
50
46

69
84

Abbildung 16: 50 bp Lingenmarker
Quelle: Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D). Die Abbildung zeigt von links nach rechts die einzelnen Banden des
Langenmarkers, die Anzahl der zugehorigen Basenpaare und die Menge der jeweils verwendeten DNA.

PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa

Der Page Ruler von Thermo Fisher (Karlsruhe, D) ist ein Langenmarker fiir SDS Polyacrylamidgele. Er
beinhaltet zehn Proteine im Bereich von 10 bis 180 kilo Dalton (kDa). Davon zwei Referenzproteine,

einmal bei 70 kDa und einmal bei 10 kDa. Der Marker ist zum anschlieBenden blotten des Gels geeignet.

Gel R | Blot

Abbildung 17: PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa
Quelle: Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D). Die Abbildung zeigt links den Marker auf einem Polyacrylamidgel, rechts
auf einem Blot. In der Mitte ist die Menge an Protein pro Bande in kDa angegeben
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3.1.5 Enzyme

Wenn nicht anders angegeben entsprach die Konzentration 10 U/ul.

Name

Firma

AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5 U/pul)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Age 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Apa 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
ApaL 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Asc 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
BstE 2 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Eco47 3 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
EcoR 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
EcoR 5 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
(1 U/ul)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Hind 3

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Klenow Fragment

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Mun 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Nco 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Nru 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)
Sma 1 Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

T4 DNA-Ligase (5 U/pl)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Xho 1

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D)

Tabelle 6: Enzyme
Die Tabelle zeigt links das Enzym und rechts die entsprechende Firma.
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3.1.6 Antikorper

Name

Firma

Anti-IgG1-APC, mouse (150 pg/ml)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Hu,Bo,Ho (1,2-1,4 mg/ml)

Ziege F(ab’)2 anti-Maus IgG (H+L)-Biotin, MinX

Dianova (Hamburg, D)

Goat Anti-Mouse IgG
(H+L) — HRP Conjugate

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)

IgG1 (0,1 pug/ml)

Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal

Qiagen (Hilden, D)

in mouse (1 mg/ml)

Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced

Merck (Darmstadt, D)

Tabelle 7: Antikorper

Die Tabelle zeigt links den Antikdrper und rechts die entsprechende Firma.

3.2 Methoden

3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion an DNA ist eine in vitro Methode um DNA spezifisch zu amplifizieren.
Dabei wird zunéchst in einem Hitzeschritt die zu amplifizierende DNA denaturiert und damit in zwei
Einzelstrange zerlegt. Anschliefend binden bei der Primerhybridisierung, dem annealing, (Temperatur:
60°C) zwei spezifische Oligonukleotidstrange, sogenannte Primer, an jeweils einem der denaturierten
Einzelstrange. Im néchsten Schritt, der sogenannten Elongation, synthetisiert die Taq-Polymerase (eine
hitzestabile Polymerase des Archeabakteriums Thermus aquaticus) bei 72°C DNA entlang der Primer
[37]. Diese sind so konfiguriert, dass sie an den gegeniiberliegenden Strangen so binden, dass die
Richtung der Synthese jeweils gegenlaufig ist, und somit ein zwischen den Bindestellen der Primer
befindliches DNA-Stiick synthetisiert wird. Durch den wiederholten Ablauf dieses Zyklus kommt es zu
einer exponentiellen Vermehrung genau jenes DNA-Stiickes, dessen Sequenz sich zwischen den beiden
Primern befindet. Durch die hitzestabile Tag-Polymerase ist es moglich, diese Zyklen automatisiert in

dafiir vorgesehenen Gerdtschaften durchzufiihren, ohne dass die Enzymaktivitit zwischendurch

verloren geht.

In dieser Arbeitet wurde der Veriti, 96 Well Thermal Cycler verwendet.
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3.2.1.1 PCR zum Einfiigen spezifischer Schnittstellen

Um eine DNA-Sequenz innerhalb eines Vektors in einen anderen Vektor zu klonieren, werden an beiden
Enden der DNA-Sequenz spezifische Sequenzen, sogenannte Schnittstellen, benétigt. Diese
Schnittstellen konnen dann spéter von dafiir spezifischen Restriktionsendonukleasen geschnitten
werden. Um diese Schnittstellen an den beiden Enden der DNA-Sequenz anzufiigen, kann man sich die
Methode der PCR zu Hilfe machen.

Die zwei Primer werden so ausgewahlt, dass das eine Ende des Primers komplementir zu der zu
amplifizierenden DNA ist, die sich in einem Vektor, dem sogenannten Template, befindet. Das andere
Ende besteht aus der spezifischen DNA-Sequenz, die fiir die Schnittstelle bendtigt wird. Dieses Ende
bindet nicht das Template.

Template

Abbildung 18: Schema zur PCR zum Einfiigen spezifischer Schnittstellen
Abgebildet ist das Template von dem die gewiinschte DNA amplifiziert wird. Des Weiteren sind die zwei Primer mit ihren
iiberhdngenden Sequenzen (rot), den Schnittstellen, die nicht an das Template binden, dargestellt.

Der Reaktionsansatz sah wie folgt aus:
30 pl Gesamtvolumen:

3ul PCR-Puffer

+ 1pl Senseprimer (10uM)

+ 1pl Antisenseprimer (10puM)

+0,2ul dNTP’s

+ 0,2ul AmpliTaq Gold DNA-Polymerase
+ 1ul Template

+23,6ul Aqua dest.
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Die PCR wurde anschlieBend nach folgendem Schema durchgefiihrt:

1 Anfangliche Denaturierung 7:00 Minuten 95°C

2 Denaturierung 0:30 Minuten 95°C

3 Primerhybridisierung 0:30 Minuten 60°C

4 Elongation 1:00 Minuten/1 kbp 72°C
Anschlieend ab Schritt 2 Denaturierung 30 x

wiederholen

Tabelle 8: PCR-Schema zum Einfiigen spezifischer Schnittstellen:
Die Tabelle zeigt links den jeweiligen Schritt der PCR und rechts die Zeit und die Temperatur, die fiir den entsprechenden
Schritt verwendet wird.

Alle PCR Produkte haben einen 3’-Desoxyadenosiniiberhang. Anschlielend kann mit der Ligation in

den TA Vektor fortgefahren werden.

3.2.1.2 Kolonien PCR

Um zu iiberpriifen, ob Bakterien, die beispielsweise auf Agar gewachsen sind, eine bestimmte DNA-
Sequenz mit sich fithren, kann man sich die Methodik der PCR zu Nutze machen. Die zwei Primer, die
man bei der PCR verwendet, hingen davon ab, welchen Vektor und welchen Teil davon es zu tiberpriifen
gilt. Sie sind so gewihlt, dass Sense- und Antisense-Primer das zu iiberpriifende Stiick flankieren.

Es wurde zunéchst fiir jede gewachsene Kolonie eine PCR Reaktion angesetzt. Der PCR Ansatz sah wie
folgt aus:

10ul Gesamtvolumen:

1ul PCR-Puffer

+0,033ul Sense Primer (100 uM)

+0,033ul Antisense Primer (100 pM)

+0,066u1 ANTPs

+0,066u1 AmpliTaq Gold DNAPolymerase

+8,8ul Aqua dest.

Anschlieend wurde mit einer Pipetttenspitze eine einzelne Kolonie auf der Agar-Platte gepickt, und
dann die Spitze vorsichtig zwei bis drei Mal durch einen der Reaktionsansétze bewegt. Damit wird die
zu amplifizierende DNA dem Reaktionsansatz zugefiigt. Die Pipettenspitze wurde anschliefend im
Kiihlschrank weiter aufbewahrt, um anschlieBend bei der Animpfung von Fliissigkulturen (3.2.3) zu

dienen.
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PCR:

1 Anfangliche Denaturierung 7:00 Minuten 95°C

2 Denaturierung 0:30 Minuten 95°C

3 Primerhybridisierung 0:30 Minuten 60°C

4 Elongation 1:00 Minuten/1 kbp 72°C
Anschlieend ab Schritt 2 (Denaturierung) Zyklus 30

x wiederholen

Tabelle 9: PCR-Schema fiir Kolonien-PCR
Die Tabelle zeigt links den jeweiligen Schritt der PCR und rechts die Zeit und die Temperatur, die fiir den entsprechenden
Schritt verwendet wird.

Abschlieend konnen die Reaktionsansétze auf ein Agarosegel aufgetragen werden (siche 3.2.2).

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektorphorese dient der Auftrennung von Nukleinsduren (RNA oder DNA) nach ihrer
GroBe. Nach Anlage einer Gleichstromspannung wandern die negativ geladenen Nukleinsduren auf den
Pluspol zu. Das Agarose-Gel besitzt die Funktion eines Siebes und hélt die groleren Molekiile stiarker
zuriick als die kleineren und bestimmt somit die Laufgeschwindigkeit, abhingig von der Konzentration
des Gels. Durch das Mitlaufen eines Langenmarkers lassen sich Riickschliisse auf die GroBe der zu
untersuchenden DNA-Proben ziehen.

Angewandt wurde diese Methode in dieser Arbeit zum einen zum Nachweis von PCR Produkten, zum
anderen um zuvor geschnittene Insert-DNA aus dem Gel heraus isolieren zu kdnnen.

Abhéngig von der GroBe der zu untersuchenden DNA wurden zwei verschiedene Agarosegel

Konzentrationen verwendet, wie aus folgender Tabelle ersichtlich wird:

DNA-Grofle Gel Konzentration Menge Agarose Menge TAE
<500 bp 2% 3 Gramm 150 ml
>500 bp 1% 1,5 Gramm 150 ml

Tabelle 10: Agarose-Gel Zusammensetzung
Die Tabelle zeigt links die GroBer der verwendete DNA. Rechts davon ist die passende Gel-Konzentration und die dafiir
passenden Stoffmengen zur Herstellung angegeben.

Zur Herstellung des Agarosegels wurde, je nach Konzentration, eine gewisse Menge Agarose in 150 ml
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) aufgekocht. Nach zehn Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur
unter standigem Schwenken, wurde dem fliissigen Gel 75 ul Ethidiumbromid zugegeben und das Gel in
eine dafiir vorgesehen Vorrichtung geschiittet. Nachdem unmittelbar danach noch Kédmme fir die

spateren Geltaschen hinzugefiigt wurden, hértete das Gel aus. Anschliefend wurde das Gel in eine
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Agarose-Gel Kammer gestellt, wo es von jeder Seite mit TAE Puffer umspiilt war. Nachdem den zu
untersuchenden DNA-Proben 2ul zweiprozentiges Bromophenolblau zugegeben wurde, um die
Lauffront zu markieren, wurden die Proben in die dafiir vorgesehenen Geltaschen pipettiert. Nun wurde
eine Spannung von 100 Volt fiir circa 40 Minuten an die Kammer angelegt. Anschlieend wurde das
Gel unter einer UV-Lampe betrachtet und mit einer Kamera ein Foto gemacht. Der zugegeben

Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid lasst die DNA unter UV-Bestrahlung aufleuchten.

3.2.3 Vermehrung von Bakterien in Flussigkulturen

Um Bakterien, die in kleineren Mengen vorliegen, zu vermehren, impft man sogenannte Flissigkulturen
an, um damit spater weiter arbeiten zu kénnen (z.B. Isolierung von Plasmid-DNA). Dazu wird zunéchst
ein Kulturmedium vorbereitet, zudem dann die dazu passenden Bakterien gegeben werden.
AnschlieBend ldsst man die Kultur dann fiir zw6lf bis 15 Stunden bei 37°C im Brutraum unter standigem
Schiitteln inkubieren.

In dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen Kulturen gearbeitet:

-LB-Ampicillin-Medium fiir DH 5 alpha Bakterien

-2xTY-AG-Medium fiir TG 1 Bakterien

Die Menge des Kulturmediums richtete sich nach der spiteren Art der DNA-Isolierung. Fiir
Minipraparationen wurden vier ml, fiir Midipraparationen 200 ml, verwendet. In dieser Arbeit wurden
nach vorausgegangener Kolonien PCR die Bakterien in Form der Pipettenspitze (siche 3.2.1.2)

beigefiigt.

3.2.4 Transformation von Plasmiden in Bakterien

Die Transformation dient dazu, DNA in Form eines Plasmids in Bakterienzellen einzubringen. Nach
anschlieender Transformation werden die Bakterien dann auf Agar ausgestrichen. Hier macht man sich
das Prinzip der Selektionierung zu Nutze. Dem Agar ist ein Antibiotikum beigegeben, was dazu fiihrt,
dass Bakterienzellen nicht wachsen. Die transformierten Vektoren haben jedoch ein Resistenzgen,
wodurch sie immun gegen das Antibiotikum sind. Infolgedessen vermehren sich nur die Bakterien, die
das Plasmid auch aufgenommen haben.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Verfahren der Transformation angewandt, eines mit und
eines ohne eine sogenannte Zwischenkultur. Diese ist zum Teil nétig, da die Bakterien, abhéngig von
dem transformierten Vektor, ihre Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum erst aufbauen miissen, bevor
sie diesem ausgesetzt werden konnen. Welche Methode angewandt wird, hidngt von dem zu
transformierenden Vektor ab.

Zunichst wurden die tiefgefrorenen Bakterien 30 Minuten langsam auf Eis aufgetaut. AnschlieBend

wurden 100 pl Bakterien zusammen in einem Eppendorfgefall (Eppi) dem Vektor hinzugefiigt und
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direkt wieder fiir 30 Minuten auf Eis gelegt. Danach folgte der Hitzeschritt bei dem das Eppi fiir eine
Minute bei 42°C in ein Wasserbad gestellt wurde. Dieser Schritt dient dazu, dass die Bakterien den
Vektor aufnehmen konnen. AnschlieBend wurde wieder fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Danach folgte
nun fakultativ die Zwischenkultur. Dafiir wurden 200 ul SOC-Medium dazu gegeben, und nochmal eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Zuletzt wurden die Bakterien dann auf Agar ausgestrichen. Welcher Agar

verwendet wurde, hing von dem transformierten Vektor und den Bakterien ab.

3.2.5 Methoden zur Isolation von DNA

3.2.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA durch Minipriparation

Um Plasmid-DNA aus iiber Nacht gewachsenen vier ml Bakterienkulturen zu isolieren, wurde das High
Pure Plasmid Isolation Kit von Roche Applied Science verwendet. Unter der Methode der alkalischen
Lyse wurde die DNA nach den Vorgaben des Herstellers und unter Benutzung der im Kit enthaltene

Substanzen und Materialien isoliert [22].

3.2.5.2 Isolierung von Plasmid-DNA durch Midipriparation

Um Plasmid-DNA in gréBeren Mengen aus Fliissigkulturen zu isolieren, wurde das NucleoBond®Xtra
Midi Kit von Macherey-Nagel (Diiren, D) verwendet. Die Menge der liber Nacht gewachsenen
Flissigkultur betrug 200 bis 400 ml. Die DNA wurde mit Hilfe der im Kit enthaltenen Chemikalien und
Materialen nach der Methode der alkalischen Lyse isoliert. Die einzelnen Arbeitsschritte entsprachen

der vom Hersteller angegebenen Vorgehensweise [22].

3.2.5.3 Isolierung geschnittener DNA

Um DNA, die zuvor durch Restriktionsenzyme geschnitten worden ist, von anderen {iiberfliissigen
Substanzen zu isolieren, wurde das Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit verwendet. Mit Insert-DNA,
die in Agarose-Gel gebunden vorlag, wurde genauso vorgegangen wie mit Vektor-DNA, die nicht in
Form eines Agarose-Gels gebunden war. Verfahren wurde so, wie es der Hersteller des Kits angegeben

hatte.

3.2.6 Photometrische Methoden

3.2.6.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

DNA-Konzentrationen lassen sich photometrisch bestimmen. Dazu misst man die Extinktion einer
DNA-haltigen Probe bei 260 nm. Bildet man den Quotienten der Extinktionen von 260 und 280 nm,
erhilt man ein MaB fiir die Reinheit der Probe.
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In dieser Arbeit wurde das Nano-Drop Spectrophotometer von Peqlab Biotechnologie (Erlangen, D)
benutzt.

Um die DNA-Konzentration von zuvor isolierter DNA zu bestimmen, wurde zuerst mit zwei ul
destilliertem Wasser ein Referenzwert fiir die Messung bestimmt. Nun wurden zwei pl der zu messenden
Losung auf die Messvorrichtung pipettiert. Die DNA-Konzentration wird nun anhand der Extinktion

bestimmt und kann abgelesen werden.

3.2.6.2 Konzentrationsbestimmung von Protein

Hierzu wurde das Photometer Gene Quant pro von Amersham plc (Little Chalfont, UK) verwendet.
Die Wellenldnge, bei der gemessen wurde, betrug 280 nm. Als Referenzreagenz wurde PBS pHS
verwendet. Zum Messen der Probe sind 100 ul in eine Quarzkiivette, ohne das Entstehen von Luftblasen,

pipettiert worden.

3.2.7 Klonierungsprozeduren

Der Begriff des Klonierens bezeichnet im Allgemeinen die Vervielfdltigung von identischen DNA-
Sequenzen. Im engeren Sinne bezeichnet man damit den Prozess, bei dem eine bestimmte DNA-
Sequenz in einen Vektor eingebracht wird und durch diesen dann vervielfiltigt werden kann.

Um Gensequenzen von einem in einen anderen Vektor zu klonieren, macht man sich in einem ersten
Schritt die Hilfe sogenannter Restriktionsendonukleasen zu Nutze. Diese schneiden DNA an gewissen,
fiir jedes Enzym spezifischen Sequenzen, den sogenannten Schnittstellen. Diese bestehen meist aus vier
bis acht Basenpaaren, die eine palindromische Sequenz darstellen. Meist liegt die Gensequenz um die
es geht so vor, dass sie links und rechts jeweils von zwei verschiedenen Schnittstellen flankiert wird
(siche 3.2.1). Auch im Zielvektor miissen dann die Schnittstellen genau an den Stellen vorhanden sein,
zwischen denen spéter die Gensequenz liegen soll.

Man unterscheidet zwei Arten von Restritktionsenzymen: Solche, die blunt ends erzeugen, und solche,
die sticky ends erzeugen. Schneidet man die vorliegende DNA und den Zielvektor mit Enzymen, die
sticky ends erzeugen, muss darauf geachtet werden, dass die Enzyme zueinander passen. Meistens
werden, der Einfachheit halber, die gleichen Enzyme fiir die DNA-Sequenz und den Vektor verwendet.
Schneidet man die Gensequenz und den Zielvektor mit Enzymen, die blunt ends erzeugen, passen die

Enden in jedem Fall aufeinander.
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EcoR1

55 |GAATTTC|ZJ 5 |IGIAATTTC| 3
3 |C TTAAG|Y 33 |C TTAAG| Y
Sma1
5 | |cCcCCGGG|Z 5 [ccc|lGG G|Z
|GGG CCC|¥ 3 |G G G(cCcCcC|¥

Abbildung 19: Schema zur Reaktion von Restriktionsenzymen mit sticky ends sowie mit blunt ends

Oben:Dargestellt ist die Reaktion des Restriktionsenzyms EcoR1, die sticky ends erzeugt. Der rote Strich zeigt die Stelle des
Schnittes. Unten: Dargestellt ist die Reaktion des Enzyms Smal, welche blunt ends erzeugt. Der rote Strich zeigt die Stelle
des Schnittes.

Nachdem man den Ursprungsvektor sowie auch den Zielvektor mit beiden Restriktionsenzymen hat
reagieren lassen, erhdlt man zum einen die Insert-DNA, die aus dem Ursprungsvektor geschnitten
wurde, sowie die Vektor-DNA mit einer passenden Liicke, die aus dem Zielvektor hervorgeht. Nun
isoliert man zunédchst die Insert-DNA vom iibrigen Teil des Ursprungsvektor mit Hilfe eines Agarose
Gels und bereitet zugleich die Vektor-DNA auf die bevorstehende Ligation vor (entweder ebenfalls mit
Hilfe eines Agarosegels oder mit Hilfe der FastAP). AnschlieBend wird nun Insert-DNA und Vektor-
DNA miteinander ligiert, was das Einfiigen der Insert-DNA in die Vektor-DNA bedeutet. In dem
fertigen Zielvektor befindet sich dann die benétigte Gensequenz an der vorbestimmten Stelle.

Des Weiteren konnen Vektoren auch lediglich mit einem Restriktionsenzym geschnitten werden, wenn
keine im Vektor befindliche DNA herausgeschnitten werden soll, sondern nur DNA in den Vektor
eingefiigt werden soll.

Auch die Selbsligation (Re-Ligation), also ohne das Einbringen von Insert-DNA, von zuvor
geschnittenen Vektoren (beziehungsweise DNA) ist mdglich (siehe 3.2.7.6). Folgend sind die

Prozeduren im Einzelnen beschrieben:

3.2.7.1 Ligation des pCR 2.1 Vektors (TA Vektor)

Die Ligation des TA Vektors mit Produkten aus der PCR mit Hilfe des TOPO™ TA Cloning™ Kit for
Subcloning, without competent cells von Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D), nimmt im Vergleich
zu den anderen, in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungsmethoden, eine gewisse Sonderstellung ein.
Nachdem DNA mit Hilfe einer PCR amplifiziert worden ist, kann sie direkt in einen Vektor kloniert
werden. Der Vektor kann dann wiederum von Bakterien vermehrt werden. Der TA Vektor ist linearisiert
und besitzt an seinen beiden Enden einen 3’-Desoxythmidin-Uberhang. Dadurch lassen sich die PCR

Produkte, die einen 3’-Desoxyadenosiniiberhang besitzen, direkt als Insert in den Vektor einfiigen. Der
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Vektor hat eine intrinsische Polymerase Aktivitdt, wodurch sich die Zugabe einer zusétzlichen Ligase
eriibrigt.

Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

2ul DNA

+ 0,5ul Salt Solution

+ 0,4ul pCR 2.1 Vektor

Anschlieend wurde fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Plasmid wurde nun relativ

zeitnah in Bakterien transformiert (siche 3.2.4).

3.2.7.2 Reaktion von DN A mit Restriktionsendonukleasen

Die Menge an DNA sollte jeweils circa zwei pg betragen. Der Reaktionsansatz sah wie folgt aus:

30 pl Gesamtvolumen:

3 ul Reaktionspuffer (je nach Enzymen)

+ 1 ul Restriktiosnendonuklease 1

+ 1 ul Restriktionsendonuklease 2 (entfallt gegebenenfalls bei Reaktion mit nur einem Enzym)
+2 ug DNA

+ Rest mit destilliertem Wasser auffiillen

AnschlieBend reagierte der Ansatz eine Stunde bei 37°C im Brutraum. Danach wurde die Insert-DNA
iiber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Vektor-DNA zur Ligation vorbereitet (3.2.7.3
und 3.2.7.4).

3.2.7.3 Auftrennung geschnittener Insert-DNA oder Vektor-DNA mit Hilfe
eines Agarose Gels

Nachdem die DNA geschnitten wurde, enthdlt das Reaktionsgefaly nun zum einen die bendtigte Insert-
DNA und zum anderen den iibrig gebliebenen Teil des urspriinglichen Vektors. Um nun beides
voneinander zu trennen, wurde ein Agarosegel geladen (siche dort). Nachdem das Gel gelaufen war,
wurde unter der UV-Lampe die Insert-DNA mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein zwei
ml Eppi gelegt. Anschlielend wurde die Insert-DNA aus dem Gel isoliert (siehe 3.2.5.3). Mit der
Vektor-DNA kann, alternativ zu der Reaktion mit der FastAP, auch so vorgegangen werden. Nach
Auftrennen der zuvor geschnittenen Vektor-DNA, wird diese von der {ibrig gebliebenen DNA mittels
Agarose Gel getrennt, die Vektor-DNA aus dem Gel ausgeschnitten und aus dem Gel isoliert (siche

3.2.5.3).
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3.2.7.4 Vorbereiten der Vektor-DNA auf die Ligation mittels FastAP

Dieser Schritt erfolgt nur bei anschlieBender Ligation mit Insert-DNA. Bei der Selbstligation entfallt
dieser Schritt und es werden zunédchst, wenn nétig, die Schnittstellen angepasst (siehe 3.2.7.6) oder es
wird lediglich, wie bei 3.2.5.3 beschrieben, die Vektor-DNA nach der Reaktion mit den
Restriktionsenzymen isoliert und anschlieBend mit der Selbstligation fortgefahren.

Das Reaktionsgefdll enthélt nun zum einen den bendtigten Zielvektor und gegebenenfalls, bei Reaktion
mit zwei Restriktionsenzymen, ein kleineres, nicht bendtigtes DNA-Stiick, das sich zwischen beiden
Schnittstellen befand. Man gibt nun 1 ul FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase dazu. Diese
hydrolysiert die 5’-Phosphate des Vektors und der restlichen DNA und verhindert so die spontane Re-
Ligation der Vektor-DNA, fiir die eines der beiden freien Enden der DNA 5°-Phosphate besitzen miisste.
Somit werden in diesem Fall die 5°-Phosphate der Insert-DNA benétigt. Nachdem man das Enzym circa
zehn Minuten bei 37°C im Brutraum hat reagieren lassen, wurde die DNA wie in 3.2.5.3 beschrieben

isoliert.

3.2.7.5 Ligation

Fiir die Ligation wurde ein Verhiltnis von Vektor-DNA zu Insert-DNA von 1 mol : 2 mol bis 1 mol : 3
mol verwendet. Zum Berechnen wurde der NEBioCalculator™, 5, von New England BioLabs
(Frankfurt, D) verwendet. Fiir die Menge an Vektor-DNA wurden in der Regel zwischen 50 und 100 ng
gewdhlt. Daraus errechnete sich dann die Menge der verwendeten Insert-DNA. Zu jedem
Ligationsansatz wurde immer zusitzlich eine Kontrolle gemacht, der kein Insert zugegeben wurde, um
spater nach der Transformation die Anzahl der Kolonien auf den Agarplatten miteinander vergleichen
zu konnen. Daraus lielen sich erste Riickschliisse auf den eventuellen Erfolg der Ligation ziehen. Die

Reaktionsansitze sahen wie folgt aus:

Ligation:

10 ul Gesamtvolumen:

Vektor-DNA (Menge je nach Reaktion)

+ Insert-DNA (Menge je nach Berechnung)
+ 1 ul T4-DNA-Ligase

+ 1 ul T4-DNA-Ligase Buffer

+ Rest mit destilliertem Wasser auffiillen

Kontrolle:

10 ul Gesamtvolumen:

Vektor-DNA (Menge je nach Reaktion)
+ 1 ul T4-DNA-Ligase
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+ 1 ul T4-DNA-Ligase Buffer

+ Rest mit destilliertem Wasser auffiillen

Nach Mischen der Reaktionsgefal3e inkubierte die Reaktion zwdlf bis 15 Stunden bei Raumtemperatur.

Danach sollte die ligierte DNA zeitnah transformiert werden.

3.2.7.6 Selbstligation

In gewisser Weise als Spezialfall anzusehen ist die sogenannte Selbstligation, bei der ein zuvor
geschnittener Vektor wieder mit sich selbst re-ligiert, ohne das Insert-DNA zugegeben wurde.
Nachdem der Vektor mit den Restriktionsenzymen geschnitten wurde, muss zundchst entschieden
werden, ob die DNA-Enden angeglichen werden miissen (siehe 3.2.7.6). AnschlieBend wurde die
Vektor-DNA, wie in 3.2.5.3 beschrieben, isoliert.

Der Reaktionsansatz fiir die Ligation sah dann, nach Isolation der DNA, folgendermal3en aus:

10 ul Gesamtvolumen:
Vektor-DNA (Menge je nach Reaktion)
+ 1 ul T4-DNA-Ligase

+ 1 ul Ligationspuffer

+ Rest mit destilliertem Wasser auffiillen

Nach Mischen des Reaktionsgefaf3es inkubierte die Ligation zwolf bis 15 Stunden bei Raumtemperatur.

Im Anschluss daran wurde transformiert.

Anpassen der Schnittstellen

Wenn die Vektor-DNA zuvor mit einem oder zwei Restriktionsenzymen geschnitten wurde, welche
blunt ends erzeugen oder mit zwei Restriktionsenymen geschnitten wurde, welche zueinander passende
sticky ends erzeugen, so ist bei der weiteren Selbstligation nichts zu beachten.

Wurde die Vektor-DNA jedoch von zwei Restriktionsenyzmen geschnitten, die unterschiedliche, nicht
zueinander passende sticky ends, erzeugt haben, muss man vor der Selbstligation und auch vor der
Vorbereitung der Vektor-DNA noch einen weiteren Schritt voranstellen, ndmlich das Anpassen der
Schnittstellen. Diese Reaktion erfolgt im Anschluss an die Reaktion des Vektors mit den

Restriktionsendonukleasen.

Um zwei verschiedene sticky ends innerhalb eines Vektors so zu modifizieren, dass man diesen mit sich
selbst ligieren lassen kann, verdndert man die sticky ends. Dazu macht man sich das Klenow-Fragment

zu Nutze. Es katalysiert die Reaktion, in der sticky ends zu blunt ends werden, die dann im Anschluss
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problemlos miteinander ligiert werden konnen. Die korrekte Durchfiithrung der Prozedur war den
Angaben des Herstellers zu entnehmen. Es konnte dann mit der Isolation der DNA, wie in 3.2.5.3

beschrieben, fortgefahren werden und dann im Anschluss ligiert werden.

3.2.7.7 Mutagenese

In dieser Arbeit wurden die Mutagenesen mit Hilfe des QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis
Kit durchgefiihrt.

Die Mutagenese dient der erwiinschten Verdnderung bestimmter Gensequenzen. Das Prinzip der
Mutagenese beruht wesentlich auf dem der Polymerasekettenreaktion. Es werden zwei Primer
verwendet, die komplementdr zu dem Template sind, das verdndert werden soll. Die zu verdndernde
Base oder Basenabfolge ist bei den Primern jedoch schon vorhanden. Wird nun die Zeit, die die Taq
Polyermase zum Amplifizieren hat, so gewihlt, dass der ganze restliche Vektor amplifiziert werden
kann, ist das Produkt der PCR der ganze vorherige Vektor, jedoch mit den zu verdndernden Stellen. Im
Anschluss daran wird dann eine Reaktion mit dem Restriktionsenzym Dpnl durchgefiihrt. Dieses
Enzym reagiert mit methylierter DNA, was wiederum der direkt aus Bakterien stammenden DNA
enstpricht, und verdaut diese. Als Ergebnis dieser Reaktion bleibt nur die neu mit Hilfe der PCR
synthetisierte DNA {ibrig. Die Prozedur, sowie die verwendeten Materialien sind den Angaben des
Herstellers des Kits zu entnehmen. In dieser Arbeit wurde ausschlielich das ,,QUICK-REFERENCE
PROTOCOL* verwendet.

Kontrolle von Schnittstellen Mutagenesen

Mochte man den Erfolg von Mutagenesen kontrollieren, die eine Schnittstelle fiir Restriktionsenzyme
eliminiert haben sollen, bietet es sich an, dies mit Hilfe einer Kolonien-PCR zu machen. Nachdem der
mutagenisierte Vektor, wie im Protokoll beschrieben, transformiert und ausplattiert wurde, sind mehrere
Kolonien der Platte gepickt worden und mit diesen eine Kolonien-PCR, mit dazu passenden Primern,
links und rechts der mutagenisierten Sequenz, durchgefiihrt worden. Als Kontrolle wurden jeweils zwei
Proben mit dem urspriinglichen nicht mutageniserten Vektor mit amplifiziert. Dazu wurden jeweils 0,02
ng des Vektors dem PCR Ansatz dazu gegeben. - Jeweils eine der Kontrollproben wird bei der spiteren
Enzymreaktion nicht mit Enzym versetzt und somit auch nicht geschnitten. - Nach nun gelaufener PCR
wurde nun folgender Reaktionsansatz mit den einzelnen PCR Produkten (aul3er jeweils einer der beiden
Kontrollen pro Vektor) pipettiert:

Gesamtvolumen 20 pl:

10 pl PCR Produkt

+ 2 ul Reaktionspuffer

+ 0,3 ul Restriktionsenzym

+ 7,7 ul Aqua dest.
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AnschlieBend inkubierte die Reaktion eine Stunde bei 37°C im Brutraum.

Als Restriktionsenzym wurde jenes gewdhlt, fiir welches die Sequenz mit der Mutagenese eliminiert
werden sollte. Der Puffer richtete sich danach.

Die Produkte konnten nun anschlieend, nachdem sie mit zwei ul zweiprozentigem Bromophenolblau
versehen wurden, auf ein Agarosegel aufgetragen werden und dann im Anschluss ausgewertet werden.
Die erfolgreichen Mutagenesen weisen nun dieselbe Bande auf, wie auch jeweils die Kontrolle, die nicht
mit Enzym geschnitten worden ist. Hat die Mutagenese jedoch nicht funktioniert, hat die Bande dieselbe

Laufldnge, wie die Bande der mit Restriktionsenzym geschnittenen Kontrolle.

3.2.8 Zellkultur

3.2.8.1 Kultivierung

Zur Kultivierung befanden sich die Zellen in einem HER Acell 240 CO» Inkubator von Heraeus (Hanau,
D) bei 37°C und einem CO; Gehalt von 5 %.

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert, dem zwei mmol/l Glutamin zugegeben wurde.
Damit betrug die Gesamtkonzentration an Glutamin vier mmol/l. Aulerdem wurde dem Medium FCS
in einer zehnprozentigen Konzentration hinzugefligt.

Je nach eventuell transfezierten Konstrukten wurde zur Selektion G-418 (Geniticin) in einer

Konzentration von 500 pg/ml dem Kulturmedium hinzugefiigt (ndheres im Ergebnisteil).

In regelméBigen Abstinden wurde das Medium erneuert. Die Zellen wurden, sobald sie konfluent am
Boden der TC-Flaschen gewachsen waren, gesplittet. Dazu wurde frisches Medium in einer neuen TC-
Flasche vorgelegt. Nun wurde in einem Verhéltnis von 1:5 bis 1:10, je nachdem wie schnell die Zellen

gewachsen waren, die Zell-Uberstand-Suspension aus der vorherigen TC-Flasche hinzugefiigt.

3.2.8.2 Zellzahl Bestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer der Firma Eppendorf (Hamburg, D)
verwendet.

Zunichst wurden 50 pl einer zu iberpriifenden Zellsuspension zusammen mit 50 ul Trypanblau,
welches vorher 1:10 mit 0,6prozentigem Natriumchlorid verdiinnt worden war, in ein Eppi gegeben. Die
Anzahl der Zellen in der Suspension pro ml errechnete sich nun aus der Summe der Anzahl der Zellen

aus zwei gegeniiberliegenden Quadranten der Kammer multipliziert mit 10000.
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3.2.8.3 Transfektion

Transfektion bezeichnet den Vorgang, bei dem DNA in eukaryontische Zellen gebracht wird. Zusétzlich
zu der zu transfezierenden DNA wurde immer auch eine Positiv Kontrolle (EGFP) und eine Negativ
Kontrolle (hier wird weder DNA noch Transfektionsreagenz zugegeben) durchgefiihrt.

Bei erfolgreicher Transfektion des EGFP (griin fluoreszierendes Protein) kann selbiges unter dem
Fluoreszensmikroskop dargestellt werden. Damit ist zwar nicht sichergestellt, dass die Transfektion
auch bei der restlichen DNA erfolgreich war, bei Versagen der EGFP Transfektion kann jedoch dafiir
ein allgemeines Transfektionsproblem vermutet werden.

Transfeziert wurde in 24-Well-Platten. Zur Transfektion wurde eine Zellkonzentration von 1x107°
Zellen/ml verwendet. Dazu wurde die Zellzahl zuerst, wie in 3.2.8.2 beschrieben, bestimmt. Die Zellen
wurden dann bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm) vier Minuten zentrifugiert. Der Uberstand mit
dem alten Medium wurde verworfen. AnschlieBend wurde dann neues RPMI 1640 Medium (mit 4
mmol/l Glutamin, zehnprozentigem FCS) in der bendtigten Menge, um die Konzentration zu erreichen,
den Zellen zugegeben.

In jedem Well wurde nun ein ml reines RPMI 1640 vorgelegt und anschlieBend ein ml der
Zellsuspension (Konzentration= 1x10° Zellen/ml) dazugegeben. Die Zellen inkubierten dann fiir 24
Stunden bei 37°C und 5% CO:.

Einer neuen 24-Well Platte wurden jeweils pro Well drei pug der zu transfezierenden DNA
hinzugegeben. AnschlieBend wurde pro Well 100 ul reines RPMI 1640 dazugegeben. Dann wurde im
Verhiltnis vorgelegte DNA-Menge (in Gramm) : Transfektionsreagenz = 1:3, X-tremeGENE™ HP
DNA Transfection Reagent von Sigma-Aldrich (Missouri, USA) zugegeben. Nach zehnminiitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden dann 100 pl dieser Losung vorsichtig auf die iiber Nacht

inkubierten Zellen gegeben. Die Zellen inkubierten nun mindestens 48 Stunden bei 37°C und 5% CO,.

3.2.8.4 Isolation und Kultivierung von PBMC’s

Unter PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) versteht man einkernige Zellen des Blutes mit
rundem Zellkern. Um diese zu gewinnen, wurde zundchst vendses Blut mit einer
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) enthaltenen Monovette (S-Monovette® 9ml K3E) abgenommen.
Unter sterilen Bedingungen wurden dann zunéichst sieben ml Biocoll Reagenz (Dichte 1,077 g/ml) in
ein Falcon gegeben. Im Anschluss wurde in einem 1:1 Verhiltnis (siecben ml) das zuvor gewonnene
Vollblut vorsichtig auf die Reagenz pipettiert. Nun wurde fiir 30 Minuten bei 1600 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Es war darauf zu achten, dass die Bremse der Zentrifuge ausgeschaltet
wurde, um ein Vermischen der verschiedenen Bestandteile zu verhindern. Durch den Dichtegradienten

kam es nun zu einer Trennung der verschiedenen zelluldren Bestandteile des Vollblutes.
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Abbildung 20: Trennung der Blutbestandteile nach Zentrifugation durch Dichtegradient
In der Abbildung sind der Reihe nach die einzelnen Bestandteile, die durch den Dichtegradienten voneinander getrennt
werden konnten, dargestellt. Zu erkennen sind Plasma, PBMC’s, Biocoll Reagenz, Granulozyten sowie Erythrozyten.

3.2.9 Proteinanalytische Methoden

3.2.9.1 Induktion

Eine Erhohung der Proteinsyntheserate durch Stimulation der Transkription des dafiir zustindigen Gens
wird als Induktion bezeichnet. Um die fertig klonierten und in Bakterien transformierten Konstrukte
weiter testen zu konnen, war es erforderlich, die Bakterien, die die jeweiligen Plasmide enthielten, zu
induzieren.

Man benétigt eine {iber Nacht gewachsene vier ml Fliissigkultur. Diese wurde nun 1:100 in einem
frischen Kulturmedium (selbiges wie zur Fliissigkultur benutzt) verdiinnt und anschlieBend bei 37°C
auf dem Schiittler inkubiert. In regelméfigen Abstdnden wurde die Kultur im Photometer bei einer
Wellenldnge von 600 nm gemessen, um den Moment abzupassen, bei dem die Extinktion zwischen 0,6
und 0,8 liegt. Als Referenzwert fiir die Messung wurde die Extinktion des Kulturmediums gesetzt.
Anschlieend wurde dann mit Isopropylthiogalactosid (IPTG) induziert. Das IPTG bindet am lacZ
Promotor und verdréngt dort Repressoren. Das fiihrt dazu, dass die Region, die durch das lacZ Operon
kontrolliert wird, vermehrt exprimiert wird [24]. Es wurde IPTG 1 milimolar (mM) zugegeben. Dann
inkubierte die Kultur fiir vier Stunden bei 30°C auf einem Schiittler. In dieser Zeit wird das Protein
vermehrt produziert. AnschlieBend wurde die Kultur fiir eine Minute bei 14300 rpm abzentrifugiert. Die

Bakterien und die Proteine befinden sich nun im Pallett. Der Uberstand wurde verworfen.
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3.2.9.2 Vorbereitung TALON beads

Die TALON beads sind eine Matrix, auf der Cobalt gebunden ist. Sie dienen dazu, His-tags zu binden.
Das wird sich zu Nutze gemacht um damit Proteine zu isolieren (siehe Isolation von Protein mit His tag)
[26].

Es wurden 100 pl Matrix in ein Eppi pipettiert (die beads liegen standardmafig 50-prozentig vor). Nun
wurden die beads mit PBS pH8 gewaschen (100 ul beads eine Minute bei 14300 rpm zentrifugieren,
dann den Uberstand verwerfen und anschlieBend 1 ml PBS pHS8 dazugeben und wieder zentrifugieren).
Dieser Vorgang wurde zwei bis drei Mal wiederholt. Nach dem letzten Verwerfen des Uberstandes
wurden nochmal 100 ul PBS ph8 dazu gegeben, so dass die beads letztendlich wieder 50-prozentig

vorlagen. Das erleichterte das anschlieBende Pipettieren der beads.

3.2.9.3 Vorbereitung Anti-FLAG Matrix

Vom José-Carreras-Zentrum in Homburg wurde mir eine Matrix, an die der FLAG-Tag Antikorper
Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) gebunden ist,
zur Verfiigung gestellt (Die Matrix liegt standardméBig 50-prozentig vor). Die Bindekapazitdt der
Matrix betrdgt 10 mg/ml. Eine, zur erwarteten Proteinmenge passende Menge (meist ca. 150 ul) dieser
Matrix, wurde dann mit PBS pH 7 zwei Mal gewaschen (Das pipettierte Volumen 1 Minute bei 14300
rpm zentrifugieren, dann den Uberstand verwerfen, anschlieBend 1 ml PBS pH7 dazugeben und wieder
zentrifugieren; zwei Mal wiederholen). Anschlieend wurde mit PBS pH7 die Matrix wieder 50-
prozentig verdiinnt, um sie besser pipettieren zu kénnen. Im Anschluss konnte mit der Proteinisolation

fortgefahren werden.

3.2.9.4 Isolation von Protein mit Polyhistidin-Tag (His-Tag)

Durch die Induktion werden Bakterien zur Produktion von Protein stimuliert. Da die Bakterien aber
nicht spezifisch nur ein gewiinschtes Protein produzieren konnen, macht man sich zum Beispiel den
Polyhistidin-Tag (His-Tag) zu Nutze. Er besteht aus einer Abfolge von mindestens sechs Histidinen, die
dazu in der Lage sind, Nickel- oder Cobalt-Ionen in einem Chelatkomplex zu binden. Proteine
exprimieren einen His-tag dann, wenn vorher die notwendige DNA-Sequenz in der fiir das Protein
kodierenden Gensequenz vorliegt. Der His-tag wurde sich in dieser Arbeit bei einigen der Konstrukte

zu Nutze gemacht [26].

Die vorher induzierten vier ml Bakterien Kulturen wurden auf Eis gestellt, sowie auch das PBS pHS.
Dann wurde 1 ml PBS pHS8 zu den Bakterien im Eppi dazu gegeben. Das PBS enthilt unter anderem
Proteaseinhibitoren, die verhindern, dass Protein verdaut wird. AnschlieBend wurde das Pellet im
zugegebenen PBS pH8 mittels Vortex resuspendiert. Dann wurde die Suspension eine halbe Stunde auf

Eis gestellt und anschlieBend eine halbe Stunde bei 4°C bei 14300 rpm zentrifugiert. In dem Uberstand
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befindet sich jetzt das Protein. Dieser gesamte Uberstand wurde jetzt zu den vorher vorbereiteten
TALON beads gegeben. Nun wurde unter stdndigem leichtem Schiitteln bei 4°C im Kiihlraum inkubiert.
In dieser Zeit binden die His-Tags mit samt der Proteine an die beads. AnschlieBend wurde das Eppi
eine Minute bei 14300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, da jedes Protein, das einen
His tag besitzt, nun an den TALON beads gebunden ist, die sich wiederum am Boden des Geféalles
befinden. Nun wurde drei Mal mit PBS pH8 gewaschen (1 ml PBS pHS8 dazugeben, eine Minute bei
14300 rpm zentrifugieren, den Uberstand verwerfen; drei Mal wiederholen). Um besagte Proteine nun
von den beads wieder frei zu 16sen, wurden 200 pl 150 mM Imidazol dazugegeben. Nach fiinfminiitigem
standigem Schwenken des Eppi’s, wurde im Anschluss wieder eine Minute bei 14300 rpm zentrifugiert.
Alles Protein mit einem His tag befindet sich nun im Uberstand. Dieser Uberstand wurde nun zunéchst
in ein neues Eppi tiberfiihrt. Da der zum Eluieren verwendete Imidazolpuffer jedoch nicht physiologisch
ist, wurde das Protein noch umgepuffert. Eine Dialysemembran 10 kDa von SERVA Electrophoresis
GmbH (Heidelberg, D) wird unter den Deckel des Eppi’s geklemmt, in das man zuvor ein Loch
gestochen hat. Das Eppi wurde anschliefend mit dem Deckel nach unten auf einem Schwimmer in einem
Becherglas mit 1,5 liter (I) PBS pH7 platziert. Nach zwolf bis 15 Stunden Inkubationszeit bei 4°C im
Kiihlraum kommt es durch Diffusion zu einem Austausch der Puffer im Eppi, sodass sich am Ende das

isolierte Protein, in PBS Ph7 gepuffert, befindet.

3.2.9.5 Isolation von Protein mit FLAG-Tag

Bei dem FLAG-Tag handelt es sich um eine acht Aminoséduren lange Sequenz, die sich als Bestandteil
von Proteinen zu Nutze gemacht wird, um diese zu isolieren und anzureichern [73]. Durch die kleine
GroBe und die hydrophilen Eigenschaften der Sequenz hat der FLAG-Tag wenig Auswirkungen auf die
spatere Aktivitdt des Proteins. Mit Hilfe von Antikorpern, die an eine Matrix kovalent gebunden sind,
in dieser Arbeit der Anti-FLAG Matrix, kann der FLAG-Tag inklusive Protein gebunden, isoliert,
angereichert und dann spéter wieder eluiert werden.

Dieses Prinzip wurde sich in dieser Arbeit bei einigen der Konstrukte zu Nutze gemacht.

50 ml des Zellkulturiiberstands, der das Protein enthélt, wurden mit 150 pl der reinen vorbereiteten
Matrix versehen und inkubierten dann {iber Nacht bei 4°C unter stindiger Bewegung auf einem
Rollgerit. Dabei wird das Konstrukt an die Matrix gebunden. AnschlieBend wurde bei 3500 rpm zehn
Minuten zentrifugiert, um die Matrix inklusive Protein am Boden zu sammeln. Der Uberstand wurde
verworfen und die Matrix in ein Eppi liberfiihrt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS pH7 wurden dann
200 ul 0,2 M Glycin zum Eluieren zugegeben. Durch leichtes Schiitteln 16st sich das Konstrukt nun
wieder von dem an der Matrix gebundenen Antikdrper. Durch Zentrifugieren bei 12000 rpm fiir eine
Minute wird die Matrix, wieder ohne Protein, nun am Boden gesammelt. Der Uberstand mit dem
enthaltenen Konstrukt wurde in ein neues Eppi tberfiihrt. Um den pH-Wert zu neutralisieren, wurden

20 ul 1 M Natriumhydrogenphosphat (Na?HPO?*) hinzugefiigt. Um das Konstrukt wieder von dem
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Glycin zu trennen, was bei der spéteren Analyse storen wiirde, wurde der Deckel des Eppis durchstochen
und mit einer Dialysemembran 10 kDa von SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D) versehen.
Nun konnte das Eppi mit dem Deckel nach unten iiber Nacht bei 4°C in 1,5 1 PBS pH7 gestellt werden.
Durch Diffusion kommt es nun zum Austausch und das Konstrukt befand sich anschliefend gepuffert

in PBS pH7.

3.2.9.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient dazu, Proteine ihrer Molekiilmasse nach aufzutrennen.
Das Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Tensid, das sich gleichmiaflig an das Protein
anlagert und somit die Eigenladung des Proteins, die durch unterschiedliche
Aminosdurebeschaffenheiten entsteht, iberdeckt. Die nun gleichmafBig negativ geladenen Proteine
wandern nach Anlegen einer Gleichstromspannung zum Pluspol. AuBlerdem kommt es durch die
wechselseitige Abstolung zwischen den SDS Molekiilen, aufgrund ihrer negativen Ladung, zu einer
Linearisierung der Proteine, was eine Auftrennung dieser nach ihrer Molekiilmasse ermoglicht, da

langere Proteinketten von dem Polyacrylamidgel starker zuriickgehalten werden als kiirzere.

Zur Elektrophorese wurde ein Trenngel (5 ml) und ein dariiber befindliches Sammelgel (1 ml)
verwendet. Je nach Proteingrée wurde ein zehnprozentiges oder zwdlfprozentiges Trenngel verwendet
(siche 3.1.2.2). Das Sammelgel, in dem die Polyacrylamidkonzentration geringer und damit die
Laufgeschwindigkeit groer als in dem Trenngel ist, dient dazu, die verschiedenen Proteine in den
nebeneinander gelegenen Slots in einer Ebene zu fokussieren. Dadurch werden am Ende die Banden
abgrenzbarer. Das Trenngel dient dann anschliefend zum Auftrennen der verschiedenen Proteine, wie
oben beschrieben, nach ihrer Grof3e. Zundchst wurden zwei spezielle Glasplatten, die einem Abstand
von 75 mm zueinander haben, mit Alkohol gereinigt und aneinandergelegt. Dann wurde das
Polyacrylamid-Trenngel (5 ml) zwischen die beiden Glasplatten gegossen. Die Stiarke des Trenngels
richtete sich nach der Grofle der Proteine. Es ist darauf zu achten, dass dies unmittelbar nach dem
Anmischen des Gels passiert, da nach Zugabe von APS und TEMED die Mischung beginnt, zu
polymerisieren. Anschliefend wurde das Trenngel mit destilliertem Wasser {iberschichtet. Nach 30 bis
40 Minuten Wartezeit ist das Gel vollstindig polymerisiert. Das tiberschichtete destillierte Wasser kann
abgeschiittet werden und anstelle dessen das Polyacrylamid-Sammelgel (1 ml) gegossen werden. Hier
ist wie beim Gieflen des Trenngels zu verfahren, mit dem Unterschied, dass unmittelbar nach dem
Gielen ein Platzhalter fiir die Slots, in die spéter die Proben pipettiert werden, von oben in das gegossene
Sammelgel gesteckt wird. Nachdem auch das Sammelgel nach 30 bis 40 Minuten ausgehértet ist, kann
man den Platzhalter herausnehmen. Das Gel wird inklusive der Glasplatten in die Gelkammer gestellt.
Die Kammer wurde mit Laemmli-Puffer 1x befillt. Der Proteinprobe wurde dann der nicht reduzierende
SDS-PAGE-Probenpuffer 5x in einem Verhéltnis von 1:5 hinzugegeben (das Protein denaturiert nicht).

Es wurde mit acht ul Proteinprobe gearbeitet.
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Die Proben wurden dann in jeweils einen Slot pipettiert. AuBBerdem wurde in einen Slot der Marker
PageRuler™ Prestained Protein Ladder pipettiert, um spiter aus der gelaufenen Linge der Probe die
Proteingro3e bestimmen zu kénnen. Es wurde eine Spannung von 200 Volt an die Kammer angelegt,
bei der sich die Proben dann circa 40 Minuten innerhalb des Gels aufgetrennt haben. AnschlieBend kann

man zur Darstellung der Proteine das Gel blotten (siehe 3.2.9.7).

3.2.9.7 Western Blot

Beim Western Blotting werden Proteine aus zuvor durchgefiihrten Polyacrylamidgelelektrophoresen
durch Elektroblotting-Verfahren auf eine proteinbindende Membran (hier: Immobilon-P Transfer
Membranes, PVDF) iibertragen. Es wurde ein ,,semi-dry Verfahren angewandt. Verwendet wurde eine
Blotting-Apparatur der Firma Bio-Rad (Trans-Blot SD, semi-dry transfer cell). Zunidchst wurde die
PVDF Membran fiir fiinf bis zehn Minuten in reinem Methanol aktiviert. Danach wurde die Membran
zum equilibrieren in Transferpuffer (1x) gelegt. Des Weiteren werden zwei Filterpapiere bendétigt, die
auch in Transferpuffer (1x) getrankt wurden. Um nun zu blotten, wurde zundchst das Filterpapier, darauf
die vorbereitete PVDF Membran, darauf das gelaufene Gel und darauf wiederum Filterpapier auf die
Blotting-Apparatur gelegt. Nun wurde {iberschiissige Fliissigkeit durch Druck entfernt (—> Semi-dry)
und die Apparatur mit dem Deckel verschlossen. Es wurde eine Spannung von 23 Volt bei einem Strom
von 450 Milliampere (bei zwei Membranen: 24 Volt, 480 Milliampere) fiir 30 bis 40 Minuten an das
Gerit angelegt. Das Protein ist nun auf der Membran gebunden. AnschlieBend wurde die PVDF
Membran direkt in der Immunfarbung (siche 3.2.9.8) weiter benutzt oder im Kiihlraum bei 4°C in TBS-

Triton X gelagert.

3.2.9.8 Immunfarbung von PVDF Membranen

Mochte man die zuvor mittels Western Blot auf die Membran iibertragenen Proteine nun sichtbar
machen und damit auch nachweisen konnen, bedient man sich einer Immunféarbung.

Um die PVDF Membran spezifisch mit Antikdrpern zu farben, wurde die zuvor geblottete Membran
(siche Western Blot) zundchst in 50 ml zehnprozentiger Magermilch (auf Basis von TBS-Triton X)
geblockt. Dazu wurde die Membran fiir vier Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schiittelgerat in
Magermilch gelegt. Das dient dazu, das Auftreten von unspezifischen Bindungen zu verhindern. Dann
wurde die Membran zwei bis drei Mal mit TBS Triton X gewaschen. Der nun verwendete primére
Antikorper richtete sich nach der Art des Konstruktes. Bei Konstrukten, die einen His-tag enthalten,
wurde der Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, D) verwendet,
der das His-tag des Proteins bindet. Er wurde 1 : 2000 in zehn ml TBS-Triton X verdiinnt. Bei
Konstrukten, die einen FLAG-Tag besitzen, wurde der Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody
produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) verwendet. Er wurde 1:2500 in zehn ml TBS-Triton X

verdiinnt. Um welchen Antikorper es sich jeweils handelte ist im zugehorigen Ergebnisteil beschrieben.

70



Die Membran wurde dann in jene zehn ml fiir circa eine Stunde bei Raumtemperatur auf ein
Schiittelgerdt gestellt. AnschlieBend wurde drei bis vier Mal mit TBS Triton X gewaschen. Als
sekunddrer Antikorper wurde der Goat Anti-Mouse IgG (H+L) — HRP Conjugate verwendet, der an den
primdren Antikorper bindet, da es sich um einen Antikorper handelt, der an Maus Schwerkettenproteine
bindet. Der sekundére Antikorper verfiigt {iber Peroxidase Aktivitit, die anschliefend bei der weiteren
Darstellung dient. Er wurde 1:3000 in zehn ml TBS-Triton X verdiinnt. AnschlieBend wurde die
Membran in diesen zehn ml fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer Petrischale auf ein
Schiittelgerit gestellt. Danach wurde wieder drei bis vier Mal mit TBS Triton X gewaschen.

Zum weiteren Darstellen wurden zundchst 100 pl der Entwicklerlosung 1 (LumiGLO ®, Reagent A
(20%)) mit 100 pl der Entwicklerldsung 2 (Peroxide Reagent B (20x)) mit zwei ml destilliertem Wasser
gemischt. Diese Mischung wurde dann auf die Membran gegeben. AnschlieBend wurde die Membran
zwischen eine Klarsichtfolie gelegt, um den Kontakt der Chemikalien mit anderen Materialien zu
verhindern. In einem Dunkelraum wurde nun Hyperfilm™ ECL™ von Merck (Darmstadt, D) (friiher
Fisher Scientific GmbH (Schwerte, D)) auf der Klarsichtfolie und damit auch auf der darunter gelegenen
Membran platziert. Durch die am Antikorper und somit auch am Protein gebundenen Peroxidase reagiert
das Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid zu einem instabilen Dianion, wodurch es zur
Chemilumineszenz kommt. Das emittierte Licht wird dann auf dem Hyperfilm dargestellt. Nach fiinf
bis zehn Minuten wurde der Hyperfilm zunichst in Adefo Mix Sa Entwickler von Adefo-Chemie GmbH
(Neu-Isenburg, D), der vorab 1:5 verdiinnt wurde, gelegt. Nach drei bis fiinf Minuten wurde der
Hyperfilm wieder herausgenommen und mit Wasser abgewaschen. AnschlieSend wurde der Hyperfilm
wiederum fiir drei bis fiinf Minuten in Adefo Mix Sa Fixierer, ebenfalls von Adefo-Chemie GmbH

(Neu-Isenburg, D) und 1:5 verdiinnt, fixiert. Danach wurde der Film wieder mit Wasser abgewaschen.

3.2.9.9 Konzentrierung von Protein in Losung

Um mit relativ niedrig konzentrierten Proteinen in Losung verniinftig weiterarbeiten zu kénnen, war es
gegebenenfalls notwendig, diese Losungen hoher zu konzentrieren, um so die Menge an Protein pro
Volumeneinheit zu erhéhen. Dazu wurde die jeweilige Losung zundchst mit Hilfe des Filtropur V50
500ml 0.22um von Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, D) vorfiltriert, um eventuelle grobere
Verunreinigungen zu entfernen. Im Anschluss wurde dann zur eigentlichen Konzentrierung ein Amicon
Stirred Ultrafiltration Cell Model 202 verwendet, welches mit fiinf bar betriecben wurde. Als
Filtermembran diente die Ultrafitrations-Membranscheibe, PLTK Ultracell aus gereinigter Zellulose, 30

kDa NMGG, 63,5 mm.

71



3.2.10 Durchflusszytometrische Analysen

3.2.10.1 Immunfarbung von Zellen vorbereitend zur Durchflusszytometrie

Die Immunfarbung von Zellen nach Inkubation mit den zu iberpriifenden Konstrukten dient der
Vorbereitung zur spateren Messung mittels Durchflusszytometrie. In dieser Arbeit wurde so Verfahren,
dass nach anfanglicher Inkubation der Zellen mit den zu {iberpriifenden Konstrukten zunichst ein
primédrer Antikorper zugegeben wurde. Bei Konstrukten mit His-Tag handelte es sich um den Antikorper
Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, D); bei Konstrukten mit
FLAG-Tag um den Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse von Merck (Karlsruhe,
D). Diese binden dann wiederum jeweils an den His-Tag bezichungsweise FLAG-Tag der auf den Zellen
gebundenen Konstrukte. In einem néchsten Schritt wurde dann ein sekundirer Antikdrper verwendet,
der wiederum selbst an den zuvor verwendeten primédren Antikérper bindet. In dieser Arbeit wurden

zweli verschiedene sekundire Antikorper verwendet:

- Ziege F(ab’)2 anti-Maus IgG (H+L)-Biotin, MinX Hu,Bo,Ho von Dianova (Hamburg, D) (im

Folgenden Anti-mouse Biotin AK genannt)

- Anti-IgG1-APC, mouse von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Bei dem Anti-IgG1-APC, der bereits den Fluoreszenzfarbstoff besitzt (siche unten), kann im Anschluss
mit der FACS Analyse fortgefahren werden. Bei dem Anti-mouse Biotin AK musste noch ein weiteres,
Streptavidin enthaltenes, tertidres Konstrukt hinzugegeben werden. Es wurden folgende 2 Streptavidin

Konstrukte verwendet:
- BD Pharmingen™ APC Streptavidin von BD Biosciences (Heidelberg, D)

- Streptavidin RPE von Dianova (Hamburg, D)

Das Streptavidin geht eine sehr starke Bindung mit dem am sekunddren Antikdrper gebundenen Biotin
ein. Ein Streptavidin Molekiil kann vier Biotin Molekiile binden. An das Streptavidin ist ein
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.

Je nach Analyse wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Farbstoffe verwendet. Zum einen R-
Phycoerythrin und zum anderen Allophycocyanin (APC):

- R-Phycoerythrin absorbiert Licht unterschiedlicher Wellenldngen und emittiert dann wiederum Licht

mit einem Maximum bei einer Wellenldnge von 578 nm.

- APC absorbiert Licht bei einem Maximum von 633 nm und emittiert Licht mit einem Maximum bei

einer Wellenldnge von 680 nm.

Die Emission der beiden Fluoreszenzfarbstoffe konnte dann spéter in der Durchflusszytometrie zur

Detektion verwendet werden.
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Die Immunfarbung wurde in dieser Arbeit in Vorbereitung zweier verschiedener
durchflusszytometrischer Untersuchungen verwendet. Zum einen der Oberflichenfiarbung und zum

anderen der Intrazellularfarbung.

Oberflichenfirbung

Bei der Oberflichenfarbung liegt das Interesse der spiteren Analyse entweder an der moglichen
Bindung der Konstrukte auf der Oberflache oder der Internalisierung selbiger. Dazu inkubieren die zu
untersuchenden Konstrukte zundchst fiir eine bestimmte Zeit mit den Zellen. Die Inkubationstemperatur
lasst sich als zusatzliche GrofBle ebenfalls variieren. Beide Faktoren werden in Bezug zur jeweiligen
Fragestellung festgelegt. Im Ergebnisteil ist bei jeder Oberflichenfarbung die gewahlte Zeit, Temperatur
und damit auch die Fragestellung angegeben. Es wird davon ausgegangen, dass mit Anndherung der
Temperatur an 37°C sowie mit weiter fortgeschrittener Zeit die Wahrscheinlichkeit der Internalisierung

der Konstrukte steigt.

Intrazellularfarbung

Bei der Intrazellularfarbung liegt das Interesse der spateren Analyse in einer moglichen Internalisierung
und damit intrazelluldren Anreicherung der Konstrukte. Dazu inkubieren die Konstrukte ebenfalls fir
eine bestimmte Zeit bei einer bestimmten Temperatur mit den Zellen. AnschlieBend folgt nun ein
Fixierschritt, indem die Zellen fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit zweiprozentigem
Paraformaldehyd (PFA) fixiert werden, was eine spitere Firbung der Oberfliche im Ubrigen auch nicht
mehr moglich macht. Zur Permeabilisierung der Zellen wird nun fiir zehn Minuten 0,5-prozentiges
Saponin in pBS pH7 den Zellen hinzugegeben. Das Saponin fiihrt dazu, dass die fiir die Farbung
notwendigen Substanzen das Innere der Zelle erreichen kdnnen [25]. In den nachfolgenden Schritten,
die denen der Oberflichenfdarbung entsprechen, ist den verwendeten Medien (Antikdrper sowie auch
Waschpuffer) auch immer 0,1-prozentiges Saponin hinzuzugeben, um die Permeabilitdt aufrecht zu

erhalten.

Methodik der Firbungen

Es wurden 5x10* bis 1x10° Zellen in ein Rundbodenréhrchen pipettiert. Dann wurden die Zellen mit
PBS pH7 gewaschen, indem zuerst ein ml PBS pH7 hinzugefiigt wurde, dann drei Minuten bei 1800
rpm zentrifugiert wurde, und der Uberstand anschlieBend verworfen wurde. Dieser Waschvorgang
wurde zwei Mal nacheinander durchgefiihrt. Jedem Rohrchen wurden dann zehn ug des zu
iiberpriifenden Konstrukts hinzugegeben. Dann mit dem Vortex gemischt und je nach Fragestellung und
Féarbung, wie oben beschrieben, inkubiert. Nun folgte, fakultativ bei der Intrazelluldrfarbung, die

Fixierung (siche oben). Danach wurde einmal mit einem ml PBS pH7, wie oben beschrieben,
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gewaschen. Als ndchstes wurde dann der primére Antikorper verdiinnt und 50 pl der angesetzten Losung
den Zellen hinzugefiigt.

Der Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, D) fiir die His-Tag
Konstrukte wurde 1:500 in PBS pH7 verdiinnt.

Der Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) fiir die
FLAG-Tag Konstrukte wurde ebenfalls 1:500 in PBS pH7 verdiinnt.

Nach Mischen mit dem Vortex wurde wieder fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurde wieder einmal mit einem ml PBS pH7 gewaschen. Als ndchstes wurde dann der
sekundire Antikorper, teilweise vorher verdiinnt, den Zellen hinzugefiigt.

Der Anti-mouse Biotin AK von Dianova (Hamburg, D) wurde 1:200 in PBS pH7 verdiinnt. Es wurden
50 pl hinzugefiigt.

Der Anti-IgG1-APC, mouse von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D) wurde unverdiinnt in einer
Menge von fiinf ul hinzugefiigt.

Es wurde wieder mittels Vortex gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde erneut einmal mit einem ml PBS pH7 gewaschen und bei Verwendung des Anti-IgG1-APC mit
einem ml PBS pH7 resuspendiert und mit der durchflusszytometrischen Messung fortgefahren.
Gegebenenfalls, bei Verwendung des Anti-mouse Biotin AK, wurde nun noch eines der beiden
Streptavidin Konstrukte hinzugefiigt. Diese wurden ebenfalls verdiinnt und in einer Menge von 50 ul
hinzugefiigt:

Streptavidin RPE wurde 1:500 in PBS pH7 verdiinnt.

APC Streptavidin wurde 1:500 in PBS pH7 verdiinnt.

Nach Mischen mittels Vortex wurde fiir circa zw6lf Minuten inkubiert und anschlieend zwei Mal mit
jeweils einem ml PBS pH7 gewaschen. Zum Schluss wurden die Zellen jeweils noch einmal mittels

einem ml PBS pH7 resuspendiert. Anschlieend wurde mit der Durchflusszytometrie fortgefahren.

Bei jeder Analyse wurde zusitzlich eine Messung und damit auch eine Farbung der Zellen ohne
vorherige Inkubation mit einem der Konstrukte durchgefiihrt, um die jeweilige Zelllinie vor den

eigentlichen Messungen zu kalibrieren (Leerwert) (siche 3.2.10.2).

3.2.10.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ermdéglicht es, einzelne Zellen in sehr kurzer Zeit in Bezug auf Grofe,
Granularitit und die Expression von Antigenen zu untersuchen. Das erdffnet die Moglichkeit, viele
Informationen in relativ kurzer Zeit iiber ganze Zell-Populationen zu erhalten.

Voraussetzung fiir die Durchflusszytometrie ist, dass sich die Zellen in einer Einzelzellsuspension
befinden. Dazu werden die Zellen mittels Fokussierung durch einen Hiillstrom zusammen mit einer
Tréagerfliissigkeit in den Mikrokanal einer hochprizisen Kiivette gebracht. Dadurch kann anschlieBend

jede Zelle einzeln nacheinander mit einem Laser bestrahlt werden. Nun kdnnen zwei verschiedene
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Signale von einem Detektor erfasst werden, zum einen das Streulicht und zum anderen das unter
Umstdnden vorhandene Fluoreszenzsignal.

Das nach Bestrahlung der Zelle resultierende Streulicht, was durch die Zellbeschaffenheit gegeben ist,
kann in Vorwirtsstreulicht (forward scatter = FSC) und Seitwértsstreulicht (side scatter = SSC) unterteilt
werden. Das FSC ist ein MaB fiir die Beugung des Lichts im flachen Winkel und lésst Riickschliisse auf
die GroBe der Zelle ziehen. Das SSC ist ein Mal fiir die rechtwinklige Brechung des Lichts und ldsst
unter anderem Riickschliisse auf die Granularitét der Zelle ziehen. Die beiden Parameter FSC und SSC
konnen in einem Dot Plot ausgewertet werden, in welchem jeder Punkt eine Zelle reprisentiert.

Ein Fluoreszenzsignal entsteht dann, wenn Fluroeszenzfarbstoffe auf der Zelle gebunden sind. Indem
man die Zellen zuvor mit Fluoreszenzfarbstoff tragenden Antikdrpern behandelt, kann man dadurch die
Expression von Antigenen, oder wie in dieser Arbeit die Bindung von Antikdrpern bezichungsweise
antikorperahnlichen Konstrukten, auf der Zelle nachweisen. Durch die Bestrahlung des Farbstoffs
mittels Laser einer bestimmten fiir den Farbstoff charakteristischen Wellenldnge, kommt es zur
Absorption und infolgedessen wiederum zur Emission eines Lichts einer bestimmten, auch fiir den Stoff
charakteristischen, Wellenldnge. Dieses Licht kann dann detektiert werden. Die Ergebnisse der
Fluroeszenzmessung koénnen in einem Histogramm dargestellt werden.

Der Begriff Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) wird meist im Sinne von Durchflusszytometrie
verwendet, obwohl bei der Durchflusszytometrie im Gegensatz zum FACS auf die Sortierung von Zellen
verzichtet wird. In dieser Arbeit wurde auch auf das Sortieren von Zellen verzichtet. Der Einfachheit

halber wird nachfolgend trotzdem von FACS gesprochen.

Die Durchflusszytometrie diente in dieser Arbeit zum einen der Bindungsanalyse und zum anderen der
Intrazelluldranalyse der verschiedenen Konstrukte (siche Immunfarbung von Zellen in Vorbereitung zur
Durchflusszytometrie).

Zur Messung wurde das BD FACS Canto ™ Flow Cytometer von BD Biosciences (Heidelberg, D)
verwendet. Bei dem verwendeten Fluoreszenzfarbstoff, der in der Immunfirbung verwendet wurde,
handelt es sich um Phycoerythrin mit einem Emissionsmaximum bei einer Wellenldnge von 578 nm.
Die Immungefarbten Zellen (sieche Immunfarbung) wurden in einem Rundbodenrdhrchen in die FACS
Apertur gestellt. Vor den eigentlichen Messungen jeder Zellreihe wurden zundchst Zellen der jeweiligen
Zellreihe ohne vorherige Inkubation mit einem der Konstrukte gemessen (Leerwert). Anhand dieser
Messung wurde das FACS kalibriert, um dann im Anschluss die einzelnen Messungen durchzufiihren.
Durchgefiihrt wurden die Messungen mit Hilfe des Computerprogramms FACSDiva™ BD Biosciences
(Heidelberg, D). Der spéteren Auswertung diente das Programm WinMDI (Freeware, entwickelt von
Joe Trotter).
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3.2.11 LDH Zytotoxizitiats Assay

Das Laktatdehydrogenase (LDH) Zytotoxizitits Assay dient dem Quantifizieren der Zelllyse. In dieser
Arbeit wurde dazu das Cytotoxicity Detection Kit P“VS (LDH) von Roche Applied Science (Penzberg,
D) verwendet.

Die LDH ist ein Enzym, welches in Zellen im Zytoplasma vorkommt. Kommt es nun zu einer
Zellschadigung, wird das Enzym in den Extrazelluldrraum freigegeben. In diesem Assay nutzt man
diesen Sachverhalt, indem man, katalysiert durch die freigesetzte LDH, zugegebenes Lactat zu Pyruvat
reagieren ldsst. Bei dieser Reaktion wird auBerdem zugegebenes NAD" zu NADH'+H" reduziert. In
einem zweiten Reaktionsschritt wird dann ein Tetrazoliumsalz mit Hilfe des Enzyms Diaphorese zu
einem Formezansalz umgewandelt. Enzym sowie Salz miissen wiederum vorher zugegeben werden. Bei
dieser Reaktion wird das vorher entstandene NADH +H" nun wieder zu NAD" oxidiert. Die Menge an
Laktatdehydrogenase ist somit proportional zu der Menge an entstandenem NADH "+H" und somit auch
proportional zu der Menge an entstandenem Formezan. Die Menge Formezan kann nun anschlieBend

photometrisch gemessen werden.

LDH
Lactat > Pyruvat
NAD+ NADH+H*
Formezan — Tetrazolium
Diaphorese

Abbildung 21: Schema der Umwandlung von Tetrazolium zu Formezan in Bezug zum LDH Zytotoxizitiits Assay
Das Schema zeigt die Umwandlung von Lactat mit Hilfe der Lactatdehydrogenase (LDH) und
Nicotinamidadenindinukleotid® (NAD") zu Pyruvat und NADH+H" In einem zweiten Schritt wird dann ein Tetrazoliumsalz,
katalysiert von dem Enzym Diaphorese, in Beisein von NADH+H" zu Formezan umgewandelt.

In dieser Arbeit diente das Assay der Uberpriifung der Zelltoxizitit einiger der Konstrukte. Zu Beginn
wurden die zu untersuchenden Zellen, sowie gegebenenfalls die verwendeten PBMC’s, mit RPMI 1640
Medium gewaschen, da sich in den urspriinglichen Kulturmedien fetales Kdlberserum (FCS) befindet,
welches wiederum LDH enthalt. Dazu wurde den Zellen RPMI 1640 Medium zugegeben und bei 1500
rpm drei Minuten lang zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zwei Mal wiederholt. Zum weiteren
Arbeiten wurde eine 96-Well-Platte benutzt. Es wurden generell immer dreifach Bestimmungen
durchgefiihrt.

Das Gesamtvolumen des Inhalts jedes Well betrug zundchst 100 pl. Jedes Well enthielt 5000 Target
Zellen. Fiir die Analyse wurden nun die jeweiligen zu tberpriifenden Konstrukte in unterschiedlichen

Konzentrationen, je nach Analyse, den Zellen hinzugefiigt.
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Bei Konstrukten, die nicht direkt toxisch sondern indirekt toxisch tiber die ADCC wirken sollten, war
daran zu denken, ebenfalls Effektorzellen hinzu zu fiigen. Als Effektorzellen wurden zuvor isolierte
PBMC'’s verwendet. Die Anzahl der Effektorzellen pro Well betrug dann 50000, was einem Verhéltnis
von Target- zu Effektorzellen von 1:10 entspricht. Im Ergebnisteil ist bei jedem Experiment angegeben,
ob das Konstrukt direkt oder indirekt zytotoxisch wirken sollte.

Es wurden zusitzlich eine Minimum-Kontrolle (MIN), sowie eine Maximum-Kontrolle (MAX)
durchgefiihrt. Bei der MIN-Kontrolle wurde kein zu tiberpriifendes Konstrukt hinzugefiigt und somit
nur die spontane Zelllyse bestimmt. Bei der MAX-Kontrolle wurde 0,5-prozentiges Triton-X
hinzugefiigt, um die maximal mogliche Zelllyse zu bestimmen (Bei Versuchsreihen mit PBMC’s waren
bei MIN und MAX auch jeweils PBMC’s vorhanden).

AnschlieBend inkubierte die Platte bei 37°C und 5% Co,-Gehalt in der Luft fiir eine bestimmte Zeit, je
nach Analyse, im Brutschrank. Nun wurden jedem Well weitere 100 pl der frisch angesetzten
Reaktionslosung hinzugefiigt. Diese enthielt das Tetrazoliumsalz lodotetrazoliumchlorid, das Enzym
Diaphorese, NAD', sowie Natriumlactat. Wie diese im speziellen angesetzt wurde, kann dem
beigefiigten Protokoll des Kit’s entnommen werden. Nach zehnminiitiger Inkubation wurden 50 ul der
Stoplosung, welche Salzsdure enthilt, hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die 96-Well-Platte in einem
Wallac Victor?, 1420 Multilabel Counter der Firma Applied Biosystems (California, D) ausgewertet.
Die Wellenldnge bei der gemessen wurde betrug 490 nm. Aus den Daten der Extinktion der einzelnen
Wells mit den Konstrukten und der Wells mit der MIN- und MAX-Kontrolle, wurde dann die spezifische
Lyse der Konstrukte berechnet.

Die spezifische Lyse ist gleich einem Quotienten. Der Zdhler setzt sich aus der Subtraktion der
Extinktion des Konstrukts von der Extinktion der MIN-Kontrolle zusammen. Der Nenner besteht aus
der Subtraktion der Extinktion der MAX-Kontrolle von der Extinktion der MIN-Kontrolle. Multipliziert

man den ganzen Bruch mit hundert erhilt man die spezifische Lyse in Prozent.

3.2.12 Sequenzierung von DNA

Um klonierte DNA oder mittels PCR amplifizierte DNA beziiglich der Basenabfolge zu {iberpriifen,
wurden die Proben sequenziert. Dies wurde von der SEQ-IT GmbH & Co. KG in Kaiserslautern (D)
durchgefiihrt.

4. Ergebnisse

4.1 BAR-Fab Konstrukte

Ziel war zunéchst die Herstellung dreier Fab-dhnlicher Konstrukte, bei denen die variablen Doménen
der Schwerkette sowie der Leichtkette aus einer ARS2 Sequenz bestehen. Dabei sollte jedes der drei

Konstrukte einen anderen Ausschnitt der ARS2 Sequenz besitzen. Das Epitop, welches den B-Zell
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Rezeptor bindet, wird durch die Aminosduren 343-375 représentiert und ist in allen drei Konstrukten

enthalten [20].

Name ARS2 Sequenz
ARS2 Fab 343-466 343-466
ARS2 Fab 290-410 290-410
ARS2 Fab 260-375 260-375

Tabelle 11: BAR-Fab Konstrukte

Links ist der Name des BAR-Fab Konstruks angegeben, rechts die entsprechenden Aminosduren der ARS2 Sequenz.

Vorgehensweise

In einem ersten Schritt wurde die jeweils benétigte Sequenz fiir jedes der drei Konstrukte, einmal fiir

die Schwerkette und einmal fiir die Leichtkette, mittels PCR von dem ARS2 pSfi FLAG Vektor

amplifiziert und mit zwei flankierenden Schnittstellen versehen. Im Anschluss wurden die PCR

Produkte dann in den TA-Vektor kloniert und in Bakterien transformiert. Nach Kultur und DNA-

Isolation wurde dann zundchst die jeweilige ARS2 Sequenz an die Stelle der variablen

Schwerkettendoméne im pCES-1 Vektor mit Hilfe der Enzyme Ncol und BstE2 kloniert. Danach wurde

dieselbe Sequenz jeweils an die variable Leichtkettendoméne im pCES-1 Vektor mit Hilfe der Enzyme

ApaL1 und Xhol kloniert. Nach Induktion und anschlieBender Proteinisolation wurden die Konstrukte

mittels Western Blot nachgewiesen. Nun wurden die Konstrukte schlieBlich auf der U2932 Zelllinie auf

Bindung getestet. Im nachfolgenden sind die Experimente im Detail dargestellt.

4.1.1 PCR zur Amplifikation der spezifischen Schnittstellen

Name ARS2 Sequenz Sense Primer Antisense Primer

VL 343-466 (1) AA 343-466 ARS2 AA343 Apall-s | ARS2 AA466 Xhol-as
VL 290-410 (2) AA 290-410 ARS2 AA290 ApalLl-s | ARS2 AA410 Xhol-as
VL 260-375 (3) AA 260-375 ARS2 AA260 Apall-s | ARS2 AA375 Xhol-as
VH 343-466 (4) AA 343-466 ARS2 AA343 Ncol-s ARS2 AA466 BstE2-as
VH 290-410 (5) AA 290-410 ARS2 AA290 Ncol-s ARS2 AA410 BstE2-as
VH 260-375 (6) AA 260-375 ARS2 AA260 Ncol-s ARS2 AA375 BstE2-as

Tabelle 12: PCR zur Amplifikation der spezifischen Schnittstellen fiir die Fab-Klonierung
Es sind die jeweils zueinander passenden ARS2 Sequenzen und Primer angegeben.
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Zunichst wurde, wie in 3.2.1.1 beschrieben, eine PCR durchgefiihrt, um spezifische flankierende
Schnittstellen an beiden Enden der drei ARS2 Sequenzen anzufiigen. Als Template diente der ARS2
pSfi FLAG Vektor. Es wurden insgesamt sechs Reaktionen mit jeweils einem individuellen Primerpaar
durchgefiihrt:

Anschlieend wurden jeweils zehn pul der sechs PCR Produkte auf einem einprozentigem Agarose Gel

zusammen mit dem 50 bp Langenmarker aufgetragen und aufgetrennt (siche 3.2.2).

Abbildung 22: Agarosegel der PCR zur ARS2 Amplifikation

A: Rechts ist der 50 bp Langenmarker zu sehen (M). In Spur eins, zwei, fiinf und sechs sind Banden auf Héhe von ca. 400 bp
sichtbar. In den Spuren drei und vier sind keine Banden zu erkennen. Die Laufspuren entsprachen den Nummern der PCR-
Produkte.

B: Rechts ist der 50 bp Langenmarker aufgetragen (M). In der Laufbahn der Proben zwei und drei ist jeweils eine Bande,
circa in Hohe der 400 bp Bande, sichtbar. Probe zwei entsprach PCR vier, Probe drei entsprach PCR sechs. Die Bande der
Laufbahn eins, die sich ebenfalls auf Héhe von 400 bp befindet, ist auf dem Foto nicht zu erkennen (war jedoch mit blolem
Auge zu erkennen). Sie entsprach der PCR drei.

Die Gelelektrophoresen lieBen darauf schlieflen, dass jede der sechs PCRs in mindestens einem Fall zum

Ergebnis eine erfolgreich amplifizierte Schnittstelle hervorgebracht hat.

4.1.2 Klonierung der BAR-Fab Konstrukte

4.1.2.1 TA-Klonierung der PCR Produkte

Als nichstes wurden die erfolgreich synthetisierten PCR Produkte aus 4.1.1 jeweils in den TA Vektor,
wie in 3.2.7.1 beschrieben, kloniert. Im Anschluss wurden die TA Vektoren dann in DH 5 alpha
Bakterien ohne Zwischenkultur transformiert und dann jeweils auf LB-Ampicilin-Agar ausgestrichen.
Zum Nachweis der erfolgreichen Klonierung wurde dann von jeweils neun Kolonien der sechs
Agarplatten eine Kolonien PCR mit den Primern M13 forward sowie M 13 reverse gefahren. Die Primer
binden hierbei nahe des 5°- bzw. 3’-Endes des Inserts. Die PCR Produkte wurden dann anschlieBend
auf einem einprozentigem Agarose Gel aufgetragen und zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker

aufgetrennt.
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Abbildung 23: Agarosegel der Kolonien PCR zur Uberpriifung der ARS2 TA Klonierung

A: VL 343-466 (1) Rechts ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen (M). In der Laufbahn der dritten Probe (3) ist ca. auf
Héhe von 600 bp eine Bande zu erkennen.

B: VL 290-410 (2) Links ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufbahnen der Proben acht und neun ist
jeweils ca. auf Hohe von 600 bp eine Bande zu erkennen.

C: VL 260-375 (3) Rechts ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen (M). In der Laufbahn von Probe neun ist bei ca. 600 bp
eine Bande zu erkennen.

D: VH 343-466 (4) Links ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen (M). In den Laufspuren der Proben eins, drei, fiinf, sieben
und acht ist bei ca. 600 bp eine Bande zu erkennen.

E: VH 290-410 (5) Rechts ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen (M). In den Laufbahnen der Proben zwei und sechs ist
bei ca. 600 bp eine Bande zu erkennen.

F: VH 260-375 (6) Links ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen (M). In den Laufbahnen der Proben sechs und neun ist bei
ca. 600 bp eine Bande zu erkennen.

Auf jeder Platte brachte jeweils mindestens eine Kolonie eine 600 bp Bande hervor. Damit lief3 sich
zeigen, dass es jeweils mindestens einen Klon mit jedem der sechs zuvor transformierten Plasmide gab.

Von jeder Agarplatte wurde dann ein Klon in vier ml LB-Ampicilin-Medium angeimpft. Nachdem die
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Flissigkulturen gewachsen waren, wurde die DNA mittels Minipraparation aus den Bakterien isoliert.
Die isolierte DNA wurde dann jeweils mit dem Primer M13 forward sequenziert. Die Sequenzierung

konnte die Richtigkeit der Klone bestitigen.

TA Klone:
Name ARS2 Sequenz
TA VL 343-466 (1) AA 343-466
TA VL 290-410 (2) AA 290-410
TA VL 260-375 (3) AA 260-375
TA VH 343-466 (4) AA 343-466
TA VH 290-410 (5) AA 290-410
TA VH 260-375 (6) AA 260-375

Tabelle 13: Leichtketten-Klone der Fab-Konstrukte
Links ist der Name des Klons und rechts die dazu passende ARS2 Sequenz angegeben.

4.1.2.2 Klonierung der Schwerkette

Um die Schwerkette zu klonieren wurden die drei verschiedenen ARS2 Sequenzen, die bereits als
Bestandteil des TA Vektors vorlagen, in den pCES Vektor, an die fiir die variable Region der
Schwerkette vorgesehene Stelle mit Hilfe der Restritkionsenzyme Ncol und BstE2 kloniert. Die drei
TA-Klone die zur Klonierung dienten waren: TA VH 343-466 (4), TA VH 290-410 (5) und TA VH
260-375 (6).

Als Zielvektor diente der pCES-1 Vektor. Die Inserts wurden aus den drei zuvor genannten TA Klonen
geschnitten. Zunéchst wurden zwei pg aller vier Vektoren mit Ncol und BstE2 unter Zuhilfenahme des
Buffer Red verdaut. Bei den Enzymen handelt es sich um solche, welche sticky ends produzieren. Die
drei Inserts wurden {iber ein einprozentiges Agarose Gel zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker
aufgetrennt. Der Zielvektor pCES-1 wurde mir freundlicherweise, bereits mit den Enzymen Ncol und

BstE2 verdaut, vom José-Carreras-Zentrum in Homburg zur Verfiigung gestellt.
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Acg: 0.200 sec

Abbildung 24: Agarosegel der geschnittene TA Vektoren zur Klonierung der Schwerkette des BAR-Fab Konstruktes
Rechts ist der 1 kbp Marker aufgetragen (M). Die unterste Bande ist auf dem Foto kaum bis iiberhaupt nicht auszumachen.
Bei den Proben eins, zwei und drei handelt es sich jeweils um den, mit Ncol und BstE2 geschnittenen, TA Vektor TA VH
343-466 (4), TA VH 290-410 (5) und TA VH 260-375 (6). Die unterste Bande, die sich jeweils bei ca 350 bp befindet, wurde
dann jeweils ausgeschnitten.

Nachdem Insert- und Vektor-DNA isoliert worden sind, wurden Beide miteinander ligiert. Im Anschluss
wurden die Ligationsansétze jeweils in TG 1 Bakterien mit Zwischenkultur transformiert und auf 2xTY-
AG Agar ausgestrichen. AnschlieBend wurde von den auf den drei Agarplatten gewachsenen Kolonien
eine Kolonien-PCR mit den Primern ARS2 AA343 Ncol-s und CH1-3" durchgefiihrt. Diese binden
links bezichungsweise rechts des klonierten Inserts. Die PCR Produkte wurden auf einem

zweiprozentigem Agarose Gel zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker aufgetrennt.
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Abbildung 25: Agarosegel der Kolonien PCR zur Uberpriifung der Schwerketten pCES Klonierung des BAR-Fab
Konstruktes ARS2 Fab 343-466, ARS2 Fab 290-410 und ARS2 Fab 260-375

A: ARS2 Fab 343-466 und ARS2 Fab 290-410 In der Mitte des Gels ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). Auf den
Slots eins bis sieben waren der Reihe nach Kolonien der Agarplatte der Ligation TA 343-466 (4) + pCES aufgetragen. Zu
erkennen ist, dass die Laufspuren eins bis drei sowie fiinf bis sieben jeweils eine Bande auf Héhe von ca. 600 bp
hervorgebracht haben. In den Slots acht bis 14 waren die Kolonien der Agarplatte der Ligation TA 290-410 (5) + pCES
aufgetragen. Man sieht, dass die Laufspuren acht bis zwolf jeweils eine Bande in Hohe von ca. 400 bp hervorgebracht haben.
B: ARS2 Fab 260-375 Links ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Slots eins bis sieben sind die Kolonien der
Agarplatte der Ligation TA 260-375 + pCES aufgetragen. Zu erkennen ist, dass alle sieben Kolonien jeweils eine Bande in
Hohe von ca. 250 bp hervorgebracht haben.

Aus den Fotos war abzuleiten, dass auf jeder Agarplatte mindestens eine Kolonie eine Bande
hervorgebracht hatte. Die unterschiedlichen Lauflingen der Banden ergaben sich aus der Tatsache
heraus, dass ein ARS2-Primer als Sense-Primer benutzt worden war und die drei verschiedenen
Vektoren drei verschiedene Abschnitte der kompletten ARS2 Sequenz besitzen und somit der Primer an
drei unterschiedlichen Positionen gebunden hatte.

Jeweils eine der Kolonien auf den drei verschiedenen Agarplatten, die eine Bande hervorgebracht hatten,
wurde dann in vier ml 2xTY-AG-Medium angeimpft. Nachdem die Kulturen gewachsen waren, wurde
die DNA mittels Miniprdparation aus den Bakterien isoliert. Nun befanden sich die drei verschiedenen
ARS2 Sequenzen jeweils an der, fiir die variable Schwerkettendoméne vorgesehenen, Stelle im pCES-

1 Vektor:

Name ARS2 Sequenz
pCES VH 343-466 (4) AA 343-466
pCES VH 290-410 (5) AA 290-410
pCES VH 260-375 (6) AA 260-375

Tabelle 14: Schwerketten-Klone der Fab-Klonierung
Links ist der Name und rechts die dazu passende ARS2 Sequenz angegeben.
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4.1.2.3 Klonierung der Leichtkette

Um die Leichtkette zu klonieren, wurden nun die in den TA Vektoren befindlichen ARS2 Sequenzen in
die pCES-1 Vektoren, mit den vorher schon klonierten Schwerketten, mit Hilfe der Enzyme ApaL1 und
Xhol, an die im Vektor vorgesehene Stelle fiir die variable Doméne der Leichtkette gebracht. Als
Zielvektoren dienten folglich die pCES-1 Vektoren aus dem vorherigen Schritt:

pCES VH343-466 (4), pCES VH 290-410 (5) und pCES VH 260-375 (6).

Als Ursprung der Inserts wurden folgende TA Vektoren verwendet:

TA VL 343-466 (1), TA VL 290-410 (2) und TA VL 260-375 (3) (siche 4.1.2.1).

In einem ersten Schritt wurden jeweils zwei pg aller sechs Vektoren (Insert-Vektoren sowie Ziel-
Vektoren) mit den Enzymen Apall und Xhol unter Zuhilfenahme des Buffer Red verdaut. Bei den
Enzymen handelt es sich um Restriktionsendonukleasen die sticky ends machen. Die drei TA Vektoren
Inserts wurden anschlieBend mit einem zweiprozentigem Agarosegel zusammen mit einem 1 kbp

Langenmarker aufgetrennt.

Abbildung 26: Agarosegel der geschnittenen TA Vektoren TA VL 343-466 (1), TA VL 290-410 (2) und TA VL 260-375
3

A: TA VL 343-466 (1) Zu sehen ist in der Mitte der 1 kbp Langenmarker (M). In Slot eins wurde der geschnittene TA
Vektor TA VL 343-466 (1) aufgetragen. Die unterste Bande, die sich ca. auf Hohe von 350 bp befand, wurde im Anschluss
ausgeschnitten.

B: TA VL 290-410 (2) und TA VL 260-375 (3) Am rechten Rand ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In Spur fiinf
wurde TA VL 290-410 (2), in Spur sechs TA VL 260-375 (3) aufgetragen. Die unterste Bande, die sich ca. auf Hohe von 350
bp befindet, wurde jeweils ausgeschnitten.

Bei der untersten Bande handelte es sich jeweils um das Insert. Nachdem alle drei Inserts ausgeschnitten
waren, die DNA isoliert worden war, und wéhrenddessen die drei geschnittenen pCES Vektoren mit
Hilfe der FastAP vorbereitet wurden, konnte mit der Ligation fortgefahren werden. Ligiert wurde jeweils

paarweise:
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Ligation Vektor-DNA Insert-DNA

4+1 pCES VH 343-466 (4) | TA VL 343-466 (1) ApaL1/Xhol
ApaL1/Xhol

5+2 pCES VH 290-410 (5) | TA VL 343-466 (2) ApaL1/Xhol
Apal.1/Xhol

6+3 pCES VH 260-375 (6) | TA VL 343-466 (3) ApaL1/Xhol
ApaL1/Xhol

Tabelle 15: Ligation des pCES Vektors fiir die Fab-Konstrukte
Es sind die zueinander passende Vektor-DNA und Insert-DNA gegeniibergestellt.

Nach der Ligation wurde jeweils in TG 1 Bakterien mit Zwischenkultur transformiert und anschlieBend
auf 2xTY-AG-Agar ausplattiert. Nachdem auf allen drei Agarplatten Kolonien gewachsen waren, wurde
eine Kolonien PCR mit den zwei Primern M13 reverse und kappa-as durchgefiihrt. Die PCR Produkte
wurden anschliefend zusammen mit dem1 kbp Langenmarker auf einem zweiprozentigem Agarosegel

aufgetragen.
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Abbildung 27: Agarosegel der Kolonien PCR zur Uberpriifung der Leichtketten pCES Klonierung der BAR-Fab
Konstrukte ARS2 Fab 343-466 (Ligation 4+1), ARS2 Fab 290-410 (Ligation 5+2) und ARS2 Fab 260-374 (Ligation
6+3)

A: ARS2 Fab 343-466 (Ligation 4+1) Am rechten Rand ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufspuren der
Proben drei, sieben und neun ist jeweils bei ca. 600 bp eine Bande zu erkenne. Bei den Laufspuren der Proben eins, zwei,
vier, fiinf, sechs und acht ist jeweils bei ca. 300 bp eine Bande zu erkennen. Angeimpft wurden spéter die Klone mit der 600
bp Bande.

B: ARS2 Fab 290-410 (Ligation 5+2) Rechts ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufspuren der Proben
eins, zwei, vier, finf, sieben, acht und neun ist bei ca. 600 bp jeweils eine Bande zu erkennen. In den Laufspuren der Proben
drei und sechs ist bei ca. 300 bp eine Bande zu sehen. Spéter wurden die Klone mit der 600 bp Bande angeimpft.

C: ARS2 Fab 260-374 (Ligation 6+3) Linkst ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufspuren der Proben
eins, zweli, drei, fiinf, sechs, sieben und acht ist jeweils eine 600 bp Bande zu erkennen. In der Laufspur der Probe vier ist
eine 300 bp Bande zu sehen. Angeimpft wurden die Klone mit der 600 bp Bande.

Jeweils drei Kolonien von jeder der drei verschiedenen Ligationen wurden dann in jeweils vier ml
2xTY-AG-Medium angeimpft, nachdem sie mittels Kolonien-PCR als erfolgreich transformiert
bestdtigt werden konnten. AnschlieBend wurde die DNA mittels Minipréparation isoliert. Die DNA
wurde dann mit Hilfe der Primer M13 reverse und CH1-3” sequenziert. Die Sequenzierung bestétigte

die erfolgreiche Klonierung der drei unterschiedlichen Expressionsklone.
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Fertig klonierte pCES Vektoren der 3 Konstrukte

pCES VHVL 343-466 1

pCES VHVL 343-466 2

pCES VHVL 343-466 3

pCES VHVL 290-410 1

pCES VHVL 290-410 2

pCES VHVL 290-410 3

pCES VHVL 260-375 1

pCES VHVL 260-375 2

pCES VHVL 260-375 3

Tabelle 16: Fertig klonierte pCES-Vekotren der Fab Konstrukte

4.1.3 Expression der BAR-Fab Konstrukte

4.1.3.1 Induktion und Proteinisolation

Konstrukt

ARS2 Fab 343-466 1

ARS2 Fab 343-466 2

ARS2 Fab 343-466 3

ARS2 Fab 290-410 1

ARS2 Fab 290-410 2

ARS2 Fab 290-410 3

ARS2 Fab 260-375 1

ARS2 Fab 260-375 2

ARS2 Fab 260-375 3

Tabelle 17: Fab-Konstrukte

Zur Induktion wurden die Fliissigkulturen mit den fertig klonierten pCES Vektoren verwendet (siche

4.1.2.3). Es wurde dann mit IPTG induziert. Im Anschluss wurde das nun produzierte Konstrukt iiber
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den enthaltenen Histidin-Tag mit Hilfe der TALON beads isoliert. Die Proteinmenge wurde dann

photometrisch bestimmt.

4.1.3.2 Western Blot und Immunfirbung

Die insgesamt neun Konstrukte wurden nun mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zusammen
mit dem PageRuler™ Prestained Protein Ladder aufgetrennt und im Anschluss mittels Western Blot auf
eine PVDF Membran geblottet. Die Membran wurde dann einer Immunfirbung unterzogen. Als
primédrer Antikorper wurde, aufgrund des His-Tags der Konstrukte, der Penta-His Antibody, BSA-free,
mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, Germany) verwendet. AnschlieBend wurde die Membran
auf einem Hyperfilm abgebildet. Es wurden zwei Gele gefahren. Gel 1 wurde mit den Konstrukten
ARS2 Fab 343-466 1-3 und ARS2 Fab 290-410 1-3 beladen. Gel 2 wurde mit den Konstrukten ARS2
Fab 260-375 1-3 beladen.

Als positiv Kontrolle wurde auf jedem der beiden Gele ein bispezifisches ARS2-CD3 Konstrukt

verwendet (laborinterne Kontrolle).

A M1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 28: Hyperfilm der Western Blot Analyse der BAR-Fab Konstrukte ARS2 Fab 343-466 1 bis 3, ARS2 Fab
290-410 1 bis 3 und ARS2 Fab 260-375 1 bis 3

A: ARS2 Fab 343-466 1 bis 3 und ARS2 Fab 290-410 1 bis 3 Links ist der SDS Langenmarker mit einem Stift dargestellt
worden (M). Die 180 kDa und die 130 kDa Bande sind nicht zu sehen. Die erste Bande von oben ist somit die 100 kDa
Bande. Bei den Proben eins bis sechs handelt es sich der Reihe nach um die BAR-Fab Konstrukte ARS2 Fab 343-466 1-3
und ARS2 Fab 290-410 1-3. Als siebte Probe ist die Positiv Kontrolle zu sehen. Alle Konstrukte sowie auch die Positiv
Kontrolle laufen etwas oberhalb der 40 kDa Bande.

B: ARS2 Fab 260-375 1 bis 3 Links ist der SDS Langenmarker mit einem Stift markiert worden (M). Die 180 kDa und die
130 kDa Bande sind nicht zu sehen. Die erste Bande von oben ist somit die 100 kDa Bande. Bei den drei Proben eins bis drei
handelt es sich jeweils der Reihe nach um die Konstrukte ARS2 Fab 260-375 1 bis 3. In Laufspur vier ist die Positiv
Kontrolle aufgetragen. Alle drei Konstrukte sowie auch die Positiv Kontrolle laufen etwas oberhalb der 40 kDa Bande des
Markers.

Die anschlieBende Auswertung der Blots brachte den Beweis fiir die erfolgreiche Proteinexpression aller
BAR-Fab Klone. Die Ubereinstimmung zwischen erwarteter GroBe (auf Grund der Sequenzlinge) und
tatsdchlicher Grofe (auf Grund der Laufldnge im Western Blot) liel diesen Schluss zu. Das Vorliegen

der Proteine bestétigt damit auch die zuvor erfolgreich erfolgte Induktion sowie Proteinisolation.
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4.1.4 Oberflachenfarbung zur Kontrolle der Bindung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Konstrukte erfolgreich produziert wurden, wurde nun eine
Oberflachenfarbung durchgefiihrt, um zu erdrtern, ob die Konstrukte auch spezifisch auf den
Tumorzellen binden. Dazu wurden zwei Zelllinien verwendet. Zum einen die HBL-1 Zelllinie als ARS2
negative Zelllinie und zum anderen die U2932 Zelllinie als ARS2 positive Zelllinie. Alle neun
Konstrukte wurden auf beiden Zelllinien mittels Durchflusszytometrie getestet, nachdem die Zellen mit
den Konstrukten inkubierten und einer Immunfarbung unterzogen worden waren. Zusatzlich wurde eine
positiv Kontrolle ARS2-CD3 sowie eine negativ Kontrolle LRPAP-CD3 getestet (laborinterne
Kontrollen). Aufgrund des His-Tags der Konstrukte wurde der Penta-His Antibody, BSA-free, mouse
monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, Germany) als primdrer Antikérper verwendet. Des Weiteren
wurden der sekundire Antikorper Anti-mouse Biotin AK sowie Streptavidin RPE als Farbstoff
verwendet. Die Inkubationszeit der Konstrukte betrug 20 Minuten, die Inkubationstemperatur war

Raumtemperatur.
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Abbildung 29: Dotplot und Histogramm der Oberfléichenfirbung der HBL-1 Zellinie, sowie der U2932 Zelllinie nach
Inkubation mit den BAR-Fab Konstrukten ARS2 Fab 343-466 1-3, ARS2 Fab 290-410 1-3 und ARS2 Fab 260-375 1-3
A: Dotplot HBL-1 Zelllinie Dotplot der Analyse der HBL-1 Zelllinie. Auf der Abszisse ist der forward scatter (FSC-A), auf
der Ordinate der sideward scatter (SSC-A), aufgetragen. Es wurde ein Gate R1 angelegt.

B: Histogramm HBL-1 Zelllinie Histogramm der Analyse der HBL-1 Zelllinie. Auf der Abszisse ist die Emission des
Phycoerythrin Farbstoffes (PE-A) aufgetragen. Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die schwarze Kurve spiegelt
den Leerwert wider. Die blaue Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2 CD3. Die negativ Kontrolle LRPAP CD3 wird durch
die rote Kurve reprisentiert. Die restlichen, schwer voneinander abgzugrenzenden Kurven zeigen die restlichen BAR-Fab
Konstrukte.

C: Dotplot U2932 Zelllinie Dotplot der Analyse der U2932 Zelllinie. Auf der Abszisse ist der forward scatter (FSC-A), auf
der Ordinate der sideward scatter (SSC-A) aufgetragen. Es wurde ein Gate R2 angelegt.

D: Histogramm U2932 Zelllinie Histogramm der Analysen der U2932 Zelllinie. Auf der Abszisse ist die Emission des
Phycoerythrin Farbstoffes (PE-A) aufgetragen. Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die schwarze Kurve spiegelt
den Leerwert wider Die blaue Kurve zeigt die Analyse der positiv Kontrolle ARS2 CD3. Die rote Kurve zeigt die negativ
Kontrolle LRPAP CD3. Die gelbe Kurve zeigt die Analyse von ARS2 Fab 343-466 3. Die restlichen, schwer zu
unterscheidenden Kurven stellen die Analysen der restlichen BAR-Fab Konstrukte dar.
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Die Experimente zeigten, dass weder eines der Konstrukte noch die Positiv Kontrolle auf der HBL-1
Zelllinie gebunden haben. Auf der U2932 Zelllinie hingegen hat sowohl die Positiv Kontrolle als auch
das BAR-Fab Konstrukt ARS2 Fab 343-466 3 gebunden. Aus den Ergebnissen beider Zelllinien
zusammen lief3 sich der Schluss ziehen, dass das BAR-Fab Konstrukt mit der ARS2 Sequenz AA 343-
466 spezifisch an den B-Zell Rezeptor der ARS2 positiven U2932 Zelllinie bindet. Bei ARS2 negativen
Zelllinien kommt es hingegen zu keiner Bindung. Die Tatsache, dass trotz der genetischen
Ubereinstimmung der Konstrukte ARS2 Fab 343-466 1 bis 3 nur eines der drei gebunden hat, konnte
womoglich mit Faltungsprozessen zu tun haben, die nach der Transkription und Translation

stattgefunden haben.

4.2 BAR-Fab-ETA Konstrukt

Nachdem nun gezeigt werden konnte, dass eines der BAR-Fab Konstrukte auf Tumorzellen spezifisch
bindet, war nun die Idee, dieses eine Konstrukt so zu modifizieren, dass es zytotoxisch wirken kann.
Der Ausgangspunkt war somit das aus der vorherigen Analyse bekannte BAR-Fab Konstrukt ARS2 Fab
343-466 3. Die Zytotoxizitdt sollte durch das ETA Toxin beziehungsweise das ETA-KDEL Toxin zu

Stande kommen. Beide Toxine haben mir bereits als Teil des pCES-1 Vektors vorgelegen.

Vorgehensweise

Das Prinzip war, die Sequenz fiir das bereits klonierte BAR-Fab Konstrukt als Ganzes mittels Hind3
und BstE2 aus dem bereits klonierten Vektor auszuschneiden, und dann in den pCES-1 Vektor mit
enthaltenem Toxin zu klonieren. AnschlieBend sollte erneut auf Bindung getestet und dann mittels LDH

Zytotoxizitdtsassay die Zytotoxizitdt liberpriift werden.

4.2.1 Klonierung der BAR-Fab-ETA Konstrukte

Um das Fab-ETA beziehungsweise das Fab-ETA(KDEL) Konstrukt zu klonieren, wurden die zwei
pCES-1 Vektoren mit den am 3’-Ende der Notl Schnittstelle befindlichen ETA und ETA-KDEL
Toxinen verwendet. Diese dienten bei der Klonierung als Zielvektoren. Das Insert wurde aus dem pCES-

1 Vektor des Fab Konstruktes, welches zuvor auf der U2932 Zelllinie gebunden hatte, gewonnen.

Insert-DNA Vektor-DNA
pCES VHVL 343-466 3 pCES ETA
pCES VHVL 343-466 3 pCES ETA(KDEL)

Tabelle 18: Vektor-DNA und Insert-DNA der BAR-Fab-ETA Konstrukte
Insert-DNA und Vektor-DNA sind zueinander passend gegeniibergestellt.
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Alle drei Vektoren wurden nun mit den Restriktionsenzymen Hind3 und BstE2, unter Zuhilfenahme des
Buffer Red, verdaut. Da Hind3 vor der Signalsequenz fiir die variable Doméne der Leichtkette schneidet
und BstE2 hinter der variablen Domine der Schwerkette schneidet, wird die komplette - ARS2
enthaltene - Fab Sequenz als Insert ausgeschnitten. Es wurden jeweils zwei pg verdaut. Beides sind
Enzyme, die sticky ends produzieren. Die Vektor-DNA sowie auch die Insert-DNA wurden zusammen
mit einem 1 kbp Langenmarker iiber ein einprozentiges Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten und

dann aufgereinigt.

Reca: 0.200 ses

Abbildung 30: Agarosegel der geschnittenen Vektoren pCES VHVL 343-466 3 und pCES ETA sowie pCES ETA-
KDEL

Mittig ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen (M). In den ersten zwei Slots wurde jeweils der geschnittene Vektor pCES
ETA aufgetragen. In den Slots drei und vier wurde der geschnittene Vektor pCES ETA-KDEL aufgetragen. Zu erkennen ist
bei allen Proben unter anderem eine Bande auf Hohe von ca. 3700 bp. Von jeweils einer Probe jedes Vektors wurde diese
Bande ausgeschnitten. Rechts des Langenmarkers wurde in Slot fiinf und sechs jeweils der Vektor pCES VHVL 343-466 3
aufgetragen. Ausgeschnitten wurde die Insert-DNA, die sich in den Banden, welche circa auf Hohe von 1250 bp laufen,
befindet.

Zur Ligation wurden folgende Vektor-DNA und Insert-DNA Kombinationen verwendet:

Vektor-DNA Insert-DNA
pCES ETA Hind3/BstE2 pCES VHVL 343-466 3 Hind3/BstE2
pCES ETA-KDEL Hind3/BstE2 pCES VHVL 343-466 3 Hind3/BstE2

Tabelle 19: Ligation der BAR-Fab-ETA Konstrukte
Zueinander passende Vektor-DNA und Insert-DNA sind einander gegeniibergestellt.
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Anschlieend wurde in TG 1 Bakterien mit Zwischenkultur transformiert und auf 2xTY-AG-Agar
ausplattiert. Von den Kolonien auf den zwei Platten wurde jeweils eine Kolonien PCR mit den Primern

ARS2 AA 343 Ncol-s und 3’Anti-Sense KDEL Mut gemacht, die links und rechts der Inserts binden.

Abbildung 31: Agarosegel der Kolonien PCR zur Uberpriifung der ETA, beziehungsweise ETA-KDEL Klonierung
Rechts ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den ersten vier Slots wurde jeweils eine Kolonie der ETA Klonierung
- Ligation: pCES ETA Hind3/BstE2 + pCES VHVL 343-466 3 Hind3/BstE2 - aufgetragen. Zu erkennen ist bei Probe zwei,
drei und vier jeweils auf Hohe von circa 1200 bp eine Bande. In den Slots fiinf bis acht wurde jeweils eine Kolonie der ETA-
KDEL Klonierung - Ligation: pCES ETA-KDEL Hind3/BstE2 + pCES VHVL 343-466 3 Hind3/BstE2 - aufgetragen. Hier
ist bei allen vier Proben jeweils eine Bande auf Hoéhe von circa 1200 bp zu erkennen.

Nun wurden insgesamt sechs Klone - drei ETA Klone und drei ETA-KDEL Klone - jeweils in vier ml
2xTY-AG-Medium angeimpft. Nachdem die DNA mittels Minipraparation aus den Bakterien isoliert
worden war, wurde die DNA der sechs Klone mit dem Primer M13 rev sequenziert. Das Ergebnis der

Sequenzierung lief auf die erfolgreiche Klonierung der sechs Klone schlie3en.

Name der BAR-Fab ETA-KDEL pCES Klone

pCES ETA ARS2 343-466 1

pCES ETA ARS2 343-466 2

pCES ETA ARS2 343-466 3

pCES ETA-KDEL ARS2 343-466 1

pCES ETA-KDEL ARS2 343-466 2

pCES ETA-KDEL ARS2 343-466 3

Tabelle 20: BAR-Fab ETA-KDEL pCES Klone
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4.2.2 Expression der BAR-Fab-ETA und -ETA-KDEL Konstrukte

4.2.2.1 Induktion und Proteinisolation

Die vorliegenden sechs Klone, drei ETA Klone und drei ETA-KDEL Klone, sollten nun exprimiert
werden. Dazu wurden die Fliissigkulturen aus 4.2.1 verwendet und mit IPTG induziert. Im Anschluss
wurden die Fab-ETA Konstrukte sowie die Fab-ETA-KDEL Konstrukte mit Hilfe der TALON beads

und des His-Tags isoliert. Die Proteinmenge wurde dann photometrisch bestimmt.

Konstrukt

ARS2 Fab-ETA 343-466 1

ARS2 Fab-ETA 343-466 2

ARS2 Fab-ETA 343-466 3

ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1

ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 2

ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 3

Tabelle 21: BAR-Fab-ETA Konstrukte

3.2.2.2 Wester Blot und Immunfirbung

Die sechs isolierten Konstrukte wurden nun auf einem zwdlfprozentigem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und anschliefend auf eine PVDF Membran geblottet. Als positiv Kontrolle wurde ein
bispezifisches Konstrukt, ARS2-CD3, verwendet (laborinterne Kontrolle). Im Anschluss wurde die
Membran einer Immunfarbung unterzogen. Als primdrer Antikérper wurde der Penta-His Antibody,
BSA-free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, Germany) verwendet. Die Membran wurde auf

einem Hyperfilm abgebildet.

94



Abbildung 32: Hyperfilm der Western Blot Analyse der BAR-Fab ETA Konstrukte ARS2 Fab-ETA 343-466 1 bis 3
und der BAR-Fab-ETA-KDEL Konstrukte ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 bis 3

Links ist der Langenmarker mit einem Stift markiert worden (M). Bei den sechs rechts des Langenmarkers aufgetragenen
Proben handelt es sich der Reihe nach um die Konstrukte ARS2 Fab-ETA 343-466 1 bis 3 und ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-
466 1 bis 3. In der Laufspur sieben ist die Positiv Kontrolle zu erkennen (ARS2 CD3).

Dem Blot konnte entnommen werden, dass die Proteinexpression aller sechs Klone erfolgreich war.
Dieser Schluss konnte durch die Ubereinstimmung der zu erwarteten GroBe (auf Grund der
Sequenzldnge) und der tatsdchlichen Grofie (auf Grund der Lauflinge im Western Blot) gefasst werden.

Demzufolge war auch die zuvor verlaufene Induktion sowie die Proteinisolation erfolgreich.

4.2.3 Oberflachenfarbung zur Kontrolle der Bindung

Die erfolgreich hergestellten sechs Konstrukte wurden nun ebenfalls auf Bindung auf der ARS2
positiven U2932 Zelllinie, sowie auf der ARS2 negativen HBL-1 Zelllinie iiberpriift. Ebenfalls wurde
eine Positiv Kontrolle (ARS2-CD3), sowie eine Negativ Kontrolle (LRPAP-CD3), in Form von
bispezifischen Konstrukten mit analysiert (laborinterne Kontrolle). Als primérer Antikdrper wurde
aufgrund des His-Tags der Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgGl von Qiagen
(Hilden, Germany) verwendet. Des Weiteren wurden der Anti-mouse Biotin AK als sekundirer
Antikorper, sowie Streptavidin RPE als Farbstoff, verwendet. Die Inkubationszeit der Konstrukte auf

den Zellen betrug 20 Minuten. Es wurde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Abbildung 33: Dotplot und Histogramm der Oberfléichenfirbung der HBL-1 Zelllinie, sowie der U2932 Zelllinie, nach
Inkubation mit den Konstrukten ARS2 Fab-ETA 343-466 1 bis 3 sowie ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 bis 3

A: Dotplot HBL-1 Zelllinie Auf der Abszisse ist der forward scatter (FSC-A) aufgetragen. Auf der Ordinate ist der sideward
scatter (SSC-A) aufgetragen. Es wurde ein Gate R3 angelegt.

B: Histogramm HBL-1 Zelllinie Auf der Abszisse ist die Emission des Phycoerythrin Farbstoffes (PE-A) aufgetragen. Auf
der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die Kurven sind kaum voneinander abzugrenzen. Die rote Kurve zeigt die negativ
Kontrolle LRPAP CD3. Die schwarze Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2 CD3.

C: Dotplot U2932 Zelllinie Auf der Abszisse ist der forward scatter aufgetragen (FSC-A). Auf der Ordinate ist der sideward
scatter aufgetragen (SSC-A). Es wurde eine Gate R2 angelegt.

D: Histogramm U2932 Zelllinie Auf der Abszisse ist die Emission des Phycoerythrin Farbstoffes (PE-A) aufgetragen. Auf
der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die schwarze Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2 CD3. Die negativ Kontrolle
LRPAP CD3 wird durch die rote Kurve reprisentiert. Die hellgriine Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab ETA 343-466 1.
Die hellblaue Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab ETA(KDEL) 343-466 1. Die dunkelblaue Kurve zeigt das Konstrukt
ARS2 Fab ETA 343-466 2. Die restlichen Kurven spiegeln die restlichen Konstrukte wider.

Aus den FACS-Analysen auf den beiden Zelllinien wurde ersichtlich, dass die BAR-Fab-ETA
Konstrukte
ARS?2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1, ARS2 Fab-ETA 343-466 1 sowie ARS2 Fab-ETA 343-466 2
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auf der U2932 Zelllinie binden, jedoch nicht auf der HBL-1 Zelllinie. Das spricht, wie schon zuvor bei
den BAR-Fab Konstrukten, fiir eine spezifische Bindung auf ARS2 positiven Tumorzelllinien. Trotz der
genetischen Gleichheit von jeweils drei der sechs Konstrukte haben nicht alle gebunden. Erklaren lasst
sich das, wie schon zuvor bei den BAR-Fab Konstrukten, durch Faltungsprozesse, die bei der

Translation stattgefunden haben konnten.

4.2.4 Zytotoxizitits Analyse

Nachdem im vorherigen Schritt gezeigt wurde, dass drei der ETA, bezichungsweise ETA-KDEL,
Konstrukte auf den ARS2 positiven Zellen binden, galt es nun zu liberpriifen, ob die Konstrukte auf die
Zellen auch wirklich zytotoxisch wirken kénnen. Dazu wurde das LDH Zytotoxizitits Assay, wie in
3.2.11 beschrieben, durchgefiihrt. Das Assay wurde einmal mit ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und einmal
mit ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 durchgefiihrt. Beide BAR-Fab-ETA-Konstrukte wurden jeweils
auf der ARS2 positiven Zelllinie U2932, sowie auf der ARS2 negativen Zelllinie HBL-1 getestet. Die
Konzentration der Konstrukte startete bei 10 pg/ml und sank dann in 10er Potenzen. Die Inkubationszeit

betrug 24 Stunden. Als positiv Kontrolle wurde ARS2-ETA verwendet [164].

ARS2-ETA (pos. Kontrolle) ARS2 Fab ETA 343-466 2 ARS2-ETA (pos. Kontrolle) ARS2 Fab ETA 343-466 2
© ARS2 Fab ETA(KDEL) 343-466 1 © ARS2 Fab ETA(KDEL) 343-466 1
100 % 100 %
75% 75%
) 9
[0 [0}
[ w
o fy
2 50% 2 50%
[5] [%3
2 2
S £
Q ]
a &
25% 25%
A
0% = 0% ’
0,001 0,01 0,1 1 10 0,001 0,01 0,1 1 10

Konzentration [ug/ml] Konzentration [ug/ml]

Abbildung 34: Analyse des LDH Zytotoxizititsassays der Konstrukte ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-
KDEL 343-466 1 auf der HBL-1, sowie der U2932 Zelllinie (24 Stunden)

A: HBL-1 Auf der Abszisse ist die Konzentration der einzelnen Konstrukte in pg/ml aufgetragen. Auf der Ordinate ist die
spezifische Lyse der Konstrukte aufgetragen. Die blaue Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die griine Kurve zeigt
das Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1.

B: U2932 Auf der Abszisse ist die Konzentration der einzelnen Konstrukte in pg/ml aufgetragen. Auf der Ordinate ist die
spezifische Lyse der Konstrukte aufgetragen. Die blaue Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die griine Kurve zeigt
das Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab ETA-KDEL 343-466 1.

Aus den beiden Analysen wurde ersichtlich, dass keines der zwei Konstrukte auf einer der beiden
Zelllinien zu einer deutlichen Zytotoxizitat fithrte. Auf der HBL-1 Zelllinie 1adsst sich das durch die zuvor

gezeigte fehlende Bindung der Konstrukte erkléren.
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Auf der U2932 Zelllinie ist das jedoch keine Erklarung. Die Vermutung war zunachst, dass das Problem
die zu niedrige Konzentration oder zu kurze Inkubationszeit der Konstrukte auf den Zellen war. Deshalb
wurde im néchsten Schritt das Assay nochmal mit denselben Konstrukten mit einer Startkonzentration

von 75 pg/ml und einer Inkubationszeit von 48 Stunden durchgefiihrt, um dieser Vermutung

nachzugehen.
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Abbildung 35: Analyse des LDH Zytotoxizititsassays der Konstrukte ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-
KDEL 343-466 1 auf der HBL-1, sowie der U2932 Zelllinie (48 Stunden)

A: HBL-1 Auf der Abszisse ist die Konzentration der einzelnen Konstrukte in pg/ml aufgetragen. Auf der Ordinate ist die
spezifische Lyse der Konstrukte aufgetragen. Die blaue Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die griine Kurve zeigt
das Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1.

B: U2932 Auf der Abszisse ist die Konzentration der einzelnen Konstrukte in pg/ml aufgetragen. Auf der Ordinate ist die
spezifische Lyse der Konstrukte aufgetragen. Die blaue Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die griine Kurve zeigt
das Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1.

Aus den Assays nach 48 Stunden Inkubation mit hherer Konzentration wurde klar, dass der Grund fiir
die fehlende Zytotoxizitit nicht eine zu geringe Konzentration oder zu kurze Inkubationszeit war.
Da das ETA bezichungsweise das ETA-KDEL nur intrazellular zytotoxisch wirkt, gab es Grund zur

Annahme, dass die Ursache vielleicht eine fehlende Internalisierung der Konstrukte seitens der Zellen
war [128,148].

4.2.5 Oberflichenfarbung zur Kontrolle der Bindung wund
Internalisierung

Nachdem bei dem vorausgegangenen Zytotoxizitdtsassay keine Zytotoxizitdt gezeigt werden konnte,
war nun die Idee, dass der Grund dafiir die fehlende Internalisierung der Konstrukte sein konnte. Um
dies zu untersuchen, wurde eine weitere Oberflichenfarbung zur zusétzlichen Kontrolle der
Internalisierung durchgefiihrt. Es wurden zwei Analysen durchgefiihrt:

Bei der ersten inkubierten die Zellen fiir null Minuten bei Raumtemperatur mit den Konstrukten.
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Bei der zweiten inkubierten die Zellen fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit den Konstrukten. Hier
sollten die Konstrukte von den Zellen internalisiert werden.

Beide Analysen wurden auf der U2932 Zelllinie durchgefiihrt.

Die Analyse wurde mit dem Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466
1 durchgefiihrt, welche sich zuvor auch schon als Binder auf den Zellen erwiesen hatten. Als positiv
Kontrolle wurde ARS2-ETA verwendet [164]. Als primdrer Antikorper wurde auf Grund des His-Tags
der Konstrukte der Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgG1l von Qiagen (Hilden,
Germany) verwendet. Des Weiteren wurden der sekundédre Antikérper Anti-mouse Biotin AK, sowie

der Farbstoff APC Streptavidin verwendet.
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Abbildung 36: Dotplot und Histogramm der Oberflichenfirbung der U2932 Zelllinie nach 0 Minuten, sowie 60
Minuten Inkubation mit den Konstrukten ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1

A: Dotplot nach 0 Minuten Dotplot der U2932 Zelllinie. Auf der Abszisse ist der forward scatter aufgetragen (FSC-A). Auf
der Ordinate ist der sideward scatter aufgetragen (SSC-A). Es wurde eine Gate R1 angelegt.

B: Histogramm nach 0 Minuten Histogramm der Analyse der U2932 Zelllinie. Auf der Abszisse ist die Emission des
Allophycocyanin Farbstoffes aufgetragen (APC-A). Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die schwarze Kurve zeigt
die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die hellgriine Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2. Die blaue Kurve
spiegelt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 wider. Die rote Kurve spiegelt den Leerwert wider.

C: Histogramm nach 60 Minuten Histogramm der Analyse der U2932 Zelllinie. Auf der Abszisse ist die Emission des
Allophycocyanin Farbstoffes aufgetragen (APC-A). Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die schwarze Kurve zeigt
die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die hellgriine Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA 343-466 2. Die blaue Kurve
spiegelt das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 wider. Die rote Kurve spiegelt den Leerwert wider.

Da das Signal der beiden ARS2 Fab Konstrukte nach null Minuten, sowie 60 Minuten Inkubation jeweils
anndhernd gleich stark ist, 1dsst sich daraus schlussfolgern, dass die Konstrukte weiterhin auf der Zelle
gebunden sind und somit nicht von der Zelle internalisiert wurden. Bei der positiv Kontrolle ARS2-ETA
wurde das Signal nach 60 Minuten Inkubation bedeutend schwicher, was zeigt, dass die positiv

Kontrolle von der Oberflache der Zelle langsam verschwindet und damit internalisiert wurde [164].
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Als mogliche Ursache fiir die fehlende Internalisierung kénnte unter Umstédnden die bivalente Bindung
der BAR-Fab beziehungsweise BAR-Fab-ETA Konstrukte verantwortlich sein. Das BAR-Fab
Konstrukt besitzt zwei Doménen mit derselben ARS2 Sequenz. Beide Regionen kénnen somit potenziell
an den B-Zell-Rezeptor binden. Die Vermutung war, dass eine mdgliche Doppelbindung des
Konstruktes an zwei B-Zell-Rezeptoren einer Zelle zur gleichen Zeit zu Problemen bei der

Internalisierung fiihrt.

4.2.6 Intrazellulirfirbung zur Kontrolle der Internalisierung

Um den Verdacht, dass die Konstrukte nicht internalisiert werden, wie es durch die Oberflachenfarbung
bereits zu vermuten war, zu bestitigen, wurde zuséitzlich noch eine Intrazelluldrfarbung durchgefiihrt.
Es wurden zwei Analysen durchgefiihrt, beide fanden auf der U2932 Zelllinie statt. Es wurden die
Konstrukte ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1, sowie die positiv
Kontrolle ARS2-ETA getestet [164].

Bei der ersten inkubierten die Konstrukte fiir null Minuten bei Raumtemperatur mit den Zellen.

Bei der zweiten inkubierten die Konstrukte fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit den Zellen.

Als priméarer Antikérper wurde auf Grund des His-Tags der Konstrukte der Penta-His Antibody, BSA-
free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, Germany) verwendet. Des Weiteren wurden der

sekundire Antikorper Anti-mouse Biotin AK, sowie der Farbstoff Streptavidin RPE, verwendet.
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Abbildung 37: Histogramm der Intrazelluliirfirbung der U2932 Zelllinie nach 0 Minuten, sowie nach 60 Minuten
Inkubation mit den Konstrukten ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 sowie der positiv
Kontrolle ARS2-ETA bei Raumtemperatur

A: 0 Minuten Histogramm der Analyse der U2932 Zelllinie nach nullminiitiger Inkubation. Auf der Abszisse ist die
Emission des Phycoerythrin Farbstoffes (PE-A) aufgetragen. Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die rote Kurve
zeigt den Leerwert. Die schwarze Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die griine Kurve steht fiir das Konstrukt
ARS?2 Fab-ETA 343-466 2 und die blaue Kurve fiir das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1.

B: 60 Minuten Histogramm der Analyse der U2932 Zelllinie nach 60-mintitiger Inkubation. Auf der Abszisse ist die
Emission des Phycoerythrin Farbstoffes (PE-A) aufgetragen. Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die rote Kurve
zeigt den Leerwert. Die schwarze Kurve zeigt die positiv Kontrolle ARS2-ETA. Die griine Kurve steht fiir das Konstrukt
ARS?2 Fab-ETA 343-466 2 und die blaue Kurve fiir das Konstrukt ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1.

Aus beiden Analysen wird ersichtlich, dass nach null Minuten Inkubation weder die Positiv Kontrolle,
noch die Konstrukte selbst internalisiert werden.

Nach 60-miniitiger Inkubation kommt es bei der positiv Kontrolle ARS2-ETA jedoch zu einem
Signalanstieg, was eine intrazelluldre Anreicherung und damit auch Internalisierung beweist. Die zwei
BAR-Fab-ETA Konstrukte ARS2 Fab-ETA 343-466 2 und ARS2 Fab-ETA-KDEL 343-466 1 zeigen
hingegen keinen Signalanstieg. Damit ist klar gezeigt, dass die Konstrukte nicht internalisiert werden
und sich somit auch nicht im Intrazellulirraum anreichern konnen. Der Grund fiir die fehlende

Zytotoxizitdt war somit gefunden und bestétigt.

4.3 BAR-Schwerketten und BAR-Schwerketten-ETA
Konstrukte

Die Schwerketten Konstrukte dienten als Ansatz fiir die Losung des Problems, dass die BAR-Fab-ETA
Konstrukte nicht von der Zelle internalisiert wurden und somit keine Zytotoxizitit zeigen konnten. Im
Detail war die Idee, dass die einfache Bindung an einem B-Zell-Rezeptor im Gegensatz zu der doppelten

Bindung an zwei B-Zell-Rezeptoren, die durch die Bivalenz der bisherigen Konstrukte zustande kam,
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auf den Zellen die Internalisierung womdglich vereinfachen konnte. Dazu sollten Konstrukte kloniert
werden, die nur aus der VH Doméne, sowie der CH1 Doméne und fakultativ dem ETA Toxin bestehen.
Die VH Doméne sollte, wie schon bei den vorherigen Konstrukten, durch eine ARS2 Sequenz vertreten
werden. Verwendet wurde dazu die gleiche Sequenz, die in den vorherigen Analysen schon eine

Bindung auf den U2932 Zellen zeigte, also die AA 343-466.

Vorgehensweise

Als Ausgangspunkt fiir die Klonierung der BAR-Schwerketten Konstrukte wurde auf die zuvor
klonierten BAR-Fab Konstrukte zuriickgegriffen. Die Leichtkette (variable sowie auch konstante
Doméne) und deren Signalsequenz wurden quasi als Ganzes aus dem Vektor geschnitten und dieser
dann, mit enthaltener Schwerkette, wieder mit sich selbst ligiert. Im Anschluss an die Expression sollte
dann erneut auf Bindung getestet werden und anschlieend ebenfalls die Internalisierung und

Zytotoxizitdt {iberpriift werden.

4.3.1 Klonierung der BAR-Schwerketten Konstrukte

Als Ausgangsvektoren fiir die Klonierung dienten folgende pCES-1 Vektoren:

Ausgangsvektor Konstrukt

pCES VH 343-466 (4) ARS2 oVL/CL 343-466

pCES ETA 343-466 2 ARS2 oVL/CL 343-466 ETA

pCES ETA-KDEL 343-466 1 ARS2 oVL/CL 343-466 ETA-KDEL

Tabelle 22: Ausgangsvektoren fiir die BAR-Schwerketten Konstrukte

Zunichst wurden 2 pg der zwei Vektoren pCES ETA 343-466 2 und pCES ETA-KDEL 343-466 1 mit
den Restriktionsenzymen Hind3 und Ascl unter zu Hilfenahme des Buffer Tango verdaut. Hind3
schneidet vor der Signalsequenz der VL Doméne, Ascl schneidet vor der Signalsequenz der VH
Domine. Damit wird die gesamte leichte Kette herausgeschnitten. Ubrig bleibt die Schwerkette,
bestehend aus VH und CH1 Domaéne, sowie die ETA Sequenz.

Der Vektor pCES VH 343-466 (4) wurde nur mit Hind3 verdaut, da in dem Stuffer, der an der Stelle der
Leichtkette zwischen der ApalLl und Xhol Schnittstelle sitzt, noch eine weitere Hind3 Schnittstelle
enthalten ist. Somit wird die Signalsequenz fiir die Leichtkette ebenfalls entfernt. Es bleibt nur die
Schwerkette tibrig.

Da Hind3 und Ascl unterschiedliche sticky ends verursachen, wurden diese zundchst noch mit Hilfe
des Klenow-Fragments fiir die Ligation angeglichen. Die geschnittene Vektor-DNA wurde dann
zusammen mit einem 1 kbp Langenmarker iiber ein einprozentiges Agarosegel aufgetrennt,

ausgeschnitten und dann aufgereinigt.
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Abbildung 38: Agarosegel der mit Hind3, Klenow-Fragment (und Ascl) verdauten Vektoren pCES VH 343-466 (4),
PCES ETA 343-466 2 sowie pCES ETA(KDEL) 343-466 1

Links ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In der mit eins beschrifteten Laufspur ist der Vektor pCES VH 343-466
(4) aufgetragen. In der Laufspur mit Beschriftung vier ist der Vektor pCES ETA 343-466 2 aufgetragen. In der Laufspur mit
der Beschriftung fiinf ist der Vektor pCES ETA-KDEL 343-466 1 aufgetragen. Ausgeschnitten wurde die Vektor-DNA, die
durch die Banden auf Hohe von ca. 5500 bp représentiert wird.

In einem ndchsten Schritt wurde nun die Selbstligation der {ibrig gebliebenen Vektor-DNA
durchgefiihrt. Es wurden 50 ng verwendet. Im Anschluss an die Ligation wurden die nun fertig
klonierten pCES-1 Vektoren in TG 1 Bakterien mit Zwischenkultur transformiert. Die Bakterien wurden
dann auf 2xTY-AG-Agar ausplattiert.

Von den Kolonien auf den drei Platten wurde dann jeweils von einigen eine Kolonien-PCR mit den
beiden Primern M 13 reverse und CH1-3” durchgefiihrt. Die PCR Produkte wurden dann zusammen mit

dem 1 kbp Langenmarker auf einem einprozentigem Agarosgel aufgetragen.
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Abbildung 39: Agarosegel der Kolonien PCR zur Uberpriifung der Selbstligation der BAR-Schwerketten pCES
Vektoren

Mittig ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In Laufspur Nummer 1 ist pCES VH 343-466 (4) nach Selbstligation
aufgetragen. Auf Hohe von circa 1100 bp ist eine Bande zu erkennen. In Laufspur Nummer 14 ist pCES-ETA-KDEL 343-
466 1 nach Selbstligation aufgetragen. Auf Hohe von ca. 600 bp ist eine Bande zu erkennen. In Laufspur Nummer 15 ist
pCES-ETA 343-466 2 nach Selbstligation aufgetragen. Ebenfalls auf Hohe von circa 600 bp ist eine Bande zu erkennen.

Die Ligationen wurden dann in jeweils vier ml 2xTY-AG-Medium angeimpft. Anschlieend wurde die
DNA mittels Minipraparation isoliert. Die DNA wurde dann mit Hilfe der Primer M13 reverse und
CH1-3’ sequenziert. Die Sequenzierung konnte die Richtigkeit der Klone bestétigen.

Fertig klonierte BAR-Schwerketten Klone

pCES ARS2 oVL/CL 343-466

pCES ARS2 oVL/CL 343-466 ETA

pCES ARS2 oVL/CL 343-466 ETA-KDEL

Tabelle 23: Fertig klonierte BAR-Schwerketten Klone

4.3.2 Expression der BAR-Schwerketten Konstrukte

4.3.2.1 Induktion und Proteinisolation

Fertige Konstrukte:

ARS2 oVL/CL 343-466

ARS2 oVL/CL 343-466 ETA

ARS2 oVL/CL 343-466 ETA-KDEL

Tabelle 24: BAR-Schwerketten Konstrukte
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Die nun vorliegenden Klone wurden mittels IPTG induziert. Dazu wurden die vier ml Fliissigkulturen
aus 4.3.1 verwendet. AnschlieBend wurden die Konstrukte mit Hilfe der TALON beads und des

enthaltenen His-Tags isoliert und die Proteinkonzentration mittels photometrischer Analyse bestimmt.

4.3.2.2 Western Blot und Immunfarbung

Die nun isolierten Konstrukte wurden auf einem zwolfprozentigem SDS-Polyacrylamidgel zusammen
mit dem 1 kbp Langenmarker aufgetrennt und anschliefend auf eine PVDF Membran geblottet. Die
Membran wurde einer Immunfarbung unterzogen. Aufgrund des His-Tags der Konstrukte wurde als
primdrer Antikorper der Penta-His Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden,

Germany) verwendet. AnschlieBend wurde die Membran auf einem Hyperfilm abgebildet.
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Abbildung 40: Hyperfilm der Western Blot Analyse der Konstrukte ARS2 6VL/CL 343-466, ARS2 6VL/CL 343-466

ETA und ARS2 ¢VL/CL ETA-KDEL

In Spur eins und zwei ist das Konstrukt ARS2 gVL/CL 343-466 aufgetragen. In Spur neun und zehn ist das Konstrukt ARS2

oVL/CL 343-466 ETA aufgetragen. In Spur elf und zwdlf ist das Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 ETA-KDEL
aufgetragen.

Mit der Western Blot Analyse konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die Proteinexpression aller Klone
erfolgreich war. Die durch die Sequenzlinge zu erwartende Grofle der Konstrukte stimmte mit der
tatsdchlichen Grof3e der Konstrukte, die durch die Lauflange im Western Blot dargestellt wird, liberein.

Ebenfalls wurde damit der Erfolg der zuvor abgelaufenen Induktion und Proteinisolation bestéatigt.

4.3.3 Oberflachenfarbung zur Kontrolle der Bindung

Um nun zu iiberpriifen, ob die Schwerketten-Konstrukte ARS2 gVL/CL 343-466, ARS2 gVL/CL 343-
466 ETA und ARS2 oVL/CL 343-466 ETA-KDEL auch auf den Zellen binden, wurde eine
Oberflachenfarbung durchgefiihrt.

Bei der Analyse inkubierten die Konstrukte fiir kurze Zeit (weniger als 5 Minuten) bei Raumtemperatur

mit den Zellen. Als primdrer Antikérper wurde auf Grund des His-Tags der Konstrukte der Penta-His
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Antibody, BSA-free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, Germany) verwendet. Des Weiteren
wurden der sekunddre Antikérper Anti-mouse Biotin AK sowie der Farbstoff APC Streptavidin

verwendet.

Events

N

10" 102 103 104
APC-A

Abbildung 41: Histogramm der Oberfliichenfirbung der U2932 Zelllinie nach 0 Minuten Inkubation mit den
Konstrukten ARS2 6VL/CL 343-466, ARS2 6VL/CL 343-466 ETA und ARS2 ¢VI/CL 343-466 ETA-KDEL bei
Raumtemperatur

Histogramm der Analyse der U2932 Zelllinie nach 0 Minuten Inkubation. Auf der Abszisse ist die Emission des
Allophycocyanin Farbstoffes aufgetragen (APC-A). Auf der Ordinate ist die Anzahl der Events aufgetragen. Die rote Kurve
stellt den Leerwert da. Die schwarze Kurve stellt das Konstrukt ARS2 gVL/CL 343-466 dar. Die blaue Kurve stellt das
Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 ETA dar. Die lila Kurve stellt das Konstrukt ARS2 gVL/CL 343-466 ETA-KDEL dar.

Aus den Ergebnissen lief} sich ableiten, dass alle Konstrukte auf der Oberfliche der Zellen der U2932

Zelllinie gebunden haben.

4.3.4 Intrazelluliarfarbung zur Kontrolle der Internalisierung

Nun war der nachste Schritt zu zeigen, dass die Konstrukte, die zuvor erfolgreich auf den U2932 Zellen
auf Bindung getestet wurden, auch tatsdachlich von den Zellen internalisiert werden. Dazu wurden zwei
Intrazellularfarbungen durchgefiihrt.

Bei der ersten inkubierten die Konstrukte null Minuten bei Raumtemperatur mit den Zellen.

Bei der zweiten inkubierten die Konstrukte 60 Minuten bei Raumtemperatur mit den Zellen.

Als priméarer Antikérper wurde auf Grund des His-Tags der Konstrukte der Penta-His Antibody, BSA-
free, mouse monoclonal IgG1 von Qiagen (Hilden, Germany) verwendet. Des Weiteren wurde der Anti-
IgG1-APC, mouse von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D) als sekundéarer Antikdrper sowie auch

als Fluoreszenzfarbstoff verwendet.
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Abbildung 42: Histogramm der Intrazelluliirfirbung der U2932 Zelllinie nach 0 Minuten, sowie nach 60 Minuten
Inkubation mit den Konstrukten ARS2 6VL/CL 343-466, ARS2 oVL/CL 343-466 ETA und ARS2 oVL/CL 343-466
ETA-KDEL bei Raumtemperatur

A: 0 Minuten Histogramm der U2932 Zelllinie nach 0 Minuten Inkubation. Auf der Abszisse ist die Emission des APC
Farbstoffes aufgetragen (APC-A). Auf der Ordinate ist die Anzahl der Events aufgetragen. Die rote Kurve stellt den Leerwert
da. Die schwarze Kurve stellt das Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 dar. Die blaue Kurve stellt das Konstrukt ARS2
oVL/CL 343-466 ETA dar. Die lila Kurve stellt das Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 ETA-KDEL dar.

B: 60 Minuten Histogramm der U2932 Zelllinie nach 60 Minuten Inkubation. Auf der Abszisse ist die Emission des APC
Farbstoffes aufgetragen (APC-A). Auf der Ordinate ist die Anzahl der Events aufgetragen. Die rote Kurve stellt den Leerwert
da. Die schwarze Kurve stellt das Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 dar. Die blaue Kurve stellt das Konstrukt ARS2
oVL/CL 343-466 ETA dar. Die lila Kurve stellt das Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 ETA-KDEL dar.

Nach 60 Minuten Inkubation ldsst sich im Vergleich zur nullminiitigen Inkubation ein klarer
Signalanstieg bei der Intrazellularfirbung beobachten. Daraus lie3 sich nun eindeutig schlieBen, dass
alle drei BAR-Schwerketten Konstrukte - sowohl die ohne als auch die mit gekoppeltem Toxin - nach

60 Minuten Inkubation von den Zellen erfolgreich internalisiert worden sind.

4.3.5 Zytotoxizititsassay

Nun galt es zu iiberpriifen, ob die Schwerketten Konstrukte nach ihrer Internalisierung auch tatsidchlich
zu einer Zytotoxizitit der Zellen fithren. Dazu wurde ein LDH Zytotoxizitdtsassay durchgefiihrt. Die
Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Die Startkonzentration betrug 5 ug/ml. Die Analyse wurde mit dem
Konstrukt ARS2 ¢VL/CL 343-466 ETA durchgefiihrt. Zusétzlich wurde ein LRPAP1-ETA Konstrukt
getestet, welches als negativ Kontrolle diente [164]. Die verwendeten Zellen gehorten der U2932

Zelllinie an.
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Abbildung 43: Analyse des LDH Zytotoxizititsassays der Konstrukte ARS2 6VL/CL 343-466 ETA und LRPAP1-ETA
auf der U2932 Zelllinie (24 Stunden)

Auf der Abszisse ist die verwendetete Konzentration der Konstrukte in pg/ml aufgetragen. Die Ordinate zeigt die spezifische

Lyse. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 gVL/CL 343-466 ETA. Die griine Kurve zeigt LRPAP1-ETA. Die blaue
Kurve zeigt die Minimallyse.

Aus der Analyse wurde ersichtlich, dass das Konstrukt ARS2 gVL/CL 343-466 ETA zu einer deutlichen
Zytotoxizitdt auf der U2932 Zelllinie fithrte. AuBBerdem zeigte das Experiment, dass Toxine, die nicht

an ARS2 gekoppelt sind, sondern an ein anderes Protein (in diesem Fall LRPAP-1), zu keiner
Zytotoxizitat auf der U2932 Zelllinie fiihrten.

4.4 BAR Antikorper

In den vorherigen Experimenten konnte ausgiebig gezeigt werden, dass BAR-Konstrukte, welche die
ARS2 Sequenz AA343-466 an Stelle der variablen Doménen besitzen, erfolgreich auf Zellen der
Zelllinie U2932 binden. AuBlerdem konnte auch gezeigt werden, dass bei Beschriankung auf die
Schwerkette, das Konstrukt von den Zellen internalisiert wird und somit zytotoxisch wirken kann.

Nun war die nichste Idee sich wieder auf die bivalente Bindung auf den Zellen zu konzentrieren. Da es
hier zwar nicht zu einer Internalisierung, jedoch aber zu einer starken Bindung kam (siche 4.2.3), war

der Plan einen kompletten, 16slichen IgG1l Antikorper mit der ARS2 Sequenz AA 343-466 als
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Aquivalent der variablen Dominen zu entwickeln. Als Vorlage fiir das Konstrukt sollte mehr oder
weniger das Rituximab dienen [105].

Der Antikorper wire nicht auf eine Internalisierung angewiesen, sondern konnte tiber die ADCC seine
Wirkung entfalten. Im Unterschied zu den bisherigen Konstrukten wird der Antikérper dann jedoch auch

auf entsprechende Effektorzellen, in unserem Fall PBMCs, angewiesen sein.

Vorgehensweise

In einem ersten Schritt wurde die ARS2 Sequenz AA 343-466 zunichst wieder mit spezifischen
passenden Schnittstellen fiir die spétere Klonierung versehen.

Nun folgte die Klonierung, die zunéchst mit der TA Klonierung begann und von den notwendigen
Mutagenesen gefolgt wurde. Die Klonierung im engeren Sinn konnte dann in drei Schritte unterteilt
werden:

Die Schwerkette wurde als erstes als ganze Einheit kloniert. Die zuvor fiir die Schwerkette amplifizierte
DNA beinhaltete zum einen die ARS2 Sequenz als Aquivalent zur variablen Doméne, als auch die DNA-
Sequenz der konstanten Doménen 1 bis 3 der Schwerkette.

In einem zweiten Schritt wurde dann die Leichtkette kloniert. Die zuvor amplifizierte DNA-Sequenz
enthielt hier nur die ARS2 Sequenz als Aquivalent der variablen Domine inklusive Schnittstellen. Das
Ziel beider Klonierungen war der IgG TA mut Apal Vektor (siche 4.4.2.2 Mutagenese des Zielvektors).
Im Anschluss wurde dann im dritten Schritt die komplette, fiir den Antikorper kodierende, Sequenz aus
dem IgG TA Vektor in einen pSfi FLAG Vektor kloniert, der von HEK-293T Zellen exprimiert werden
kann. Damit war die Klonierung abgeschlossen.

AnschlieBend wurde das Konstrukt in HEK-293T Zellen transfeziert. Die Zellen sollten dann den
Antikdrper produzieren und dann in den Uberstand sezernieren. SchlieBlich sollte dann das Konstrukt
aus dem Uberstand mit Hilfe des FLAG-Tags isoliert werden. AnschlieBend sollte auf Bindung und
Zytotoxizitdt auf der U2932 Zelllinie sowie einer ARS2 negativen Zelllinie getestet werden. Im

Folgenden ist dies ausfiihrlich beschrieben.

4.4.1 PCR zur Amplifikation spezifischer Schnittstellen

In einem ersten Schritt wurden zundchst die benétigten ARS2 Sequenzen so mit spezifischen
Schnittstellen versehen, sodass sie im Anschluss in den vorgesehenen Vektor an die passenden Stellen
kloniert werden konnen. Die ARS2 Sequenz, um die es sich handelt, ist die Sequenz von Aminosaure
343 bis 466, die in den vorherigen Konstrukten schon verwendet wurde. Es wurden insgesamt zwei
verschiedene Reaktionen durchgefiihrt, bei denen jeweils der Vektor ARS2 gVL/CL IgG pCES als

Template diente:
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Name ARS2 Sequenz Sense Primer Antisense Primer
ARS2 VL IgG 343-466 | AA 343-466 ARS2 AA343 Agel-s ARS2 AA466 Nrul-as
ARS2 VH+CH IgG 343- | AA 343-466 ARS2 AA343 Munl-s IgG1-Apal-as

466

Tabelle 25: PCR zur Amplifikation spezifischer Schnittstellen fiir den BAR-Antikorper
Gezeigt sind die entsprechende ARS2 Sequenz und die dazu passenden Primer

Anschlieend wurden jeweils 10 pl der zwei Reaktionen auf jeweils einem einprozentigem Agarose-

Gel aufgetragen und zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker laufen gelassen.

Abbildung 44: Agarosegel der PCR zur Amplifikation von ARS2 mit spezifischen Schnittstellen fiir das IgG
Konstrukt

A: Schwerkette Rechts ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In Laufspur eins ist das PCR Produkt ARS2 VH+CH
IgG 343-466 aufgetragen. Es ist eine Bande auf Hohe von circa 1400 bp zu erkennen.

B: Leichtkette Mittig ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In der Laufspur drei ist das PCR Produkt ARS2 VL IgG
343-466 aufgetragen. Es ist eine Bande auf Hohe von circa 350 bp zu erkennen.

Bei dem PCR Produkt ARS2 VL IgG 343-466 handelt es sich um die zuvor erwahnte ARS2 Sequenz,
die mit den passenden Schnittstellen Agel und Nrul versehen worden ist.

Das Produkt ARS2 VH+CH IgG 343-466 besteht zum einem aus der ARS2 Sequenz als Aquivalent fiir
die variable Schwerkettendoméne, zum anderen aus den konstanten Doménen eins bis drei der

Schwerkette, sowie den passenden Schnittstellen Munl und Apal fiir die spatere Klonierung.
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4.4.2 Klonierung des BAR Antikorpers

4.4.2.1 TA Klonierung der PCR Produkte

Zunichst wurden beide zuvor amplifizierten PCR Produkte in einen TA Vektor kloniert. Danach wurde
mit der Transformation in DH 5 alpha Bakterien mit Zwischenkultur fortgefahren. Da der TA Vektor
Antibiotika Resistenzgene fiir Ampicillin und Kanamycin besitzt und der pCES Vektor, der als Template
bei der vorherigen Amplifkation diente, nur ein Resistenzgen fiir Ampicillin besitzt, war es strategisch
sinnvoller, auf LB-Kanamycin-Agar auszuplattieren.

Um zu kontrollieren, ob die Klonierung erfolgreich war, wurde fiir jedes PCR Produkt eine Kolonien
PCR gefahren. Als Primer wurden M13 forward und M 13 reverse verwendet, die jeweils links und rechts
nahe des Inserts an die DNA binden. Von jeder Agarplatte der zwei transformierten TA Vektoren
wurden mehrere Kolonien iiberpriift. Die Proben wurden zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker auf

einem einprozentigem Agarosegel laufen gelassen.

A1 2 3 45 M6 7809 10 B 12345678 91M11

Acg: 0.200 ser

Abbildung 45: Agarosegel der Kolonien-PCR zur Kontrolle der TA Klonierungen der amplifizierten Schwerkette
ARS2 VH+CH IgG 343-466, sowie der Leichtkette ARS2 VL IgG 343-466

A: Schwerkette ARS2 VH+CH IgG 343-466 In der Mitte ist der 1 kbp Langenmarker zu erkennen. In den Slots links und
rechts des Marker’s wurden jeweils amplifizierte Klone aufgetragen. Bei jeder Laufspur ist auf Hohe von circa 1500 bp eine
Bande zu sehen. Von all diesen Klonen wurde einer angeimpft.

B: Leichtkette ARS2 VL IgG 343-466 Rechts ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Slots links des Marker’s
wurden jeweils amplifizierte Klone aufgetragen. Bei den Laufspuren der Proben vier, fiinf, sechs und acht ist auf Héhe von
circa 600 bp eine Bande zu erkennen. Von diesen Klonen wurde einer angeimptft.

Anschlieend wurde jeweils eine Kolonie von beiden PCR Reaktionen in vier ml LB-Ampicillin-
Medium angeimpft. Nachdem die Kulturen {iber Nacht gewachsen waren, wurde dic DNA mittels

Minipréparation isoliert.
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TA Klone:

ARS2 TA VL 343-466 1gG

ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG

Tabelle 26: BAR-Antikorper TA-Klone

Im Anschluss daran wurde der Leichtketten TA Klon ARS2 TA VL 343-466 I1gG mit dem Primer M13
forward und der Schwerketten TA Klon ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG, auf Grund seiner Grofie, mit
den Primern M 13 forward und M13 reverse sequenziert. Die genetische Korrektheit beider Klone konnte

durch die Sequenzierung bestatigt werden.

4.4.2.2 Mutagenesen

In der ARS2 Sequenz, die spater Bestandteil der Leichtkette und der Schwerkette werden sollte, waren
Sequenzen fiir eine Smal und eine Eco47 3 Schnittstelle. Da diese jedoch bei den weiteren
Klonierungsschritten stdren wiirden, galt es, diese mittels Mutagenese aus den jeweiligen TA Vektoren
zu entfernen.

Auch in dem IgG TA Vektor (Zielvektor) befand sich noch eine zweite Apal Schnittstelle (zusatzlich
zu der Apal Schnittstelle am 3’-Ende der Schwerkette), die bei der spéteren Klonierung storen wiirde,

und somit eliminiert werden musste.

Smal Mutagenesen

Die Smal Schnittstelle musste in den TA Vektoren fiir die Leichtkette und die Schwerkette, also ARS2
TA VL 343-466 1gG und ARS2 TA VH+CH 343-466 IgG, eliminiert werden. Dazu wurde, wie in
3.2.7.7 beschrieben, verfahren. Fiir die Mutagenese wurden die Primer ARS2 mut Smal-s und ARS2
mut Smal-as verwendet. Die Elongationszeit betrug zehn Minuten. Im Anschluss wurden die neu
amplifizierten Vektoren in DH 5 alpha Bakterien mit Zwischenkultur transformiert und anschlieBend
auf LB-Amp-Agar ausplattiert.

Zur Kontrolle wurde fiir jeden Vektor eine Kolonien PCR angesetzt. Als Primer wurden jeweils ARS2
AA 343 Apal1-s und ARS2 AA466 BstE2-as verwendet. Zusétzlich wurden bei der PCR jeweils zwei
Mal ARS2 TA VL 343-466 1gG (Vektor vor der Mutagenese) und zwei Mal ARS2 TA VH+CH 343-
466 IgG (Vektor vor der Mutagenese) mitgefahren. Nach gelaufener PCR wurde dann mit Smal unter
zu Hilfenahme des Buffer Yellow 1x geschnitten. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C im Brutraum
wurden dann alle PCR Proben zusammen mit einem 1 kbp Ladngenmarker auf ein einprozentiges

Agarosegel aufgetragen.
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Abbildung 46: Agarosegel der Kolonien-PCR zur Kontrolle der Smal Mutagenese

Mittig ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den zwei ersten Slots wurden die gepickten Kolonien und deren PCR
Produkte des ARS2 TA VH+CH 343-466 IgG Vektors aufgetragen. Bei dem Ersten ist eine Bande in Hohe von circa 300 bp
zu sehen; bei dem Zweiten in Hohe von circa 450 bp. Der zweite Klon wurde angeimpft. In den Slots drei bis acht waren
gepickte Kolonien und deren PCR Produkte des ARS2 TA VL 343-466 IgG aufgetragen. Bei der ersten dieser Proben ist eine
Bande in Hohe von circa 300 bp zu sehen; bei den restlichen in Hohe von circa 450 bp. Ein Klon mit einer 450 bp Bande
wurde angeimpft. Rechts des Marker’s sind der Reihe nach, die Kontrollen des Vektors ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG
(zuerst ohne und dann mit Smal Reaktion), sowie des Vektors ARS2 TA VL 343-466 IgG (zuerst ohne und dann mit Smal
Reaktion) aufgetragen. Bei den Kontrollen ohne Enzymreaktion ist eine 450 bp Bande, bei denen mit Enzymreaktion eine
300 bp Bande zu erkennen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutagenese der Schwerkette und fiinf Mutagenesen der Leichtkette
funktioniert hatten. Jeweils eine Kolonie der beiden Vektoren wurde dann in vier ml LB-Amp-Medium

angeimpft. Im Anschluss wurde die DNA mittels Minipréparation isoliert:

Name

ARS2 TA VL 343-466 IgG mut Smal

ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG mut Smal

Tabelle 27: BAR-Antikorper Smal Mutagenese

Eco 47 3 Mutagenesen

Auch die Sequenz fiir die Eco 47 3 Schnittstelle in der ARS2 Sequenz der TA Vektoren fiir die
Schwerkette und die Leichtkette musste eliminiert werden. Als Ausgangsvektoren dienten ARS2 TA
VL 343-466 IgG mut Smal und ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG mut Smal. Es wurde wie in 3.2.7.7
verfahren. Die verwendeten Primer waren ARS2 mut Eco47 3 -s und ARS2 mut Eco47 3 -as. Die
Elongationszeit betrug zehn Minuten. Transformiert wurde in DH 5 alpha Bakterien mit anschlieBender
Ausplattierung auf LB-Amp-Agar. AnschlieBend wurde die Mutagenese, wie im Methoden Teil

beschrieben, kontrolliert. Als Primer fiir die Kolonien PCR wurden ARS2 AA343 ApaLl-s und ARS2
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AA466 BstE2-as verwendet. Als Kontroll-Vektoren dienten ARS2 TA VL 343-466 1gG und ARS2 TA
VH~+CH 343-466 IgG. Geschnitten wurde nach der PCR mit Eco47 3 unter Zuhilfenahme des Buffer O.
Im Anschluss wurden die PCR Produkte zusammen mit dem 1 kbp Ladngenmarker auf einem

einprozentigem Agarosegel laufen gelassen.

1 234567 M28 910111213 14 15161718

-

Abbildung 47: Agarosegel der Kolonien-PCR zur Kontrolle der Eco47 3 Mutagenese

Mittig ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Slots eins bis sieben wurden gepickte Kolonien und deren PCR
Produkte des ARS2 TA VL 343-466 1gG mut Smal Vektors aufgetragen. Bei allen ist eine Bande auf Héhe von circa 450 bp
zu sehen. Einer der Klone wurde angeimpft. In den Slots acht bis 14 waren gepickte Kolonien und deren PCR Produkte des
ARS2 TA VH+CH 343-466 IgG mut Smal aufgetragen. Bei der Laufspur elf, 13 und 14 ist eine Bande in Héhe von circa
450 bp zu sehen; bei den restlichen sind andere Banden zu sehen. Einer der Klone mit einer 450 bp Bande wurde angeimpft.
In den Slots 15 bis 18 sind der Reihe nach, die Kontrollen des Vektors ARS2 TA VL 343-466 1gG mut Smal (zuerst ohne
dann mit Eco47 3 Reaktion), sowie des Vektors ARS2 TA VH+CH 343-466 IgG mut Smal (zuerst ohne, dann mit Eco47 3
Reaktion) aufgetragen. Bei den Kontrollen ohne Enzymreaktion ist eine 450 bp Bande, bei denen mit Enzymreaktion eine
300 bp Bande, sowie eine 200 bp Bande zu erkennen.

Aus der Gelelektrophorese wurde ersichtlich, dass sieben Mutagenesen der VL TA Klone, sowie drei
Mutagenesen der VH+CH TA Klone, funktioniert hatten. Es wurde jeweils ein Klon fiir jeden Vektor
in vier ml LB-Amp-Medium angeimpft. Im Anschluss wurde die DNA dann mittels Minipréparation

isoliert:

Name

ARS2 TA VL 343-466 IgG mut Smal/Eco47 3

ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG mut Smal/Eco47 3

Tabelle 28: BAR-Antikorper Eco 47 3 Mutagenesen

Mutagenese des Zielvektors

Da in dem IgG TA Vektor (Zielvektor), abgesehen von der Apal Schnittestelle am 3°-Ende der
Schwerkette, noch eine weitere Apal Schnittstelle vorkommt, musste auch diese mittels Mutagenese
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eliminiert werden. Als Ausgangsvektor diente wie gesagt der IgG TA Vektor. Es wurde wie in 3.2.7.7
beschrieben verfahren. Die zwei verwendeten Primer waren TA mut Apal-s und TA mut Apal-as. Die
Elongationszeit betrug zehn Minuten. Es wurde anschlieBend in DH 5 alpha Bakterien mit
Zwischenkultur transformiert und auf LB-Amp-Agar ausplattiert. Nachdem Kolonien gewachsen waren,
wurden fiinf dieser Kolonien in vier ml LB-Amp-Medium angeimpft. Nach Isolation der DNA mittels
Minipraparation, wurden jeweils 50 ng der selbigen mit Apal und BstE2 zur Kontrolle reagieren
gelassen (Methode siehe. 3.2.7.2) und anschlieBend auf einem einprozentigem Agarosegel zusammen

mit dem 1 kbp Langenmarker aufgetragen.

Abbildung 48: Agarosgel der Reaktion des IgG TA mut Apal Vektors mit Apal und BstE2
Mittig ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufspuren vier bis acht sind fiinf Klone des IgG TA mut Apal
Vektors aufgetragen. Bei allen fiinf ist eine Bande auf Hohe von circa 1200 bp zu sehen.

Da bei allen fiinf Vektoren jeweils nur eine Bande zu sehen war, war davon auszugehen, dass die
Mutagenese erfolgreich war, da es bei zwei Apal Schnittstellen auch zu zwei Banden gekommen wire.
Mit einem der genetisch identischen fiinf Vektoren wurde dann im Folgenden weitergearbeitet. Er wird

im Folgenden IgG TA mut Apal genannt.

4.4.2.3 Klonierung der Schwerkette

Wie in 4.4 (Vorgehensweise) schon beschrieben, bestand die eigentliche Klonierung aus drei Schritten.
In einem ersten Schritt wurde die Schwerkette als Ganzes, also mit ARS2 Sequenz als Aquivalent fiir
die variable Doméne sowie mit den konstanten Doménen 1 bis 3, mit Hilfe von Mun1 und Apal kloniert.
Bei dem verwendeten Zielvektor handelte es sich um den zuvor bereits mutagenisierten IgG TA mut

Apal Vektor.
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Zunichst wurden also der Zielvektor IgG TA mut Apal sowie der TA Vektor mit enthaltener
Schwerkettensequenz ARS2 TA VH+CH 343-466 IgG mut Smal/Eco47 3 jeweils mit Mun1 und Apal
geschnitten. Es wurden jeweils 2 pg unter Zuhilfenahme des Buffer Blue geschnitten. Der Vektor wurde
mittels FastAP auf die Ligation vorbereitet. Die Insert-DNA wurde zusammen mit dem 1 kbp
Langenmarker {iber ein einprozentiges Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten und anschlieBend

isoliert.

\ J

\ ’

| —

. y

A "

| - 4 v
|- =

Acq: 0.200 sec

Abbildung 49: Agarosegel der mit Mun1l und Apal geschnittenen Insert-DNA ARS2 TA VH+CH 343-466 1gG
Smal/Eco47 3

Links ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). Rechts ist der geschnittene Vektor aufgetragen (1). Auf einer Héhe von
circa 1500 bp ist eine Bande zu erkennen. Diese Bande wurde spéter ausgeschnitten und isoliert.

Im Anschluss wurden der geschnittene Vektor und die Insert-DNA miteinander ligiert. Transformiert
wurde mit Zwischenkultur in DH 5 alpha Bakterien. Nach der Transformation wurde auf LB-Amp-Agar
ausplattiert.

Zur Kontrolle wurde eine Kolonien PCR mit den Primern ARS2 AA343 Munl-s und kappa-as
durchgefiihrt.
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Abbildung 50: Agarosegel der Kolonien PCR zur Kontrolle der Klonierung der Schwerkette des IgG Konstruktes
Rechts ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufspuren der Slots zwei bis sieben ist jeweils bei circa 1800 bp
eine Bande zu erkennen.

Es wurde ein Klon in vier ml LB-Amp-Medium angeimpft. Nach Mini- und anschlieender
Midipéparation wurde die gewonnene DNA mit Hilfe der Primer M13 forward und M13 reverse

sequenziert. Die Richtigkeit des Klons konnte durch die Sequenzierung bestétigt werden.

Name

ARS2 TA IgG + Heavy

Tabelle 29: BAR-Antikorper Schwerketten-Klonierung

4.4.2.4 Klonierung der Leichtkette

Nachdem nun die komplette Schwerkette (variable und konstante Doméne) bereits Bestandteil des IgG
TA Vektors waren, wurde nun im zweiten Klonierungsschritt die Leichtkette kloniert.

Dazu liel man den Vektor ARS2 TA IgG + Heavy zundchst mit den Enzymen Agel und Smal und dem
Buffer Aarl-Ajil-BpulOI-Scal-Pasl (10x) reagieren. Es wurden zwei ug der DNA zur Reaktion benutzt.
Bei Smal handelt es sich um ein blunt Enzym. Fiir das Insert lieB man den Vektor ARS2 TA VL 343-
466 IgG mut Smal/Eco47 3 mit den Enzymen Agel und Nrul mit Hilfe des Buffer O reagieren. Es
wurden auch hier zwei pg zur Reaktion verwendet. Bei Nrul handelt es sich ebenfalls um ein blunt

Enzym.
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Die Vektor-DNA wurde mit Hilfe der FastAP auf die Ligation vorbereitet. Die Insert-DNA wurde

zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker auf einem einprozentigem Agarosegel aufgetrennt.

Abbildung 51: Agarosegel des mit Agel und Nrul geschnittenen Vektors ARS2 TA VL 343-466 IgG mut Smal /
Eco473

Links ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In der Laufspur eins ist circa auf der Hohe von 350 bp eine Bande zu
erkennen. Diese Bande wurde anschliefend als Insert-DNA ausgeschnitten.

AnschlieBend wurde mit der Ligation fortgefahren. Transformiert wurde mit Zwischenkultur in DH 5
alpha Bakterien. Ausplattiert wurde auf LB-Amp-Agar.

Zur Kontrolle wurde im Anschluss eine Kolonien-PCR mit den Primern ARS2 AA 343 Agel-s und
kappa-as durchgefiihrt.
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Abbildung 52: Agarosgel der Kolonien PCR zur Kontrolle der Klonierung der Leichtkette des IgG Konstruktes
In der Mitte ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den zehn Laufspuren links des Langenmarkers sowie in den
neun Laufspuren rechts des Langenmarker ist jeweils auf einer Hohe von circa 450 bp eine Bande zu sehen.

Es wurde ein Klon in vier ml LB-Amp-Medium angeimpft. Nach Mini- und anschlieBender
Midipréparation wurde die DNA mit Hilfe des Primers kappa-as sequenziert. Auch hier konnte die

genetische Korrektheit des Klons mit der Sequenzierung bestitigt werden.

Name

ARS2 TA IgG complete

Tabelle 30: BAR-Antikorper Leichtketten-Klonierung

4.4.2.5 pSfi-FLAG Klonierung

Nachdem nun der Vektor prinzipiell fertig kloniert war, musste die IgG Sequenz nun im dritten
Klonierungsschritt als Ganzes (variable und konstante Doménen der Schwer- und Leichtkette) in einen
neuen Vektor kloniert werden, um anschlieBend in HEK-293T Zellen exprimiert werden zu konnen.
Hierbei handelte es sich um den pSfi-FLAG Vektor.

Dazu wurde der pSfi-FLAG Vektor zunichst mit EcoR 5 geschnitten. Bei der Reaktion wurden zwei pg
DNA und der Buffer R verwendet.

Der Vektor ARS2 TA IgG complete wurde mit Eco47 3 geschnitten. Bei der Reaktion wurden ebenfalls
zwei ug DNA und der Buffer O verwendet.

Bei EcoR 5 sowie Eco47 3 handelt es sich jeweils um blunt Enzyme, sodass spiter ligiert werden konnte,

ohne vorher weitere Modifikationen durchzufithren.
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Die Vektor-DNA wurde dann mit Hilfe der FastAP auf die Ligation vorbereitet. Die Insert-DNA wurde

zusammen mit dem 1 kbp Langenmarker auf einem einprozentigem Agarosegel aufgetrennt.

Abbildung 53: Agarosegel des mit Eco47 3 geschnittenen Vektors ARS2 TA IgG complete

Links ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In dem rechts davon gelegenen Slot (1) wurde der Vektor ARS2 TA IgG
complete augetragen. In der Laufspur auf Hohe von circa 2200 bp ist eine Bande zu erkennen. Diese wurde anschlieend als
Insert-DNA ausgeschnitten.

Nachdem die Insert-DNA isoliert worden war, wurde selbige mit der Vektor-DNA ligiert. Transformiert
wurde mit Zwischenkultur in DH 5 alpha Bakterien. Ausplattiert wurde auf LB-Kan-Agar, da der pSfi-
FLAG Vektor eine Kanamycin Resistenz besitzt.

Zur Kontrolle der Ligation wurde eine Kolonien-PCR mit den beiden Primern CMV-Prim und CH1-3’
durchgefiihrt.
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Abbildung 54: Agarosegel der Kolonien PCR zur Kontrolle der pSfi-FLAG Klonierung des IgG Konstruktes
In der Mitte ist der 1 kbp Langenmarker aufgetragen (M). In den Laufspuren der Slots eins bis zehn ist jeweils auf Hohe von
circa 750 bp eine Bande zu erkennen. Die Klone der Proben fiinf, sieben, zehn und 17 wurden spéter angeimpft.

Es wurden vier Klone in jeweils vier ml LB-Kan-Medium angeimpft. AnschlieBend wurde die DNA

mittels Minipriparation isoliert.

Name

ARS2 IgG psfi FLAG 1

ARS2 IgG psfi FLAG 2

ARS2 IgG psfi FLAG 3

ARS?2 IgG psfi FLAG 4

Tabelle 31: BAR-Antikorper Klone

4.4.3 Transfektion des BAR Antikorpers

Da es sich bei dem IgG Antikérper um ein komplexeres Konstrukt handelt, kommen Bakterien zur
Produktion nicht in Frage. Daher wurde zur Produktion auf HEK-293T Zellen zuriickgegriffen. Im
Gegensatz zu den bisherigen Konstrukten musste nach erfolgreicher Transfektion nicht mehr wie bei
den Bakterien induziert werden.

In einem ersten Schritt wurde also die DNA der vier genetisch identischen Vektoren aus der vorherigen
Klonierung (ARS2 IgG psfi FLAG 1 bis 4) jeweils in HEK-293T Zellen transfeziert. Als positiv
Kontrolle wurde zusétzlich in einem eigenen Well der Vektor pEGFP-C1 transfeziert.

Nach 48 Stunden Inkubation konnte unter dem Fluoreszenzmikroskop die erfolgreiche Transfektion des

pEGFP-C1 Vektors nachgewiesen werden.

122



Nachweis der Transfektion

Um nun auch zu belegen, dass die Konstrukte erfolgreich transfeziert worden sind, wurde zunéchst von
jeder der vier Zell Kulturen eine Zell-Uberstand-Suspension sowie ein Teil des reinen Uberstands
abgenommen. Die insgesamt acht Proben wurden nun mit Hilfe eines zehnprozentigen SDS-
Polyacrylamidgels zusammen mit dem SDS-PAGE Léngenmarker ihrer Grofle nach aufgetrennt.
Nachdem das Gel auf eine PVDF Membran geblottet worden war, wurde die Membran einer
Immunfiarbung unterzogen. Als primérer Antikdrper wurde aufgrund des FLAG-Tags der Monoclonal
ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) verwendet. Danach wurde
die Membran auf einem Hyperfilm abgebildet.

12 3 4 M5 6 7 8

Abbildung 55: Hyperfilm der Western Blot Analyse aus dem Uberstand sowie der Zell-Uberstand-Suspension der
Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 zum Nachweis der Transfektion

In der Mitte ist der SDS Gelmarker mit Stift nachgefahren (M). In den Laufspuren eins bis vier links des Marker’s wurden
der Reihe nach die Uberstinde der Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 aufgetragen. In den Laufspuren fiinf bis acht wurden der
Reihe nach die Zell-Uberstand-Suspensionen der Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 aufgetragen. Bei den Laufspuren der
Uberstande zwei, drei und vier sowie bei den Zell-Uberstand-Suspensionen sechs, sieben und acht ist jeweils auf Hohe von
circa 150 kDa eine Bande zu erkennen.

Aus der Analyse wurde ersichtlich, dass 48 Stunden nach der Transfektion die Proteinexpression der
Klone ARS2 IgG 2, 3 und 4 erfolgreich war und die Zellen die Konstrukte auBerdem in ihren Uberstand
sezerniert haben. Dieser Schluss konnte gefasst werden, da die durch die Sequenzldnge vorgegebene
und zu erwartende Grofe der Konstrukte mit der durch die Lauflinge im Western Blot
wiedergespiegelten, tatsichlichen Grofe iibereinstimmte. Und das sowohl in der Analyse des
Uberstands als auch in der Analyse der Zell-Uberstand-Suspension. Das Konstrukt ARS2 IgG 1 konnte

nicht nachgewiesen werden, weder intrazellulér noch im Uberstand.
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4.4.4 Kaultivierung der Zellen und Produktion des BAR
Antikorpers

Nachdem die Transfektion bei drei der vier Konstrukte erfolgreich vonstattenging, wurde mit der
Selektionierung der Zellen begonnen. Trotz fehlendem Nachweis der erfolgreichen Transfektion wurde
auch mit ARS2 IgG 1 weitergearbeitet. Dem Zellmedium wurde nun also G-418 (Geniticin) in einer
Konzentration von 500 pg/ml zugegeben. Nur Zellen, die den transfezierten pSfi-FLAG Vektor mitsamt
des IgG Konstruktes besitzen, konnen die durch den Vektor gegebene Resistenz gegen G-418 aufbauen
und somit {iberleben. Das Medium wurde regelméBig erneuert und die Zellen in immer gréBere TC-
Flaschen iiberfiihrt. Nachdem sich der Zell-Uberstand in jeder TC-Flasche schlieBlich auf circa 50 ml
belaufen hatte, wurden die semi-adhirenten Zellen und ihr Uberstand in den Kulturflaschen durch
Schiitteln zundchst wieder in eine Suspension lberfiihrt. Mit den 50 ml wurde dann folgendermal3en

weitergearbeitet:

- Ein ml wurde zur weiteren Kultivierung in einer neuen Kulturflasche mit frischem Medium

verwendet.

- Ein ml wurde zum Nachweis der fortbestehenden IgG Produktion fiir eine Western Blot Analyse

verwendet (siche unten).

- Die restlichen circa 50 ml wurden zehn Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand, indem
sich das Konstrukt befinden sollte, wurde dann spdter zur Isolation und Gewinnung des IgG

Konstruktes herangezogen und bis dahin weggefroren (siche 4.4.5).

Nachweis der Produktion des BAR Antikorpers

Um nachzuweisen, dass das Konstrukt nach Wochen immer noch von den Zellen produziert wird, wurde
eine weitere Western Blot Analyse durchgefiihrt. Der oben beschriebene eine ml der Suspension aus
Zellen und Uberstand wurde zunichst mittels Zentrifuge (eine Minute bei 1300 rpm) in Zellen und
Uberstand aufgetrennt. Der Uberstand wurde separiert und direkt mit Probenpuffer versehen. Die Zellen
wurden mit PBS pH 7 gewaschen und resuspendiert, bevor sie mit Probenpuffer versehen worden sind.
Uberstand sowie Zellen wurden dann zusammen mit einem Lingenmarker auf einem zehnprozentigem
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Blotten auf PVDF-Membran wurde fiir die
Immunfarbung der primédre Antikorper Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse

von Merck (Karlsruhe, D) verwendet. Danach wurde die Membran auf einem Hyperfilm abgebildet.
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Abbildung 56: Hyperfilm der Western Blot Analyse aus dem Uberstand sowie den Zellen der Konstrukte ARS2 IgG 1
bis 4 zum Nachweis der andauernden Produktion

In der Mitte ist der SDS Gelmarker mit Stift nachgefahren (M). In den funf Laufspuren links des Markers wurden die
Uberstinde der Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 aufgetragen. In den Spuren eins und zwei befindet sich das Konstrukt ARS2
1gG 1, in Spur drei ARS2 IgG2, in Spur vier ARS2 IgG3 und in Spur fiinf ARS2 IgG4. In den Laufspuren sechs bis neun
wurden der Reihe nach, die Zellen der Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 aufgetragen. Bei allen Laufspuren ist auf Hohe von circa
150 kDa eine Bande zu erkennen.

Die Western Blot Analyse konnte erneut bestétigen, dass alle vier Zellkulturen das jeweilige ARS2 IgG
Konstrukt weiterhin als Protein produzierten und auch in den Uberstand sezernierten. Dieser Schluss
konnte abermals durch die Ubereinstimmung der zu erwarteten GroBe mit der tatséchlichen GrofRe
gefasst werden. Aullerdem konnte diesmal auch gezeigt werden, dass zu dem aktuellen Zeitpunkt
ebenfalls die Zellkultur mit ARS2 IgG1 produktiv war und somit das Konstrukt als Protein exprimierte
und in den Uberstand sezernierte, was zuniichst nach der Transfektion nicht gezeigt werden konnte

(siche 4.4.3).

4.4.5 Proteinisolation

Die 50 ml Zelliiberstand (siche 4.4.4), in denen sich das Konstrukt befinden sollte, wurden mit der zuvor
vorbereiteten Anti-FLAG Matrix isoliert. Im Anschluss wurden dann jeweils zehn pl der isolierten
Konstrukte auf einem zehnprozentigem SDS-Polyacrylamidgel zusammen mit dem SDS-PAGE-Marker
aufgetrennt. Nachdem das Gel dann auf eine PVDF-Membran geblottet wurde, wurde selbige einer
Immunfarbung unterzogen. Als primérer Antikérper wurde der Monoclonal ANTI-FLAG® M2
antibody produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) verwendet. Der Blot wurde im Anschluss auf

einem Hyperfilm abgebildet.
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Abbildung 50: Hyperfilm der Western Blot Analyse der Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 zum Nachweis der
erfolgreichen Isolation

Links wurde der SDS-PAGE Léngenmarker mit Stift nachgefahren (M). In den Spuren zwei bis fiinf wurden der Reihe nach
die isolierten Konstrukte ARS2 IgG 1 bis 4 aufgetragen. Bei allen ist eine Bande auf Héhe von circa 150 kDa zu erkennen.

Auch nach der Proteinisolation konnte durch den Western Blot erfolgreich, wie schon zuvor, das

Vorhandensein der vier ARS2 BAR Antikorper als Protein bestétigt werden.

4.4.6 Oberflachenfarbung zur Kontrolle der Bindung

Nun musste iiberpriift werden, ob die vier genetisch identischen Antikdrper Konstrukte auch auf der
ARS?2 positiven U2932 Zelllinie binden. Die Analyse wurde demnach mit den Konstrukten ARS2 IgG
1 bis 4, sowie der positiv Kontrolle ARS2 (ARS2-Protein an FLAG-Tag gekoppelt) (laborinterne
Kontrolle) durchgefiihrt. Es wurde zum einen auf der ARS2 positiven Zelllinie U2932 getestet, als auch
auf der ARS2 negativen Zelllinie TMDS8. Es wurde bei Raumtemperatur 20 Minuten inkubiert.

Als primirer Antikorper wurde auf Grund des FLAG-Tags der Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody
produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) verwendet. Des Weiteren wurde der Anti-IgG1-APC,
mouse von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D) als sekundérer Antikdrper, sowie als Farbstoff,

verwendet.
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Abbildung 51: Dotplots und Histogramme der Oberfléichenfirbung der TMD 8, sowie U2932 Zelllinie nach 20
Minuten Inkubation mit den Konstrukten ARS2 IgG 1 bis 4 und der positiv Kontrolle ARS2 bei Raumtemperatur
A: Dotplot TMDS8 Zelllinie Auf der Abszisse ist der forward scatter (FSC-A), auf der Ordinate der sideward scatter (SSC-
A), aufgetragen.

B: Histogramm TMDS8 Zellinie Auf der Abszisse ist die Emission des Allophycocyanin Farbstoffes (APC-A) aufgetragen.
Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die rote Kurve spiegelt den Leerwert wider. Die schwarze Kurve steht fiir die
positiv Kontrolle ARS2. ARS2 IgG1 wird durch die griine Kurve, ARS2 IgG2 durch die blaue Kurve, ARS2 Ig3 durch die
lila Kurve und ARS2 IgG4 durch die orangene Kurve reprisentiert.

C: Dotplot U2932 Zelllinie Auf der Abszisse ist der forward scatter (FSC-A), auf der Ordinate der sideward scatter (SSC-
A), aufgetragen.

D: Histogramm U2932 Zelllinie Auf der Abszisse ist die Emission des Allophycocyanin Farbstoffes (APC-A) aufgetragen.
Auf der Ordinate sind die Events aufgetragen. Die rote Kurve spiegelt den Leerwert wider. Die schwarze Kurve steht fiir die
positiv Kontrolle ARS2. ARS2 IgG1 wird durch die griine Kurve, ARS2 IgG2 durch die blaue Kurve, ARS2 Ig3 durch die
lila Kurve und ARS2 IgG4 durch die orangene Kurve reprisentiert.
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Durch die Analysen konnte schlussendlich gezeigt werden, dass die vier genetisch identischen ARS2
BAR Antikorper alle spezifisch auf ARS2 positiven Zellen (hier die U2932 Zelllinie) binden. Auf ARS2

negativen Zellen (hier TMDS) kommt es zu keiner Bindung.

4.4.7 Proteinanreicherung und Isolation

Um mit den ARS2 BAR Antikdrpern nun weitere Experimente durchfiithren zu kdnnen, war es zunéchst
ndtig die Proteinmenge zu vergrofern. Die Zellen, die das Konstrukt produzieren, wurden so lange
weiter kultiviert, bis es moglich war einen Uberstand von insgesamt 500 ml zu sammeln. Dabei wurden
die Uberstiinde der vier Zellreihen zusammen verwendet, da es sich um genetisch identische Konstrukte
handelt und auch alle zuvor erfolgreich gebunden hatten. Die 500 ml Uberstand wurden nun, wie in
3.2.9.9 im Methodenteil beschrieben, auf ein Volumen von circa 50 ml konzentriert. Nun wurde erneut
das Protein mit der vorbereiteten Anti-FLAG Matrix isoliert. AnschlieBend wurden dann fiinf pl des
isolierten Proteins mit dem SDS-PAGE-Marker auf einem zehnprozentigem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Nach dem Blotten auf eine PVDF-Membran wurde eine Immunfiarbung mit dem
Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse von Merck (Karlsruhe, D) als primédrem
Antikorper durchgefiihrt. Der Blot wurde auf einem Hyperfilm abgebildet.

Abbildung 52: Hyperfilm der Western Blot Analyse des ARS2 IgG Konstruktes zum Nachweis der erfolgreichen
Isolation

Links wurde der SDS-PAGE Léngenmarker mit Stift nachgefahren (M). In der Spur eins wurde das isolierte Konstrukt ARS2
1gG aufgetragen. Es ist eine Bande auf Hohe von circa 150 kDa zu sehen.
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Mit Hilfe des Blots konnte nochmals bestitigt werden, dass nach der Proteinisolation das Konstrukt
nach wie vor als Protein vorliegt. Das lasst sich durch die Bande auf der Hohe der zu erwarteten Grof3e
des Antikorpers schlussfolgern. Die anschlieBende photometrische Analyse ergab eine

Proteinkonzentration von 843 pg/ml.

4.4.8 Zytotoxizititsassay

Nachdem erfolgreich die Bindung auf der U2932 Zelllinie gezeigt werden konnte und ausreichend
Konstrukt angereichert werden konnte, galt es nun zu liberpriifen, ob der ARS2 BAR Antikorper auch
zytotoxisch auf die Zellen wirkt.

Da es sich bei dem Konstrukt um einen IgG1 Antikérper handelt wurde davon ausgegangen, dass fiir
die maximale Ausschopfung der zytotoxischen Moglichkeiten Effektorzellen nétig waren. Der
Antikorper wirkt opsonierend und bringt infolgedessen Effektorzellen dazu die Targetzellen, in diesem
Fall die U2932 Zellen, zu lysieren. Als Effektorzellen wurden vorher aus EDTA-BIut isolierte PBMCs
verwendet.

Es wurden mehrere Tests durchgefiihrt, bei denen der Antikorper jeweils fiir vier Stunden bei 37°C und
5% CO; inkubierte. Die getesteten Konzentrationen reichten von 10 pg/ml iiber 1 pg/ml, 0,5 pg/ml bis
zu 0,1 pg/ml.

Es wurde zum einen auf der TMDS8 Zelllinie, einer ARS2 negativen Zelllinie, jeweils einmal mit und
einmal ohne PBMCs getestet. Des Weiteren wurde auch auf der U2932 Zelllinie, einer ARS2 positiven
Zelllinie, jeweils einmal mit und einmal ohne PBMCs getestet. Als positiv Kontrolle wurden das
bispezifische Konstrukt ARS2-CD3 verwendet (laborinterne Kontrolle). Als negativ Kontrolle diente
das bispezifische Konstrukt LRPAP-CD3 (laborinterne Kontrolle).
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Abbildung 53: Analyse des LDH Zytotoxizititsassays des ARS2 IgG Konstruktes auf der TMDS8 Zelllinie, sowie der
U2932 Zelllinie jeweils ohne und mit PBMC’s nach vier Stunden Inkubation
A: TMDS Ziellinie ohne PBMC’s Auf der Abszisse ist die verwendetet Konzentration der Konstrukte in pg/ml aufgetragen.

Die Ordinate zeigt die spezifische Lyse. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 IgG. Die blaue Kurve zeigt das Konstrukt
ARS2 CD3. Die griine Kurve zeigt das Konstrukt LRPAP CD3.

B: TMDS8 Zelllinie mit PBMC’s Auf der Abszisse ist die verwendetet Konzentration der Konstrukte in pg/ml aufgetragen.

Die Ordinate zeigt die spezifische Lyse. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 IgG. Die blaue Kurve zeigt das Konstrukt
ARS2 CD3. Die griine Kurve zeigt das Konstrukt LRPAP CD3.

C: U2932 Zelllinie ohne PBMC’s Auf der Abszisse ist die verwendetet Konzentration der Konstrukte in pg/ml aufgetragen.

Die Ordinate zeigt die spezifische Lyse. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 IgG. Die blaue Kurve zeigt das Konstrukt
ARS2 CD3. Die griine Kurve zeigt das Konstrukt LRPAP CD3.

D: U2932 Zelllinie mit PBMC’s Auf der Abszisse ist die verwendetet Konzentration der Konstrukte in pg/ml aufgetragen.

Die Ordinate zeigt die spezifische Lyse. Die rote Kurve zeigt das Konstrukt ARS2 IgG. Die blaue Kurve zeigt das Konstrukt
ARS2 CD3. Die griine Kurve zeigt das Konstrukt LRPAP CD3.

Die Ergebnisse aller vier Assays lassen sich folgendermal3en interpretieren:

Auf der TMDS8 Zelllinie kam es weder mit noch ohne PBMCs zu einer bedeutenden Lyse der Zellen.
Geschuldet ist dies der Tatsache, dass die Zelllinie ARS2 negativ ist und somit der ARS2 IgG Antikorper
gar nicht erst an den B-Zell-Rezeptor der Zellen binden kann. Auch die positiv Kontrolle ARS2 CD3
und die negativ Kontrolle LRPAP CD3 konnen nicht an die Zellen binden und zytotoxisch wirken.
Auf der U2932 Zelllinie kam es ohne PBMCs zu einer spezifischen Lyse durch den ARS2 IgG

Antikdrper von maximal 19 % bei einer Konzentration von 0,5 pg/ml.
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Zusammen mit den PBMCs kam es durch den ARS2 IgG Antikérper auf der U2932 Zelllinie zu einer
hohen spezifischen Lyse, die bei einer Konzentration von 0,5 pg/ml ganzen 81% entsprach. Das
Maximum an spezifischer Lyse erreichte der ARS2 IgG Antikorper bei einer Konzentration von 1 pug/ml,
niamlich 86 %.

Die positiv Kontrolle ARS2 CD3 fiihrt zu einer dhnlichen spezifischen Lyse mit PBMCs.

5. Diskussion

5.1 Interpretation der Ergebnisse

5.1.1 BAR Fab Konstrukt

Zu Beginn der Arbeit wurde zundchst mit Hilfe des BAR Fab Konstruktes liberpriift, ob es durch die
ARS2 Sequenz zu einer spezifischen Bindung an den BCR der U2932 Zelllinie kommen kann. Dazu
wurden drei verschiedene Konstrukte mit wiederum drei verschiedenen ARS2 Sequenzen, bei denen
sich die Lage des Eptiops in Bezug zur restlichen Sequenz unterscheidet, untersucht. Analog zu den drei
CDR’s eines humanen Immunglobulins mit jeweils unterschiedlicher Lage wurden die ARS2 BAR Fab
Konstrukte so konstruiert, dass die jeweilige Lage des Eptiops mit der physiologischen Lage einer der
CDR’s mehr oder weniger libereinstimmt. Aus dem Ergebnis, dass nur eines der drei Konstrukte auf der
U2932 Zelllinie gebunden hat (siehe 4.1.4), lasst sich nun ableiten, dass die Lage des ARS2 Epitops
innerhalb der ARS2 Sequenz eine wichtige Rolle bei den Mechanismen der Bindung der Konstrukte
spielt. Das bindende Konstrukt ARS2 Fab 343-466 zeichnet sich durch die c-terminale Lage des Epitops
innerhalb der variablen Doménen aus und war somit mehr oder weniger das Korrelat zur CDR3 eines
humanen Immunglobulins.

Es lasst sich nur mutmalf3en, weshalb ausgerechnet ausschlieSlich dieses Konstrukt erfolgreich gebunden
hat. Durch die unterschiedliche Lage des Epitops und auch den unterschiedlichen Ausschnitt der
verwendeten ARS2 Sequenz kommt es zu verschiedenen Faltungsprozessen und Interaktionen zwischen
den einzelnen Aminosduren und letztendlich auch jeweils zu einer unterschiedlichen dreidimensionalen
Struktur des Proteins. Die dreidimensionale Struktur entscheidet dann dariiber, ob eine Bindung
zustande kommt (wie bei ARS2 BAR-Fab 343-466) oder nicht. Prinzipiell geht man davon aus, dass die
dreidimensionale Struktur weitestgehend von der Primarstruktur (Aminosduresequenz) des Proteins
abhéingig ist und der Weg zu dieser Struktur tiber Faltungsprozesse spontan ablauft ohne dass zusétzliche
Energie aufgebracht werden muss [11]. Natiirlich kann es aber auch in diesen Faltungsprozessen zu
Fehlern kommen, was dann zum Beispiel in einer Aggregation der synthetisierten Antikérperfragmente

enden kann und letztendlich zur fehlenden Bindung des Konstrukts fithren konnte [28,76].
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Auf weitere Experimente wie beispielsweise die Uberpriifung der Zytotoxizitit auf der gebundenen
U2932 Zelllinie wurde verzichtet, da das Konstrukt weder das Potenzial zur direkten Zytotoxizitit in

Form eines Toxins besitzt noch die Moglichkeit zur Rekrutierung von Effektorzellen hat.

5.1.2 BAR Fab-ETA Konstrukt

Es handelt sich bei diesem Konstrukt um ein sogenanntes antibody-drug conjugate (ADC), bei dem ein
Antikorper oder ein antikorperdhnliches Konstrukt mit einem Toxin gekoppelt wird.

Nach erfolgreicher Bindung dieses Konstrukts auf der U2932 Zelllinie, sollte nun die mogliche
Zytotoxizitdt durch das gekoppelte ETA Toxin tberpriift werden. Es konnte in diesem Fall keine
Zytotoxizitdt gezeigt werden. Durch weitere Experimente konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der
Grund hierfiir eine fehlende Internalisierung des Konstrukts war (siche 4.2).

Die Internalisierung von ADCs ist ein sehr komplexer Vorgang, der von vielen verschiedenen Variablen
abhéingig ist. Da wéren einmal das Epitop, die Anzahl der Bindungspartner des Konstrukts, der Linker
und auch andere, auf der Zelle vorzufindende Oberflichenmarker [32].

Wodurch genau es in diesem Experiment zur fehlenden Internalisierung kam, ldsst sich ohne

weiterfithrende Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig sagen.

5.1.3 BAR Schwerketten-ETA Konstrukt

Die BAR Schwerketten-ETA Konstrukte konnten alle erfolgreich von den Zellen internalisiert werden.
Wie schon oben beschrieben, handelt es sich bei dem Vorgang der Internalisierung um einen sehr
komplexen Vorgang [32]. Aufgrund der Tatsache, dass die BAR Fab-ETA Konstrukte nicht
internalisiert worden sind, die BAR Schwerketten Konstrukte jedoch schon, lasst sich vermuten, dass
die Ursache die unterschiedliche Grof3e oder aber die unterschiedliche Valenz der Konstrukte ist. Sicher
sagen lieB3e sich das jedoch nur durch weiterfiihrende Experimente.

Das Ergebnis des Zytotoxizititsassays des ETA Konstrukts zeigte eine spezifische Lyse von 50% bei
Sug/ml Konstrukt. Demnach fiihrt die erfolgreiche Internalisierung also auch zu der erwiinschten

Zytotoxizitat.

5.1.4 BAR Antikorper Konstrukt

Zunichst konnte auch beim Antikérperkonstrukt die erfolgreiche Bindung gezeigt werden, was durch
das unverdnderte Epitop auch nicht verwundert. Im Anschluss wurde mit den Zytotoxizititsassays

fortgefahren:
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TMDS Zelllinie:

Die fehlende Lyse auf der TMD8 Zelllinie, sowohl mit als auch ohne PBMCs, ldsst sich durch die
fehlende Fahigkeit des BCRs der Zelllinie, das ARS2 Antigen zu binden (ARS2 negativ), erkldren.
Dadurch kommt es bei keinem der Konstrukte zu einer relevanten Lyse, da die Konstrukte gar nicht erst

erfolgreich zu ihrem Wirkort gelangen kénnen.

U2932 Zelllinie ohne PBMCs:

Bei dem Versuchsaufbau mit der U2932 Zelllinie ohne PBMCs zeigt sich mit dem ARS2 IgG Konstrukt
eine relevante spezifische Lyse mit einem Maximum von 19% bei einer Konstrukt-Konzentration von
0,5 ug/ml. Dadurch, dass der BCR der U2932 Zelllinie ARS2 bindet, gelangt das Konstrukt also
erfolgreich zu den Zellen. Die Beobachtung dieser Lyse kann nicht durch die, fiir Antikérper typische,
ADCC erklart werden, da hierfiir PBMCs als Effektorzellen benétigt wiirden. Auch die CDC kann die
Lyse nicht erkldren, da das Medium des Zytotoxizititsassays keinerlei Komplementfaktoren enthélt.
Eine mogliche Erklarung fir die Lyse sind direkte zytotoxische Effekte der Antikorper auf die B-Zellen,
wie zum Beispiel activation-induced cell death in B-lymphocytes (AICD). Hier kommt es durch
crosslinking der BCRs auf der Oberfldache der B-Zelle iiber verschiedene Signalkaskaden zur Induktion
der Apoptose. Diese Quervernetzung kann in unserem Experiment durch die Bindung der zwei ARS2
Doménen eines jeden Antikorpers an den BCRs zu Stande kommen [49].

Bei dem LRPAP-CD3 Konstrukt (laborinterne Kontrolle) kommt es zu keiner spezifischen Lyse, was
an der fehlenden Bindung der Konstrukte auf den Zellen liegt.

Bei dem ARS2-CD3 Konstrukt kommt es ebenfalls zu keiner spezifischen Lyse. Hier kommt es zwar
zu einer Bindung auf der Oberfldche der Zellen tiber das ARS2-Antigen. Die Wahrscheinlichkeit, mit
der in diesem Szenario eine AICD initiiert wird, ist jedoch aufgrund der Monovalenz des ARS2 CD3
Konstrukts (laborinterne Kontrolle) geringer. Es kann ebenfalls nicht zu einer Rekrutierung von

Effektorzellen liber das CD3 kommen, da keine PBMCs dem Versuchsaufbau zugefiihrt wurden.

U2932 mit PBMCs:

Bei dem Versuch auf der U2932 Zelllinie mit PBMC’s kommt es nun mit dem ARS2 Immunglobulin
Konstrukt zu einer spezifischen Lyse von maximal 86% bei einer Konstrukt-Konzentration von 1 pg/ml.
Hier kommen nun zum einen die spezifische Bindung des Konstrukts an den Zellen und zum anderen
die iiber den FC-Teil des Antikorpers vermittelte Lyse durch die Effektorzellen (die PBMCs) zusammen.
Es kommt hier zur antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), die aller Wahrscheinlichkeit
nach, den grofiten Teil der hier vollbrachten spezifischen Lyse ausgemacht hat. Auch hier kann es jedoch
ebenfalls zusétzlich zu einer AICD durch crosslinking kommen.

Auch bei der positiv Kontrolle ARS2-CD3 kommt es nun auch zu einer Lyse durch erfolgreiche

Rekrutierung von Effektorzellen (PBMCs) mit Hilfe des CD3.
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Wie oben bereits erwahnt, stellt in diesem Experiment die complement dependent cytotoxicity (CDC),
im Gegensatz zur Wirkung der meisten rekombinanten Antikdrper im Menschen, durch die fehlenden

Komplementfaktoren in dem Medium des Versuchautfbaus, keinen relevanten Faktor dar [139].

5.2 Vergleich verschiedener Konstrukte

5.2.1 PharmakoKkinetik

5.2.1.1 Elimination

Ein zentraler Punkt der Pharmakokinetik der Konstrukte ist die Elimination. Diese steht wiederum in
engem Zusammenhang mit der Konzentration und ebenfalls mit der Halbwertszeit der Konstrukte im
menschlichen Korper.

Studien konnten zeigen, dass Fab Konstrukte zu einem grofen Teil iiber die Niere eliminiert werden
[144]. Es kommt dadurch zu einer schnellen Elimination aus dem Ko6rper und somit zu einer kurzen
Halbwertszeit von Fab Konstrukten. Diese Eigenschaft wird sich therapeutisch hin und wieder bei
einigen Fab Konstrukten zu Nutze gemacht. Die Aufgabe dieser als Toxin-Antidot agierenden
Konstrukte besteht dann darin, gebundene Toxine schnellstmoglich aus dem Korper zu eliminieren. Als
Beispiel ldsst sich das Digoxin Fab immune fragment nennen, welches bei Digoxin Intoxikationen zum
Einsatz kommt [157].

Generell ldsst sich sagen, dass der Anteil eines Molekiils der durch den Glomerulus filtriert und
letztendlich dann von der Niere auch ausgeschieden wird von der Grof3e, der Ladung und der Struktur
des Molekiils abhangig ist [173]. Je kleiner ein Molekiil, desto groB3er ist der Anteil des Molekiils der
iiber die Niere ausgeschieden werden kann. So werden auch die sogenannten single-chain variable
fragments, kurz scFv (siche 5.4.1.1), dank ihrer geringen Grofie sehr schnell iiber die Niere aus dem
Korper eliminiert [S]. Somit kann auch davon ausgegangen werden, dass die Schwerketten Konstrukte

aufgrund ihrer ebenfalls geringen GroBe womoglich einer zligigen renalen Elimination unterliegen.

Vollstandige Antikorper Molekiille hingegen werden kaum iiber die Niere ausgeschieden. Sie
unterliegen zum Grofiteil einem intrazelluldren Metabolismus. Nachdem sie {iber den Mechanismus der
Endozytose in die Zelle aufgenommen wurden, werden sie lysosomal metabolisiert [175]. Antikdrper
unterliegen auflerdem dem target-mediated drug disposition Modell (TMDD). Dieses besagt, dass es
durch die hohe Bindungsaffinidt der Antikérper zu ihren Rezeptoren und den damit verbundenen
variablen, ortsabhingigen Wirkstoffkonzentrationen und dem variablen Vorhandensein von
Wirkstoffkomplexen zu Beeinflussungen der Pharmakokinetik kommt [104].

Es existieren zahlreiche Ansitze, die dazu dienen, die schnelle renale Elimination kleiner Molekiile zu
verhindern. Einer dieser Ansitze ist die Kopplung an Polyethylenglycol (PEG), was die Molekiile grof3er

machen soll und dadurch die Filtration im Glomerulus vermindern soll [79]. Auch gibt es Konzepte bei
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denen Molekiile spezifisch an Albumin binden, um dadurch auch die Plasmahalbwertszeit zu erhéhen
[2]. Humanes Serumalbumin, sowie auch humanes Immunglobulin, sind beide dazu in der Lage den
neonatalen Fc-gamma-Rezeptor (FcRn) zu binden. Diese Bindung ermdglicht es beiden Molekiilen,
einem katabolen Prozess zu entgehen [34,81].

Inwiefern diese Konzepte auf die in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte iibertragbar waren, miisste
im Einzelfall mit passenden Experimenten weiterfiihrend untersucht und erforscht werden. Prinzipiell

wiren diese Konzepte jedoch durchaus denkbar.

5.2.1.2 Gewebepenetration

Bevor die Antikorperkonstrukte {iberhaupt wirken kénnen, miissen sie zunéchst erstmal erfolgreich an
ihren Wirkort gelangen.

In Studien konnte gezeigt werden, dass die scFv (siehe 5.4.1.1) wesentlich besser dazu in der Lage sind,
Tumorgewebe zu penetrieren als humane Immunglobuline. Es lésst sich ein Zusammenhang zwischen
der GroBe von Antikorper oder antikorperdhnlichen Konstrukten und der Fahigkeit zur
Tumorpenetration herstellen. Je kleiner die Konstrukte, desto besser die Penetration. Zum einen zeigt
sich zentral im Tumor zum selben Zeitpunkt bei grofieren Konstrukten eine geringere Wirkkonzentration
als bei kleineren Konstrukten. Zum anderen stellt sich zentral im Tumorgewebe dieselbe Konstrukt-
Konzentration unterschiedlich gro3er Konstrukte bei den kleineren Konstrukten wesentlich schneller als
bei den groBeren Konstrukten ein [185].

Ubertragen auf die in dieser Arbeit getesteten Konstrukte, ldsst sich daraus schlussfolgern, dass das
Schwerketten Konstrukt womdglich zu einer wesentlich effektiveren Tumorpenetration als der BAR
Antikorper fahig ist. Das BAR Fab Konstrukt ware irgendwo dazwischen einzuordnen. Jedoch zeigte es
auf Grund der fehlenden Internalisierung ohnehin keinerlei zytotoxische Wirkung in dieser Arbeit.
Therapeutisch konnte das relevant werden, wenn im Einzelfall unterschiedlich grofie
Lymphommanifestationen zu betrachten und zu therapieren wiren. Der BAR Antikorper bendtigte
somit fiir eine &hnliche Konzentration am Wirkort ldngere Wirkzeiten und hohere initiale

Konzentrationsspiegel als das Schwerketten-Konstrukt.

5.2.1.3 Aggregation

Ein zentrales Problem der zahlreichen monoklonalen Antikdrper ist, dass sie zur Aggregation neigen
[101].

Aber auch andere antikorperdhnlichen Konstrukte, wie zum Beispiel die scFv (5.4.1.1.) neigen zur
Aggregation [182]. Das Problem der Aggregation betrifft somit also alle Antikdrper und
antikorperdahnlichen Konstrukte. Kommt es zur Aggregation, ist in der Folge die Wirksamkeit der

Konstrukte natiirlich stark eingeschrankt.
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Inwieweit dieses Problem im Einzelfall ausgepragt ist, ist von zahlreichen unterschiedlichen Faktoren,
wie auch der Primarstruktur des Konstrukts, abhéngig.

Auch die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte haben somit Potenzial zu aggregieren. Bei welchem
dieser Konstrukte diese Eigenschaft am prominentesten ausgepragt ist, wire wiederum im Einzelfall zu

untersuchen.

5.2.1.4 Immunisierung

Das menschliche Immunsystem ist in der Lage, sich gegen eine Vielzahl an Erregern und Noxen zu
schiitzen. Diese Fahigkeiten fiihren auch dazu, dass Proteine, die in den menschlichen Organismus
gelangen, erkannt werden und es darauffolgend zu einer spezifischen Abwehrreaktion kommt. So
kommt es auch bei vielen, als therapeutischen Substanzen eingesetzten Proteinen, zu einer
Immunisierungsreaktion. Der Korper bildet also selbst Antikorper gegen die jeweilige Substanz.
Infolgedessen kann es zu einer Reduzierung des Wirkpotenzials und der Effektivitdt der Substanzen
kommen. Insbesondere bei einer erneuten Applikation des selben Wirkstoffs kann es zu einer
Verschlechterung der Wirkung kommen [38].

Die in dieser Arbeit getesteten Konstrukte bieten demnach alle das Potenzial zur Immunisierung. Die
Immunogenitét einzelner Substanzen hdngt von zahlreichen Faktoren, wie der Primarstruktur, aber auch
der Dosierung, der Darreichungsform und vielem Weiterem ab [31].

Ein grundlegender Unterschied zwischen in prokaryotischen oder eukaryotischen Expressionssystemen
synthetisierten Proteinen, ist die fehlende Glykosylierung der prokaryotisch synthetisierten Proteine.
Bei komplexen Proteinen, wie beispielsweise dem BAR-Antikorper, der ohnehin auf die Glykosylierung
angewiesen ist, kann es dadurch bei prokaryotischer Expression zu einer gesteigerten Immunogenitét
kommen [82].

Es besteht die Moglichkeit, vorab das immunogene Potenzial der Substanzen zu testen. Hier gibt es
zahlreiche, verschiedene Verfahren. Eins davon sind zum Beispiel ex vivo T-Zell Aktivierungs Tests.
Gemessen wird dabei die Zytokinproduktion, die dann im Verhéltnis zur Immunogenitit der Substanz
steht [38].

Interessant wire das immunogene Potenzial der in dieser Arbeit getesteten Konstrukte insbesondere
dann, wenn es zu einer fliir Medikamente typischen, wiederholten Applikation innerhalb eines
bestimmten Intervalls kommt. Um hier dann mogliche Verluste beziiglich der Wirksamkeit
vorherzusagen und so die Dosierung und Intervalllinge optimal einstellen zu koénnen, wéren

weiterfithrende Experimente von Néten.
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5.2.2 Herstellung

5.2.2.1 Fab- und Schwerketten-Konstrukte

Bei den kleineren Konstrukten, wie in dieser Arbeit den Fab-Konstrukten und den Schwerketten-
Konstrukten, besteht die Moglichkeit, diese mittels E. coli zu produzieren. Erstmalig gelang die
Produktion von rekombinanten Fab Fragmenten in E. coli mit Hilfe eines Vektors im Jahr 1988 [18,155].
Aber auch die scFv Konstrukte kénnen in E. coli mittels Vektor exprimiert werden [5].

Dabei werden, durch N-terminale Signalsequenzen ermoglicht, die Proteine in das periplasmatische
Milieu der Bakterien gebracht, wo es dann zur korrekten Faltung der Proteine kommen kann.

Die Herstellung rekombinanter Konstrukte mittels Bakterienkulturen ist auch aktuell, aufgrund der

Einfachheit und guten Handhabbarkeit, eines der fiihrenden Verfahren zur Proteinexpression.

5.2.2.2 Antikorper

Die Herstellung rekombinanter Antikorper ist etwas komplizierter. Im Gegensatz zu den Fab- und
Schwerketten-Konstrukten werden hier eukaryotische Zellen benétigt. Die Struktur der Vollldngen
Antikorper ist zu komplex, als dass sie von einer Bakterienkultur in ausreichend grofler Menge und
funktionell intakt produziert werden konnte. Das intrazelluldre Milieu der Bakterien ist nicht dazu in der
Lage, die notwendigen Disulfidbriicken auszubilden. AuBlerdem verfiigen Bakterien nicht iiber die
Moglichkeit zur posttranslationalen Modifikation. Im periplasmatischen Milieu von Bakterien ist es
somit nicht ausreichend erfolgreich moglich, komplexe Proteine in grolen Mengen herzustellen.
Urséchlich sind hier auch die komplexen Faltungsmechanismen dieser Proteine (beispiclsweise
Volllingen Antikorper). Ein weiterer Grund ist die oben bereits erwdhnte gesteigerte Immunogenitét,
bei zum Beispiel fehlender Glykosylierung [82].

Zur Herstellung rekombinanter Antikérper haben sich eukaryotische Expressionssysteme etabliert, wie
auch das in dieser Arbeit verwendete der HEK293 Zellen [162]. Diese Systeme sind jedoch, verglichen

mit den Bakterienkulturen, wesentlich komplexer und aufwendiger in ihrer Handhabung.

5.3 DLBCL Therapiekonzepte im Vergleich

5.3.1 Nebenwirkungen der etablierten Therapiekonzepte

In der Einleitung ist bereits im Detail auf die aktuell gebrauchlichen Therapiekonzepte in der Therapie
der DLBCLs eingegangen worden. Allen voran konnten die Immunchemotherapie und die
Stammzelltransplantationen in der Vergangenheit bahnbrechende Erfolge verzeichnen. Je nach Therapie
und Ausgangslage konnten, wie bereits in der Einleitung ausfiihrlich beschrieben, Heilungsraten von

iber 75% erreicht werden [129]. Ein groBes Problem dieser systemischen und damit nicht
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zielgerichteten therapeutischen Interventionen stellen mit Sicherheit die zahlreichen und ausgepragten

Nebenwirkungen dar.

5.3.1.1 Nebenwirkungen der Immunchemotherapie

So effektiv die R-CHOP Immunchemotherapie fiir das DLBCL ist (siehe Einleitung), so zahlreich sind
auch die Nebenwirkungen dieser Therapie. Bei der R-CHOP Therapie handelt es sich ganz grundlegend
um eine systemische Therapie. Das hat den Vorteil, dass die Wirksamkeit der Therapie ubiquitdr im
Korper entfaltet werden kann, bringt jedoch wiederum den Nachteil mit sich, dass die Nebenwirkungen
ebenfalls iiberall im Korper auftreten konnen. Die CHOP-Therapie besitzt sowohl alleine als auch in
Kombination mit Rituximab eine gro3e Bandbreite an unterschiedlichen Nebenwirkungen.

Mittels einer Studie wurde das CHOP mit dem R-CHOP Schema bei Patienten mit nicht vorbehandeltem
DLBCL verglichen. In der Studie wurden die Nebenwirkungen dokumentiert und anschlieBend
analysiert. Die Analyse, bezogen auf die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Nebenwirkungen
innerhalb mindestens einem der acht verabreichten Zyklen, kam zu interessanten Ergebnissen. Die
haufigste, nicht himatologische Nebenwirkung war die Infektion, die in iiber der Halfte der Fille in
beiden Therapie Schemata auftrat. Ebenfalls sehr hdufige Nebenwirkungen waren Lebertoxizitit (46%
in R-CHOP und CHOP), Kardiotoxizitét (47% in R-CHOP, 35% in CHOP) und Pulmotoxizitét (33% in
R-CHOP und 30% in CHOP). In 51% der R-CHOP Therapien und 54 % der CHOP Therapien kam es
innerhalb des Behandlungsverlaufs zu einer Neurotoxizitit. Auch renale Toxizitit wurde in 11% der R-
CHOP Therapien und 14% der CHOP Therapien beschrieben [40].

Zusammenfassend zeigt sich die breite Aufstellung und dramatische Haufigkeit der Nebenwirkungen

einer CHOP beziehungsweise R-CHOP Therapie bei der Behandlung des DLBCL.

5.3.1.2 Nebenwirkungen der Stammzelltransplantation

Sowohl die autologe als auch die allogene Stammzelltransplantation gehen trotz oder vielleicht genau
wegen ihres groBlen therapeutischen Potenzials (siche Einleitung) mit zum Teil verheerenden
Nebenwirkungen einher.

In einer Studie, in der iiber zehn Jahre hinweg, insgesamt 69 autologe Stammzelltransplantationen
untersucht worden sind, zeigte sich eine mit der Transplantation assoziierte Mortalitdt von 15%, wobei
der Grofteil dieser Todesfille auf eine Sepsis zuriickzufiihren waren [8]. Aber auch zahlreiche weitere
transplantationsbedingte Nebenwirkungen sind von Bedeutung gewesen. Mehrere Studien konnten
bereits Zusammenhidnge zwischen einer Stammzelltransplantation und verschiedenen unerwiinschten
Wirkungen zeigen.

So gehen die autologe als auch die allogene Stammzelltransplantation regelmifig mit einer renalen
Dysfunktion einher [111]. Ebenfalls besonders hidufig werden Leberdysfunktionen unterschiedlichen

Ausmales beobachtet. Ursdchlich sind hier verschiedene Komplikationen, unter anderem die fiir
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Stamzelltransplantationen typische vendse okklusive Leberkrankheit [111,123]. Auch pulmonale
Komplikationen, wie eine diffuse alveoldre Hamorrhagie und kardiovaskuldre Toxizitdt, treten mit
gewisser RegelmaBigkeit auf [3,112]. Nicht zuletzt spielen auch neurologische Komplikationen, wie
beispielsweise eine mit der Hochdosischemotherapie assoziierte Enzephalopathie, eine entscheidende
Rolle im Umgang und Management der Stammzelltransplantation [141].

Zusammenfassend zeigt sich auch hier ein breites Spektrum an verschiedensten, unter anderem

regelmiBig auftretenden und mitunter verheerenden Nebenwirkungen mit teilweise letaler Bedrohung.

5.3.1.3 Nebenwirkungen der CAR T-Zell Therapie

Bei der CAR T-Zell Therapie handelt es sich, im Unterschied zur Immunochemotherapie und den
Stammzelltransplantation, um eine zielgerichtete Therapie. Wie in der Einleitung bereits beschrieben,
zeichnen sich die bei DLBCL verwendeten CAR T-Zellen durch einen Rezeptor aus, der spezifisch das
Antigen CD19 bindet und dadurch T-Zellen rekrutiert. Trotzdem kommt es zu erheblichen systemischen

Nebenwirkungen, da das Immunsystem als den ganzen Korper beeinflussendes System, stimuliert wird.

Die CAR T-Zell Therapie bringt einige spezielle unerwiinschte Wirkungen mit sich, die man so von
einer konventionellen Tumortherapie nicht kennt [117]. Besonders die akute Toxizitét sticht hier hervor.
Hier lasst sich primér das Cytokine release syndrom (CRS) nennen, das das am haufigsten beobachtete
Phianomen der CAR T-Zell Therapie ist. Es handelt sich hierbei um eine {iberschiefende systemische
Inflammationsreaktion, die durch die Aktivierung der korpereigenen T-Zellen durch die CAR T-Zellen
und der damit verbundenen massiven Ausschiittung von Zytokinen bedingt ist [94]. Das am
zweithdufigsten beobachtete Phdnomen im Verlauf der CAR T-Zell Therapie ist das CAR related
encephalopathy syndrome (CRES), oder auch immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
(ICANS) genannt [95,117]. Es manifestiert sich meistens zusammen mit dem CRS oder kurz
darauffolgend. Die Pathophysiologie ist ebenso wenig vollstandig verstanden, wie die des CRS. Es lésst
sich aber ein Zusammenhang zwischen der Neurotoxizitdt und einem Zytokinsturm im Gehirn zeigen
[65].

AbschlieBend ldsst sich auch hier sagen, dass die CAR T-Zell Therapie mit einem nicht zu

unterschitzenden Nebenwirkunsprofil vergesellschaftet ist.

5.3.2 Mogliche Vorteile der BAR Konstrukte

5.3.2.1 Spezifische Toxizitit

Das BAR Konzept (b-cell receptor antigens for reverse targeting) zeichnet sich fundamental durch die
spezifische Bindung eines Autoantigens, in Form des BAR-Konstrukts, an den BCR der im Fokus

stehenden Tumorzelllinie aus. Betrachtet man nun den BCR der Tumorzellen als spezifisches Target
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des therapeutisch verwendeten BAR Konstruktes, so wird der entscheidende Unterschied zu
Therapiekonzepten wie beispielsweise der Inmunchemotherpie oder auch der Stammzelltransplantation
schnell klar. Es handelt sich bei dem Konzept der BAR Konstrukte um eine sehr zielgesteuerte und
ultraspezifische Therapie. Man spricht hier im Allgemeinen auch von einer targeted therapy. Es konnte
in einer Untersuchung bereits gezeigt werden, dass das ARS2 als Autoantigen den BCR von 60% der
DLBCL Zelllinien vom ABC-Typ bindet. Im Vergleich war das bei keiner von vier untersuchten
DLBCL Zelllinien vom GCB-Typ, bei keiner von neun untersuchten Mantelzelllymphom Zelllinien und
bei keiner von elf untersuchten primédren ZNS-Lymphom Zelllinien der Fall [165].

Der entscheidende Vorteil des BAR Konzepts ist folglich, dass das Ziel der antitumorésen Therapie,
namlich der BCR der zu therapierenden DLBCL Zelllinie vom ABC-Typ, sehr spezifisch mit dem BAR-
Konstrukt interagiert. Damit kann demzufolge auch die zytotoxische Wirkung der BAR Konstrukte sehr

spezifisch an dem gewiinschten Ort, ndmlich den zu therapierenden Tumorzellen, entfaltet werden.

5.3.2.2 Giinstiges Nebenwirkungsprofil

Im Vergleich zu den oben beschriebenen, sehr ausgepriagten und vielféaltigen Nebenwirkungen der
etablierten Therapien wie beispielsweise der konventionellen Chemotherapie, ldsst sich mutmal3en, dass
die Nebenwirkungen der BAR Konstrukte wesentlich geringer ausfallen konnten. Die Vermutung
kommt unter anderem dadurch zu Stande, dass, wie schon oben beschrieben, die BAR Therapie sehr
spezifisch an der Tumorzelle selbst wirkt und es somit nicht naheliegend ist, dass es zu schweren
systemischen unerwiinschten Wirkungen kommt. Trotzdem muss man sagen, dass man natiirlich erst
eine echte Aussage liber das Nebenwirkungsprofil und die Haufigkeit von unerwiinschten Wirkungen
treffen kann, nachdem dies durch weiterfilhrende Untersuchungen und Experimente in aller

Ausfiihrlichkeit untersucht worden ist.

5.3.2.3 Moglichkeit der Therapie alter und/oder vorerkrankter Patienten

Ein weiterer eventueller Vorteil des BAR Konzeptes ist die Moglichkeit der Eignung zur Therapie
besonders alter oder vorerkrankter Patienten. Diese Vermutung steht in engem Zusammenhang mit der
bereits beschriecbenen hohen Spezifitit und dem moglicherweise gering ausgeprigten, systemischen
Nebenwirkungsprofil. Zurzeit stehen zur Behandlung dlterer und vorerkrankter Patienten bereits
unterschiedliche Therapiekonzepte wie zum einen das Polatuzumab, aber auch beispielsweise die CAR
T-Zell Therapie, zur Verfiigung. Eine Auswertung der ZUMA-1 Studie konnte bereits zeigen, dass bei
der Therapie mit axicabtagene-ciloleucel (CAR-T-Zellen) zwischen Patienten iiber 65 Jahren und
Patienten unter 65 Jahren in Bezug auf die unerwiinschten Wirkungen und die therapieassoziierte
Mortalitét kein nennenswerter Unterschied besteht [118].

Es lisst sich also mutmaBen, dass das BAR Konzept aufgrund seiner Ahnlichkeit in Bezug auf Spezifitit

und Wirkprinzipien eher mit solchen neuartigen Therapiekonzepten wie den CAR T-Zellen oder dem
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Polatzumab  verglichen werden kann als mit der Immunochemotherapiec und den

Stammzelltransplantationen.

5.4 Ein Ausblick

5.4.1 Andere BAR Konstrukte

Das Prinzip der BAR-Konstrukte hat sich grundsétzlich in dieser Arbeit als sehr erfolgreich erwiesen.
Denkbar ist es also, dieses Konzept auch fiir andere, antikérperdhnliche BAR-Konstrukte zu evaluieren,

die in dieser Arbeit nicht untersucht worden sind.

5.4.1.1 Bispezifische Konstrukte und Single Chain Konstrukte

Bispezifische Konstrukte im Allgemeinen

Unter bispezifischen Konstrukten versteht man solche, die mit zwei verschiedenen variablen Doménen
innerhalb eines Molekiils dazu in der Lage sind, zwei verschiedene Stukturen zu binden.

Das erste zugelassene bispezifische Konstrukt zur Therapie maligner Erkrankungen seiner Art war das
Catumaxumab, das zum einen das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil und zum anderen das CD3 Molekiil
der T-Zellen bindet [153]. Es geht also primdr um die Rekrutierung der T-Zelle als Effektorzelle mit
dem Ziel, die Tumorzelle zu toten.

Mittlerweile hat man sich teilweise davon distanziert, fiir die bispezifischen Konstrukte vollstdndige
Antikorper zu verwenden. Zur T-Zell Rekrutierung mit bispezifischen Konstrukten werden héaufig
single-chain Konstrukte (siehe folgend) verwendet, die dann auch BiTE-Antikorper (Bi-specific T-cell
engager) genannt werden. Ein BiTE Antikorper mit jeweils einer Doméne, die das CD19 der B-Zelle
bezichungsweise das CD3 der T-Zelle bindet, ist das Blinatumomab [100]. Eingesetzt wird es unter

anderem bei Erwachsenen mit Akuter lymphatischer Leukdmie [83].

Single Chain Konstrukte im Allgemeinen

Die single-chain Konstrukte im Allgemeinen, kurz scFv (single-chain fragment variable), bestehen
lediglich aus den beiden variablen Doménen der schweren und der leichten Kette, die durch einen Linker
miteinander verbunden sind. Der N-Terminus der Vy-Doméne ist hierbei mit dem C-Terminus der Vi-
Doméne liber den Linker verbunden [21]. Mittlerweile existieren jedoch auch Konstrukte, bei denen der
N-Terminus der Vi-Doméne mit dem C-Terminus der Vy-Doméne verbunden ist. Sie besitzen dhnliche
Eigenschaften [35].

Single Chain Konstrukte werden aufgrund ihrer Eigenschaften (siche 5.2) auch haufig in der
Nuklearmedizin als Vehikel fiir Radionuklide, in der Radiodiagnostik oder auch in der Radiotherapie
verwendet [61,75].
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Aber auch das Konzept der ADC funktioniert mit den scFv hervorragend. Als Beispiel ldsst sich ein
scFv nennen, dass den fetalen Acetylcholinrezeptor bindet und mit dem ETA-Toxin verbunden ist. In
der Zellkultur sowie auch im Mausmodell konnte eine Zytolyse bezichungsweise eine GroB3enreduktion

des Tumors einer Rhabdomyosarkom Zelllinie erfolgreich gezeigt werden [57].

Mogliche BAR Konstrukte

Ubertragen auf das BAR Konzept wire ein bispezifisches Format, mit einer ARS2 Domine auf der
einen Seite und einer CD3 Doméne zur T-Zell Rekrutierung auf der anderen Seite, durchaus denkbar.
Ein solches bispezifisches ARS2-CD3 Konstrukt im scFv Format wurde bereits erfolgreich beim
DLBCL untersucht [19].

Ebenfalls denkbar wire es nun auch, das bispezfische Format mit ARS2 und CD3 in Form eines

Volldngen Antikoérpers zu konzipieren und anschlieBend tiefergehend zu untersuchen.

Auch denkbar wire ein single-chain Konstrukt, welches zwei identische ARS2 Doménen (vorzugsweise
die in dieser Arbeit erfolgreich getestete ARS2 Doméne mit den AA 343-466) iiber einen Linker
kovalent miteinander verkniipft. Zusitzlich kdnnte das Konstrukt dann an ein Toxin gekoppelt werden,
beispielsweise mit dem in dieser Arbeit bereits verwendeten ETA. Bei diesem ADC Konzept wire dann
auch wiederum zunédchst die Bindung auf der U2932 Zelllinie sowie die anschlieBende Zytotoxizitdt zu

iiberpriifen.

5.4.2 Potenzial der untersuchten BAR Konstrukte dieser Arbeit

5.4.2.1 BAR Fab-Konstrukt

Da das BAR Fab-Konstrukt weder die Fahigkeit besitzt, eine CDC oder ADCC nach seiner Bindung zu
initiieren, noch eine direkte Zytotoxizitdt iiber ein gekoppeltes Toxin vorweisen kann, sind die
Moglichkeiten zum therapeutischen Einsatz in dieser Form als reines Fab-Konstrukt eher begrenzt. Das
Konstrukt diente in dieser Arbeit hauptsdchlich der Bahnung der weiteren, grundlegend darauf

basierenden, BAR Konstrukte.

5.4.2.2 BAR Fab-ETA-Konstrukt

Grundsitzlich existieren fiir die ADCs zwei verschiedene Konzepte.

Das eine Konzept stiitzt sich auf die Internalisierung des Konstrukts und die damit verbundene
Entfaltung der zytotoxischen Wirkung innerhalb der Zelle. Hierbei bleiben das Toxin und die
antigenbindende Komponente dauerhaft miteinander verbunden. Auch in dieser Arbeit wurde dieses

Konzept verfolgt.
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Das andere Konzept konzentriert sich auf die Bindung des Konstrukts auf der Zelloberfliche und die
nachfolgende Losung der Bindung zwischen Toxin und restlichem Konstrukt. Hierfilir wird ein weniger
stabiler Linker bendtigt, der die Eigenschaft besitzt, abhéngig von seinem umgebenen Milieu, seine
Bindung zu I6sen. Es gibt verschiedene Arten von Linkern, die diese Eigenschaft in unterschiedlicher

Ausprigung besitzen [134].

Ein Beispiel fiir ein funktionierendes ADC Konzept aus der klinischen Praxis ist das Trastuzumab
emtansine, bei dem der human epidermal growth factor receptor 2 (her2) Antikorper Trastzumab mit
dem Mitosehemmstoff DM1 kombiniert wird. Dieses Konzept wird zur Therapie her2 positiver

Mammakarzinome verwendet [174].

Das Problem des BAR Fab-ETA-Konstrukts in dieser Arbeit war die fehlende Internalisierung. Es lassen
sich nun einige Vermutungen iiber den Grund der nicht erfolgten Internalisierung anstellen.

Zum einen konnte es sein, dass die Grofle des Fab-ETA Konstrukts mit circa 90 kDa ein Problem bei
dem Vorgang der Internalisierung darstellt. Eine weitere mogliche Ursache fiir dieses Problem konnte
die, durch die zwei ARS2 Doménen bedingte, bivalente Bindung des Konstrukts an den Tumorzellen
sein. Daraus ergibt sich ein moglicher Losungsansatz, bei dem durch Austausch einer der beiden ARS2
Doménen lediglich eine monovalente Bindung zu Stande kommen wiirde.

Auch konnte man jedoch versuchen, einen anderen Linker fir die Verkniipfung von ETA und Fab zu
verwenden, um das zweite Konzept der ADCs, bei dem sich das Toxin vom restlichen Konstrukt trennt
und nicht internalisiert werden muss, zu verfolgen.

SchlieBlich konnte man es ebenfalls einfach mit einem anderen Toxin versuchen. Die Méglichkeiten

sind zahlreich und bieten Potenzial fiir weiterfiilhrende Experimente.

5.4.2.3 BAR Schwerketten-ETA-Konstrukt

Mit dem BAR Schwerketten-ETA-Konstrukt wurde zum einen die GroBe reduziert (circa 55 kDa), zum
anderen kommt es bei diesem Konstrukt nur noch zu einer monovalenten Bindung auf den Tumorzellen.
Das BAR Schwerketten-Konstrukt fiihrte nun schlieBlich zu einer erfolgreichen Zytolyse, nachdem es
erfolgreich von der Zelle internalisiert wurde.

Die geringe GroBe des Konstrukts konnte womdéglich jedoch in vivo zu einer schnellen, renalen
Elimination des Konstrukts fiihren. Vergleicht man das BAR Schwerketten-ETA-Konstrukt mit ADCs,
die in der klinischen Tumortherapie verwendet werden, so fillt auf, dass die meisten dieser ADCs aus
monoklonalen Antikérpern und einer Toxin Komponente aufgebaut sind. Verglichen mit dem

Schwerketten Konstrukt, handelt es sich also um eine andere Gréf3endimension.

Als Beispiel ist das Gemtuzumab ozogamicin Konstrukt zu nennen, ein CD33 Antikdrper mit einem

bakteriellen Toxin, welches bei der akuten myeloischen Leukdmie verwendet wird [14]. Ein anderes
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Beispiel ist das Brentuximab vedotin, ein CD30 Antikorper gekoppelt an ein Zytostatikum. Verwendet
wird dieses Konstrukt bei Non Hodgkin Lymphomen [17].

Wie zuvor bereits schon beschrieben, wire ein moglicher Losungsansatz das Konstrukt an PEG oder
humanes Albumin zu koppeln, was die Halbwertszeit deutlich vergroBBern wiirde [2,79]. Fraglich ist

dann jedoch, ob die erfolgreiche Internalisierung und die damit verbundene Zytotoxizitét erhalten bliebe.

5.4.2.4 BAR Antikorper Konstrukt

Das BAR Antikorper Konstrukt ist womoglich das vielversprechendste Konstrukt dieser Arbeit. Es hat
sich bereits in Bezug auf seine Bindung auf den Tumorzellen als auch bezogen auf die Zytotoxizitat als
erfolgreiches Konzept erwiesen. Die jiingste Vergangenheit konnte zudem zeigen, dass das Konzept der
monoklonalen Antikorper in der Therapie verschiedenster maligner Erkrankungen sehr

erfolgsversprechend ist und es erheblich zum Therapieerfolg beitragen kann [154].

In einem néchsten Schritt konnte nun mit Hilfe eines Maus Modells untersucht werden, ob und inwiefern
sich die in der Zellkultur gezeigten positiven Ergebnisse des ARS2 BAR Antikorpers beziiglich der
zytotoxischen Effekte in vivo an Tumoren entsprechender Zelllinien reproduzieren lassen. Bei
vielversprechendem Verlauf der Experimente konnte man sich auch hier weitergehend ein erfolgreiches

klinisches Konzept vorstellen.

Eine ganz andere Option fiir das BAR Antikorper Konstrukt wére die kovalente Bindung an ein Toxin
und das damit verbundene agieren als ADC. Aufgrund der bereits oben aufgefiihrten erfolgreichen
Beispiele von vergleichbaren Konzepten aus dem klinischen Alltag, besteht hier ebenfalls das Potenzial

fiir ein erfolgreiches Antikorper Konzept [14].
Zusammenfassend ldsst sich wohl sagen, dass der BAR Antikorper auf jeden Fall das zentrale Konstrukt

dieser Arbeit ist und wohl auch das grofite Potenzial aller in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte

besitzt.
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