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Zusammenfassung

In Adenokarzinomen wie dem Mammakarzinom wird das tumorassoziierte Antigen MUC1
Uberexprimiert, dessen extrazellulare Domane zum grofdten Teil aus einem als VNTR
(variable number of tandem repeats)-Region bezeichneten Abschnitt besteht. Aufgrund einer
im Vergleich zu normalem MUC1 veranderten, weniger starken Glykosylierung der VNTR-
Region entstehen in tumorassoziiertem MUC1 neue antigene Determinanten auf Basis der
Peptidsequenz und der veranderten Glykosylierung. Im Rahmen dieser Arbeit sollten aus
dem Blut von Mammakarzinom-Patientinnen, die wiederholt mit einem synthetischen MUC1-
Glykopeptid der VNTR-Region immunisiert worden waren, rekombinante single chain Fv-
Antikdrperfragmente (scFv-Fragmente) mit spezifischer Bindung an die VNTR-Region von
tumorassoziiertem MUC1 gewonnen werden.

Ausgehend von cDNA, die aus den peripheren Lymphozyten von mit einem synthetischen
MUC1-Glykopeptid immunisierten Mammakarzinom-Patientinnen gewonnen wurde, konnten
mittels PCR die fiur die variablen schweren und leichten Antikoérperketten (VH und VL)
kodierenden Gene amplifiziert werden. Durch Klonierung der VH- und VL-Gene in das
Phagemid pSEX81 wurden rekombinante scFv-Antikdrpergenbibliotheken hergestellt, die
anschlie3end fur eine in vitro-Selektion mit Hilfe des Phagendisplays eingesetzt wurden. Aus
einer der generierten Antikorpergenbibliotheken konnte durch ein kombinatorisches Panning
auf tumorassoziiertem MUC1 sowie synthetischem MUC1-Glykopeptid der VNTR-Region ein
Antikorperklon mit der gewinschten Spezifitat isoliert werden. Die fur das isolierte
Antikérperfragment kodierenden Gene wurden in den Vektor pOPE101 kloniert, um ein
l6sliches rekombinantes scFv-Fragment im periplasmatischen Raum von E. coli zu
exprimieren. Das so produzierte scFv-Fragment 1IB6 wurde nach erfolgreicher
affinitatschromatographischer Reinigung aus periplasmatischen Extrakten bezlglich seiner
Spezifitat und Affinitat analysiert. In ELISA-Bindungsstudien sowie einem Immunoblot wurde
die spezifische Bindung des scFv-Fragments 1IB6 an die VNTR-Region von
tumorassoziiertem MUC1 belegt, wobei das minimale Epitop des Antikdrperfragments die
Aminosauresequenz TRPAP besitzt. AuRerdem wurde mit Hilfe einer FACS-Analyse gezeigt,
dass das Antikorperfragment IIB6 spezifisch an natives, von Zellen der Mammakarzinom-
Zelllinie T47D préasentiertes MUC1 bindet. Die mit Hilfe der Oberflachen-Plasmon-Resonanz
ermittelten Affinitdten des generierten scFv-Fragments zu tumorassoziiertem MUC1 und
synthetischem MUC1-Glykopeptid betragen 2,75 x 107 M bzw. 2,28 x 10" M.

Das generierte scFv-Fragment 11B6 stellt damit ein potentiell geeignetes Ausgangsprodukt
fur die Herstellung eines vollstandig humanen 1gG-Antikbrpers oder von
Antikorperfusionsproteinen zur Behandlung des Mammakarzinoms sowie anderer MUC1-

Uberexprimierender Adenokarzinome dar.



Summary

The tumor-associated antigen MUCL1 is overexpressed in adenocarcinomas such as breast
cancer. The extracellular portion of MUC1 mainly consists of a variable number of tandem
repeats (VNTR). In contrast to MUC1 of healthy humans, tumor-associated MUCL is
underglycosylated exposing new peptide and carbohydrate epitopes. In this study single
chain Fv antibody fragments (scFv fragments) specific for the VNTR region of tumor-
associated MUCL1 had to be isolated from breast cancer patients repeatedly vaccinated with
synthetic MUC1 glycopeptides representing the VNTR region.

CDNA was prepared from peripheral blood lymphocytes of breast cancer patients vaccinated
with synthetic MUC1 glycopeptides and used for PCR amplification of the heavy and light
chain variable regions (VH and VL) genes. The VH and VL genes were cloned into the
phagemid pSEX81 to generate antibody gene libraries, which were subsequently used for in
vitro selection by phage display. An antibody clone of the desired specificity was isolated
from one of the generated antibody gene libraries by panning on tumor-derived MUC1 and
synthetic MUC1 glycopeptide. The genes encoding the isolated antibody fragment were
cloned into the vector pOPE101 for expression of a soluble recombinant scFv fragment in the
periplasmic space of E. coli. The produced scFv fragment [IB6 was purified from periplasmic
extracts by affinity chromatography, and the specificity and affinity was analysed. The
specific binding of the scFv fragment 11B6 to the VNTR region of tumor-associated MUC1
was confirmed by ELISA and immunoblot. The antibody fragment 1IB6 recognizes the
minimal epitope peptide sequence TRPAP. In addition, it was shown that the antibody
fragment 11B6 binds to native MUCL1 presented on cells of the breast cancer cell line T47D,
as confirmed by flow cytometry. The affinities of the generated scFv fragment to tumor-
derived MUCL1 and synthetic MUC1 glycopeptide that were determined by surface plasmon
resonance are 2,75 x 107 M and 2,28 x 107" M, respectively.

The generated scFv fragment 1I1B6 is potentially useful for the development of a completely
human IgG antibody or antibody fusion proteins for the therapy of breast cancer and other

adenocarcinomas overexpressing tumor-associated MUCL1.
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Abkirzungen

1 Abkiirzungen

1.1 Allgemeine Abklrzungen

Abb.
ADCC
Amp
AS
BMA
bp
BSA
C
cDNA
CDR
cfu
CH
CHO
CL
DNA
dNTP
ds

E. coli
EDTA
ELISA
Fa.
Fab
FACS
Fc
FR
Fv

g
GalNAc
GnRH
h
HAMA
HRP
HSA
lg
IMAC

IPTG
kDa
KLH
kV

[

LB
M
mA
mADb
mg
min
ml

Abbildung

antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
Ampicillin

Aminosaure(n)

Brust-Muzin-Antigen

Basenpaar(e)

bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
Carboxy-

complementary desoxyribonucleic acid (koplementare DNA)
complementarity determining region (komplementaritatsbestimmende Region)
colony forming units

konstante Region der schweren Antikdrperkette
chinese hamster ovary

konstante Region der leichten Antikdrperkette
desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséaure)
Desoxyribonukleosidtriphosphat

double strand (Doppelstrang)

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

enzyme linked immunosorbent assay

Firma

antigenbindendes Fragment

fluorescence activated cell sorter (Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer)
kristallisierbares Antikorperfragment

framework region (Gerustregion)

variabler Bereich eines Antikorpers

Gramm

N-Acetylgalactosamin

gonadotropin releasing hormone

Stunde(n)

humane anti-Maus-Antikdrper

horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
human serum albumin (humanes Serumalbumin)
Immunglobulin

immobilized metal affinity chromatography
(immobilisierte Metallionen-Affinitdtschromatographie)
Isopropyl--D-thiogalaktopyranosid

Kilodalton

keyhole limpet hemocyanin

Kilovolt

Liter

Luria Bertani

Molar

Milliampeére

monoklonaler Antikdrper

Milligramm

Minute(n)

Milliliter



Abkirzungen

mM
MOI
mMRNA

MF
Mg
ul

pM

ng
NK
nm
nM
oD
ORF
OSsP

PAGE
PBS
PCR
PEG
pmol
POD
PPP
RNA
rpm
RT

sc
SDS
sec
SRP
S
SSP
S.u.
SWP
Tab.
TAE
TE
Tris

U.N.
VH
VL
VNTR
viv
w/v

Millimolar

multiplicity of infection

messenger RNA

Mikrofarad

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Nukleotid(e) oder Amino-

Nanogramm

Negativkontrolle

Nanometer

Nanomolar

optische Dichte

open reading frame

osmotic shock preparation

Ohm

per analysis

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)
polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Polyethylenglykol

Pikomol

Peroxidase

periplasmic preparation

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur oder Reverse Trankriptase/Transkription
siehe

single chain (Einzelketten)

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sekunde(n)

surface plasmon resonance (Oberfachen-Plasmon-Resonanz)
single strand (Einzelstrang)

Saulenstartpuffer

siehe unten

Saulenwaschpuffer

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

units

Uber Nacht

variable Region der schweren Antikorperkette
variable Region der leichten Antikorperkette
variable number of tandem repeats
Volumenprozent

Gewichtsprozent bezogen auf Volumen



Abkirzungen

1.2 DNA-Basen

Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin

—O0>

1.3 Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Glin Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

\% Val Valin

W Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Rekombinante Antikdrper

Im Forschungsgebiet der rekombinanten Antikdrpertechnologie beschéftigen sich
Wissenschaftler seit etwa 15 Jahren mit der auf gentechnologischen Methoden beruhenden
Herstellung von Antikdrpern. Dabei steht die Erzeugung von Antikérperfragmenten, die nur
aus dem antigenbindenden Teil eines Antikérpermolekils bestehen, im Mittelpunkt. Diese
Fragmente kdnnen sowohl mit heterologen Komponenten wie Enzymen oder Toxinen als
auch mit anderen Antikdrpern genetisch fusioniert werden, was ihnen vollig neue
Eigenschaften verleint und ihre Anwendungsmdoglichkeiten in Forschung, Diagnostik und
Therapie erweitert. Dabei werden diese rekombinanten Antikdrperfragmente und
Antikorperfusionsproteine in Prokaryoten oder eukaryotischen Zellsystemen produziert
(Rohrbach et al., 2003). Heutzutage erlauben Selektionsmethoden wie das Phagendisplay
die Isolierung humaner Antikdrper gegen fast alle Typen von Antigenen, sogar gegen giftige
oder stark pathogene Antigene (Hoogenboom und Chames, 2000).

2.1.1 Antikorper

Das Immunsystem ist das Abwehrsystem des Kdrpers gegen von auf3en eindringende
Fremdstoffe. Antikérper, die auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet werden, sind die
Erkennungselemente der humoralen Immunantwort der Vertebraten und haben die Aufgabe,
korperfremde Substanzen, die sogenannten Antigene, spezifisch zu binden und diese fir das
restliche Immunsystem zu markieren. Antikbrper werden als Antwort auf die Gegenwart
eines Antigens von B-Lymphozyten gebildet. B-Lymphozyten erzeugen funf verschiedene
Klassen von Immunglobulinen, welche als IgM, IgD, 1gG, IgA und IgE bezeichnet werden.
IgM und IgD dienen im Rahmen einer primaren Antwort des humoralen Immunsystems der
Erkennung und Bindung von Antigenen. Nach dem Antigenkontakt differenzieren sich die B-
Lymphozyten zu Plasmazellen und sezernieren gegen das Antigen gerichtete Antikorper. Bei
diesem als klonale Selektion bezeichneten Prozess werden im Rahmen einer sekundaren
Immunantwort IgG, IgA und IgE gebildet. Dabei gehdéren ca. 80 % aller im humanen Serum
enthaltenen Antikorper der IgG-Klasse an (Janeway und Travers, 1997).

Alle Immunglobuline bestehen aus leichten und schweren Ketten, wobei beziiglich der
leichten Ketten zwischen zwei Arten (k und A) und beziiglich der schweren Ketten zwischen

funf Arten (u, 8, y, a und €) unterschieden wird. Die flnf verschiedenen Arten von schweren
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Ketten definieren zugleich die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Immunglobulinklasse
(IgM (), 19D (3), 19G (y), I9A (a) und IgE (¢)).

Immunglobuline G (IgG) haben eine molekulare Masse von ca. 150 kDa und bestehen aus
zwei identischen schweren Ketten (jeweils ca. 440 AS mit einer molekularen Masse von ca.
50 kDa) und zwei identischen leichten Ketten (jeweils ca. 220 AS mit einer molekularen
Masse von ca. 25 kDa). Der Zusammenhalt der vier Polypeptidketten wird durch eine
Kombination von kovalenten Bindungen (Disulfidbriicken) und nicht-kovalenten
Wechselwirkungen gewahrleistet. Die leichten Ketten bestehen aus jeweils zwei Doméanen.
Aufgrund der vorgefundenen Primarstrukturen bezeichnet man die N-terminale Region als
variable Doméne (VL) und die C-terminale Region als konstante Domane (CL). Die
schweren Ketten besitzen ebenfalls eine N-terminale variable Doméane (VH), der sich jedoch
C-terminal drei konstante Doméanen anschlie3en (CH1, CH2 und CH3). Die leichten Ketten
sind Uber ihre CL-Domé&nen durch Disulfidbriicken kovalent mit den CH1-Doméanen der
schweren Ketten verbunden. Zwei weitere Disulfidbriicken in der sogenannten hinge-Region
zwischen den konstanten Domanen CH1 und CH2 sorgen fir die kovalente Verknlpfung der
schweren Ketten. Au3erdem sind alle Domanen eines Immunglobulins der Klasse G, welche
jeweils aus ca. 110 Aminosauren aufgebaut sind, durch zahlreiche hydrophobe Seitenketten
und intramolekulare Disulfidbricken stabilisiert. Auf diese Weise entsteht ein
Molekulkomplex mit der charakteristischen Y-formigen Immunglobulinstruktur (Abb. 1;
Janeway und Travers, 1997).

Jedes 1gG besitzt zwei identische antigenbindende Bereiche, welche als Fv-Regionen
bezeichnet werden und sich jeweils aus einer variablen Domane der leichten Kette (VL) und
einer variablen Domane der schweren Kette (VH) zusammensetzen. Ein Vergleich von
Aminosauresequenzen dieser Doménen zeigte, dass sowohl die variable Region der leichten
Kette (VL) als auch die variable Region der schweren Kette (VH) jeweils drei kurze
Peptidabschnitte von ca. 5 bis 15 Aminosauren besitzen, die eine viel héhere Variabilitat
aufweisen als die Ubrigen Bereiche dieser Regionen. Diese sechs hypervariablen Abschnitte
bilden im nativen Protein die eigentliche Antigenbindungsstelle, das sogenannte Paratop,
und werden auch als komplementaritatsbestimmende Regionen (complementarity
determining regions, CDRs) bezeichnet. Die insgesamt sechs CDRs (H1, H2 und H3 von VH
sowie L1, L2 und L3 von VL) bilden aufgrund der aus ihrer Aminosauresequenz
resultierenden raumlichen Struktur eine Kontaktflache zur antigenen Determinanten, dem
Epitop, und bestimmen so die Spezifitat des Antikérpers (Padlan, 1994). Zwischen diesen
CDRs liegen die sogenannten Gerustregionen (framework regions, FRs), die der
Strukturstabilisierung dienen.

Die konstanten Regionen der schweren Ketten (CH2 und CH3) bilden die Fc-Domane eines

Antikorpers, welche vielfaltige biologische Funktionen vermittelt. Beispielsweise kénnen
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Antikoérper Uber ihre Fc-Doméane an Fc-Rezeptoren auf der Oberflache von Makrophagen
oder anderen zur Phagozytose befahigten Zellen des Immunsystems binden und so den
Prozess der Phagozytose einleiten. Auch das Komplementsystem kann durch die Fc-
Domaéne aktiviert werden, was schlief3lich zur Bildung von Poren in der Plasmamembran von
Mikroorganismen fuihrt und damit zu deren Lyse (Janeway und Travers, 1997).

Die groBe Wirksamkeit der von unserem humoralen Immunsystem gebildeten Antikorper
beruht also auf der engen Zusammenarbeit mit dem restlichen Immunsystem. Dabei sorgen
die variablen Domanen fir die spezifische Markierung eines Antigens, wahrend die
konstanten Domanen fur die Aktivierung des Immunsystems verantwortlich sind.

In Abb. 1 sind ein Immunglobulin G und zwei davon abgeleitete Antikdrperfragmente
schematisch dargestellt. Das Immunglobulin G kann beispielsweise enzymatisch mit Hilfe
von Papain gespalten werden, was die Bildung von Fab-Fragmenten zur Folge hat. Noch
kleinere Antikorperfragmente, welche nur aus dem antigenbindenden Teil eines Antikdrpers
bestehen, kdnnen mit rekombinanten Methoden in prokaryotischen oder eukaryotischen
Zellen hergestellt werden. Bei einem single chain Fv-Antikérperfragment (scFv-Fragment)
sind die variablen Domanen der schweren und der leichten Kette (VH und VL) durch einen

Peptidlinker zu einer Polypeptidkette verknipft.
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Abb.1 : Schematische Darstellung eines Immunglobulins (IgG) und davon abgeleiteten
antigenbindenden Fragmenten. Abkilrzungen: VH: variable Region der schweren Kette; VL: variable
Region der leichten Kette; CH1-CH3: konstante Regionen der schweren Kette; CL: konstante Region
der leichten Kette; hinge: hinge-Region; Fab: antigenbindendes Fragment; Fc: kristallisierbares
Fragment; Fv: variabler Bereich; CDRs: complementarity determining regions; Linker:
Peptidverbindung zur Verknipfung von VH und VL,; -SS-: Disulfidbrticken.
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2.1.2 Herstellung von Antikérpern und Antikdrperfragmenten

Seit Uber 100 Jahren beschaftigen sich Wissenschaftler mit der Frage, wie es mdglich ist,
Antikorper mit definierter Spezifitat zu gewinnen. Die klassische Methode zur Herstellung von
spezifischen Antikorpern beruht auf der Immunisierung von Versuchstieren mit einem
bestimmten Antigen. Einige Wochen nach der Injektion des Antigens wird das Blutserum des
Tieres gesammelt. Dieses Antiserum enthalt neben den durch die Immunisierung gebildeten
Antikorpern der gewtnschten Spezifitdt auch eine Vielzahl anderer Antikorper. In diesem
Gemisch verschiedener Immunglobuline unterschiedlicher Spezifitdt sind naturlich auch die
Antikorper enthalten, die vor der Immunisierung vorhanden waren. Auch die durch die
Immunisierung gebildeten Antikdrper besitzen meist unterschiedliche Spezifitten, da die
hierfur verwendeten Antigene oft so grofd sind, dass mehrere Epitope auf ihrer Oberflache
Platz haben. Das durch die Immunisierung eines Versuchstieres gewonnene
Antikdrperserum bezeichnet man als polyklonal, da jeder Antikérper definierter Spezifitat von
einem eigenen B-Lymphozyten produziert wird und die Immunantwort in diesem Fall auf der
Vervielfaltigung mehrerer verschiedener Zellklone beruht. Die Anwendungsmdoglichkeiten
von polyklonalen Antikérperseren sind aufgrund der heterogenen Antikérper-
zusammensetzung begrenzt. Neben den gewilinschten sind auch unerwiinschte Reaktionen
durch unspezifische Antikérper mdglich (Liddell und Weeks, 1996).

Mitte der siebziger Jahre wurde mit der Hybridom-Technologie eine Methode zur Herstellung
monoklonaler Antikorper entwickelt (Kéhler und Milstein, 1975). Bei dieser Methode wird
zunachst ebenfalls ein Versuchstier, in der Regel eine Maus, mit einem bestimmten Antigen
immunisiert. AnschlieBend werden aus der Milz des immunisierten Tieres die B-
Lymphozyten isoliert und durch Fusion mit Myelomzellen immortalisiert. Aus den so
gewonnenen Hybridomzellen werden diejenigen Klone identifiziert und isoliert, die den
monoklonalen Antikdrper der gewlinschten Spezifitdt produzieren. Diese Technik erlaubt die
Herstellung von Hybridom-Zelllinien, welche theoretisch beliebige Mengen eines
monoklonalen Antikdrpers der gewiinschten Spezifitat bilden kénnen.

Mit Hilfe der Hybridom-Technologie konnten bereits monoklonale Antikdrper gegen eine
Vielzahl therapeutisch interessanter Antigene, wie beispielsweise Tumorantigene, gewonnen
werden. lhr therapeutischer Nutzen ist jedoch fraglich, da das menschliche Immunsystem
innerhalb weniger Tage nach ihrer systemischen Applikation humane anti-Maus-Antikorper
(human anti-mouse antibody (HAMA) response) bildet. Die vom menschlichen Immunsystem
gebildeten Antikérper neutralisieren den verabreichten Maus-Antikérper, wodurch dieser
seinen potentiellen therapeutischen Nutzen nicht mehr entfalten kann (Courtenay-Luck et al.,
1986; Lamers et al., 1995).
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Die meisten humanen anti-Maus-Antikdrper sind gegen die konstanten Regionen der
applizierten monoklonalen Maus-Antikdrper gerichtet (Winter und Harris, 1993). Eine
Mdoglichkeit, um die Immunogenitéat dieser Maus-Antikorper fiir den Menschen zu reduzieren,
ist daher die Herstelllung von chimaren Antikdrpern, welche aus dem antigenbindenden
variablen Bereich (Fv) eines monoklonalen Maus-Antikérpers definierter Spezifitat und den
konstanten Bereichen eines humanen Immunglobulins bestehen (Morrison et al., 1984;
Wright et al., 1994). Diese chimaren Antikdrper binden weiterhin spezifisch ihr Antigen, die
HAMA-Antwort fallt jedoch deutlich geringer aus. Trotzdem werden nach Applikation eines
chiméren Antikorpers immer noch einige humane anti-Maus-Antikérper gebildet, welche
gegen den verbliebenen Mausanteil, die variable Region des verabreichten Antikorpers,
gerichtet sind (Winter und Harris, 1993; Gavilondo und Larrick, 2000). Um die Immunogenitét
monoklonaler Maus-Antikorpern weiter zu reduzieren, kdnnen ihre CDR-Regionen auf ein
humanes Fv-Gerist Ubertragen werden. Durch dieses als CDR-grafting bezeichnete
Verfahren werden humanisierte Antikdrper generiert, in denen nur noch die CDR-Regionen
murinen Ursprungs sind, alle anderen Bereiche sind human (Jones et al., 1986; Winter und
Harris, 1993). Die auf diese Weise humanisierten Antikérper haben jedoch oft eine geringere
Affinitat fur das Antigen als ihre Maus-Homologen (Woodle et al., 1992; Adair et al., 1994).
Dies ist darauf zurickzufiihren, dass auch Aminosauren auf3erhalb der CDRs, in den
framework-Regionen der variablen Domane, einen grof3en Einfluss auf die Antigenbindung
haben (Foote und Winter, 1992). Durch weitere Veranderungen in den framework-Regionen
ist es jedoch gelungen, einige humanisierte Antikdrper herzustellen, deren Affinitat sich kaum
noch von der ihrer parentalen Maus-Antikorper unterscheidet (Riechmann et al., 1988;
Studnicka et al., 1994).

Vollstandig humane Antikérper konnten vereinzelt aus immunisierten Spenderinnen
gewonnen werden (Liddell und Weeks, 1996). Auch aus transgenen Mausen mit humanem
Antikorpergenrepertoire konnen unter Verwendung der bewéhrten Hybridom-Technologie
humane monoklonale Antikorper generiert werden (Jakobovits, 1995, 1998; Fishwild et al.,
1996; Briiggemann und Taussig, 1997).

Die dargestellten Methoden =zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern fur
therapeutische Anwendungen sind jedoch sehr zeitaufwendig, kostenintensiv und durch eine
Reihe von weiteren Faktoren limitiert, wie zum Beispiel die Abhangigkeit wvon
Wirbeltierorganismen, die Instabilitat von Zelllinien, die geringe Antikdrperausbeute aus
Hybridom-Zellkulturiberstdnden sowie medizinische und ethische Grenzen bei der
Immunisierung von Menschen. Auch ist es aufgrund der Notwendigkeit, Wirbeltier-
organismen zu immunisieren, nicht moglich, Antikbrper gegen giftige oder stark pathogene

Antigene zu gewinnen.
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Um diese Limitierungen zu Uberwinden, beschaftigen sich Wissenschaftler seit ca. 15 Jahren
mit der gentechnologischen Herstellung von Antikérpern und Antikdrperfragmenten in
Prokaryoten und eukaryotischen Zellsystemen. Ein gro3er Durchbruch auf dem
Forschungsgebiet der rekombinanten Antikdrpertechnologie war die Herstellung von
Antikorperfragmenten als rekombinante Proteine im periplasmatischen Raum von E. coli, wo
das oxidierende Milieu sowie das Vorhandensein von Chaperonen die korrekte Faltung der
Antikorperfragmente ermoglicht (Better et al.,, 1988; Huston et al., 1988; Skerra und
Plickthun, 1988).

Bei der Generierung rekombinanter Antikbrperfragmente steht der antigenbindende, variable
Bereich eines Antikorpers im Mittelpunkt. Bei einem single chain Fv-Antikorperfragment
(scFv-Fragment, Abb. 1) sind die variablen Domanen der schweren und der leichten Kette
(VH und VL) durch einen kurzen Peptidlinker zu einer Polypeptidkette verknipft. Dabei
verbindet dieser Linker den C-Terminus der VH- oder VL-Domé&ne mit dem N-Terminus der
anderen Domé&ne (Huston et al., 1988; Plickthun, 1991). Die Expression von scFv-
Fragmenten erfolgt in der Regel in Prokaryoten, wie zum Beispiel in E. coli-Systemen. Auch
Fab-Fragmente (Abb. 1) kdnnen in E. coli als rekombinante Proteine hergestellt werden
(Better et al., 1988).

Selbst die Selektion spezifischer Antikdrperfragmente kann heute mit Hilfe diverser Display-
Techniken vollstandig aufl3erhalb von Wirbeltierorganismen durchgefiihrt werden, wobei die
klonale Selektion des Immunsystems imitiert wird. Bei der humoralen Immunantwort
exprimieren B-Lymphozyten membranstandige Antikdrper auf ihrer Oberflache, wobei jede
B-Zelle ausschlie3lich eine Spezifitat besitzt. Im Laufe einer Immunantwort vermehren sich
nur durch Bindung eines Antigens stimulierte B-Zellen. Diese B-Zellen differenzieren sich
dann zu Plasmazellen, um l6sliche und entsprechend spezifisch bindende Antikdrper zu
produzieren (Janeway und Travers, 1997). In A&hnlicher Weise konnen heute
kombinatorische Bibliotheken rekombinanter scFv- oder Fab-Fragmente auf der Oberflache
von Bakteriophagen (phage display, Barbas et al., 1991; Breitling et al., 1991; Hoogenboom
et al.,, 1991; Marks et al., 1991; Rader und Barbas, 1997), Bakterien (bacterial display,
Daugherty, et al., 1998, 1999) oder auch Hefen (yeast display, Boder und Wittrup, 1997;
Kieke et al., 1997) exprimiert werden.

Das Phagendisplay (phage display) zur Selektion antigenbindender scFv-Fragmente aus
hochkomplexen Antikdrpergenbibliotheken ist dabei die am haufigsten eingesetzte Methode.
Als Quelle fur die Herstellung humaner Antikorpergenbibliotheken dienen B-Lymphozyten
aus dem Blut immunisierter sowie nicht-immunisierter Spenderlnnen oder auch genomische
DNA, wobei die Komplexitéat des Antikérpergenrepertoires zunimmt. Die PCR (polymerase
chain reaction, Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988) ermdglicht dabei den Zugriff auf die

Antikérpergene. Nach Isolierung der mRNA aus peripheren Lymphozyten und nachfolgender
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cDNA-Synthese konnen die fir die variablen schweren und variablen leichten
Antikérperketten (VH und VL) kodierenden Gene unter Verwendung spezifischer
Oligonukleotidprimer mit Hilfe der PCR amplifiziert werden. Die amplifizierten VH- und VL-
Gene werden unter Verwendung gentechnischer Methoden in einen Phagen-
oberflachenexpressionsvektor kloniert, was schlief3lich die Prasentation der scFv-Fragmente
auf der Oberflache von Bakteriophagen in Fusion mit dem Phagenhdillprotein plll erlaubt. Die
fur die scFv-Fragmente kodierenden Gene sind dabei gleichzeitig im Genom der
Phagenpartikel enthalten. Mit einer als Panning bezeichneten Methode ist es mdglich, aus
einem Gemisch von Phagenpartikeln, welche scFv-Fragmente mit unterschiedlicher
Spezifitat auf ihrer Oberflache préasentieren und gleichzeitig genomisch die fiur diese
rekombinanten Proteine kodierenden Gene tragen, spezifisch an ein beliebiges
immobilisiertes Antigen bindende Phagenpartikel anzureichern und zu isolieren (Winter und
Milstein, 1991).

Die beim Phagendisplay verwendeten filamentése Bakteriophagen (M13, fl1, fd) sind
lysogene, fadenférmige Einzelstrang-DNA-Phagen, die F-Pili exprimierende E. coli-Bakterien
infizieren koénnen. Das zirkulare DNA-Genom des Phagen, welches aus ca. 6500
Nukleotiden besteht, ist von einer zylinderférmigen Hiille aus ca. 2700 Monomeren des pVllI-
Proteins umgeben. Als einzige zuséatzliche Bestandteile befinden sich vier andere
Hullproteine in geringer Kopienzahl an den Enden des zylinderférmigen Phagenpartikels, an
dem einen Ende plll und pVI, an dem anderen Ende pVIl und pIX (Rasched und Oberer,
1986). Das plll-Protein ist fur die Bindung des Phagenpartikels an den bakteriellen F-Pilus
verantwortlich und vermittelt damit die Phageninfektion. Die Replikation der Phagen-DNA
erfolgt in drei Phasen. Nach dem Eindringen des einzelstrangigen Phagengenoms in die
Bakterienzelle erfolgt die Synthese eines Komplementarstranges, die zur Bildung der
replikativen, doppelstrangigen Phagen-DNA fuhrt. Diese wird im Cytoplasma des
Wirtsbakteriums repliziert und dient als Transkriptionsmatrize fir die Synthese der
Phagenproteine. In der letzten Phase erfolgt der Zusammenbau des Phagenpartikels in der
Bakterienmembran, wobei es parallel zum Verpackungsprozess durch die
Bakterienmembran ausgeschleust wird. Bei der Replikation filamentdser Phagen werden die
Wirtsbakterien nicht lysiert, aber ihre Teilungsrate wird vermindert. Der filamentdse Phagen
M213 toleriert eine durch den Einbau zusatzlicher Hullproteine verursachte Vergrof3erung der
Phagenhille und dadurch auch eine Verpackung eines vergroRerten Phagengenoms.
AulBerdem konnen in das Hullprotein plll fremde Sequenzen integriert werden, ohne dessen
Funktion stark zu beeintrachtigen (Smith, 1985). Diese beiden Eigenschaften werden beim
Phagendisplay rekombinanter  Antikdrperfragmente genutzt. Dabei kommen
Phagemidvektoren zum Einsatz, die ein Verpackungssignal der filamentésen Phagen

besitzen und fur das zu prasentierende scFv-plll-Fusionsprotein kodieren (Barbas et al.,
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1991; Breitling et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991). Daneben wird ein Helferphagen
verwendet, der alle anderen Funktionen eines filamentdsen Phagen besitzt, dessen Genom
aber eine im Vergleich zum Wildtyp verringerte Verpackungsrate hat. Bei Anwesenheit
dieses Helferphagens wird die Phagemid-DNA bevorzugt in die Phagenpartikel eingebaut.
Die entstehenden Phagenpartikel tragen neben dem Wildtyp-plll-Protein auch das scFv-plll-
Fusionsprotein auf ihrer Oberflache und kénnen fir ein Panning auf einem immobilisierten
Antigen zur Anreicherung spezifisch bindender Phagenantikdrper eingesetzt werden, um das
entsprechende fur das Antikérperfragment kodierende Gen zu selektieren.

Fiar die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden das Phagemid pSEX81
(Welschof et al., 1997) und der M13KO7-Helferphage, ein Derivat des M13-Phagen,
verwendet. Alternativ wurde ein Phage ohne funktionelles plll-Gen eingesetzt. Wird dieser
sogenannte Hyperphage fir die Verpackung von Antikérpergenbibliotheken verwendet,
entstehen rekombinante Phagenpartikel, die das plll-Protein nur in Fusion mit einem scFv-
Fragment auf ihrer Oberflache tragen. Das plll-Protein alleine wird nicht prasentiert, da die
einzige Quelle fur das plll-Protein das im Phagemid kodierte scFv-plll-Fusionsprotein ist
(Rondot et al.,, 2001). Die Vorgehensweise bei der Herstellung humaner Antikdrper-
genbibliotheken und deren Panning auf einem immobilisierten Antigen ist in Abb. 2
schematisch dargestellt.

In jingster Zeit wurde eine Methode entwickelt, welche die Selektion eines spezifisch
bindenden Antikérperfragments vollstandig in zellfreien in vitro-Systemen ermdglicht. Bei
dem als ribosome display bezeichneten Verfahren erfolgt die Kopplung von Gen (mMRNA)
und kodiertem Protein direkt am translatierenden Ribosom (Hanes und Pluckthun, 1997;
Schaffitzel et al., 1999; Irving et al., 2001).
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Abb. 2: Schema der Herstellung hu maner Antikdrpergenbibliotheken und d eren Panning auf
einem Antigen. A: Isolierung von mRNA aus peripheren Lymphozyten von immunisierten oder nicht-
immunisierten Patientinnen; B: Reverse Transkription zur Herstellung von cDNA; C: PCR-
Amplifikation der fur die variablen schweren und variablen leichten Antikdrperketten (VH und VL)
kodierenden Gene; D: Klonierung der VH- und VL-Gene in ein Phagemid (z.B. pSEX81); E:
Transformation der Antikdrpergenbibliothek in E. coli; F: Verpackung der Antikdrpergenbibliothek in
Phagenpartikel; G: Affinitatsanreicherung von Phagenantikdrpern auf einem immobilisierten Antigen;
H: Waschen, anschlieBend Elution gebundener Phagenantikdrper; |: Reinfektion und Amplifikation
eluierter Phagen in E. coli.

Seit der Entwicklung dieser Technologien ist es moglich, AntikGrperfragmente gegen
praktisch alle potentiellen Antigene herzustellen. So kénnen heute Antikdrper gegen
hochtoxische oder pathogene Antigene generiert werden, mit denen eine Immunisierung
unmdglich ist (Hoogenboom und Chames, 2000). AuRBerdem kann flir die Analyse und
Modifikation der Antikdrper-DNA die gesamte Technologie der modernen Genetik genutzt

werden. Rekombinante Antikérperfragmente konnen beispielsweise mit heterologen
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Proteindomanen wie Enzymen oder Toxinen genetisch fusioniert werden, was ihnen vollig
neue Eigenschaften verleint. Des weiteren lassen sich zwei unterschiedliche
Antikérperfragmente genetisch koppeln, wodurch bispezifische Antikdrper entstehen. Die
Herstellung dieser Antikorperfusionsproteine eréffnet ein véllig neues Nutzungspotential far
Antikorper, sowohl fur die Forschung und Diagnostik als auch fir die Therapie (Rohrbach et
al., 2003).

2.2 Mammakarzinom

Das Mammakarzinom, auch als Brustkrebs bezeichnet, ist eine maligne Erkrankung der

Brust und geht aus Epithelzellen des Drisengewebes der Brustdrise (Mamma) hervor.

2.2.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom macht etwa 18 % aller malignen Erkrankungen der Frau aus und ist
damit die haufigste weibliche Tumorerkrankung. Weltweit erkranken jahrlich etwa eine Million
Frauen an einem Mammakarzinom (McPherson et al., 2000). In der Bundesrepublik
Deutschland gibt es jahrlich etwa 45000 Neuerkrankungen, was etwa ein bis zwei
Neuerkrankungen pro 1000 Frauen entspricht. So erkranken ca. 10 % aller deutschen
Frauen im Laufe ihres Lebens an einem Mammkarzinom (Robert Koch Institut, 2003). Die
meisten Patienten erkranken zwischen der vierten und siebten Lebensdekade, wobei das
mittlere Erkrankungsalter in den Jahren 1996 und 1997 bei 61,9 Jahren lag (Engel et al.,
2000). Manner sind mit einem Anteil von etwa 1 % aller auftretenden Félle selten betroffen.
In Deutschland versterben jahrlich rund 18000 Frauen an einem Mammakarzinom, was einer
Mortalitatsrate von etwa 43 je 100000 Frauen entspricht (Statistisches Bundesamt, 1997,
1998). Diese Erkrankung gilt als die haufigste Todesursache bei Frauen zwischen dem 40.
und 50. Lebensjahr (McPherson et al., 2000). Das Mammakarzinom ist viel haufiger in
Nordamerika, Nord- und Mitteleuropa zu beobachten als in Asien oder Afrika (McPherson et
al., 2000).

16



Einleitung

2.2.2 Athiologie

Die Ursachen fiur die Entstehung des Mammakarzinoms sind nicht genau bekannt. Nur bei
etwa funf bis zehn Prozent der an Mammakarzinom erkrankten Frauen werden genetische
Faktoren als Ursache diskutiert. Dabei spielen vor allem Mutationen in den beiden
Brustkrebsgenen BRCAL (breast cancer gene 1) und BRCA2 (breast cancer gene 2) eine
Rolle. Bei diesen beiden Genen handelt es sich um Tumorsuppressorgene, die auf den
Chromosomen 17 bzw. 13 lokalisiert sind. Die Genprodukte beider Gene interagieren mit
Genprodukten anderer Tumorsuppressorgene und unterstiitzen diese bei der Reparatur von
DNA-Schaden (McPherson et al.,, 2000; Nathanson et al., 2001). Das Alter spielt bei der
Entstehung eines Mammakarzinoms eine wichtige Rolle. So verdoppelt sich bis zur
Menopause alle zehn Jahre das Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Zu den weiteren
Risikofaktoren, an einem Mammakarzinom zu erkranken, zahlen eine frihe Menarche, eine
spate Menopause und Kinderlosigkeit. Auch spielt das Alter der ersten vollstandig
ausgetragenen Schwangerschaft eine Rolle. Frauen, die ihr erstes Kind erst nach dem 30.
Lebensjahr gebaren, haben beispielsweise ein doppelt so hohes Risiko, zu erkranken, als
Frauen, die bei der Geburt ihres ersten Kindes das 20. Lebensjahr noch nicht erreicht haben.
Frauen, die ihr erstes Kind nach dem 35. Lebensjahr gebaren, haben sogar ein héheres
Risiko an Brustkrebs zu erkranken als kinderlose Frauen. Weiterhin scheint die
Erndhrungsweise bedeutsam zu sein. So wird eine fettreiche Ernédhrung und der Konsum
von Alkohol mit einem erhdhten Risiko in Zusammenhang gebracht. Aul3erdem wird die
Hormoneinnahme als Risikofaktor diskutiert. So scheint die hormonale Substitutionstherapie
zur Behandlung von Beschwerden wahrend des Klimakteriums das Erkrankungsrisiko zu
erh6hen, wohingegen die hormonale Kontrazeption keinen Einfluss hat (McPherson et al.,
2000).

2.2.3 Histologie, Verlauf und Symtomatik

Das Mammakarzinom stellt eine maligne Veranderung des Drisengewebes der Brustdrise
(Mamma) dar. Das Drisengewebe ist aus Drisenlappchen (Lobuli) aufgebaut, welche die
Muttermilch produzieren und in kleine Kanéle (Ductus) minden. Diese verbinden sich zu
groRen Ausgangen und fuhren zur Brustwarze (Papilla mammae oder Mamilla). Die Lobuli
und Ductus sind von Epithelzellen ausgekleidet. Die Einteilung oder Klassifikation des
Mammakarzinoms erfolgt histologisch, wobei zwischen duktalen und lobularen
Mammakarzinomen sowie zwischen nichtinvasiven und invasiven Formen unterschieden

wird. Das duktale Mammakarzinom geht aus Epithelzellen der Driisenausgange hervor,
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wahrend das lobulare Mammakarzinom aus Epithelzellen der Driusenlappchen entsteht.
Andere, seltenere Formen des Mammakarzinoms, sind der Morbus Paget, ein Karzinom der
Brustwarze, oder der Phylloide Tumor. Neben Karzinomen gibt es aber auch Sarkome, die
vom Bindegewebe der Mamma ausgehen. Bei nichtinvasiven oder in situ Mamma-
karzinomen sind die malignen Veranderungen auf einen abgekapselten kleinen Bereich im
Drisengewebe begrenzt. Die Tumorzellen breiten sich in diesem Fall innerhalb der
Drisenlappchen oder Milchgadnge aus, wachsen jedoch nicht ins benachbarte Gewebe ein.
Von einem invasiven Mammakarzinom spricht man, wenn die Tumorzellen das
Drisengewebe durchbrechen und sich im Brustgewebe ansiedeln. Ab diesem Stadium
besteht das Risiko einer Metastasierung (Pschyrembel, 1998; Roche Lexikon Medizin, 1999;
Sainsbury et al., 2000).

Die Metastasierung ist in der frihen Phase kanalikular und auf die Mamma begrenzt. Die
weitere Metastasierung erfolgt dann lymphogen in die regionaren Lymphknoten wie
beispielsweise in die axillaren oder retrosternalen Lymphknoten. Die Fernmetastasierung
erfolgt hdmatogen in das Skelettsystem, die Lunge, die Leber, das Gehirn oder andere
Organsysteme (Pschyrembel, 1998; Roche Lexikon Medizin, 1999; Sainsbury et al., 2000).
Als Leitsymptom gilt in 75 % der Féalle ein schmerzloser, derber Knoten bzw. Verhartungen in
der Brust. In selteneren Fallen werden eine sezernierende Mamilla, ein lokales Odem oder
die Einziehung der Mamilla beobachtet. Die genannten Symptome sind Erstsymptome eines
schon fortgeschrittenen Karzinoms. Frihsymptome sind verdachtige Tastbefunde bei der
Krebsfriiherkennungsuntersuchung sowie bei der regelmafigen Selbstuntersuchung der
Brust. Weitere klinische Symptome sind die Einziehung der Haut, die Unverschieblichkeit der
Haut Uber Verhartungen, die Grobporigkeit der Haut (Orangenschalenhaut als Folge eines
Lymphddems) sowie offene Ulzerationen (Pschyrembel, 1998; Roche Lexikon Medizin,
1999).

2.2.4 Therapie und Prognose

Ausschlaggebend fur die Wahl der TherapiemaBnahmen sind die Tumorgrof3e, die
histologischen Eigenschaften des Tumors, der Lymphknotenstatus, der Hormon-
rezeptorstatus, der Metastasierungsgrad sowie der Menopausenstatus. Die Primartherapie
erfolgt lokal und besteht aus einer operativen Behandlung sowie einer Strahlentherapie. Die
radikale Mastektomie, also die Mammaamputation, muss heute nur noch bei etwa einem
Drittel der Patientinnen erfolgen. Sie sollte immer nur dann durchgefihrt werden, wenn der
Tumor im Verhaltnis zum noch gesunden Gewebe zu grof3 ist oder ungtinstige histologische

Eigenschaften vorliegen, wie beispielweise der Nachweis mehrerer Krebsherde
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(Multizentrizitat). Bei etwa zwei Drittel der Patientinnen wird eine brusterhaltende Operation
durchgefuihrt. Voraussetzung hierflr ist eine glnstige Relation von TumorgroRe zu
Brustvolumen. AuflRerdem sollte keine Multizentrizitat vorliegen. Unabhéngig vom Ausmalf}
der Operation mussen die axillaren Lymphknoten der betroffenen Seite entfernt und auf das
Vorhandensein von Metastasen untersucht werden. Die Strahlentherapie ist bei der
Behandlung des Mammakarzinoms von groRer Bedeutung. Nach einer brusterhaltenden
Operation muss immer eine Strahlentherapie der Restbrust erfolgen. Nach einer
Mastektomie muss aufgrund histologischer Faktoren individuell geprift werden, ob eine
Strahlentherapie notwendig ist. Die Strahlentherapie vermindert das Auftreten von
Lokalrezidiven deutlich. Um das Risiko eines Lokalrezidivs und einer Metastasierung weiter
zu vermindern, wird heute eine adjuvante, systemische Therapie durchgefiihrt. Die adjuvante
Therapie besteht aus einer Hormontherapie, einer Chemotherapie oder einer Kombination
aus beiden und erfolgt im Anschluss an die Primartherapie. Die Hormontherapie, die auch
als endokrine Therapie bezeichnet wird, ist beschrankt auf Frauen mit nachgewiesenen
spezifischen Hormonrezeptoren (Ostrogen- und Progesteronrezeptoren) im Tumorgewebe.
Zur endokrinen Therapie stehen verschiedene Substanzen zur Verfligung, die sich in ihrer
Wirkungsweise unterscheiden. Bisher besteht die Therapie der Wahl in der Gabe des
Antidstrogens Tamoxifen, welches die Bindung von Ostrogen an die Ostrogenrezeptoren
verhindert indem es selbst an die Ostrogenrezeptoren bindet und diese damit blockiert. Eine
weitere Behandlungsmdglichkeit im Rahmen einer Hormontherapie besteht darin, die
natiirliche Bildung von Ostrogenen in den Ovarien zu unterbinden. Eine Hemmung der
Ostrogenproduktion ist beispielsweise durch eine Ovarektomie, einer operativen Entfernung
der Eierstocke, moglich. Es kdnnen auch gonadotropin releasing hormone (GnRH)-Analoga
verabreicht werden, die ebenfalls die Ostrogenproduktion hemmen. AuRerdem werden
Aromatasehemmer eingesetzt. Diese neuartigen Medikamente hemmen das Enzym
Aromatase, das Hormonvorstufen in Ostrogene umwandelt, und dadurch die
Ostrogenproduktion. Bei der zytostatischen Chemotherapie zur adjuvanten Therapie des
Mammakarzinoms werden verschiedene Zytostatika in Kombination verabreicht. Die
klassische Chemotherapie beim Mammakarzinom erfolgt mit den Substanzen
Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluorouracil. Eine Alternative zu diesem Schema ist
die anthrazyklinhaltige Chemotherapie mit Epirubicin oder Doxorubicin (Pschyrembel, 1998;
Sainsbury et al., 2000; Deutsche Krebsgesellschaft, 2003).

Das Wiederauftreten einer Mammakarzinomerkrankung kann als lokales oder lokoregionales
Rezidiv oder als Fernmetastasierung in anderen Organsystemen stattfinden. Das
lokoregionale Rezidiv kann isoliert als Lokalrezidiv auftreten, d.h. im Bereich der Mamma
nach einer brusterhaltenden Therapie oder an der Brustwand nach einer Mastektomie. Als

regionales Rezidiv wird der Tumorbefall der homolateralen regionalen Lymphknoten
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bezeichnet. Die Bildung von Fernmetastasen erfolgt vorzugsweise im Skelettsystem, in der
Lunge, in der Leber oder im Gehirn. Auch kombinierte Rezidivformen sind mdglich.
Lokalrezidive treten mit einer Haufigkeit von 8 % nach brusterhaltender Operation und
Bestrahlung der Restbrust auf. Die Fiinfjahres-Uberlebensrate betragt 65 %. Rezidive an der
Thoraxwand nach Mastektomie werden in 4 % und Rezidive in den axillaren Lymphknoten in
1 % der Falle beobachtet und weisen eine Fiinfjahres-Uberlebensrate von 50 % bzw. 55 %
auf. An verschiedenen Stellen gleichzeitig auftretende lokoregionale Rezidive werden mit
einer Haufigkeit von 16 % beobachtet und sind mit einer Funfjahres-Uberlebensrate von
21 % verbunden (Deutsche Krebsgesellschaft, 2003).

Die Therapie von Lokalrezidiven nach brusterhaltender Operation besteht in der erneuten
operativen Intervention. Dabei wird meist eine Mastektomie durchgefuhrt. Im Einzelfall,
insbesondere bei kleinen Tumoren oder nach einem langen rezidivfreien Intervall, besteht
die Moglichkeit, erneut brusterhaltend vorzugehen. Die Behandlung eines Rezidivs an der
Thoraxwand nach einer primaren Mastektomie besteht in der Resektion der Thoraxwand.
Das metastasierte Mammakarzinom wird in der Regel systemisch therapiert. Dabei muss
abgewogen werden, ob eine Hormontherapie, eine Chemotherapie oder eine Kombination
aus beiden eingesetzt werden soll. Bei positivem Hormonrezeptorstatus sollte die
Hormontherapie grundséatzlich bevorzugt werden, da diese weniger toxisch als eine
Chemotherapie ist. Bei negativem Hormonrezeptorstatus wird eine Chemotherapie
durchgefuihrt. Sowohl die Hormon- als auch die Chemotherapie erfolgen dabei nach den
selben Prinzipien wie in der adjuvanten Therapie beschrieben (Deutsche Krebsgesellschaft,
2003).

In jungster Zeit wird ein neuartiges Medikament flr die Immuntherapie des metastasierten
Mammakarzinoms eingesetzt. Bei diesem Medikament handelt es sich um den
humanisierten monoklonalen Antikérper Trastuzumab (Herceptin®), der gegen Her-2/neu
(human epidermal growth factor receptor 2) gerichtet ist. Her-2/neu ist ein Rezeptor fir
Wachstumsfaktoren, der auf der Oberflache von Tumorzellen von etwa einem Drittel der
Mammakarzinome verstarkt exprimiert wird. Trastuzumab blockiert diesen Rezeptor und
hemmt so das Wachstum von Her-2/neu-tiberexprimierenden Tumoren. Dieser Antikorper
wird sowohl alleine als auch in Kombination mit zytostatischen Chemotherapeutika
eingesetzt. Da Trastuzumab selektiv nur Her-2-exprimierende Zellen angreift, sind die
Nebenwirkungen, verglichen mit denen einer Chemotherapie, weniger stark ausgepragt. Die
Wirksamkeit dieses Medikaments bei der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms
konnte in klinischen Studien gezeigt werden. (Goldenberg, 1999; Bange et al., 2001,
Baselga, 2001; Slamon et al., 2001; Deutsche Krebsgesellschaft, 2003).
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2.3 MUC1-basierte Immuntherapie des Mammakarzinoms

Auf der Suche nach neuen Therapieansatzen fur die Behandlung des Mammakarzinoms
gewinnt die Immuntherapie immer mehr an Bedeutung. So wird, wie bereits beschrieben, der
humanisierte monoklonale Antikérper Trastuzumab (Herceptin®), der gegen das
tumorassoziierte Antigen Her-2/neu gerichtet ist, seit einigen Jahren erfolgreich fir die
Therapie des metastasierten Mammakarzinoms eingesetzt (Baselga, 2001; Slamon et al.,
2001). Ein weiteres tumorassoziiertes Antigen, das ein vielversprechendes Zielmolekul fur
eine gerichtete Immuntherapie des Mammakarzinoms sowie anderer Adenokarzinome
darstellt, ist MUC1 (Taylor-Papadimitriou et al., 1999; von Mensdorff-Pouilly et al., 2000a).

2.3.1 Das tumorassoziierte Antigen MUC1

Das MUC1-Molekll ist ein transmembranes Glykoprotein, das im Drisengewebe
verschiedener Organe (z.B. Brust, Magen, Pankreas und Blase) normalerweise auf der
apikalen Oberflache von Epithelzellen exprimiert wird (Zotter et al., 1988). Das fir dieses
Transmembran-Glykoprotein kodierende MUC1-Gen ist auf dem Chromosom 1 lokalisiert
(Swallow et al., 1987). Das Genprodukt MUC1 hat eine molekulare Masse von tber 400 kDa
und besteht aus einem 69 Aminosauren umfassenden zytoplasmatischen Abschnitt, einer
transmembranen Domane und einer stark glykosylierten extrazellularen Doméane (Abb. 3A).
Die fur die zytoplasmatische und transmembrane Domane kodierenden Regionen sind
hochkonserviert, was auf die funktionelle Wichtigkeit dieser Domanen hinweist. Die C-
terminale zytoplasmatische Domane bindet an Mikrofilamente des Zytoskeletts und
interagiert mit intrazellularen Proteinen, die eine Rolle bei Prozessen der zelluldren
Signalubertragung spielen (Parry et al., 1990; Spicer et al., 1991; Carraway et al., 2003). Die
N-terminale extrazellulare Doméane besteht hauptsachlich aus einem als VNTR (variable
number of tandem repeats)-Region bezeichneten Abschnitt mit Wiederholungsdoméanen aus
einer Abfolge von jeweils 20 Aminosauren. Bei funf dieser Aminoséuren handelt es sich um
Serin und Threonin, an deren OH-Gruppen uber eine O-Glykosylierung Zuckerreste
angeheftet werden kdénnen (Gendler et al., 1988, 1990; Stadie et al., 1995). Die Anzahl der

Wiederholungsdoménen variiert zwischen 25 und 100 (Gendler et al., 1990).
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Abb. 3: Schematische Darstellung von MUC1 sowie der Glykosylierung d er VNTR-Domaéne von
normalem MUC1 und tumorassoziiertem MUC1. A: MUC1-Molekidl. Abkirzungen: SS:
Signalsequenz; VNTR: variable number of tandem repeats; TM: transmembrane Domane; Cyt:
zytoplasmatische Domaéne; Pfeile: Aminosdurereste, an deren OH-Gruppen uber eine O-
Glykosylierung Oligosaccharidketten angeheftet werden konnen. B: Glykosylierung der VNTR-
Doméane von normalem MUC1 und tumorassoziiertem MUCL. Abkirzungen: GalNAc: N-
Acetylgalaktosamin; Gal: Galaktose; GIcNAc: N-Acetylglukosamin; Sia: Sialinsaure; Fuk: Fukose.

In Karzinomen, wie zum Beispiel dem Mammakarzinom, wird MUC1 auf der gesamten
Oberflache der Epithelzellen Gberexprimiert (Zotter et al., 1988; Girling et al., 1989; Taylor-
Papadimitriou et al., 1999). Dieser Verlust der polarisierten Expression geht mit einer
veranderten Glykosylierung von MUCL1 einher (Abb 3B). Im normalen Drisengewebe ist die
VNTR-Region von MUC1 mit langen und stark verzweigten Oligosaccharidketten besetzt,
wobei im Durchschnitt nur die Halfte der insgesamt flnf pro repeat fur eine O-Glykosylierung
geeigneten Aminosaurereste glykosyliert sind. Dagegen sind in tumorassoziiertem MUCL1 die
Oligosaccharidketten kurz, kaum verzweigt und fast alle funf pro repeat fir eine O-
Glykosylierung potentiellen Aminosaurereste mit Zuckerresten besetzt. Das im Vergleich zu
normalem MUCL1 unterschiedliche Glykosylierungsmuster von tumorassoziiertem MUCL1 ist
wabhrscheinlich auf ein verandertes Expressionsprofil der fur die Anheftung der Zuckerreste
im Golgi-Apparat verantwortlichen Enzyme zurtickzufihren (Mdller et al.,, 1997, 1999;
Hanisch et al., 1999). Aufgrund dieses veranderten Glykosylierungsmuster entstehen in der
VNTR-Region des tumorassozierten MUC1-Molekils neue antigene Determinanten auf
Basis der Peptidsequenz, die im normalen MUC1 durch die langen und stark verzweigten
Oligosaccharidketten maskiert ist. Da die Oligosaccharidketten von tumorassoziiertem MUC1
eine im Vergleich zu normalem MUCL1 unterschiedliche Zuckerzusammensetzung besitzen,
entstehen auch neue Epitope auf Basis dieser unterschiedlichen Kohlenhydrat-
zusammensetzung.

Das tumorassoziierte MUC1-Molekiil stellt aufgrund seiner im Vergleich zu normalem MUC1
veranderten Eigenschaften ein vielversprechendes Zielantigen fir eine passive oder aktive

Immuntherapie des Mammakarzinoms oder anderer Adenokarzinome dar (Taylor-
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Papadimitriou et al., 1999). So gibt es bereits eine Vielzahl von monoklonalen Maus-
Antikérpern, die gegen tumorassoziertes MUC1 gerichtet sind und dabei die durch die
veranderte Glykosylierung entstehenden Epitope erkennen (Prize et al., 1998; Xing et al.,
2001). Auch eine aktive Immuntherapie auf der Basis von synthetischen MUC1-Peptiden
scheint vielversprechend zu sein (Taylor-Papadimitriou et al., 1999; von Mensdorff-Pouilly et
al., 2000a).

2.3.2 Antikérper gegen tumorassoziiertes MUCL1

Seit etwa 20 Jahren werden mit Hilfe der Hybridom-Technologie monoklonale Antikérper
gegen das tumorassoziierte Antigen MUC1 hergestellt. Die monoklonalen Maus-Antikdrper
sind in der Regel gegen die VNTR-Domane von MUCL1 gerichtet, wobei das Epitop der
meisten dieser Antikdrper innerhalb der PDTRPAP-Peptidsequenz liegt (Prize et al., 1998;
Schol et al.,, 1998). Einige MUC1-spezifische monoklonale Antikbrper wurden bereits in
klinischen Studien eingesetzt. Der monoklonale Antikérper HMFG1 diente als Trager
radioaktiver Substanzen fur die Therapie von Ovarialkarzinom-Patientinnen (Maraveyas et
al.; 1994; Nicholoson et al.,, 1998). Ein anderer MUC1-spezifische Antikérper, der
monoklonale Antikérper BrE-3, wurde ebenfalls als Trager radioaktiver Substanzen
verwendet und fur die Behandlung von Mammakarzinom-Patientinnen eingesetzt (DeNardo
et al., 1997). Bei den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten wurde fur die
notwendigen Kontrollversuche der MUC1-spezifische monoklonale Maus-Antikbrper BM7
verwendet (Brimmendorf et al., 1995). Das minimale Epitop dieses Antikérpers besteht aus
einem Glykopeptid der VNTR-Doméne und umfasst die Aminosauren PDTRPAPG, wobei
der Threoninrest mit N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) glykosyliert ist. Das nicht-glykosylierte
Peptidepitop wird von dem BM7-Antikérper nicht erkannt. Dieser Antikdrper wurde im
Rahmen von Heilversuchen fir die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms
eingesetzt und sorgte bei sieben Patientinnen fir eine Eliminierung von Tumorzellen im
Knochenmark (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche Mitteilung). Ein
Problem beim therapeutischen Einsatz von MUC1-spezifischen monoklonalen Maus-
Antikérpern ist jedoch, wie bereits beschrieben, die Bildung von humanen anti-Maus-
Antikérpern (HAMA). Einen Ausweg eroffnet die Chimarisierung oder Humanisierung dieser
fur eine Immuntherapie potentiell interessanten MUCL1-spezifischen Maus-Antikdrper. So
konnte beispielsweise der HMFG1-Antikorper erfolgreich humanisiert werden (Verhoeyen et
al., 1993).

Das tumorassoziierte MUCL1 ist auch im Menschen selbst immunogen. IgM- und IgG-

Antikérper, die gegen Peptidepitope der VNTR-Doméane von tumorassoziiertem MUC1
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gerichtet sind, konnten in Patientinnen mit Mamma-, Kolon-, Pankreas- oder Ovarialkarzinom
nachgewiesen werden (Kotera et al., 1994; Petrarca et al., 1996 Nakamura et al., 1998;
Richards et al., 1998; von Mensdorff-Pouilly et al., 1998). MUC1-spezifische B-Zellen wurden
aus tumorbefallenen Lymphknoten von Ovarialkarzinom-Patientinnen isoliert (Petrarca, et al.,
1999). In Patientinnen mit Mamma- und Ovarialkarzinomen konnten in Immunkomplexen mit
zirkulierendem MUC1 gebundene MUCL1-spezifische Antikérper nachgewiesen werden
(Gourevitch et al.,, 1995). Auch in nicht von Adenokarzinomen betroffenen, gesunden
Menschen konnten MUCL1-spezifische Antikérper nachgewiesen werden (Bon et al., 1996;
Richards et al., 1998; von Mensdorff-Pouilly et al., 1998).

Mit Hilfe des Phagendisplays ist es mdoglich, humane monoklonale Antikérperfragmente
gegen die unterschiedlichsten Antigene zu gewinnen, wie beispielsweise gegen
tumorassoziierte Antigene. So konnten aus einer humanen Antikdrpergenbibliothek, die aus
dem Blut nicht-immunisierter, gesunder Spenderinnen generiert wurde, erstmals humane,
gegen die VNTR-Domane von MUC1 gerichtete scFv-Fragmente isoliert werden (Henderikx
et al., 1998). Vor kurzem wurde der vollstandige und komplett humane, gegen tumor-
assoziiertes MUCL1 gerichtete 1gG-Antikdrper PH1-lgG1 beschrieben und charakterisiert.
Seine variable Doméane stammt aus einer humanen Fab-Antikdrpergenbibliothek, welche
ebenfalls aus dem Blut nicht-immunisierter, gesunder Spenderlnnen generiert wurde (de
Haard et al., 1999; Henderikx et al., 2002).

Die durch eine humorale Immunantwort gegen MUC1 gebildeten humanen Antikérper sind
gegen andere Peptidepitope der VNTR-Domane gerichtet als die Mehrzahl der mit Hilfe der
Hybridom-Technologie generierten monoklonalen Maus-Antikoérper (von Mensdorff-Pouilly et
al., 2000a). Die humanen MUC1-spezifischen Antikérper, die in Patientinnen mit Mamma-
und Ovarialkarzinom nachgewiesen wurden, sind mit einem aus den Aminosauren APPAH
bestehenden Peptidepitop der VNTR-Domane reaktiv (Petrarca et al., 1996). Zwei humane
scFv-Fragmente, die aus einer aus dem Blut nicht-immunisierter Spenderinnen generierten,
humanen Antikorpergenbibliothek stammen, erkennen die Aminosauresequenzen PAPG(S)
und TRPAPGSTAPPAH der VNTR-Doméne von MUC1 (Henderikx et al., 1998). Die variable
Domane des mit Hilfe rekombinanter Techniken generierten, vollstdndig humanen
Antikorpers PH1-IgG1 ist gegen ein aus den Aminosauren PAP bestehendes Peptidepitop
gerichtet (de Haard et al., 1999; Henderikx et al., 2002).

2.3.3 Vakzinierung mit synthetischen MUC1-Peptiden

Ein anderer immuntherapeutischer Ansatz fir die Behandlung des Mammakarzinoms sowie

anderer Adenokarzinome ist die Vakzinierung von betroffenen Patientinnen mit
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synthetischen MUC1-Peptiden, um eine humorale und zellulare Immunantwort gegen
tumorassoziiertes MUC1 zu induzieren oder zu verstarken. Die in mehreren klinischen
Vakzinierungsstudien verwendeten synthetischen MUC1-Peptide reprasentierten die VNTR-
Doméane von tumorassoziiertem MUCL1. In drei klinischen Phase I-Studien wurden
Mammakarzinom-Patientinnen mehrfach mit synthetischen MUC1-Peptiden der VNTR-
Domane von MUC1 immunisiert. Die dabei verwendeten 30mer-, 33mer- und 106mer-
MUC1-Peptide waren kovalent mit KLH konjugiert und wurden gemeinsam mit einem
weiteren Adjuvans verabreicht, um die Immunantwort der Patientinnen zu verstarken. Die
Immunisierungen mit synthetischen MUC1-Peptiden induzierten in den Patientinnen hohe
MUC1-spezifische IgG- und IgM-Antikorpertiter (Adluri et al., 1999; Gilewski et al., 2000; von
Mensdorff-Pouilly et al., 2000b). Die in diesen Patientinnen induzierten Antikbrper konnten in
vitro eine antikorperabhdngige zellulare Zytotoxizitdt (antibody dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC) gegeniiber MUCI1-lberexprimierenden Tumorzellen vermitteln
(Snijdewint et al., 2001). In einer anderen klinischen Phase I-Studie wurden von einem
metastasierten Mamma-, Magen-, oder Kolonkarzinom betroffene Patientinnen wiederholt
mit einem aus funf repeats bestehenden und an Mannan gekoppelten MUC1-Fusionsprotein
immunisiert. Auch in dieser Studie verursachte die verabreichte Vakzine in den Patientinnen
eine verstarkte Bildung von MUC1-spezifischen IgG-Antikérpern. Die induzierten MUCL1-
spezifischen Antikérper waren mit den Aminosauresequenzen STAPPAHG und PAPGSTAP
der VNTR-Doméne reaktiv (Karanikas et al., 1997). Die Immunisierungen von Karzinom-
Patientinnen mit synthetischen MUC1-Peptiden induzieren in erster Linie eine starke
humorale Immunantwort, wohingegen eine zellulare Immunantwort nur in Einzelfallen
beschrieben wurde und kontrovers diskutiert wird. Auch ein therapeutischer Nutzen dieser
Vakzinierungsstudien konnte noch nicht eindeutig gezeigt werden (von Mensdorff-Pouilly et
al., 2000a; Musselli et al., 2002).

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente wurde Blut von sieben
Mammakarzinom-Patientinnen verwendet, die mit einem synthetischen MUC1-Glykopeptid
im Rahmen eines Heilversuches immunisiert worden waren (Dr. Kaul,
Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche Mitteilung). Diese sieben Patientinnen waren
alle von einem metastasierten Mammakarzinom betroffen und befanden sich zu Beginn
dieses Heilversuches in einem gesundheitlich stabilen Zustand. Fur die Immunisierungen
wurde ein synthetisch hergestelltes MUC1-Glykopeptid verwendet, welches kovalent mit dem
Adjuvans KLH konjugiert war, um die Immunantwort der Patientinnen gegenuber dem
verabreichten MUC1-Glykopeptid zu verstarken. Das synthetische MUC1-Glykopeptid hatte
die Aminosauresequenz APDT(GalNAC)RPAPGSTAPPA, wobei ein Threoninrest mit N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc) glykosyliert war. Es reprasentierte somit die VNTR-Doméane

von tumorassoziiertem MUCL. Die Patientinnen erhielten jeweils mehrere Immunisierungen
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mit dieser synthetisch hergestellten Vakzine, wobei der zeitliche Abstand zwischen zwei
Immunisierungen eine Woche betrug. Die Entwicklung der Antikorpertiter im Serum der
Patientinnen wurde mit Hilfe von ELISAs untersucht (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg, personliche Mitteilung). Dabei kamen verschiedene Antigene zum Einsatz, das
Glykopeptid 460, welches dem fiir die Immunisierungen verwendeten Glykopeptid entsprach,
KLH und Brust-Muzin-Antigen (BMA). BMA wurde aus der MUC1-exprimierenden
Mammakarzinom-Zelllinie T47D prapariert und unter Verwendung des monoklonalen
Antikorpers BM7 affinitatschromatographisch gereinigt. Es stellte somit tumorassoziiertes
MUC1 dar (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, persénliche Mitteilung). Tab. 1 zeigt
eine Zusammenfassung der Serumtiterentwicklung der sieben mit einem synthetischen

MUC1-Glykopeptid immunisierten Patientinnen nach Abschluss der Immunisierungen.

Tab. 1: Serumtiterentwicklung der sieben mit einem synthetischen MUC1-Glykopeptid
immunisierten Patientinnen. Dargestellt ist die Anzahl der Immunsierungen sowie die Reaktivitat der
im Serum der Patientinnen enthaltenen IgG- und IgM-Antikérper gegeniber verschiedenen Antigenen
nach Abschluss der Immunisierungen. Als Antigene dienten ein synthetisches MUC1-Glykopeptid
(460), das dem fir die Immunisierungen verwendetem MUC1-Glykopeptid entsprach, KLH und MUC1
(BMA). ++: sehr starke Reaktivitét; +: starke Reaktivitat; -: keine Reaktivitét.

Patientin Anzahl der Immunisierungen IgG/IgM-Antikorper im Serum
460 KLH BMA

S 4 ++ ++ -

1 5 + + -

2 6 ++ + -

3 4 + + -

4 5 + + -

5 8 + + -

6 5 + + -

Im Serum aller immunisierten Patientinnen konnten IgG- und IgM-Antikérper nachgewiesen
werden, die gegen das fur die Immunisierungen verwendete, synthetische MUCL1-
Glykopeptid gerichtet waren. Auch KLH-spezifische Antikérper wurden in allen Patientinnen
nachgewiesen. BMA-spezifische Antikdrper, also Antikdrper, die an tumorassoziiertes MUC1
binden, konnten jedoch nicht detektiert werden. In den Patientinnen wurden durch die
Immunisierungen Antikorper induziert, die an die fir die Immunisierungen verwendeten
Komponenten, synthetisches MUC1-Glykopeptid sowie KLH, binden konnten. Diese durch
die Immunisierungen induzierten Antikorper zeigten aber keine Reaktivitat gegeniber
tumorassoziiertem MUC1 (BMA) (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche
Mitteilung).
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2.4 Zielsetzung

Von einem metastasiertem Mammakarzinom betroffene Patientinnen wurden im Rahmen
eines Heilversuches mit einem synthetischen Glykopeptid, das die VNTR-Region von
tumorassoziiertem MUCL1 représentierte, immunisiert. Aus dem Blut dieser Patientinnen
sollten humane rekombinante Antikdrperfragmente mit spezifischer Bindung an
tumorassoziiertes MUC1 gewonnen werden. Zu diesem Zweck sollten scFv-Antikorper-
genbibliotheken in einen Phagemid kloniert und fiir eine in vitro-Selektion mit Hilfe des
Phagendisplays eingesetzt werden. Ein so isoliertes Antikdrpergen sollte in einen E. coli-
Expressionsvektor umkloniert werden, um ein funktionelles single chain Fv-Antikorper-
fragment (scFv-Fragment) zu produzieren. Dieses scFv-Fragment sollte gereinigt und

bezlglich seiner Spezifitdt und Affinitat analysiert werden.
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3 Material und Method en

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue
recAl endAl gyr A96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl®ZAM15Tn10 (Tet')]
(Stratagene, La Jolla, USA)

E. coli DH5a/plll [M13KO7Aplll] (Rondot et al., 2001)

3.1.2 Phagen
M13KO7 Helferphage New England Biolabs, Frankfurt
Hyperphage Rondot et al., 2001

3.1.3 Mediengrundb estandteile zur Kultivierung von Bakterien

Agar Qbiogene, Carlsbad, USA
Bacto-Trypton Qbiogene, Carlsbad, USA
Hefe-Extrakt Qbiogene, Carlsbad, USA
SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe

3.1.4 Medienzusatze zur Kultivierung von Bakterien

Ampicillin Calbiochem, Schwalbach
Glukose Qbiogene, Carlsbad, USA
IPTG Qbiogene, Carlsbad, USA
Kanamycin Calbiochem, Schwalbach
Tetracyclin Stratagene, La Jolla, USA

3.1.5 Vektoren

pSEX81 Welschof et al., 1997
pOPE101-215(Yol) Schmiedl et al., 2000
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3.1.6 Eukaryotische Zellen

Fibroblasten

T47D-Zellen

3.1.7 Proteine

Brust-Muzin-Antigen (BMA), gereinigtes MUC1

Biotin-konjugiertes Brust-Muzin-Antigen (BMA-Bio)

3.1.8 Synthetische Oligonukleotide

Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg
Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg

Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg
Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-
Biotech (Ebersberg) bezogen.

3.1.8.1 Primer zur PCR-Amplifikation humaner Immunglobulin-Gene

(Rohrbach, 2000)

3.1.8.1.1 Primer zur Amplifikation der VH-Region

Reverse Primer (konstante Region)

19G

5-GAC CGA TGG GCC CTT GGT GGA-3

Forward Primer (variable Region)

VH-1a
VH-1b
VH-1c
VH-1d
VH-1e
VH-2a
VH-2b
VH-3a
VH-3b
VH-3c
VH-4a

5-CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT-3
5-CAG GTC CAG CTT GTG CAG TCT-3'
5-CAG GTC CAG CTG GTA CAG TCT-3
5-GAG GTC CAG CTG GTA CAG TCT-3
5'-CAG ATG CAG CTG GTA CAG TCT-3’
5-CAG ATC ACC TTG AAG GAG TCT-3
5-CAG GTC ACC TTG AAG GAG TCT-3'
5-GAA GTG CAG CTG GTG GAG TCT-3
5-CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT-3’
5-GAG GTG CAGCTG TTG GAG TCT-3
5'-CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG-Z
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VH-4b
VH-4c
VH-5
VH-6
VH-7

5'-CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG-3
5'-CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG-Z
5-GAA GTG CAG CTG GTG CAG TCT-3'
5'-CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA-3
5-CAG GTG CAG CTG GTG CAATCT-3

3.1.8.1.2 Primer zur Amplifikation der VL-Region

Reverse Primer (konstante Region)

VK constant
VA constant

5-GAC AGA TGG TGC AGC CAC AGT-3

5'-GGA CGG CGG GAA CAG AGT GAC-3

Forward Primer (variable Region)

Vk-1la
Vk-1b
VK-1c¢
Vk-1d
VK-le
VK-1f
VK-1g
VK-2a
Vk-2b
VK-2¢
VK-3a
Vk-3b
VK-3c
VK-4
VK-5
VK-6a
VK-6b
VA-la
VA-1b
VA-2
VA-3a
VA-3b
VA-3c
VA-3d
VA-3e
VA-4a
VA-4b
VA-4¢
VA-5a
VA-5b
VA-6
VA-7a
VA-7b
VA-8
VA-9
VA-10

5-GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT-3’
5-AAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT-3
5-GCC ATC CAG TTG ACC CAG TCT-3
5'-GAC ATC CAG TTG ACC CAG TCT-3’
5'-GCC ATC CGG ATG ACC CAG TCT-3
5-GTC ATC TGG ATG ACC CAG TCT-3’
5'-GCC ATC CAG ATG ACC CAG TCT-3’
5-GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT-3’
5-GAT GTT GTG ATG ACT CAG TCT-3
5'-GAT ATT GTG ATG ACT CAG TCT-3'
5-GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT-3'
5-GAA ATT GTG ATG ACG CAG TCT-3
5'-GAA ATT GTA ATG ACG CAG TCT-3
5-GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT-3
5-GAA ACG ACA CTC ACG CAG TCT-3
5'-GAA ATT GTG CTG ACT CAG TCT-3
5-GAT GTT GTG ATG ACA CAG TCT-3
5-CAG TCT GTG CTG ACG CAG CCA-3
5-CAG TCT GTG CTG ACG CAG CCG-3
5'-CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT-3’
5-TCC TAT GAG CTG ACA CAG CCA-3
5-TCC TCT GAG CTG ACA CAG GAC-3’
5-TCC TAT GTG CTG ACA CAG CCA-3’
5'-TCC TAT GAG CTG ACA CAG CTA-3
5-TCC TAT GAG CTG ATG CAG CCA-3’
5-CTG CCT GTG CTG ACT CAG CCC-3
5'-CAG CCT GTG CTG ACT CAA TCA-3’
5-CAG CTT GTG CTG ACT CAATCG-3
5'-CAG CCT GTG CTG ACT CAG CCA-3
5'-CAG GCT GTG CTG ACT CAG CCG-3’
S-AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC-3’
5'-CAG ACT GTG GTG ACT CAG GAG-3
5'-CAG GCT GTG GTG ACT CAG GAG-3
5'-CAG ACT GTG GTG ACC CAG GAG-3
5'-CAG CCT GTG CTG ACT CAG CCA-3
5'-CAG GCA GGG CTG ACT CAG CCA-3
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3.1.8.2 Primer zur PCR-Reamplifikation humaner Immunglobulin-Gene und Einfiihrung

geeigneter Restriktionsschnittstellen

(Rohrbach, 2000)

3.1.8.2.1 Primer zur Reamplifikation der VH-Region

Reverse Primer (konstante Region) (HindlIl)

lgG 5-AGC CAG AAG CTT GAC CGA TGG GCC CTT GGT GGA-3’
Forward Primer (variable Region) (Ncol)

VH-1a 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT-3
VH-1b 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTC CAG CTT GTG CAG TCT-3
VH-1c 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTC CAG CTG GTA CAG TCT-3
VH-1d 5-TGG ACG CCC ATG GCG GAG GTC CAG CTG GTA CAG TCT-3
VH-1e 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG ATG CAG CTG GTA CAG TCT-3
VH-2a 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG ATC ACC TTG AAG GAG TCT-3
VH-2b 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTC ACC TTG AAG GAG TCT-3
VH-3a 5-TGG ACG CCC ATG GCG GAA GTG CAG CTG GTG GAG TCT-3’
VH-3b 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT-3
VH-3c 5-TGG ACG CCC ATG GCG GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT-3
VH-4a 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG-3'
VH-4b 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG-3
VH-4c 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG-3
VH-5 5-TGG ACG CCC ATG GCG GAA GTG CAG CTG GTG CAG TCT-3'
VH-6 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA-3
VH-7 5-TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTG GTG CAATCT-3

3.1.8.2.2 Primer zur Reamplifikation der VL-Region

Reverse Primer (konstante Region) (Notl)
Vk constant 5-GGG CGG CAG GGC GGC CGC GAC AGA TGG TGC AGC CAC AGT-3
VA constant 5-GGG CGG CAG GGC GGC CGC GGA CGG CGG GAA CAG AGT GAC-3

Forward Primer (variable Region) (Mlul)

VK-1a 5-CCT ACA GAA CGC GTA GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT-3
Vk-1b 5’-CCT ACA GAA CGC GTA AAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT-3
Vk-1c 5’-CCT ACA GAA CGC GTAGCC ATC CAG TTG ACC CAG TCT-3
Vk-1d 5'-CCT ACA GAA CGC GTA GAC ATC CAG TTG ACC CAG TCT-3
Vk-1le 5-CCT ACA GAA CGC GTA GCC ATC CGG ATG ACC CAG TCT-3’
VK-1f 5'-CCT ACA GAA CGC GTAGTC ATC TGG ATG ACC CAG TCT-3'
Vk-19 5'-CCT ACA GAA CGC GTA GCC ATC CAG ATG ACC CAG TCT-3’
VK-2a 5'-CCT ACA GAA CGC GTA GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT-3

VK-2b 5'-CCT ACA GAA CGC GTA GAT GTT GTG ATG ACT CAG TCT-3'

VK-2C 5’-CCT ACA GAA CGC GTA GAT ATT GTG ATG ACT CAG TCT-3'
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VK-3a 5-CCT ACA GAA CGC GTAGAAATT GTG TTG ACG CAG TCT-3
Vk-3b 5-CCT ACA GAA CGC GTA GAA ATT GTG ATG ACG CAG TCT-3
VK-3C 5-CCT ACA GAA CGC GTA GAA ATT GTA ATG ACG CAG TCT-3'
VK-4 5’-CCT ACA GAA CGC GTA GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT-3
VK-5 5-CCT ACA GAA CGC GTA GAA ACG ACACTC ACG CAG TCT-3
Vk-6a 5'-CCT ACA GAA CGC GTA GAAATT GTG CTG ACT CAG TCT-3’
VK-6b 5’-CCT ACA GAA CGC GTA GAT GTT GTG ATG ACA CAG TCT-3
VA-la 5-CCT ACA GAA CGC GTACAG TCT GTG CTG ACG CAG CCA-3
VA-1b 5'-CCT ACA GAA CGC GTACAG TCT GTG CTG ACG CAG CCG-3’
VA-2 5-CCT ACA GAA CGC GTACAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT-3’
VA-3a 5’-CCT ACA GAA CGC GTA TCC TAT GAG CTG ACA CAG CCA-3
VA-3b 5'-CCT ACA GAA CGC GTATCC TCT GAG CTG ACA CAG GAC-3
VA-3c 5-CCT ACA GAA CGC GTATCC TAT GTG CTG ACA CAG CCA-3
VA-3d 5’-CCT ACA GAA CGC GTA TCC TAT GAG CTG ACA CAG CTA-3
VA-3e 5’-CCT ACA GAA CGC GTA TCC TAT GAG CTG ATG CAG CCA-3
VA-4a 5-CCT ACA GAA CGC GTACTG CCT GTG CTG ACT CAG CCC-3’
VA-4b 5’-CCT ACA GAA CGC GTA CAG CCT GTG CTG ACT CAATCA-3
VA-4c 5-CCT ACA GAA CGC GTACAG CTT GTG CTG ACT CAATCG-3'
VA-5a 5-CCT ACA GAA CGC GTA CAG CCT GTG CTG ACT CAG CCA-3
VA-5b 5'-CCT ACA GAA CGC GTA CAG GCT GTG CTG ACT CAG CCG-3’
VA-6 5-CCT ACA GAA CGC GTAAAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC-3’
VA-7a 5'-CCT ACA GAA CGC GTA CAG ACT GTG GTG ACT CAG GAG-3’
VA-7b 5'-CCT ACA GAA CGC GTA CAG GCT GTG GTG ACT CAG GAG-3
VA-8 5’-CCT ACA GAA CGC GTA CAG ACT GTG GTG ACC CAG GAG-3
VA-9 5’-CCT ACA GAA CGC GTA CAG CCT GTG CTG ACT CAG CCA-3
VA-10 5-CCT ACA GAA CGC GTA CAG GCA GGG CTG ACT CAG CCA-3

3.1.8.3 Primer zur Sequenzierung humaner Immunglobulin-Gene in pSEX81 und
pOPE101

DP-1 5-ATT AAA GAG GAG AAATTA ACC A-3

NSEX 5-AAA GCT TGA AGA AGG TGA A-3

NSEX-a S-TTCACCTTCTTC AAG CTT T-3

pSEX B 5-GGT CGA CGT TAA CCG ACA AAC AAC AGA TAA-3
1204+3 5-GTATCACGA GGC CCT TTC-3

SEQII 5-CGT CTT TCC AGA CGT TAG TAA ATG-3

3.1.9 Synthetische Peptide und Glykopeptide

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Peptide und Glykopeptide wurden von Dr.
Nastainczyk (Universitat Homburg) bezogen.

438 NH,-APDTRPAPGSTAPPAC-COOH
438-galn NH,-APDT(GaINAC)RPAPGSTAPPAC-COOH
454 NH,-APDTRPAPGSTAPPAC-COOH
454* NH,-APDT(GaINAC)RPAPGSTAPPAC-COOH
460 NH,-APDT(GaINAC)RPAPGSTAPPAC-COOH
506 NH,-PDT(GaINAC)RPAPGC-COOH
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583 NH,-RLEKEKHEKGAQKTDC-COOH

r-mM24 NH,-RTDPASTVGHAPPATSGPAPRTDP-COOH

Alle (Glyko-) Peptide, mit Ausnahme des Glykopeptids 454* lagen mit HSA oder BSA
konjugiert vor.

Membranstreifen mit 15mer-(Glyko-) Peptiden der VNTR-Region von MUC1 mit einem
Versatz von einer Aminosaure

3.1.10 Eichstandards

Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Prestained SDS-PAGE Standard, Low Range Bio-Rad, Munchen
Kaleidoscope Prestained Standard Bio-Rad, Miinchen

3.1.11 Enzyme

Expand™ High Fidelity PCR System Roche, Mannheim

ProofStart DNA Polymerase Qiagen, Hilden

Alkalische Phosphatase (Calf Intestinal Mucosa) Amersham Pharmacia, Freiburg
T4 DNA Ligase Invitrogen, Karlsruhe
Restriktionsendonuklease BstNI New England Biolabs, Frankfurt
Restriktionsendonuklease Hindlll New England Biolabs, Frankfurt
Restriktionsendonuklease Miul New England Biolabs, Frankfurt
Restriktionsendonuklease Ncol New England Biolabs, Frankfurt
Restriktionsendonuklease Notl New England Biolabs, Frankfurt

Alle Enzyme wurden mit den vom Hersteller gelieferten Puffern und Zusétzen verwendet.

3.1.12 Kit-Systeme

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
Oligotex mRNA Mini Kit for Purification of poly A" RNA  Qiagen, Hilden
from total RNA

SuperScript™ First-Strand Synthesis System for Invitrogen, Karlsruhe
RT-PCR

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
Silver Stain Plus Bio-Rad, Mlinchen
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, Munchen
DC Protein Assay Bio-Rad, Miinchen

Alle Kits wurden nach Anleitung des Herstellers verwendet.
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3.1.13 Antikorper

Monoklonaler Maus-anti-plllI-Antikorper (IgG)

Monoklonaler Maus-anti-pVIII-Antikérper B62-FE2 (IgG)

Monoklonaler Maus-anti-(His)s-Antikorper (IgG)
Monoklonaler HRP-konjugierter Maus-(His)s-
Antikdrper (IgG)

Monoklonaler Maus-anti-MUC1-Antikérper BM7 (IgG)

HRP-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG

3.1.14 Sonstiges

BM blue, POD-Substrat, 16slich
Chelating Sepharose™ Fast Flow
Coomassie solution Brilliant Blue R-250 (1x)

Destain solution Coomassie Brilliant Blue R-250 (1x)

DNA Probenpuffer (6x)
dNTP-Mix

Ficoll-lsopaque

Laemmli Probenpuffer (2x)
NovaRED Substrat Kit
RNAlater

3.1.15 Chemikalien

MoBiTec, Géttingen
Progen, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg
Dianova, Hamburg

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia, Freiburg
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham Pharmacia, Freiburg
Bio-Rad, Mlinchen

Vector, Burlingame, USA
Qiagen, Hilden

Alle Chemikalien wurden in p.A. Qualitéat von folgenden Firmen bezogen:
Biozym (Hessisch Oldendorf), Calbiochem (Schwalbach), Fluka (Steinheim), Linaris
(Wertheim-Bettingen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma

(Steinheim).

3.1.16 Verbrauchsmaterialien

Deep-well Mikrotiterplatten
Dialysemembranen

Einmalkivetten

Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, steril)
Elektroporationskivetten (1 mm, 2 mm, steril)
Filter-Papier

Immunotubes, 5 ml

Leukosept-Rdhrchen

Mikrotiterplatten Maxisorp, 96-well
Multidish-Platten, 24-well

Nitrocellulose-Filter

Beckman Coulter, Mannheim
Medicell, London, Grof3brittanien
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, NiUmbrecht
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Nunc, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen
Nunc, Karlsruhe

Nunc, Karlsruhe

Bio-Rad, Mlinchen
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Nitrocellulose-Membran Protean BA85
Petrischalen

Pipettenspitzen, bis 1000 pl (Safeseal tips, steril)
Pipettenspitzen, 1-200 pl (Safeseal tips, steril)
Pipettenspitzen, 1-20 pl (Safeseal tips, steril)
Pipettenspitzen, 0,1-10 pl (Safeseal tips, steril)
QlAshredder

Reaktionsgefal3e (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, steril)
Spritzen-Filter, steril (0,22 pm)

Steril-Filter Steritop (0,22 um, 500 ml)

Tris-HCI Ready Gele (7,5 %, 10 %, 12 %)
Zentrifugen-Rohrchen (10 ml, 50 ml, 150 ml, steril)

3.1.17 Laborausstattung

8-Kanal Pipette

Brutschrank Heraeus B12
Dokumentationssystem Gene Genius

Elektroporator Gene Pulser Il
ELISA-reader Titertek Multiskan Plus

Gelelektrophorese-Apparaturen sowie Zubehor

Heizrihrer IKA MAG RET-G
Kuhlschranke

Mikroskop TM2

Mikrowelle R-2r14

Netzgerat 1000/500

Netzgerat Powerpack P24
pH-Meter CG 820

Photometer Ultrospec llI
Pipettierhilfe R.301
Pipettierhilfen Pipetman P-2, P-20, P-200, P-1000
Schittelplattform ELMI S3.01
Schuttler

Thermocycler PTC-200 Peltier
Thermomixer compact
Tischzentrifuge Biofuge 13
Vortex REAX 2000

Waage MDBA 200
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q UF Plus
Wasserbad D8

Zentrifuge Minifuge RF
Zentrifuge Megafuge 1.0

Schleicher und Schuell, Dassel
Nunc, Karlsruhe

Biozym, Hessisch Oldendorf
Biozym, Hessisch Oldendorf
Biozym, Hessisch Oldendorf
Biozym, Hessisch Oldendorf
Qiagen, Hilden

Biozym, Hessisch Oldendorf
Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn
Bio-Rad, Minchen

Nunc, Karlsruhe

Finnpipette Labsystems, Vantaa,
Finnland

Heraeus, Hanau

Syngene, Cambridge, Grol3-
brittanien

Bio-Rad, Mlinchen

Finnpipette Labsystems, Vantaa,
Finnland

Biometra, Goéttingen

Bio-Rad, Mlinchen

IKA Labortechnik, Staufen
Liebherr, Ochsenhausen

Nikon, Disseldorf

Sharp, Haar

Bio-Rad, Minchen

Biometra, Gottingen

Schott, Hofheim

Amersham Pharmacia, Freiburg
Tecnomara, Walliselle, Schweiz
Gilson, Middleton, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Biometra, Gottingen

MJ Research, Watertown, USA
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Heidolph, Schwabach
Sartorius, Gottingen

Millipore, Eschborn

Haake, Karlsruhe

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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3.1.18 Puffer, LOsungen und Medien

2xYT-Medium

Elutionspuffer (IMAC)

Erythrozyten-Lysepuffer

Laufpuffer (SDS-PAGE)

LB-Agar

LB-Medium

MPBS

PBS

PBS, 0,5 % BSA

PBST

PEG/NacCl

phage dilution buffer

Schockldsung

16 g/l Bacto-Trypton

10 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l NaCl

in entsprechendem Volumen H,O I6sen und autoklavieren.

PBS, pH 7,5
100 mM EDTA

155 mM NH,CI
10 mM KHCO4
0,1 mM EDTA
pH 7,3

25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
pH 8,3

10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l NaCl

15 g/l Agar

in entsprechendem Volumen H,O I6sen und autoklavieren.

10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l NaCl

in entsprechendem Volumen H,O lésen und autoklavieren.

2 % (w/v) Milchpulver in PBS

137 mM NaCl
3 mM KCl

8 mM Na,HPO,
1 mM KH,PO,
pH 7,3

0,5 % (w/v) BSA in PBS

0,05 % (v/v) Tween 20 in PBS

200 g/l PEG 6000

146,1 g/l NaCl

in entprechendem Volumen H,O |dsen aund autokloavieren.
10 mM Tris/HCI, pH 7,5

20 mM NacCl

2 mM EDTA

50 mM Tris/HCI (pH 8,0)

20 % (w/v) Saccharose
1 mM EDTA (pH 8,0)
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SOB-Agar 20 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefe-Extrakt
15 g/l Agar
0,58 g/l NaCl
0,19 g/l KCI
in entsprechendem Volumen H,O lésen und autoklavieren.
Nach dem Autoklavieren 10 mM MgCl, und 10 mM MgSQO;,
zusetzen.

SSP (IMAC) PBS, pH 7,5
10 mM Imidazol
1 M NacCl

SWP (IMAC) PBS, pH 7,5
50 mM Imidazol
1 M NacCl

TAE (1x) 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

Transferpuffer 25 mM Tris
(Immunoblot) 192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
pH 8,3

3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung peripherer Lymphozyten aus Patientinnenblut

Alle Schritte zur Isolierung peripherer Lymphozyten aus Patientinnenblut wurden bei RT
durchgefuhrt. 50 ml Leukosept-Rohrchen wurden mit 15 ml Ficoll-Isopaque gefullt und fr
1 min bei 1000 rpm zentrifugiert. 25-30 ml Patientinnenblut wurden auf die Filterscheibe
gegossen und fur 15 min bei 1000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Plasma
abpipettiert und verworfen. Die Lymphozyten, die sich in der Bande Uber der Trennscheibe
befanden (Interphase), wurden abgesaugt und mit 40 ml PBS, 0,5 % BSA gemischt und fir
10 min bei 800 rpm zentrifugiert. Um die Erythrozyten zu lysieren, wurde das Zellpellet in
5 ml Lysepuffer aufgenommen, vorsichtig resuspendiert und fir 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension mit PBS, 0,5 % BSA auf ein Gesamtvolumen von
50 ml gebracht und fir 10 min bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert
und verworfen. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. Das resultierende Zellpellet,
das die peripheren Lymphozyten enthielt, wurde in 1-1,5 ml RNAlater aufgenommen und bei

-80 ° C gelagert.
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3.2.2 mRNA-Isolierung aus peripheren Lympho zyten

Die Isolierung von mRNA aus peripheren Lymphozyten wurde in zwei Schritten durchgefihrt.
Zunachst wurde aus den peripheren Lymphozyten einer Patientin unter Verwendung des
RNeasy Mini Kits die gesamte RNA prapariert. Dabei wurden die Zellen mittels QlAshredder
homogenisiert. In einem zweiten Schritt wurde mit Hilfe des Oligotex mRNA Mini Kits aus der
gesamten RNA die mRNA isoliert. Die Isolierung von mRNA aus peripheren Lymphozyten
erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.2.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription wurde mit der SuperScript™ Il Reverse Trankriptase (RT)
(Invitrogen, Karlsruhe) durchgefihrt. 32 pl mRNA aus Lymphozyten einer Patientin wurden
mit 2 pug Oligo(dT)2-15-Primer und 4 pl 10 mM dNTP gemischt und fir 5 min bei 65 ° C und
anschliel3end fir 2 min auf Eis inkubiert. Zu diesem Gemisch aus mRNA und Primer wurde
eine Mischung aus 8 pl 10x RT-Puffer, 16 pul 25 mM MgCl,, 8 yul 0,1 M DTT und 4 pl
RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor hinzugefiigt und fur 5 min bei 42 ° C inkubiert.
Nach Zugabe von 4 pl (200 U) SuperScript™ Il RT erfolgte die cDNA-Synthese fiir 50 min
bei 42 ° C. Die Reaktion wurde durch eine Inkubation fir 15 min bei 70 ° C gesbppt. Durch
Zugabe von 4 ul E. coli RNase H (8 U) und nachfolgender Inkubation fiir 20 min bei 37 °C
wurde die restliche mRNA aus der Lésung entfernt. Die so synthetisierte cDNA ist
einzelstrangig und kann bei -20 ° C aufbewahrt werden.

3.2.4 PCR zur Amplifikation von hu manen Antikérpergenen

Fur die enzymatische Amplifikation von Gensegmenten mittels PCR (polymerase chain
reaction) wurden zwei Oligonukleotid-Primer verwendet, die gegenlaufig mit komplementéaren
DNA-Strangen hybridisierten und den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierten. Die PCR
bestand aus der zyklischen Wiederholung von drei Reaktionsschritten: Hitzedenaturierung
der zu amplifizierenden DNA, Hybridisierung der zwei Oligonukleotid-Primer an die template-
DNA und Synthese des komplementaren Stranges durch die verwendete DNA-Polymerase.

Ein Reaktionsansatz hatte ein Gesamtvolumen von 50 pl und bestand aus 5 pl 10x Expand™
High Fidelity PCR-Puffer mit 15 mM MgCl,, 2 ul 10 mM dNTP-Mix, 25 pmol forward Primer,
25 pmol reverse Primer, 2-10 ul template-DNA, 0,7 ul Expand High Fidelity-Polymerase
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(2,45 U) und H,O. Dieser PCR-Ansatz wurde zunéchst fir 5 min auf 95 °C erhitzt und
anschliel3end zyklisch 30 mal 45 sec bei 95 ° C, 45 sec bei 5557 ° C und 90 sec bei 72 °C

inkubiert. AbschlieRend wurde das Reaktionsgemisch fiir 10 min bei 72° C inkubiert.

3.2.5 Agarose-Gelelektropho rese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Agarose-Gelelektrophoresen wurden in 1x TAE-Puffer durchgefiihrt. Der Nachweis von DNA

erfolgte mit Ethidiumbromid (Sambrook et al., 1989).

3.2.6 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel

Extraction Kits nach Angaben des Herstellers. Zur Elution der gereinigten DNA-Fragmente

wurde H,O verwendet.

3.2.7 Isolierung von Plasmid-DNA

Fir die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden das QIAprep Spin Miniprep Kit

und das HiSpeed Plasmid Midi Kit gemal den Angaben des Herstellers verwendet. Die

Elution der isolierten DNA erfolgte mit H,O.

3.2.8 Bestimmung von Nukleinséure-Konzentrationen

Die Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration einer verdiinnten Losung erfolgte durch die

Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm in einem Spektralphotometer.

Dabei wurde die genaue Konzentration nach folgenden Formeln ermittelt:

MRNA: Konzentration [jug/ml] = OD,g X Verdiinnungsfaktor x 40 [ug/ml]
ssDNA: Konzentration [jug/ml] = OD,g X Verdiinnungsfaktor x 30 [ug/ml]
dsDNA: Konzentration [ug/ml] = OD,g X Verdinnungsfaktor x 50 [pg/ml]
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3.2.9 Prazipitation von DNA

Nukleinsduren haben die Eigenschaft, in geeigneten Lésungsmitteln mit hohen Kationen-

Konzentrationen auszufallen.

3.2.9.1 Prazipitation mit Butanol

Diese Prazipitationstechnik fand hauptsachlich bei Ligationsansétzen Anwendung. Nach der
Ligation von DNA-Fragmenten wurde die DNA durch Zugabe von 10 Volumen Butanol
gefallt. AnschlieRend wurde fir 30 min bei RT mit 13000 rpm zentrifugiert. Das Prazipitat
wurde nach dem Trocknen in H,O aufgenommen und vollstandig fir eine Transformation von

elektrokompetenten Bakterien verwendet.

3.2.9.2 Prazipitation mit Ethanol

Der DNA-L6ésung wurden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,6) und 2,5 Volumen
Ethanol zugegeben. Die Féllung erfolgte fiir 60 min bei 4 ° C. Anschliel3end wurde die Lésung
fir 30 min bei 4 °C mit 13000 rpm zentrifugiert. Das Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol

gewaschen und nach dem Trocknen in H,O aufgenommen.

3.2.9.3 Prazipitation mit Isopropanol

Die DNA-LOsung wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt und fir 30 min bei RT mit
13000 rpm zentrifugiert. Das Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und nach
dem Trocknen in H,O aufgenommen.

3.2.10 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonu kleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden mit den gelieferten Puffern und
Zusatzen nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Ein analytischer Reaktionsansatz hatte

in der Regel ein Gesamtvolumen von 10 pl und bestand aus 0,5-1 ug DNA, 1x NEB-Puffer,

gegebenenfalls 100 pug/ml BSA und 5-10 U eines Restriktionsenzyms. Dieser Ansatz wurde
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fur 2-3 h bei einer fur das Enzym optimalen Temperatur inkubiert und anschlieRend mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. FUr praparative Reaktionsansatze wurden

entsprechend héhere Volumina eingesetzt.

3.2.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten mit Alkalischer Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase diente zur Entfernung von 5-Phosphatresten von DNA-
Fragmenten, um eine Religation von mit Restriktionsendonukleasen geschnittener DNA zu
verhindern. Die zu dieser Dephosphorylierung verwendete Alkalische Phosphatase wurde
mit dem gelieferten Puffer nach Angaben des Herstellers verwendet. Ein Reaktionsansatz
hatte ein Gesamtvolumen von 50 pl und bestand aus der zu dephosphorylierenden Vektor-
DNA, 1x Reaktions-Puffer und 0,1 U Alkalische Phosphatase pro 1 pug Vektor-DNA. Dieser
Ansatz wurde fir 30 min bei 37 ° C inkubiert und anschlieRend auf 85 ° C erhitzt, um das

Enzym zu inaktivieren.

3.2.12 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die kovalente Verknlpfung freier 3’-Hydroxyenden mit
5’-Phosphatenden von DNA. Ein Ligations-Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl und
bestand aus 20-50 ng geschnittener Vektor-DNA, 2-5 mol geschnittener Insert-DNA pro mol
Vektor-DNA, 1x Ligase-Puffer und 1 U T4 DNA Ligase. Dieser Ansatz wurde fur 16-20 h bei
16 ° C inkubiert. Die DNA wurde anschlieBend mit Butanol gefallt, in HO aufgenommen und

vollstandig fur die Transformation elektrokompetenter Bakterien eingesetzt.

3.2.13 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Die Elektroporation diente der Transformation von Bakterien mit DNA. Dazu wurde die mit
Butanol prazipitierte und in eiskaltem H,O aufgenommene DNA eines Ligations-Ansatzes mit
auf Eis aufgetauten elektrokompetenten Zellen des Stamms XL1-Blue versetzt.
AnschlieRend wurde diese DNA-Bakterien-Suspension mit einem Gesamtvolumen von 50 pl
in eine auf Eis vorgekihlte 1 mm Elektroporationskivette gegeben und mit einem
Elektroporator einem Elektroschock (1,8 kV, 200 Q, 25 uF) ausgesetzt. Die transformierten

Bakterien wurden in 1 ml auf 37 ° C vorgewarmtes SOGMedium aufgenommen, fur 45 min
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bei 37 ° C mit 230 rpm geschuittelt, auf geeigneten Selektionsplatten ausgestrichen und 0.N.
bei 37 ° C inkubiert.

Bei der Herstellung von Antikdrpergenbibliotheken wurden fir jeden in pSEX81 zu
klonierenden  Antikérper-DNA-Pool mehrere  Ligations-Ansdtze gemacht, welche
entsprechend in mehreren einzelnen Ansatzen in Zellen des Stamms XL1-Blue mittels

Elektroporation transformiert wurden.

3.2.14 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Seglab (Gottingen) durchgefiihrt. Hierzu
wurden fir einen Sequenzierungs-Ansatz in einem Gesamtvolumen von 7 pl 600 ng
template-DNA in H,O und 20 pmol eines Sequenzierungs-Primers gemischt und in einem 0,2

ml Reaktionsgefal’ per Post verschickt.

3.2.15 Produktion von M13KO7-Helferphagen

Die Produktion von M13KO7-Helferphagen wurde mit E. coli XL1-Blue durchgefuhrt. Die
Bakterien wurden in 2xYT-Medium mit 10 pg/ml Tetracyclin bei 37 °C und 230 rpm bis zu
einer ODggo Von 0,1 kultiviert. Es erfolgte die Zugabe von M13KO7-Helferphagen (MOI = 20)
und eine Inkubation von 15 min bei 37 °C ohne Schuitteln. AnschlieRend wurden die
Bakterien fur 45 min bei 37 ° C und 230 rpm geschdittelt und fur 15 min bei RT mit 3000 rpm
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet wurde in dem gleichen
Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) 2xYT-Medium mit
50 pg/ml Kanamycin aufgenommen. Die Phagenproduktion erfolgte fir 12-16 h bei 37 °C
und 230 rpm. AnschlieBend wurden die Bakterien fir 15 min bei 4 °C und 3000 rpm
pelletiert. Die im Kulturiiberstand enthaltenen Phagenpartikel wurden mit 1/5 Volumen
(bezogen auf das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) PEG/NaCl fur 12-16 h auf Eis
gefallt und fir 1 h bei 4 ° C und 60 rpm pelletiert. Nach dem vollstdndigen Abnehmen des
Uberstands wurde das Phagenpellet in 1/100 Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen
der Bakterienkultur) eiskaltem phage dilution buffer resuspendiert und fiir 10 min bei 4 °C
und 13000 rpm zentrifugiert, um Bakterienreste zu entfernen. Der Phagentberstand wurde in
frische Réhrchen gegeben und konnte bei 4 ° C (fir mehrere Monate) oder—80 ° C (fur Jahre)
gelagert werden. Aus 1000 ml Bakterienkultur wurden ca. 5 x 10" Phagenpartikel

gewonnen.
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3.2.16 Produktion von Hyperphagen

Fur die Produktion von Hyperphagen wurde der Bakterienstamm E. coli DH5a/plll
[M13KO7AplIl] (Rondot et al., 2001) verwendet. Die Bakterien wurden in 2xYT-Medium mit
100 mM Glukose und 100 pg/ml Kanamycin bei 37 °C und 230 rpm bis zu @ner ODggo VON
0,01 Kkultiviert. Nach der Induktion durch IPTG (0,5 mM Endkonzentration) wurden die
Phagen fiir 24 h bei 30 ° C und 200 rpm produziert. AnschlieBend wurden die Bakterien flr
15 min bei 4 ° C und 3000 rpm pelletiert. Die im Kulturiberstand enthdtenen Phagenpartikel
wurden mit 1/5 Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) PEG/NaCl
fir 24 h auf Eis gefallt und fur 1 h bei 4 °C und 6000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde
vollstandig entfernt und die Phagenpellets wurden in 1/100 Volumen (bezogen auf das
Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) eiskaltem phage dilution buffer resuspendiert. Um
Bakterienreste zu entfernen, wurde die Phagensuspension fir 10 min bei 4 °C und
13000 rpm zentrifugiert. Der Phagenuiberstand wurde in frische Réhrchen gegeben und
konnte bei 4 ° C fir mehrere Monate gelagert werden. Aus 1000 ml Bakterienkultur wurden
ca. 10" Phagenpartikel gewonnen.

3.2.17 Phagendisplay

Ausgangsmaterial waren humane single chain Fv-Antikbrpergenbibliotheken in dem
Phagemid pSEX81.

3.2.17.1 Verpackung von single chain Fv-Antikérpergenbibliotheken in Phagen

Die mit einer pSEX81-Antikdrpergenbibliothek transformierten Bakterien wurden zu 2xYT-
Medium mit 100 mM Glukose und 100 pg/ml Ampicillin bis zu einer ODgy von 0,025
gegeben. Die Bakterien wurden bei 37 ° C und 230 rpm bis zu einer ODyoo Von 0,1 kultiviert.
Es erfolgte die Zugabe von M13KO7-Helferphagen oder Hyperphagen (MOI = 20) und eine
Inkubation von 15 min bei 37 °C ohne SchiitteIn. Anschlie3end wurden die Bakteren fir
45 min bei 37 ° C und 230 rpm geschdittelt und fir 15 min bei RT mit 3000 rpm pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet wurde in dem gleichen Volumen
(bezogen auf das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) 2xYT-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin aufgenommen. Die Produktion von rekombinanten
Phagenantikdrpern erfolgte fur 5-8 h bei 37 °C und 230 rpm oder U.N. bei 30 °C und
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230 rpm. AnschlieRend wurden die Bakterien fir 15 min bei 4 ° C und 3000 rpm pdletiert. Die
im Kulturiberstand enthaltenen rekombinanten Phagenantikdrper wurden mit 1/5 Volumen
(bezogen auf das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) PEG/NaCI fur mindestens 1 h auf
Eis gefallt und fur 1 h bei 4 °C und 6000 rpm pelletiert. Nach dem volktandigen Abnehmen
des Uberstands wurde das Pellet in 1/100 Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen der
Bakterienkultur) eiskaltem phage dilution buffer resuspendiert und fur 10 min bei 4 °C und
13000 rpm zentrifugiert, um Bakterienreste zu entfernen. Der Phageniberstand wurde in
frische Réhrchen gegeben und konnte bei 4 °C gelagert werden. Die so hergestellten
rekombinanten Phagenantikdrper wurden nach einer Titerbestimmung fur ein Panning

eingesetzt.

3.2.17.2 Panning

An die Oberflache eines immunotubes wurde 0.N. bei RT 10-100 pg Antigen in PBS
gebunden. Ein weiteres immunotube wurde U.N. bei RT nur mit PBS inkubiert. Die
immunotubes wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlieRend wurden unspezifische
Bindungsstellen mit MPBS fur 3 h bei RT abgesattigt. Die immunotubes wurden dreimal mit
PBS gewaschen, wahrend 10*°-10* rekombinante Phagenantikérper in MPBS fiir 15 min bei
RT inkubiert wurden. Die in MPBS verdinnten und prainkubierten Phagenantikérper wurden
in die immuntubes (10'°-10" rekombinante Phagenantikérperpartikel pro immunotube)
gegeben und die Bindung der Phagenantikérper an das Antigen erfolgte fir 2 h bei RT.
AnschlieBend wurde jedes immunotube 20 mal mit PBST und 20 mal mit PBS gewaschen
um nicht gebundene Phagenantiktrper zu entfernen. AbschlieRend wurden die gebundenen
Phagenantikorper eluiert. Die mit M13KO7-Helferphagen verpackten Phagenantikorper
wurden fir 5 min mit 100 mM Triethylamin inkubiert und die Phagen-L6sung wurde mit 1 M
Tris-HCI, pH 7,5 neutralisiert. Die mit Hyperphagen verpackten Phagenantikorper wurden fir
15 min mit 1 pg/ml Trypsin in PBS inkubiert. Die so eluierten rekombinanten Phagen-
antikbrper wurden fir eine Reinfektion von exponentiell wachsenden E. coli XL1-Blue

genutzt.

3.2.17.3 Reinfektion

Mit den eluierten rekombinanten Phagenantikdrpern eines Pannings wurden 20 mi
exponentiell wachsende E. coli XL1-Blue Bakterien (ODgypo = 0,4) in 2xYT-Medium mit
100 mM Glukose infiziert. Die Phagen wurden vorsichtig zu den Bakterien gegeben und fur
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15 min bei 37 °C ome Schitteln inkubiert. Anschlieend wurde die Bakterienkultur fur
45 min bei 37 °C und 230 rpm geschittelt. Da keine M13KO7Helferphagen oder Hyper-
phagen vorhanden sind, werden keine Phagenpartikel gebildet. Die Bakterien nehmen
lediglich die im Panning selektierten Phagemide auf. Um die Zahl eluierter Phagenantikorper
zu bestimmen, wurde dieser 20 ml-Bakterienkultur ein Aliquot entnommen. Ausgehend von
diesem Aliquot wurde eine Verdiinnungsreihe in 2xYT-Medium mit 100 mM Glukose und
100 pg/ml Ampicillin hergestellt, auf SOB-Agar-Platten mit 100 mM Glukose und 100 pg/mi
Ampicillin plattiert (Titer-Platten) und G.N. bei 37 ° C inkubiert. Der Rest der Bakterienkultur
wurde fir 10 min bei RT und 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
pelletierten Bakterien wurden in SOB-Medium mit 100 mM Glukose und 100 pg/ml Ampicillin
aufgenommen, auf mehrere SOB-Agar-Platten mit 100 mM Glukose und 100 pg/ml Ampicillin
verteilt und U.N. bei 37 °C inkubiert. Nach der Auswertung der Titerplatten wuden die
Bakterien in 2xYT-Medium mit 100 mM Glukose und 100 pg/ml Ampicillin aufgenommen um
erneut rekombinante Phagenantikorper fir eine weiteres Panning zu produzieren. Alternativ

konnten auch einzelne Bakterienklone untersucht werden.

3.2.18 Titration von Phagen

Von jeder Phagenpraparation wurde die Anzahl infektioser Phagenpartikel (cfu, colony
forming units) bestimmt (Koch et al., 2000). Hierzu wurde von einer Phagenpraparation eine
Verdinnungsreihe in phage dilution buffer hergestellt. Mit 10 yl Phagensuspension einer
Verdinnungsstufe wurden 500 pl exponentiell wachsende E. coli XL1-Blue Bakterien
(ODgoo = 0,4) in 2xYT-Medium mit 10 pg/ml Tetracyclin infiziert und fir 45 min bei 37 ° C ohne
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurden zweimal 5 pl Bakteriensuspension jeder
Verdunnungsstufe auf eine mit einer Nitrocellulose-Membran BA85 belegten SOB-Agar-
Platte pipettiert und U.N. bei 37 °C inkubiert. Fir die Titerbestimmung von M13KOT-
Helferphagen- und Hyperphagen-Praparationen wurden SOB-Agar-Platten mit 100 mM
Glukose und 100 pg/ml Kanamycin verwendet, wéahrend fir die Titerbestimmung von
rekombinanten Phagenantikdrper-Praparationen SOB-Agar-Platten mit 200 mM Glukose und
100 pg/ml Ampicillin eingesetzt wurden. Durch Auszahlen der Bakterienkolonien konnte so

die Anzahl infektioser Phagenpartikel einer Phagenpréparation bestimmt werden.
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3.2.19 Expression von rekombinanten single chain Fv-Antikdrperfragmenten

Fur die Expression rekombinanter single chain Fv-Antikdrperfragmente (scFv-Fragmente)
wurden Derivate des Expressionsvektors pOPE101 verwendet. Die mit einem pOPE101-
Vektor-Derivat transformierten E. coli XL1-Blue Bakterien wurden in LB-Medium mit 100 mM
Glukose und 100 pg/ml Ampicillin G.N. bei 37 °C und 230 rpm kultiviert. Diese Ubernacht
kultur wurde am nachsten Tag im Volumenverhéltnis 1:20 in LB-Medium mit 100 mM
Glukose und 100 pg/ml Ampicillin verdinnt und bei 37 °C und 230 rpm bis zu einer ODy
von 0,5 inkubiert. AnschlieRend wurde der Promotor des pOPE101-Vektor-Derivats durch
Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 50 puM induziert. Nach der Induktion
erfolgte die Expression der scFv-Fragmente fur 2,5-3 h bei 25 ° C und 260 rpm. Die Bakterien
wurden flr 10 min bei 4 ° C und 3000 rpm pelletiert und fir die Praparation periplasmatischer

Extrakte eingesetzt.

3.2.20 Praparation von periplasmatischen Extrakten

Fur die Praparation periplasmatischer Extrakte aus E. coli-Zellen wurden alle bendtigten
Losungen auf 4 °C gekuhlt, die Praparation selbst wurde auf Eis durchgeflihrt. Zunachst
wurden die pelletierten Bakterien in 1/10 Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen der
Bakterienkultur) Schocklésung resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert, wobei
gelegentlich gevortext wurde. Anschlielend wurde fur 45 min bei 4 °C und 5000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand war die periplasmic preparation (PPP). Das Pellet wurde in
1/10 Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen der Bakterienkultur) 5 mM MgSO,
resuspendiert, fir 20 min unter gelegentlichem Vortexen auf Eis inkubiert und fiir 45 min bei
4 °C und 5000 rpm zentrifugiert. Der so gewonnene Uberstand ist die osmotic shock

preparation (OSP). PPP und OSP wurden vereinigt und 0.N. bei 4 ° C gegen PBS dialysiert.

3.2.21 Reinigung von rekombinanten single chain Fv-Antikdrperfragmenten durch
IMAC

Die exprimierten scFv-Fragmente besitzen am C-Terminus der variablen Doméane der
leichten Kette sechs Histidinreste ((His)s-tag), die mit Ni**-lonen Komplexe bilden. Diese
Tatsache lasst sich bei der Reinigung von Proteinen, die Uber (His)s-tags verfugen, nutzen.

Bei einer immobilisierten Metallionen-Affinitdtschromatographie (immobilized metal ion
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affinity chromatography, IMAC) werden an ein Gelmaterial, z.B. Chelating Sepharose Fast
Flow, Ni**-lonen immobilisiert. An diese Ni**-lonen binden die Oligonhistidinreste des zu
reinigenden rekombinanten Proteins mit hoher Affinitdt. Die Wechselwirkung der
Histidinreste mit den Metallionen kann durch einen UberschuR an Imidazol kompetitiv gelost
werden. Alternativ kann auch EDTA, das ebenfalls mit Ni**-lonen Komplexe bildet und so mit
Oligonhistidinresten um die Bindung konkurriert, flr eine Elution verwendet werden.

Die Reinigung rekombinanter scFv-Fragmente Uber IMAC erfolgte bei 4 °C. Alle dazu
benttigten Losungen mussten entsprechend gekuhlt sein. Fur 1000 ml einer mit IPTG
induzierter Bakterienkultur wurden 4 ml Sepharose bendtigt. Das Sepharose-Gel wurde
zunéchst mit 0,5 Gel-Volumen 0,1 M NiSO,4-Ldsung geladen. Nach dem Waschen des Gels
mit dreimal 5 Gel-Volumen H,O, wurde dieses mit einem Gel-Volumen SSP aquilibriert. Das
gegen PBS dialysierte periplasmatische Extrakt wurde auf die dieselben Pufferbedingungen
(10 mM Imidazol, 1 M NaCl) eingestellt und zu der Ni**-Sepharose gegeben. Die Bindung
der in dem periplasmatischen Extrakt enthaltenen rekombinanten scFv-Fragmente an das
Ni**-Sepharosegel erfolgte fiir 30-90 min bei 4 ° C oder RT. AnschlieBend wurde das Gel mit
5 Gel-Volumen SSP, zweimal 5 Gel-Volumen SWP und 5 Gel-Volumen PBS gewaschen. Die
Elution erfolgte mit dreimal 2 Gel-Volumen Elutionspuffer. Die wahrend der Reinigung
gesammelten Fraktionen konnten durch SDS-PAGE und Immunoblot analysiert werden. Die
Fraktionen, die das zu reinigende rekombinante scFv-Fragment enthielten, wurden vereinigt

und U.N. bei 4 ° C gegen PBS dialysiert.

3.2.22 Prazipitation von Proteinen

Die zu prazipitierende Proteinlésung wurde mit 1/4 Volumen 100 % (w/v) Trichloressigsaure
versetzt und fir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung fir 10 min bei 4 °C
und 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Prazipitat wurde
zweimal mit 1/4 Volumen (bezogen auf das Ausgangsvolumen der Proteinlésung) Aceton
gewaschen. Das Prazipitat wurde nach dem Trocknen in 2x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und durch SDS-PAGE und Immunoblot analysiert.

3.2.23 Proteinmengenbestimmung

Die Bestimmung der Protein-Konzentration einer Losung erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad
Protein Assays (Bradford, 1976). Alternativ wurde der DC Protein Assay (Lowry et al., 1951)
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte gemaf den Angaben des Herstellers.
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3.2.24 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich Proteine, die
denaturiert wurden, ihrer Gro3e nach auftrennen (Laemmli, 1970). Fur die SDS-PAGE
wurden Tris-HCI| Ready-Gele mit Konzentrationen von 7,5 %, 10 % und 12 % Acrylamid
verwendet. AnschlieBend wurde das Gel mit Coomassie Brilliant Blue R250 oder Silver Stain

Plus gefarbt oder fiir einen Immunoblot verwendet.

3.2.25 Immunoblot

Durch einen Immunoblot (Towbin et al.,, 1979) lassen sich die in einer SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran transferieren. Dort kann ein
bestimmtes Protein aus einem Proteingemisch durch den Einsatz eines spezifisch bindenden
Antikérpers nachgewiesen werden.

Der Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-
Membran erfolgte fiir 1-2 h bei 1 mA/cm? Gel- bzw. Membranflache. Nach einem erfolgten
Transfer wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran U.N. bei 4 °C mit MPBS
abgesattigt. Die Membran wurde zweimal fir 10 min mit PBST und einmal fir 10 min mit
PBS gewaschen, bevor sie mit einem primaren Antikdrper oder Antikdrperfragment in einer
geeigneten Verdinnung in MPBS fir 1-2 h bei RT inkubiert wurde. AnschlieRend wurde die
Membran erneut zweimal fir 10 min mit PBST und einmal fir 10 min mit PBS gewaschen.
Das nachzuweisende Protein wurde mit einem geeigneten sekundéaren, HRP-konjugierten
Antikorper in einer geeigneten Verdunnung in MPBS fir 1 h bei RT identifiziert. Nach dem
Waschen der Membran flr dreimal 10 min mit PBST und einmal 10 min mit PBS wurde sie
mit dem NovaRed Kit nach Angaben des Herstellers entwickelt.

3.2.26 ELISA

Durch einen ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) kénnen geringe Mengen eines
bestimmten Antigens durch spezifisch bindende Antikdrper, Antikoérperfragmente oder
Phagenantikdrper nachgewiesen werden.

Es wurden 96-well Mikrotiterplatten 0.N. bei RT mit 100 pl/well Antigen in einer geeigneten
Konzentration in PBS inkubiert. AnschlieRend wurden unspezifische Bindungsstellen durch
Blocken mit MPBS (200 pl/well) fir 2 h bei RT abgeséttigt. Die Platten wurden dreimal mit
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PBST gewaschen und zum Nachweis der Spezifitat von Antikérpern, Antikdrperfragmenten

oder Phagenantikdrpern eingesetzt.

3.2.26.1 Nachweis der Spezifitdt von rekombinanten Phagenantikdrpern

Durch einen sogenannten Phagen-ELISA konnte tberpruft werden, an welche Antigene die
in einer Phagenpraparation bzw. einem Phageniberstand enthaltenen rekombinanten
Phagenantikérper binden. Dazu wurde zunéchst von einer Phagenpraparation bzw. einem
Phageniberstand eine Verdunnungsreihe in MPBS hergestellt. Zum Nachweis der Spezifitat
der rekombinanten Phagenantikérper wurden 100 pl/well der einzelnen Verdiinnungsstufen
fur 2 h bei RT mit einer mit Antigen beschichteten und geblockten Mikrotiterplatte inkubiert.
Die Platte wurde dreimal mit PBST gewaschen und anschlieBend fur 1,5 h bei RT mit dem
monoklonalen anti-pVIll Antikbrper B62-FE2 (100 ng/ml MPBS; 100 pul/well) inkubiert. Die
Maxisorp-Platte wurde erneut dreimal mit PBST gewaschen, bevor sie mit einem HRP-
konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikérper (100 ng/ml in MPBS; 100 pl/well) fir 1 h bei RT
inkubiert wurde. Die Platte wurde dreimal mit PBST gewaschen und die Detektion der
Bindung von rekombinanten Phagenantikdrpern an ein bestimmtes Antigen erfolgte mit
100 pl/well BM blue-Substrat fur 10 min bei RT. Die Farbreaktion wurde mit 100 pl/well 1 M
H,SO, abgestoppt und die Extinktion mit einem ELISA-reader bei einer Wellenlange von 450

nm gemessen.

3.2.26.2 Nachweis der Spezifitat von rekombinanten single chain Fv-

Antikdrperfragmenten

Zum Nachweis der Spezifitdt von rekombinanten scFv-Fragmenten wurde zunachst von
einer scFv-Antikdrper-Praparation (periplasmatisches Extrakt oder mittels IMAC gereinigtes
Antikorperfragment) eine Verdiunnungsreihe in MPBS hergestellt. 100 pl/well der einzelnen
Verdinnungsstufen wurden fur 2 h bei RT mit einer mit Antigen beschichteten und
geblockten Mikrotiterplatte inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit PBST gewaschen und
anschliel3end fur 1,5 h bei RT mit dem monoklonalen anti-(His)s-Antikorper (200 ng/ml in
MPBS; 100 pul/well) inkubiert. Die Mikrotiterplatte wurde dreimal mit PBST gewaschen. Es
erfolgte die Zugabe von 100 pl/well HRP-konjugiertem Ziege-anti-Maus IgG-Antikdrper
(100 ng/ml in MPBS) und eine Inkubation fiir 1 h bei RT. Die Platte wurde erneut dreimal mit

PBST gewaschen, bevor die Bindung von rekombinanten scFv-Fragmenten an ein
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bestimmtes Antigen durch Inkubation mit 100 pl/well BM blue-Substrat fir 10 min bei RT
detektiert wurde. Die Farbreaktion wurde mit 100 pl/well 1 M H,SO, abgestoppt und die

Extinktion mit einem ELISA-reader bei 450 nm gemessen.

3.2.27 FACS-Analyse

Das Standardverfahren der FACS (fluorescence activated cell sorter)-Analyse erlaubt es, mit
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gekoppelte Zellen von unmarkierten Zellen abzutrennen.
Die in dieser Arbeit durchgefiihrte FACS-Analyse diente dem Nachweis der Spezifitat eines
rekombinanten scFv-Fragments (durchgefiihrt von B. Bartik, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg). Dazu wurden Zellen (T47D-Zellen und Fibroblasten) in PBS, 1 % BSA
aufgenommen und mit dem zu analysierenden scFv-Fragment, verdinnt in PBS, gemischt.
Nach Inkubation fir 30 min bei RT wurden die Zellen mit PBS, 1 % BSA gewaschen und
anschlie3end fir 3 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer PBS, 1 % BSA-
Lésung resuspendiert, welche den monoklonalen anti-(His)s-Antikdrper (200 ng/ml) enthielt,
und fur 30 min bei RT inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit PBS, 1% BSA wurde fir
3 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlie3end in einer PBS, 1 % BSA-
Lésung aufgenommen, in welcher ein Fluoreszenz-markierter Ziege-anti-Maus 1gG-
Antikorper in einer geeigneten Verdinnung vorlag. Die Zellen wurden fir 30 min bei RT im
Dunkeln mit diesem Antikdrper inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS, 1
% BSA gewaschen, anschlie3end fur 3 min bei 1000 rpm zentrifugiert und in PBS, 1 % BSA
resuspendiert. Danach erfolgte die Messung mit Hilfe eines Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierers (B. Bartik, Universitatsfrauenklinik Heidelberg).

3.2.28 Epitopkartierung

Fur die Epitopkartierung eines rekombinanten scFv-Fragments wurde ein Nitrocellulose-
Membranstreifen eingesetzt, auf dem sich 15mer-(Glyko-) Peptide mit einem Versatz von
einer Aminosaure befanden (Dr. Nastainczyk, Universitat Homburg). Der Membranstreifen
wurde mit dem zu analysierenden scFv-Fragment, verdinnt in MPBS, fur 2 h bei RT
inkubiert. Anschlie@end wurde der Membranstreifen dreimal fir 10 min mit PBST
gewaschen. Es erfolgte die Zugabe des HRP-konjugierten anti-(His)s-Antikérpers (200 ng/ml
in MPBS) und eine Inkubation fir 1,5 h bei RT. Der Membranstreifen wurde fir dreimal
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10 min mit PBST gewaschen, bevor er mit dem NovaRed Kit nach Angaben des Herstellers

entwickelt wurde.

3.2.29 Affinitatsbestimmung

Die Affinitatsbestimmungen wurden extern mit Hilfe des Standardverfahrens der Oberlachen-
Plasmon-Resonanz (surface plasmon resonance, SRP) unter Verwendung eines BlAcore
2000-Gerates von der Firma Inventus BioTec (Munster) durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Konstruktion von humanen Antikérpergenbibliotheken in dem
Phagemid pSEX81

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung humaner Antikdrpergenbibliotheken dienten
periphere Lymphozyten von insgesamt sieben Mammakarzinom-Patientinnen, die mit MUC1-
Glykopeptiden immunisiert worden waren (Einleitung, Tab. 1). Ausgehend von Blut einer
jeden Patientin konnte die RNA aus peripheren Lymphozyten isoliert werden. Aus der RNA
wurde anschlieBend die mRNA prapariert und mittels Reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA konnte direkt zur PCR-Amplifikation der Gene flr die variablen
schweren und variablen leichten Antikorperketten (VH und VL) unter Verwendung des in

3.1.8.1 beschriebenen Oligonukleotid-Primersatzes (Rohrbach, 2000) eingesetzt werden.

4.1.1 Konstruktion der humanen Antikérpergenbibliotheken pSEX81-S-VH/VLk
und pSEX81-S-VH/VLA

Fur die Amplifikation der VH-, VLk- und VLA-Gene der Patientin S wurden insgesamt 23
PCR-Reaktionen durchgefuhrt, wobei pro PCR-Reaktion ein reverse Primer (IgG, VK
constant und VA constant) mit einem, zwei oder mehreren forward Primern einer Subgruppe
kombiniert wurde (s. 3.1.8.1). PCR-Produkte mit der erwarteten Gré3e von 350-400 bp
konnten in allen 23 Anséatzen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die 350-400 bp
grofen DNA-Fragmente wurden gereinigt und in einer zweiten PCR reamplifiziert, um die fur
eine Klonierung notwendigen Restriktionsschnittstellen unter Verwendung eines zweiten
Primersatzes (s. 3.1.8.2) einzufiihren. Abb. 4 zeigt das Ergebnis der Reamplifikation der VH-,
VLK- und VLA-Gene der Patientin S. PCR-Produkte der erwarteten Grolie von 350-400 bp
befanden sich in allen 23 Ansatzen.
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Abb. 4. PCR-Produkte der Reamplifikation der VH-, VLk- und VLA-Gene der Patientin S.
Ausgehend von cDNA der Patientin S wurden die VH-, VLk- und VLA-Gene unter Verwendung von
zwei Primersatzen amplifiziert. Die PCR-Produkte der Reamplifikation wurden zur Analyse in 2 %igen
Agarosegelen aufgetrennt. VH-Fragmente (links), VLK- und VLA-Fragmente (rechts).

Die PCR-Reaktionen zur Reamplifikation der VH-Gene sowie der VLk- und VLA-Gene der
Patientin S wurden vereinigt. Die 350-400 bp grof3en DNA-Fragmente wurden nach der
Reinigung mit Restriktionsenzymen geschnitten, das DNA-Fragment der schweren Ketten
(VH) mit Hindlll und Ncol und die DNA-Fragmente der leichten Ketten (VLK und VLA) mit
Mlul und Notl. Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden nach ihrer gelelektrophoretischen
Auftrennung mittels Gelextraktion isoliert und Uber korrespondierende
Restriktionsschnittstellen in das Phagemid pSEX81 (Welschof et al., 1997) kloniert. Dabei
wurde zunéchst das fir die schweren Ketten (VH) kodierende Genfragment zur Bildung einer
VH-Subbibliothek kloniert. Nach der Praparation der Plasmid-DNA von Einzelklonen der VH-
Subbibliothek, konnte durch eine Restriktionsanalyse unter Verwendung der beiden Enzyme
Hindlll und Ncol die erfolgreiche Insertion der VH-Gene in das Phagemid pSEX81 gezeigt
werden. AnschlieBend wurden die fir die leichten Ketten (VLK und VLA) kodierenden
Genfragmente Uber korrespondierende Restriktionsschnittstellen in die VH-Subbibliothek
kloniert, um zwei Einzelpatientinnenbibliotheken herzustellen. Die erfolgreiche Insertion der
VL-Gene in die VH-Subbiliothek wurde ebenfalls durch eine Restriktionsanalyse unter
Verwendung der Enzyme Milul und Notl dberprift. Es konnten so zwei
Einzelpatientinnenbibliotheken generiert werden, wobei eine Bibliothek die VH- und VLk-
Gene enthielt (Antikérpergenbibliothek pSEX81-S-VH/VLk), wahrend die andere Bibliothek
aus den VH- und VLA-Genen bestand (Antikdrpergenbibliothek pSEX81-S-VH/VLA).
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Die Bestimmung der Anzahl unabhangiger Kolonien nach der Klonierung ergab eine
maximale Komplexitdt der beiden Antikérpergenbibliotheken von 1,2 x 10° (Bibliothek
PSEX81-S-VH/VLK) bzw. 1,4 x 10° (Bibliothek pSEX81-S-VH/VLM).

4.1.2 Konstruktion der humanen Antikérpergenbibliotheken pSEX81-Mix-
VH/VLkK und p SEX81-Mix-VH/VLA

Fir die Herstellung von Mischbibliotheken wurde die cDNA der sechs ubrigen
Mammakarzinom-Patientinnen (Patientinnen 1-6) vereinigt. Dieser cDNA-Mix diente als
template fur die PCR-Amplifikation der VH-, VLk- und VLA-Gene, wobei pro PCR-Reaktion
ein reverse Primer (IgG, Vk constant und VA constant) mit einem forward Primer kombiniert
wurde (s. 3.1.8.1). Die 350-400 bp groRRen PCR-Produkte einer jeden PCR-Reaktion (Daten
nicht gezeigt) wurden gereinigt und in einer zweiten PCR eingesetzt, um die flr eine
Klonierung notwendigen Restriktionsschnittstellen unter Verwendung eines zweiten
Primersatzes (s. 3.1.8.2) in die DNA-Fragmente einzufuhren. Abb. 5 zeigt das Ergebnis
dieser Reamplifikation. PCR-Produkte mit der erwarteten Grof3e von 350-400 bp befanden
sich in einem Grol3teil der Ansatze. Beziglich der PCR-Amplifikation der VH-Gene konnte
nur mit dem Primerpaar IgG/VH-2b kein PCR-Produkt generiert werden. Auch bei der PCR-
Amplifikation der VL-Gene erbrachte nicht jede Reaktion ein PCR-Produkt. Die PCR-
Reaktionen mit den Primerpaaren VK constant/Vk-2a, VK constant/Vk-3c, VK constant/VK-5,

VK contant/Vk-6a und Vk constant/Vk-6b sowie VA constant/VA-7b zeigten kein Amplifikat.
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Abb. 5: PCR-Produkte der Reamplifikation der VH-, VLk- und VLA-Gene von sechs
Mammakarzinom-Patientinnen. Ausgehend vom cDNA-Mix von sechs Mammakarzinom-
Patientinnen wurden die VH-, VLK- und VLA-Gene unter Verwendung von zwei Primersatzen
amplifiziert. Die PCR-Produkte der Reamplifikation wurden zur Analyse in 2 %igen Agarosegelen
aufgetrennt. VH-Fragmente (oben), VLk-Fragmente (unten links) und VLA-Fragmente (unten rechts).

Die PCR-Reaktionen zur Reamplifikation der VH-Gene wurden vereinigt. Das 350-400 bp
groBe DNA-Fragment der schweren Ketten (VH) wurde nach der Reinigung mit den
Restriktionsenzymen Hindlll und Ncol geschnitten. Das Genfragment wurde nach
gelelektrophoretischer Auftrennung mittels Gelextraktion isoliert und tber korrespondierende
Restriktionsschnittstellen in das Phagemid pSEX81 (Welschof et al., 1997) kloniert, um eine
VH-Subbibliothek zu generieren. Nach der Préparation der Plasmid-DNA von Einzelklonen
der VH-Subbibliothek, konnte durch eine Restriktionsanalyse mit den beiden Enzymen
Hindlll und Ncol die erfolgreiche Insertion der VH-Gene in das Phagemid pSEX81 gezeigt
werden. Die PCR-Reaktionen zur Reamplifikation der VLk- sowie der VLA-Gene wurden
ebenfalls vereinigt. Die 350-400 bp groRen Genfragmente der leichten Ketten (VLk- und
VLA) wurden nach ihrer Reinigung mit den Restriktionsenzymen Miul und Notl geschnitten.
Die beiden mit Restriktionsenzymen geschnittenen  DNA-Fragmente  wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt, mittels Gelextraktion isoliert und konnten anschlielend
Uber korrespondierende Restriktionsschnittstellen in die VH-Subbibliothek kloniert werden.
Die erfolgreiche Insertion der VL-Gene in die VH-Subbiliothek wurde ebenfalls durch eine
Restriktionsanalyse unter Verwendung von Miul und Notl Uberprift. Es wurden so zwei

Mischbibliotheken hergestellt. Die eine Bibliothek bestand aus den VH- und VLkK-Genen

55



Ergebnisse

(Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLk), wahrend die andere Bibliothek die VH- und
VLA-Gene (Antikorpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA) der sechs Mammakarzinom-
Patientinnen enthielt.

Die Bestimmung der Anzahl unabhangiger Kolonien nach der Klonierung ergab eine
maximale Komplexitdt der beiden Antikérpergenbibliotheken von 6,5 x 10° (Bibliothek
PSEX81-Mix-VH/VLK) bzw. 1,7 x 10° (Bibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA).

4.2 Screening von hu manen Antikdrpergenbibliotheken

Die vier humanen rekombinanten Antikdrpergenbibliotheken sollten im Folgenden fir eine in
vitro-Selektion mit Hilfe des Phagendisplays eingesetzt werden, um spezifisch an
tumorassoziiertes MUC1 bindende single chain Fv-Antikorperfragmente (scFv-Fragmente)
zu isolieren. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe von M13KO7-Bakteriophagen bzw.
Hyperphagen Phagenantikbrper aus den im Phagemid pSEX81 vorliegenden
Antikorpergenbibliotheken hergestellt und fir ein Panning auf Brust-Muzin-Antigen (BMA)
sowie synthetischen MUC1-Glykopeptiden eingesetzt. Das in dieser Arbeit verwendete BMA
wurde aus Zellen der MUC1-positiven humanen Mammakarzinom-Zelllinie T47D préapariert
und unter Verwendung des MUC1-spezifischen monoklonalen Maus-Antikdrpers BM7
affinitatschromatographisch gereinigt. BMA stellte somit tumorassoziiertes MUC1 dar (Dr.

Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, perstnliche Mitteilung).

4.2.1 Screening der humanen Antikoérpergenbibliotheken pSEX81-S-VH/VLk
und p SEX81-S-VH/VLA

Die beiden humanen Antikdrpergenbibliotheken pSEX81-S-VH/VLK und pSEX81-S-VH/VLA
wurden in Hyperphagen verpackt, um rekombinante Phagenantikérper flr ein Panning auf
BMA sowie synthetischem MUC1-Glykopeptid herzustellen. Rekombinante
Phagenantikérper beider Einzelpatientinnenbibliotheken wurden in je zwei immunotubes
gegeben, an deren Oberflache vorher 1 pg BMA bzw. 10 pg 506 (synthetisches MUC1-
Glykopeptid) gebunden worden war. Als Negativkontrolle wurden die Phagenantikdrper
beider Bibliotheken in nur mit PBS behandelten immunotubes inkubiert. Nach einer
zweistindigen Inkubation wurden die gebundenen, scFv-Fragmente tragenden
Phagenpartikel mit Trypsin (1 pg/ml in PBS) eluiert. Die so gewonnenen rekombinanten

Phagen wurden in E. coli XL1-Blue Bakterien amplifiziert und erneut in Hyperphagen
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verpackt, um analog weitere Panningrunden auf BMA und 506 durchzufiihren. Vor und nach
jeder Panningrunde wurden alle im Panning eingesetzten Phagenpréaparationen titriert und
mittels Immunoblot analysiert, um die Qualitat der in den Phagenpréaparationen vorhandenen
rekombinanten Phagenantikorper durch Nachweis des scFv:plll-Fusionsproteins zu
Uberprufen.

Mit beiden Einzelpatientinnenbibliotheken wurden je drei Panningrunden auf BMA sowie 506
durchgefiihrt. Fir jedes Panning wurden pro Bibliothek ca. 10" rekombinante
Phagenantikérper-Partikel (10" cfu/immunotube) eingesetzt. Nach jeder Panningrunde
wurde die Anzahl eluierter Phagenpartikel bestimmt, um die Anreicherung spezifisch an BMA
und an das synthetisches MUC1-Glykopeptid 506 bindender Phagenantikérper Uber die
Panningrunden zu verfolgen (Abb. 6). Aus den beiden Einzelpatientinnenbibliotheken
konnten keine an BMA bindenden rekombinanten Phagenantikérper angereichert werden.
Eine Selektion von an das MUC1-Glykopeptid 506 bindenden rekombinanten
Phagenantikdrpern konnte jedoch erzielt werden.

kappa-Bibliothek lambda-Bibliothek

HBMA
W 506
OPBS

107

10° |

cfu/20 ml Kultur

1 2 3 1 2 3

Panningrunde

Abb. 6: Anreicherung von Phagen uber die Panningrunden. Dargestellt ist die Anzahl eluierter
Phagen (cfu/20 ml Kultur) nach jeweils drei Panningrunden auf BMA sowie synthetischem MUCI1-
Glykopeptid 506 der beiden Einzelpatientinnenbibliotheken pSEX81-S-VH/VLk (kappa-Bibliothek) und
pSEX81-S-VH/VLA (lambda-Bibliothek). Panningrunden in mit PBS behandelten immunotubes dienten
als Negativkontrolle.
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Von den beiden humanen Einzelpatientinnenbibliotheken wurden die nach jeder
Panningrunde amplifizierten rekombinanten Phagenantikdrper in einem polyklonalen
Phagen-ELISA eingesetzt, um die Spezifitdt der Uber die Panningrunden selektierten
Phagenantikdrper zu analysieren (Abb. 7). Zu diesem Zweck wurden in die Vertiefungen von
Mikrotiterplatten verschiedene Antigene gebunden und unspezifische Bindungsstellen mit
MPBS abgesattigt. Die so behandelten Mikrotiterplatten wurden mit rekombinanten
Phagenantikérpern (10%-10° Phagenpartikel/well verdiinnt in MPBS) der einzelnen
Panningrunden inkubiert und die Detektion gebundener Phagenantikorper erfolgte mit dem
monoklonalen anti-pVIII Antikdrper B62-FE2 und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten
Ziege-anti-Maus 1gG-Antikoérper. Die Uber das synthetische MUC1-Glykopeptid 506
angereicherten rekombinanten Phagenantikérper der beiden Einzelpatientinnenbibliotheken
konnten im polyklonalen Phagen-ELISA an das synthetische MUC1-Glykopeptid 506 binden.
Aus der S-VH/VLA-Bibliothek konnten bereits nach der ersten Panningrunde auf 506
Phagenantikdrper selektiert werden, die eine maximale Bindungsaktivitdt gegeniber 506
aufwiesen, wohingegen aus der S-VH/VLk-Bibliothek erst nach drei Panningrunden auf 506
Phagenantikdrper angereichert wurden, die eine signifikante Bindung an 506 zeigten. Diese
Uiber 506 angereicherten Phagenantikérper beider Bibliotheken zeigten jedoch keine Bindung
an BMA. Obwohl nach drei Panningrunden auf BMA noch kein signifikanter Titer-Anstieg bei
den beiden Einzelpatientinnenbibliotheken festzustellen war (Abb. 6), wurde dennoch die
Antigenbindungsaktivitat der Phagenantikdrper nach jeweils drei Panningrunden auf BMA im
polyklonalen Phagen-ELISA analysiert. Die Phagenantikdrper aus den beiden Bibliotheken
nach jeweils drei Panningrunden auf BMA zeigten jedoch keine signifikante Bindung an
BMA. Somit konnten aus den beiden Einzelpatientinnenbibliotheken keine an BMA
bindenden Antikorperfragmente selektiert werden. Die Ergebnisse der ELISA-
Bindungsstudien von  polyklonalen  Phagenantikdrperpréparationen  der  beiden
Einzelpatientinnenbibliotheken nach jeweils drei Panningrunden auf BMA sowie 506
(synthetisches MUC1-Glykopeptid) sind in Abb. 7 zusammengefasst.
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Abb. 7: Polyklonaler Phagen-ELISA zur Analyse der Spezifitat der in den Phagenpraparationen
enthaltenen rekombinanten Phagenantikdrper der beiden Einzelpatientinnenbibliotheken nach
jeweils drei Panningrunden auf BMA und synthetischem MUC1-Glykopeptid 506. Dargestellt ist
die Antigenbindungsaktivitat der Uber die Panningrunden angereicherten rekombinanten
Phagenantikdrper der beiden Antikdrpergenbibliotheken S-VH/VLk (A) und S-VH/VLA (B). Als
Antigene dienten BMA (ca. 100 ng) und das synthetische MUC1-Glykopeptid 506 (ca. 200 ng) sowie
als Negativkontrolle humanes Serumalbumin (HSA, ca. 100 ng). Gebundene Phagenantikdrper
wurden mit dem monoklonalen Antikdrper B62-FE2 in Kombination mit einem HRP-konjugierten
Ziege-anti-Maus 1gG-Antikérper nachgewiesen.
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4.2.2 Screening der humanen Antikérpergenbibliotheken p SEX81-Mix-VH/VLk
und p SEX81-Mix-VH/VLA

FUr das screening der beiden Mischbibliotheken pSEX81-Mix-VH/VLK und pSEX81-Mix-
VH/VLA wurde eine zum screening der beiden Einzelpatientinnenbibliotheken alternative
Panningstrategie gewahlt, um Antikérperfragmente zu isolieren, die sowohl an BMA als auch
an synthetisches MUC1-Glykopeptid binden. Die beiden Antikérpergenbibliotheken pSEX81-
Mix-VH/VLK und pSEX81-Mix-VH/VLA wurden zunéchst in Hyperphagen verpackt, um
rekombinante Phagenantikorper fir ein Panning auf BMA herzustellen. An die Oberflache
von immunotubes wurden zunachst je 10 ug BMA gebunden. Die immunotubes wurden
anschlieRend mit rekombinanten Phagenantikérpern je einer Mischbibliothek inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden die Phagenantikbrper beider Bibliotheken in nur mit PBS
behandelten immunotubes inkubiert. Nach 2 h wurden die gebundenen scFv-Fragmente
tragenden Phagenpartikel mit Trypsin (1 pg/ml in PBS) eluiert. Die so gewonnenen
rekombinanten Phagen wurden in E. coli XL1-Blue Bakterien amplifiziert und alternativ in den
Helferphagen M13KO7 verpackt, um zwei weitere Panningrunden auf BMA durchzufihren.
Die Elution der mit M13KO7-Helferphagen verpackten Phagenantikérper erfolgte mit
Triethylamin. Vor und nach jeder Panningrunde wurden alle im Panning eingesetzten
Phagenpraparationen titriert. AufRerdem wurden alle Phagenpraparationen mittels
Immunoblot analysiert, um die Qualitdt der in den Phagenpréparationen vorhandenen
rekombinanten Phagenantikbrper durch Nachweis des scFv:plll-Fusionsproteins zu
kontrollieren.

Beide Mischbibliotheken wurden fur je drei Panningrunden auf BMA eingesetzt, wobei fur
jedes Panning pro Bibliothek ca. 10" rekombinante Phagenantikdrper-Partikel
(10" cfu/immunotube) verwendet wurden. Die Anzahl eluierter Phagenpartikel wurde nach
jeder Panningrunde bestimmt, um die Anreicherung spezifisch an BMA bindender
Phagenantikdrper Uber die Panningrunden 2zu untersuchen (Abb. 8). Bei beiden

Mischbibliotheken war ein Anstieg des Titers messbar.
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Abb. 8: Anreicherung von Phagen Uber die Panningrunden. Dargestellt ist die Anzahl eluierter
Phagen (cfu/20 ml Kultur) nach jeweils drei Panningrunden auf BMA der beiden Mischbibliotheken
pPSEX81-Mix-VH/VLK (kappa-Bibliothek) und pSEX81-Mix-VH/VLA (lambda-Bibliothek). Panning-
runden in mit PBS behandelten immunotubes dienten als Negativkontrolle.

In einem Phagen-ELISA wurden die nach jeder Panningrunde amplifizierten rekombinanten
Phagenantikdrper beider humaner Mischbibliotheken analysiert, um die Spezifitat der tber
die drei Panningrunden selektierten Phagenantikorper zu tberprifen (Abb. 9). Hierzu wurden
Mikrotiterplatten, die mit verschiedenen Antigenen beschichtet und anschlieend mit MPBS
geblockt worden waren, mit rekombinanten Phagenantikérpern (108-10° Phagenpartikel/well
verdinnt in MPBS) der einzelnen Panningrunden inkubiert. Der Nachweis gebundener
Phagenantikdrper erfolgte mit dem monoklonalen anti-pVIll Antikérper B62-FE2 in
Kombination mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikérper. Nach bereits zwei
Panningrunden auf BMA konnte eine signifikante Erh6hung der Bindungsaktivitat der in den
einzelnen polyklonalen Phagenpopulationen enthaltenen rekombinanten Phagenantikdrper
beider Mischbibliotheken bezlglich BMA festgestellt werden. Aber nur zwei polyklonale
Phagenantikdrperpopulationen (Mix-VH/VLk-Bibliothek nach dem 3. Panning und Mix-
VH/VLA-Bibliothek nach dem 2. Panning) zeigten eine erhohte Bindungsaktivitat gegeniber
460. Die Ergebnisse der ELISA-Bindungsstudien von polyklonalen Phagenantikorper-
praparationen der beiden Mischbibliotheken nach drei Panningrunden auf BMA sind in

Abb. 9 zusammengefasst.

61



Ergebnisse

kappa-Bibliothek lambda-Bibliothek

2,5

OD 450 nm
P
o1

[EnY
L

0,5

0 1 2 3 0 1 2 3

Panningrunde

Abb. 9: Polyklonaler Phagen-ELISA zur Analyse der Spezifitat der in den Phagenpraparationen
enthaltenen rekombinanten Phagenantikdrper der beiden Mischbibliotheken nach drei
Panningrunden auf BMA. Dargestellt ist die Antigenbindungsaktivitat der Uber die Panningrunden
angereicherten rekombinanten Phagenantikdrper der beiden Antikérpergenbibliotheken Mix-VH/VLK
(kappa-Bibliothek) und Mix-VH/VLA (lambda-Bibliothek). Als Antigene dienten BMA (ca. 100 ng) und
das synthetische MUC1-Glykopeptid 460 (ca. 200 ng) sowie als Negativkontrollen humanes
Serumalbumin (HSA, ca. 100 ng) und ein Kontrollpeptid (rM24, ca. 100 ng). Gebundene
Phagenantikérper wurden mit dem monoklonalen Antikérper B62-FE2 und nachfolgend mit einem
HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikdrper nachgewiesen.

Da Antikorperfragmente selektiert werden sollten, die sowohl an BMA als auch an
synthetisches MUC1-Glykopeptid binden, wurden die folgenden zwei angereicherten
Antikérpergenbibliotheken fir weitere Analysen verwendet: Mix-VH/VLK-Bibliothek nach dem
3. Panning auf BMA sowie Mix-VH/VLA-Bibliothek nach dem 2. Panning auf BMA. Zu diesem
Zweck wurden die beiden auf BMA angereicherten und in dem Helferphagen M13KO7
verpackten Bibliotheken fir 2 h in immunotubes inkubiert, an deren Oberflache vorher jeweils
100 pg des synthetischen MUC1-Glykopeptids 460 gebunden worden war. Als
Negativkontrolle wurden die rekombinanten Phagenantikérper fur 2 h in nur mit PBS
behandelten immunotubes inkubiert. Die Elution gebundener Phagenantikorper erfolgte mit
Triethylamin. Die eluierten Phagenpartikel wurden in E. coli XL1-Blue Bakterien amplifiziert
und erneut in den Helferphagen M13KO7 verpackt. Alle Phagenpraparationen wurden titriert
und mittels Immunoblot analysiert, um die Qualitat der in den Phagenpraparationen
vorhandenen rekombinanten Phagenantikérper durch Nachweis des scFv:plll-
Fusionsproteins zu (berpriifen. Fir das Panning auf 460 wurden pro Bibliothek ca. 10™
rekombinante Phagenantikorper-Partikel (10" cfufimmunotube) eingesetzt. Nach dem

Panning wurde zunéchst die Anzahl eluierter Phagenpartikel bestimmt (Tab. 2). AuRerdem
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wurden die nach dem Panning amplifizierten rekombinanten Phagenantikérper in einem
polyklonalen Phagen-ELISA eingesetzt, um die Spezifitdt der im Panning auf 460
selektierten Phagenantikorper zu analysieren (Abb. 10). Hierzu wurden Mikrotiterplatten mit
verschiedenen Antigenen beschichtet und unspezifische Bindungsstellen mit MBPS
abgesattigt. AnschlieBRend wurden die Phagenantikbérper der zu analysierenden
Phagenpopulationen zugegeben (10%-10° Phagenpartikel/well verdiinnt in MPBS). Die
Detektion gebundener Phagenantikdrper erfolgte mit dem monoklonalen anti-pVIII Antikorper
B62-FE2 und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikorper. Aus
der Mischbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA konnten nach drei Panningrunden (zwei
Panningrunden auf BMA und eine nachfolgende Panningrunde auf 460) rekombinante
Phagenantikdrper angereichert werden, die sowohl an BMA als auch an die synthetischen
MUC1-Glykopeptide 460 und 506 banden. Aus der Mischbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLk
wurden nach vier Panningrunden (drei Panningrunden auf BMA und eine nachfolgende
Panningrunde auf 460) hingegen nur an BMA bindende rekombinante Phagenantikorper
angereichert (Tab. 2 und Abb. 10).

Tab. 2: Anzahl eluierter Phagen der angereicherten Mischbibliotheken nach einer
Panningrunde auf synthetischem MUC1-Glykopeptid. Als Antigene fir das Panning dienten das
synthetische MUC1-Glykopeptid 460 sowie als Negativkontrolle nur mit PBS behandelte
immunotubes.

Angereicherte Mischbibliothek Anzahl eluierter Phagen [cfu]
460 PBS
Mix-VH/VLk nach 3. Panning auf BMA 2,8 x10° <10?
Mix-VH/VLA nach 2. Panning auf BMA 5 x 10° <10?
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Abb. 10: Polyklonaler Phagen-ELISA zur Analyse der Spezifitat der in den
Phagenpréaparationen enthaltenen rekombinanten Phagenantikérper der beiden auf BMA
angereicherten Mischbibliotheken nach einem nachfolgenden Panning auf synthetischem
MUC1-Glykopeptid. Dargestellt ist die Antigenbindungsaktivitat der auf BMA und nachfolgend auf
dem synthetischen MUC1-Glykopeptid 460 angereicherten rekombinanten Phagenantikdrper der
beiden Antikdrpergenbibliotheken Mix-VH/VLk (kappa-Bibliothek) und Mix-VH/VLA (lambda-
Bibliothek). Als Antigene dienten BMA (ca. 100 ng) und die beiden synthetischen MUC1-Glykopeptide
460 und 506 (ca. 200 ng) sowie als Negativkontrollen humanes Serumalbumin (HSA, ca. 100 ng) und
ein Kontrollpeptid (rM24, ca. 200 ng). Gebundene Phagenantikdrper wurden mit dem monoklonalen
Antikérper B62-FE2 und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikorper
nachgewiesen.

4.3 Analyse von Einzelklonen

Von beiden humanen Mischbibliotheken sollten im Folgenden Einzelklone isoliert und
anschlieRend analysiert werden mit dem Ziel der Selektion von monoklonalen humanen
Antikorperfragmenten, die sowohl BMA als auch synthetisches MUC1-Glykopeptid spezifisch

binden.
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4.3.1 Analyse von Einzelklonen der humanen Antikdrpergenbibliothek pSEX81-
Mix-VH/VLk

Die durch drei Panningrunden auf BMA angereicherte Antikérpergenbibliothek pSEX81-Mix-
VH/VLK sollte nun genauer analysiert werden, da die in dieser Population enthaltenen
rekombinanten Phagenantikorper in Phagen-ELISA-Bindungssstudien eine erhohte
Antigenbindungsaktivitat beziglich MUC1 sowie synthetischem MUC1-Glykopeptid zeigten
(Abb. 9). Zu diesem Zweck wurden zunachst 46 Einzelklone dieser Population isoliert und
die im Phagemid pSEX81 vorliegenden Antikdrpergene eines jeden Einzelklons in den
Helferphagen M13KO7 verpackt, um monoklonale rekombinante Phagenantikorper
herzustellen. Die Phagenantikorper der 46 Einzelklone wurden anschlie3end mit Hilfe eines
monoklonalen Phagen-ELISAs beziiglich ihrer Spezifitat analysiert (Abb. 11). Hierzu wurden
Mikrotiterplatten, die vorher mit verschiedenen Antigenen beschichtet und anschlieBend mit
MPBS geblockt worden waren, mit rekombinanten Phagenantikdrpern der 46 Einzelklone
inkubiert. Der Nachweis gebundener Phagenantikdrper erfolgte mit dem monoklonalen anti-
pVIl Antikoérper B62-FE2 und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus
IgG-Antikdrper. Die rekombinanten Phagenantikérper der meisten der insgesamt 46
Einzelklone der durch drei Panningrunden auf BMA angereicherten Mix-VH/VLK-Bibliothek
zeigten eine signifikante Bindung an BMA. Die Phagenantikdrper dieser Klone konnten
jedoch nicht an das synthetische MUC1-Glykopeptid 460 binden (Abb. 11). Aus der
humanen Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLk konnten keine Antikdrperfragmente
selektiert werden, die sowohl BMA als auch synthetisches MUC1-Glykopeptid binden.
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Abb. 11: Monoklonaler Phagen-ELISA zur Analyse der Spezifitdt der rekombinanten
Phagenantikdrper von 46 Einzelklonen der Mix-VH/VLk-Bibliothek nach drei Panningrund en auf
BMA. Dargestellt ist die Antigenbindungsaktivitdt der rekombinanten Phagenantikérper von 46
Einzelklonen der Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLK nach drei Panningrunden auf BMA. Als
Antigene dienten BMA (ca. 100 ng) und das synthetische MUC1-Glykopeptid 460 (ca. 200 ng) sowie
als Negativkontrollen KLH und ein Kontrollpeptid (rM24, ca. 200 ng). Gebundene Phagenantikorper
wurden mit dem monoklonalen Antikdrper B62-FE2 in Kombination mit einem HRP-konjugierten
Ziege-anti-Maus 1gG-Antikérper nachgewiesen. Als weitere Negativkontrolle wurde nur mit den
Detektionsantikorpern inkubiert (NK).

4.3.2 Analyse von Einzelklonen der humanen Antikorpergenbibliothek pSEX81-
Mix-VH/VLA

Beim screening der humanen Antikorpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA mit Hilfe des
Phagendisplays zeigten die rekombinanten Phagenantikérper von zwei angereicherten
Populationen in Phagen-ELISA-Bindungsstudien eine Bindung sowohl an BMA als auch an
synthetisches MUC1-Glykopeptid: Mix-VH/VLA-Bibliothek nach zwei Panningrunden auf
MUC1 (Abb. 9) sowie Mix-VH/VLA-Bibliothek nach zwei Panningrunden auf MUC1 und einer
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nachfolgenden Panningrunde auf synthetischem MUC1-Glykopeptid (Abb. 10). Von diesen
beiden Populationen wurden zunachst jeweils 46 Einzelklone isoliert. Um monoklonale
rekombinante Phagenantikdrper dieser Klone zu produzieren, wurden die im Phagemid
pSEX81 integrierten Antikdrpergene eines jeden Einzelklons in den Helferphagen M13KO7
verpackt. Die Spezifitdt der Phagenantikérper von insgesamt 92 Einzelklonen sollte mit Hilfe
von monoklonalen Phagen-ELISAs bestimmt werden (Abb. 12 sowie Abb. 13 und 14). Zu
diesem Zweck wurden in die Vertiefungen von Mikrotiterplatten verschiedene Antigene
gebunden und unspezifische Bindungsstellen mit MPBS abgesattigt. Die Mikrotiterplatten
wurden anschlieRend mit rekombinanten Phagenantikdrpern der 92 Einzelklone inkubiert.
Die Detektion gebundener Phagenantikorper erfolgte wie in Abb. 11 beschrieben.

Die rekombinanten Phagenantikdrper von mehreren nach zwei Panningrunden auf BMA
isolierten Klonen der Mix-VH/VLA-Bibliothek konnten an BMA binden. Die Phagenantikorper
der insgesamt 46 Einzelklone zeigten jedoch keine signifikante Reaktivitdt gegenuber
synthetischem MUC1-Glykopeptid 460 (Abb. 12).
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Abb. 12: Monoklonaler Phagen-ELISA zur Analyse der Spezifitdt der rekombinanten
Phagenantikdrper von 46 Einzelklonen der Mix-VH/VLA-Bibliothek nach zwei Panningrunden
auf BMA. Dargestellt ist die Antigenbindungsaktivitat der rekombinanten Phagenantikorper von 46
Einzelklonen der Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA nach zwei Panningrunden auf BMA.
Als Antigene dienten BMA (ca. 100 ng) und das synthetische MUC1-Glykopeptid 460 (ca. 200 ng).
Gebundene Phagenantikérper wurden mit dem monoklonalen Antikérper B62-FE2 in Kombination mit
einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikdrper nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurde
nur mit den Detektionsantikdrpern inkubiert (NK).

Die Phagenantikorper von 43 der insgesamt 46 nach zwei Panningrunden auf BMA und
einer nachfolgenden Panningrunde auf dem synthetischen MUC1-Glykopeptid 460 isolierten
Einzelklone der Mix-VH/VLA-Bibliothek zeigten im monoklonalen Phagen-ELISA eine
Bindung sowohl an BMA als auch an die synthetischen MUC1-Glykopeptide 460 und 506.
Die rekombinanten Phagenantikoérper der restlichen drei Einzelklone (Klone 20, 27 und 38)
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zeigten keine signifikante Antigenbindungsaktivitat gegeniber BMA und den beiden
synthetischen MUC1-Glykopeptiden (Abb. 13).
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Abb. 13: Monoklonaler Phagen-ELISA zur Analyse der Spezifitdt der rekombinanten
Phagenantikérper von 46 Einzelklonen der Mix-VH/VLA-Bibliothek nach zwei Panningrunden
auf BMA und einer nachfolgenden Panningrunde auf synthetischem MUC1-Glykopeptid.
Dargestellt ist die Antigenbindungsaktivitat der rekombinanten Phagenantikérper von 46 Einzelklonen
der Antikoérpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA nach zwei Panningrunden auf BMA und einem
nachfolgenden Panning auf 460. Als Antigene dienten BMA (ca. 100 ng) und die beiden synthetischen
MUC1-Glykopeptide 460 und 506 (ca. 200 ng) sowie als Negativkontrolle ein Kontrollpeptid (rM24, ca.
200 ng). Gebundene Phagenantikérper wurden mit dem monoklonalen Antikdrper B62-FE2 in
Kombination mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikorper nachgewiesen. Als weitere
Negativkontrolle wurde nur mit den Detektionsantikorpern inkubiert (NK).

Um die Spezifitat der im monoklonalen Phagen-ELISA mit BMA und synthetischen MUC1-
Glykopeptiden reaktiven Klone (Abb. 13) zu verifizieren, wurde ein weiterer monoklonaler
Phagen-ELISA durchgefuhrt. Als Antigene dienten in dieser ELISA-Bindungsstudie das
Cytosol von Zellen der MUCL1-positiven Mammakarzinom-Zelllinie T47D wund als
Negativkontrolle das Cytosol von MUC1-negativen Fibroblasten. In diesem ELISA konnten
die Phagenantikodrper von 42 Einzelklonen an das Cytosol von MUC1-positiven T47D-Zellen
binden. Die Phagenantikdrper von vier Einzelklonen (Klone 20, 27, 36 und 38) zeigten keine
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signifikante Bindung an dieses komplexe Antigen (Abb. 14). Somit waren drei der insgesamt
46 analysierten Einzelklone (Klone 20, 27 und 38) sowohl mit BMA und synthetischen
MUC1-Glykopeptiden als auch mit Cytosol von Zellen der MUC1-positiven T47D-Zelllinie
negativ, wahrend die anderen 43 isolierten Klone Reaktivitat gegeniber MUCLI,
synthetischen MUC1-Glykopeptiden und T47D-Cytosol zeigten (mit Ausnahme des Klons 36,
welcher nur mit MUC1 und synthetischen MUC1-Glykopeptiden positiv war).

mT47D

0.8 115 Fibroblasten

0,4 -

b

Abb. 14: Bindung d er rekombinanten Phagenantikdrper von 46 Einzelklonen der durch zwei
Panningrunden auf BMA und einer nachfolgenden Panningrunde auf synthetischem MUCL1-
Glykopeptid angereicherten Mix-VH/VLA-Bibliothek an das Cytosol von Zellen der MUCI1-
positiven Mammakarzinom-Zelllinie T47D im monoklonalen Phagen-ELISA. Dargestellt ist die
Antigenbindungsaktivitdat der rekombinanten Phagenantikorper von 46 Einzelklonen der
Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA nach zwei Panningrunden auf BMA und einem
nachfolgenden Panning auf 460. Als komplexe Antigene wurden das Cytosol von Zellen der MUC1-
positiven Mammakarzinom-Zelllinie T47D und als Negativkontrolle das Cytosol von MUC1-negativen
Fibroblasten verwendet. Gebundene Phagenantikérper wurden mit dem monoklonalen Antikérper
B62-FE2 und anschlieRend mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikdrper detektiert.

OD 450 nm

21 31 41 NK
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Da 43 der insgesamt 46 isolierten Antikdrperklone der durch zwei Panningrunden auf MUC1
und einem nachfolgenden Panning auf synthetischem MUC1-Glykopeptid angereicherten
humanen Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA eine vergleichbare Spezifitat in den
Phagen-ELISA-Bindungstests zeigten, stellte sich die Frage, ob die Antikdrpergene dieser
Klone identisch sind. Um einen Hinweis auf die Zusammensetzung der angereicherten
Bibliothek zu erhalten, wurden die Einzelklone mit Hilfe der Restriktionsendonuklease BstNI
analysiert. Dieses Enzym ist durch die polymorphe Verteilung seiner Erkennungssequenz in
Antikorper-DNA gekennzeichnet und ermdglicht so die Identifizierung unterschiedlicher
Sequenzen (Marks et al., 1991). Von jedem der 46 Einzelklone wurde die DNA des pSEX81-
Phagemids, in welches die DNA der Antikdrperfragmente integriert ist, prapariert und
anschlielfend mit der Restriktionendonuklease BstNI geschnitten. Zwei der analysierten

Klone (Klone 20 und 38) zeigten ein im Vergleich zu den restlichen 44 Klonen
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unterschiedliches Restriktionsmuster (Abb. 15). Das Ergebnis der BstNI-Restriktionsanalyse
weist darauf hin, dass 44 von insgesamt 46 untersuchten Einzelklonen mit sehr groRRer
Wabhrscheinlichkeit identisch sind. AufRerdem zeigten 43 dieser in der BstNI-
Restriktionsanalyse potentiell identischen 44 Klone in ELISA-Bindungsstudien eine

vergleichbare Reaktivitat gegeniiber BMA und synthetischen MUC1-Glykopeptiden.

¢ -d-
é\‘\ Klon ef‘\‘\
& 5
v 1 6 11 16 21 N

N2 26 31 36 41 4 R4

AT C (o

Abb. 15: BstNI-Restriktionsanalyse der 46 isolierten Einzelklone der durch zwei Panningrund en
auf BMA und einem nachfolgenden Panning auf synthetischem MUC1-Glykopeptid
angereicherten Mix-VH/VLA-Bibliothek. Die Phagemid-DNA der 46 Einzelklone wurde mit der
Restriktionsendonuklease BstNI geschnitten und zur Analyse in 1 %igen Agarosegelen aufgetrennt.
Klone 1 bis 23 (oben), Klone 24 bis 46 (unten).

4.4 Herstellung von rekombinanten single chain Fv-Antikdrper-

fragmenten

Die durch zwei Panningrunden auf BMA und einer nachfolgenden Panningrunde auf
synthetischem MUC1-Glykopeptid aus der humanen Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-
VH/VLA selektierte Antikorper-DNA sollte in den E. coli-Expressionsvektor pOPE101
(Schmiedl et al., 2000) kloniert werden, um Iésliche single chain Fv-Antikdrperfragmente

(scFv-Fragmente) herzustellen.
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4.4.1 Klonierung in den Expressionsvektor pOPE101

Da 43 der insgesamt 46 analysierten Einzelklone der humanen Antikérpergenbibliothek
pSEX81-Mix-VH/VLA mit sehr groRBer Wahrscheinlichkeit identisch sind, wurden nur die
Klone 16 (ID4), 21 (1A6) und 45 (11B6) fur die Umklonierung der fir die Antikbrperfragmente
kodierenden DNA ausgewahlt. Die fir die Antikérperfragmente kodierende DNA besteht aus
den DNA-Abschnitten der VH- und VL-Doméne, welche durch einen fir ein kurzes Peptid
(Yol-Linker) kodierenden DNA-Bereich verknupft sind. Zun&chst wurde die Antikbrper-DNA
der drei Einzelklone 1D4, IA6 und 11B6 mit Hilfe der beiden Restritionsendonukleasen Ncol
und Notl aus dem zuvor praparierten pSEX81-Phagemid der jeweiligen Einzelklone
herausgeschnitten. Die DNA der drei Antikdrperfragmente wurde nach gelelektrophoretischer
Auftrennung mittels Gelextraktion isoliert und Uber korrespondierende
Restriktionsschnittstellen in den Vektor pOPE101 kloniert, der zur periplasmatischen
Expression von scFv-Fragmenten in E. coli dient (Abb. 16). Der pOPE101-Vektor besitzt das
ColE1 origin of replication und das pB-Lactamase-Gen als Selektionsmarker fur die
Ampicillinresistenz. Der synthetische lac-Promotor wird durch Zugabe von IPTG induziert.
Das Translationsprodukt besitzt das N-terminal fusionierte pelB-Signalpeptid, das die
Sekretion des scFv-Fragments in den periplasmatischen Raum gewdhrleistet. Der 18
Aminosaure umfassende Yol-Linker verbindet im scFv-Fragment den C-Terminus der
variablen Doméane der schweren Kette mit dem N-Terminus der variablen Domane der
leichten Kette. AuRerdem verfiigt das scFv-Fragment lber das c-myc-tag, welches nahe
dem C-Terminus der VL-Domaéane lokalisiert ist und der Detektion dient. Das (His)s-tag
befindet sich am C-terminalen Ende des Fusionsproteins und besteht aus sechs Histidinen

zur Reinigung und Detektion des scFv-Fragments
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Abb. 16: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pOPE10l. Lactamase:
B-Lactamasegen fir die Ampicillinresistenz; IR: intergenic region; ColE1: origin of DNA replication;
Promotor: synthetischer lac-Promotor; RBS: Ribosombindungsstelle; pelB: Signalsequenz zur
Ausschleusung des Translationsprodukts in den periplasmatischen Raum; VH und VL: kodierende
Regionen der variablen Domé&nen der schweren und leichten Antikdrperkette; Yol-Linker: verbindet im
Translationsprodukt VH und VL; c-myc: kodiert c-myc-tag; 6xHis: 6 Histidine kodierende
Nukleotidsequenz; stop: Stop-Codon; Ncol, Hindlll, Mlul, Notl: die fiir eine Klonierung der VH- und VL-
Gene notwendigen Restriktionsschnittstellen.

Die erfolgreiche Insertion der fur die drei Antikbrperfragmente kodierenden Gene in den
Vektor pOPE101 wurde durch eine Restriktionsanalyse unter Verwendung der
Restriktionsenzyme Ncol und Notl Gberprift.

4.4.2 Expression von rekombinanten single chain Fv-Antikdrperfragmenten

Nach der Transformation der drei Vektoren pOPE101-ID4, pOPE101-1A6 und pOPE101-11B6
in Bakterien des E. coli-Stammes XL1-Blue wurde die Expression der Fusionsproteine durch
Zugabe von 50 puM IPTG fur 3 h zur Sekretion funktioneller scFv-Fragmente in den
periplasmatischen Raum induziert. AnschlieBend wurden Zell-Lysate induzierter und nicht-
induzierter Kulturen sowie die periplasmatischen Extrakte induzierter Kulturen der drei
Ansatze 1D4, IA6 und 1IB6 mit Hilfe von SDS-PAGE und nachfolgenden Immunoblots
analysiert (Abb. 17). Als Kontrolle wurde ein Klon des bereits charakterisierten scFv-
Fragments ,215’ verwendet, der gegen die gréRte Untereinheit der RNA-Polymerase Il von
Drosophila Melanogaster gerichtet ist (Kontermann et al., 1995; Schmiedl et al., 2000). Die
Detektion der Fusionsproteine erfolgte mit dem monoklonalen anti-(His)s-Antikérper und
nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikérper. Die
Bakterienklone ID4, IA6 und IIB6 exprimierten nach der Induktion mit IPTG scFv-Fragmente,

die eine apparente molekulare Masse von ca. 35 kDa hatten. Die Antikorperfragmente

72



Ergebnisse

konnten sowohl in totalen Zell-Lysaten als auch in periplasmatischen Extrakten der Bakterien

nachgewiesen werden (Abb. 17).

A) Zell-Lysate B) Periplasmatische Extrakte
) @ @
T D4 A6 1IB6 215 £ D4 IA6  1IB6 215 &
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Abb. 17: Analyse der Expression der rekombinanten scFv-Fragmente ID4, 1A6 und IIB6.
A) Immunoblot-Analyse bakterieller Zell-Lysate von mit IPTG induzierten (+) und nicht-induzierten (-)
Kulturen. B) Immunoblot-Analyse periplasmatischer Extrakte induzierter Kulturen vor (PPP) und nach
der Dialyse (dia) gegen PBS. Die Proteine der Zell-Lysate und der periplasmatischen Extrakte wurden
mittels SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen elektrotransferiert. Die
Detektion der scFv-Fragmente erfolgte mit dem monoklonalen anti-(His)s-Antikdrper in Kombination
mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikorper. Als Kontrolle diente die Expression des
scFv-Fragments ,215'.

4.4.3 Antigenbindun gsaktivitat von p eriplasmatischen Extrakten

In einer Immunoblot-Analyse periplasmatischer Extrakte konnte gezeigt werden, dass die
Bakterienklone 1D4, 1A6 und IIB6 I6sliche Antikdrperfragmente produzieren (Abb. 17B). Um
die Antigenbindungsaktivitat dieser scFv-Fragmente zu Uberprifen, wurden periplasmatische
Extrakte hergestellt und in einem ELISA analysiert (Abb. 18). Zunéchst wurden
Mikrotiterplatten ~ mit  verschiedenen Antigenen beschichtet und unspezifische
Bindungsstellen mit MPBS abgesattigt. Es erfolgte die Zugabe der Periplasma-Extrakte der
Ansatze 1D4, IA6 und 11B6 sowie ,215" als Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurde mit
dem monoklonalen Maus-Antikdrper BM7 inkubiert. Gebundene scFv-Fragmente wurden mit
dem monoklonalen anti-(His)s-Antikorper in Kombination einem HRP-konjugierten Ziege-anti-
Maus 1gG-Antikérper nachgewiesen. Als weitere Negativkontrolle wurde nur mit den
Detektionsantikdrpern inkubiert. Die in den periplasmatischen Extrakten der Ansézte ID4, 1A6
und 1IB6 enthaltenen l6slichen Antikdrperfragmente konnten im ELISA an BMA, an das
synthetische MUC1-Glykopeptid 438+ und an das synthetische nicht-glykosyliertes MUC1-

Peptid 438- binden. AuBerdem zeigten diese scFv-Fragmente eine erhohte

73



Ergebnisse

Antigenbindungsaktivitdt gegeniber dem Cytosol von MUC1-positiven T47D-Zellen,
wohingegen das Cytosol von MUC1-negativen Fibroblasten und das Kontrollpeptid rM24
nicht gebunden wurden (Abb. 18). Die Antikdrperfragmente der Ansatze 1D4, IA6 und [IB6
zeigten in dieser ELISA-Bindungsstudie eine mit dem monoklonalen Antikdrper BM7
vergleichbare Reaktivitdt mit dem Unterschied, dass der BM7-Antikdrper nur glykosyliertes

Antigen erkennt (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, persénliche Mitteilung).
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Ansatz

Abb. 18: ELISA zur Analyse der Spezifitat der in periplasmatischen Extrakten enthaltenen
Antikorperfragmente der Anséatze ID4, IA6 und 11B6. Dargestellt ist die Antigenbindungsaktivitat der
in periplasmatischen Extrakten (1:32-Verdunnung in MPBS) enthaltenen scFv-Fragmente der Ansétze
ID4, IA6 und 11B6 sowie als Negativkontrolle ,215'. Als Antigene dienten BMA (ca. 100 ng), das
synthetische MUC1-Glykopeptid 438+ (ca. 200 ng), das synthetische nicht-glykosylierte MUC1-Peptid
438- (ca. 200 ng) und das Cytosol von MUC1-positiven T47D-Zellen (T47D, ca. 2 pg Gesamtprotein)
sowie als Negativkontrollen ein Kontrollpeptid (rM24, ca. 200 ng) und das Cytosol von MUC1-
negativen Fibroblasten (Fibr., ca. 2 ug Gesamtprotein). Der monoklonale Antikérper BM7 (2,5 ng in
MPBS) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Gebundene Antikérperfragmente wurden mit dem
monoklonalen anti-(His)s-Antikdrper in Kombination mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-
Antikdrper nachgewiesen. Als weitere Negativkontrolle wurde nur mit den Detektionsantikdrpern
inkubiert (NK).

4.5 Sequenzanalyse von rekombinanten single chain Fv-Antikdrper-

fragmenten

Die fir die variablen Regionen der schweren und der leichten Antikorperketten kodierenden
und in pOPE10l1 vorliegenden DNA-Segmente der Ansatze I1D4, IA6 und [IB6 sollten

sequenziert werden, um die Primarstruktur der variablen Domé&nen zu ermitteln. Die
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Genfragmente fur die variablen schweren Antikorperketten der drei Ansatze wurden mit den
Primern DP-1 und NSEX-a sequenziert. Unter Verwendung der Primer NSEX und pSEX B
wurden die Nukleotidsequenzen der fir die variablen leichten Antikorperketten kodierenden
Gensegmente bestimmt. Durch Translation der Nukleotidsequenzen wurde die
Primarstruktur ~ der variablen Domanen  abgeleitet.  Aul3erdem  konnten die
komplementaritatshestimmenden Regionen (CDRs) nach Kabat und Wu identifiziert werden
(Kabat und Wu, 1991). Bei der Sequenzierung der Klone ID4, IA6 und 11B6 wurden bezlglich
der VH- und der VL-Domane jeweils identische Nukleotidsequenzen identifiziert (Abb. 19 und
20). Die drei mittels Phagendisplay aus der Antikérpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA
selektierten und anschlieend in den Expressionsvektor pOPE101 klonierten Antikorper-

Genfragmente waren somit identisch.

N
AS

(Kabat) Sequenz

1 M Q L \Y Q S G A E \Y K K P G

1 CAG ATG CAG CTG GTA CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG AAG CCT GGG
Q
1 1 15

46 GCC TCA GTG AAG GTC TCC TGC AAG GCT TCT GGA TAC ACC TTC ACC

16 A S V K V s cC K A S G Y T F T
16 16 30
91 GGC CAC TAT ATG CAC TGG GTG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG CTT
31 G H Y ™M H W V R Q A P G Q G L
31 31 45
136 GAG TGG ATG GGA TGG ATC GAC CCT GTC ACT GGT GGC ACA AAG TAT
46 E W M G W I D P VvV T G G T K Y
46 46 51 52 52A 53 59
181 GCC CAG AAC TTT CAG GGC TGG GTC ACC ATG ACC AGG GAC ACG TCC
61 AL Q N F ©Q G W V T M T R D T S
60 60 74
226 ATC AGA ACA GCC TAC ATG GAA CTG AGC AGG CTG AGA TCT GAC GAC
76 | R T A Y M E L s R L R S D D
75 75 81 82 82A 82B 82C 83 86
271 ACG GCC ATG TAT TAC TGT GCG AGA GAG GTC ACT GGG GAT CGG GGA
91 T AN M Y Y C A R E V T G D R G
87 87 99 100 100A

316 CAA TTT GAC AAG TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC GCC TCA
106 Q F D K w G Q G T L \Y T \Y A S
100B  100B 100C 101 113

Abb. 19: Nukleotidsequenz der in pOPE101 klonierten Antikorper-Genfragmente der Ansatze
ID4, IA6 und 1IB6 und der daraus abgeleiteten Primarstruktur der variablen Region der
schweren Kette. Die Nummerierung erfolgte nach Kabat (Martin, 1996; http://www.bioinf.org.uk).
Die CDR-Regionen sind farbig markiert (CDR-H1: rot; CDR-H2: grin; CDR-H3: blau).
Abkurzungen: N: Nukleotide; AS: Aminosauren.
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N
AS

(Kabat) Sequenz

1 CAG TCT GTG CTG ACG CAG CCA CCC TCG GTG TCA GTG GCC CCA GGA
1 Q S \Y L T Q P P S \Y S \Y A P G
1 1 9 11 16
46 AAG ACG GCC AGG ATT ACC TGT GGG GGA AAC AAC ATT GGA AGT AAA
16 K T A R | T C G G N N | G S K
17 17 31
91 AGT GTG CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGC CAG GCC CCT GTG CTG
31 S \Y H w Y Q Q K P G Q A P \Y L
32 32 46
136 GTC ATC TAT TAT GAT AGC GAC CGG CCC TCA GGG ATC CCT GAG CGA
46 \Y | Y Y D S D R P S G | P E R
47 47 61
181 TTC TCT GGC TCC AAC TCT GGG AAC ACG GCC ACC CTG ACC ATC AGC
61 F S G S N S G N T A T L T | S
62 76
226 AGG GTC GAA GCC GGG GAT GAG GCC GAC TAT TAC TGT CAG GTG TGG
76 R \Y E A G D E A D Y Y C Q \Y W
77 77 91
271 GAT AGT AGT AGT GAT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC
91 D S S S D w Vv F G G G T K L T
92 92 94 95 95A 96 105

316 GTC CTA GGT CAG CCC
106 V L G Q P
106 106 106A 107 109

Abb. 20: Nukleotidsequenz der in pOPE101 klonierten Antikérper-Genfragmente der Ansatze
ID4, 1A6 und 1IB6 und d er daraus abgeleiteten Priméarstruktur der variablen Region der leichten
Kette. Die Nummerierung erfolgte nach Kabat (Martin, 1996; http:/www.bioinf.org.uk). Die CDR-
Regionen sind farbig markiert (CDR-L1: rot; CDR-L2: grin; CDR-L3: blau). Abklrzungen:
N: Nukleotide; AS: Aminosauren.

Die fur die VH- und die VL-Domane kodierenden Nukleotidsequenzen wurden mit Hilfe von
im Internet zuganglichen Datenbanken (V-Base, http://www.mrc.cam.ac.uk; Datenbanken am
EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk, Pearson und Lipman,
1988) analysiert. Das mittels Phagendisplay selektierte VH-Gen gehért zu der VH1-
Genfamilie und zeigt eine 95,6 %ige Homologie zu dem germline-Gen DP-8, welches
zugleich die ahnlichste in den Datenbanken gefundene Gensequenz darstellt (Accession No.
Z12310, Tomlinson et al., 1992). Das zur VA3-Genfamilie gehdrende VL-Gen ist zu 95,8 %
mit dem germline-Gen IGLV3S2 homolog (Accession No. X71966, Frippiat und Lefranc,
1994). Bei der zum VL-Gen am nachsten verwandten Gensequenz handelt es sich um ein
VA-Gen aus einer cDNA-Bibliothek, welche aus humanen peripheren Lymphozyten generiert
wurde (Accession No. Z85052, Ignatovich et al., 1997). Die Homologie betragt 98,5 %.
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4.6 Expression und Reinigung des humanen rekombinanten single chain

Fv-Antikorperfragments 11B6

Durch Sequenzierung der in pOPE101 integrierten VH- und VL-Gene der Klone 1D4, 1A6 und
[IB6 konnte gezeigt werden, dass diese drei aus der Bibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA
selektierten Antikorpergenfragmente identisch waren. Daher wurde fir die Expression und
Reinigung eines humanen rekombinanten scFv-Fragments zum Zweck weiterer Analysen
der Klon IIB6 ausgewahlt. Wie vorangegangene Untersuchungen (4.4.2 und 4.4.3) zeigten,
konnte der Bakterienklon 1IB6 ein Iosliches und funktionelles Antikdrperfragment
produzieren, welches im Folgenden aus den periplasmatischen Extrakten gereinigt werden
sollte. Zu diesem Zweck wurden mit dem Vektor pOPE101-11B6 transformierte Bakterien des
Stammes E. coli XL1-Blue erneut durch Zugabe von 50 uM IPTG fur 3 h zur Sekretion eines
scFv-Fragments in den periplasmatischen Raum induziert. Das rekombinante scFv-
Fragment 11B6 besitzt an seinem C-terminalen Ende ein (His)s-tag, welches die Reinigung
des Fusionsproteins mit Hilfe einer immobilisierten Metallionen-Affinitatschromatographie
(IMAC) aus den periplasmatischen Extrakten ermoglicht. Die beiden periplasmatischen
Extrakte PPP und OSP wurden nach ihrer Vereinigung und einer anschlieenden Dialyse
gegen PBS zum Saulenmaterial gegeben. Nach einer Inkubationsphase von 60 min, in der
das in den periplasmatischen Extrakten enthaltene rekombinante Antikdrperfragment an das
mit Ni**-lonen beladene Gel binden sollte, wurde mit SSP, SWP und PBS gewaschen. Die
Elution der an die Gelmatrix gebundenen Proteine erfolgte mit 100 mM EDTA in PBS. Die
Elutions-Fraktionen wurden vereinigt und gegen PBS dialysiert. Die Zell-Lysate der
induzierten und nicht-induzierten Kultur, die periplasmatischen Extrakte der induzierten
Kultur sowie die wéhrend der Reinigung mittels IMAC gesammelten Fraktionen wurden
durch SDS-PAGE analysiert. Mit Hilfe der IMAC konnte aus den periplasmatischen Extrakten
der mit IPTG induzierten Bakterienkultur des Klons 11B6 ein Protein mit der apparenten
molekularen Masse von ca. 35 kDa angereichert werden. In den Elutions-Fraktionen wurden
keine weiteren Proteinbanden detektiert, was auf eine hohe Reinheit des angereicherten
Proteins im Eluat hinweist (Abb. 21).
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Abb. 21: Analyse der Reinigung des rekombinanten scFv-Fragments IIB6. SDS-PAGE-Analyse
(10 %, Coomassie Brilliant Blue) der Expression und der nachfolgenden Reinigung des scFv-
Fragments [IB6. Untersucht wurden bakterielle Zell-Lysate der mit IPTG induzierten (Lysat +IPTG)
und nicht-induzierten (Lysat -IPTG) Kultur, das vereinigte periplasmatische Extrakt vor (PPP/OSP)
und nach der Dialyse (PPP/OSP dia) gegen PBS sowie die einzelnen Fraktionen der Reinigung
mittels IMAC (Durchlauf, Wasch-Fraktionen SSP, SWP und PBS, Eluate 1 und 2, vereinigtes Eluat,
vereinigtes Eluat nach der Dialyse gegen PBS).

Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem mittels IMAC gereinigten Protein um das scFv-
Fragment IIB6 handelte, wurden Zell-Lysate der induzierten und nicht-induzierten Kultur, die
periplasmatischen Extrakte der induzierten Kultur sowie einige IMAC-Fraktionen mittels
Immunoblot analysiert. Die Detektion des Antikdrperfragments erfolgte mit dem
monoklonalen anti-(His)s-Antikérper und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-
anti-Maus 1gG-Antikorper. Das scFv-Fragment 11B6 konnte sowohl im totalen Zell-Lysat und
in den periplasmatischen Extrakten der mit IPTG induzierten Kultur als auch in den IMAC-

Elutions-Fraktionen nachgewiesen werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Immunob lot-Analyse zum Nachweis des exprimierten und g ereinigten scFv-Fragments
[IB6. Untersucht wurden bakterielle Zell-Lysate der mit IPTG induzierten (Lysat +IPTG) und nicht-
induzierten (Lysat -IPTG) Kultur, die periplasmatischen Extrakte PPP und OSP, das vereinigte
periplasmatische Extrakt nach der Dialyse gegen PBS (PPP/OSP dia) und die IMAC-Elutions-
Fraktionen (Eluate 1 und 2, vereinigtes Eluat nach der Dialyse gegen PBS). Die Proteine der
einzelnen Praparationen und Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran elektrotransferiert. Die Detektion des scFv-Fragments IIB6 erfolgte mit dem
monoklonalen anti-(His)s-Antikdrper in Kombination mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-
Antikorper.

4.7 Analyse der Spezifitdt des humanen rekombinanten single chain Fv-

Antik6rperfragments IIB6

Die Spezifitdt des humanen rekombinanten scFv-Fragments 1IB6 sollte mit Hilfe
verschiedener Nachweisverfahren analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde das mittels
IMAC gereinigte Antikérperfragment in ELISA-Bindungsstudien, einem Immunoblot und einer
FACS-Analyse eingesetzt.

4.7.1 ELISA

In einer vorangegangenen ELISA-Bindungsstudie mit periplasmatischen Extrakten von mit
IPTG induzierten Bakterienkulturen konnte bereits die Fahigkeit des scFv-Fragments 11B6 zur
Bindung an BMA und synthetische MUC1-Peptide gezeigt werden (4.4.3, Abb. 18). In dieser
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Untersuchung lag das beziglich seiner Spezifitat zu analysierende rekombinante
Antikérperfragment jedoch nicht in gereinigter Form vor, denn die verwendete Préparation
war durch eine Vielzahl von E. coli-Proteinen kontaminiert. Um einen Einfluss dieser
Kontaminationen auf die Antigenbindungseigenschaften des scFv-Fragments [IB6
auszuschlieRen, wurde ein weiterer ELISA mit gereinigtem und in seiner Menge definiertem
[IB6-Antikorperfragment  durchgefihrt (Abb. 23). Als Antigene dienten in dieser
Bindungsstudie BMA, das synthetische MUC1-Glykopeptid 438+, das synthetische nicht-
glykosylierte MUC1-Peptid 438- und das Cytosol von MUC1-positiven T47D-Zellen sowie als
Negativkontrollen ein Kontrollpeptid und das Cytosol von MUC1-negativen Fibroblasten. Die
verschiedenen Antigene wurden zunachst an die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
gebunden. Nach dem Abséttigen der unspezifischen Bindungsstellen mit MPBS wurden
definierte Mengen des scFv-Fragments 11B6 zugegeben. Als Positivkontrolle wurde mit dem
monoklonalen Antikérper BM7 inkubiert. Das gebundene scFv-Fragment wurde mit dem
monoklonalen anti-(His)s-Antikorper und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-
anti-Maus 1gG-Antikérper nachgewiesen. Das Antikérperfragment 11B6 konnte in dieser
Bindungsstudie sowohl an BMA als auch an die synthetischen MUC1-Peptide 438+ und 438-
binden. Auch gegeniiber dem Cytosol von T47D-Zellen war das scFv-Fragment reaktiv. In
dieser Bindungsstudie zeigte das IIB6-Antikérperfragment, wie auch schon im ELISA mit
periplasmatischen Extrakten (4.4.3, Abb. 18), eine mit dem monoklonalen Antikbrper BM7
vergleichbare Reaktivitat. Der murine BM7-Antikoérper erkennt jedoch kein glykosyliertes
Antigen. Es fiel auf, dass sich das ELISA-Signal bezlglich des Antigens BMA mit
abnehmender Menge des eingesetzten Antikdrperfragments signifikant verringerte, was bei
den synthetischen MUC1-Peptiden 438+ und 438- nicht beobachtet wurde (Abb. 23).
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Abb. 23: ELISA zur Analyse der Spezifitdt des rekombinanten scFv-Fragments 11B6. Dargestellt
ist die Antigenbindungsaktivitdit von 500 ng (IIB6 a) und 125 ng (lIB6 b) des rekombinanten
Antikdrperfragments 11B6. Der monoklonale Antikdrper BM7 (12,5 ng) diente als Positivkontrolle. Die
Antikorper wurden auf folgenden Antigenen getestet: BMA (ca. 100 ng); synthetisches MUCI1-
Glykopeptid 438+ (ca. 200 ng); synthetisches nicht-glykosyliertes MUC1-Peptid 438- (ca. 200 ng);
Cytosol von MUC1-positiven T47D-Zellen (ca. 2 ug Gesamtprotein); Kontrollpeptid rM24 (ca. 200 ng);
Cytosol von MUC1-negativen Fibroblasten (Fibr., ca. 2 png Gesamtprotein). Gebundene Antikorper-
fragmente wurden mit dem monoklonalen anti-(His)s-Antikérper in Kombination mit einem HRP-
konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikdrper nachgewiesen. Als weitere Negativkontrolle wurde nur
mit den Detektionsantikdrpern inkubiert (NK).

Die in diesem ELISA scheinbar unterschiedlich starke Bindung des scFv-Fragments an BMA
und synthetische MUC1-Peptide (438+ und 438-) lasst sich nicht allein durch den Einsatz
unterschiedlicher Antigen-Mengen, 100 ng BMA im Vergleich zu 200 ng synthetische MUC1-
Peptide, erklaren. Bei BMA handelt es sich um ein ca. 400 kDa groRes Makromolekiil, das
aus T47D-Zellen préapariert und unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers BM7
affinitatschromatographisch gereinigt wurde und dadurch noch geringfligige Kontaminationen
aufwies (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche Mitteilung). Die
verwendeten Peptide hingegen haben eine molekulare Masse von ca. 1,5 kDa, sind
synthetisch hergestellt und liegen in reiner Form vor. Um einen Hinweis auf die genaue
Antigenbindungsaktivitat des scFv-Fragments 1IB6 gegeniiber der beiden Antigene BMA und
synthetisches MUC1-Glykopeptid bzw. -Peptid zu erhalten, sollte in einer weiteren ELISA-
Bindungsstudie die Bindung des Antikorperfragments an naherungsweise gleiche
Stoffmengen der beiden Antigene BMA und synthetisches MUC1-Peptid analysiert werden
(Abb. 24). Zu diesem Zweck wurden verschiedene Stoffmengen (Konzentrationen von
0,5 nM bis 100 nM) der beiden Antigene BMA und 438- an die Vertiefungen einer

Mikrotiterplatte gebunden. Die Abséattigung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mit
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MPBS. Nach der Inkubation mit definierten Mengen (250, 100 und 25 ng) des scFv-
Fragments |IB6 wurde das gebundene Antikdrperfragment mit dem monoklonalen anti-(His)s-
Antikérper in Kombination mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikorper
nachgewiesen. Das scFv-Fragment I[IB6 =zeigte in diesem ELISA bis zu einer
Antigenkonzentration von 25 nM eine ungefahr gleich starke Bindung an naherungsweise
gleiche Stoffmengen der beiden Antigene BMA und synthetisches MUC1-Peptid (438-). Eine
weitere Erh6hung der Antigenkonzentrationen (50 und 100 nM) fihrte bezlglich des
Antigens 438- auch zu einer Erh6hung der ELISA-Signale, wohingegen bei dem Antigen
BMA keine signifikante Signalverstarkung zu beobachten war (Abb 24).

250 ng scFv 11B6 100 ng scFv 11B6 25 ng scFv 11B6

3 {|—e—BMA 3{[—BmA 3{[——BmA
£ 2,5 4| —=—438- c 2,5 | —m—438- £ 2,5 4 | —=—438-
< 2 < 2 c 2
B 3 : 3 :
< 154 < 1,5 4 ) < 1,5 4 )
8 1 8 1 8 1

0,5 - 0,5 : 0,5 1 ._.<.—./,::——/r‘£
0 : ‘ \ 0 : ‘ 0 ‘ ‘
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Abb. 24: Antigenbindun gsaktivitat des rekombinanten scFv-Fragments IIB6 in Abh&angigkeit der
Antigenkonzentration. Dargestellt ist die Bindung von 250, 100 und 25 ng des Antikdrperfragments
IIB6 an jeweils naherungsweise gleiche Stoffmengen (Konzentration in nM) der beiden Antigene BMA
und synthetisches nicht-glykosyliertes MUC1-Peptid (438-), wobei verschiedene Antigenkonzentrationen
eingesetzt wurden. Das gebundene scFv-Fragment wurde mit dem monoklonalen anti-(His)s-Antikérper
und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus 1gG-Antikorper detektiert.

4.7.2 Immunob lot

Mit Hilfe eines Immunoblots sollte analysiert werden, ob das humane rekombinante scFv-
Fragment [IB6 an denaturiertes MUCL1 bindet. Als Antigene in dieser Studie dienten BMA
und das Cytosol von Zellen der MUC1-positiven Mammakarzinom-Zelllinie T47D sowie als
Negativkontrolle das Cytosol von MUC1-negativen Fibroblasten. Die in der BMA-Préparation
und in den Cytosol-Praparationen enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend auf Nitrocellulose-Membranen elektrotransferiert. Die
einzelnen Membranen wurden dann mit dem periplasmatischen Extrakt einer mit IPTG
induzierten Bakterienkultur des Klons 1IB6 und mit gereinigtem scFv-Fragment IIB6 inkubiert.
Als Positivkontrolle diente der monoklonale Antikbrper BM7. Als Negativkontrolle wurde ein
periplasmatisches Extrakt einer ebenfalls mit IPTG induzierten Bakterienkultur des Klons

215" verwendet. Der Nachweis gebundener Antikoérperfragmente erfolgte mit dem
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monoklonalen anti-(His)s-Antikérper und nachfolgend mit einem HRP-konjugierten Ziege-
anti-Maus IgG-Antikdrper. Das scFv-Fragment 11B6 zeigte in diesem Immunoblot ein mit dem
monoklonalen Antikérper BM7 vergleichbares Bindungsmuster. Das 1IB6-Antikdrperfragment
konnte sowohl an BMA als auch an im Cytosol von T47D-Zellen enthaltenes MUC1 binden
(Abb. 25). Das unscharf erscheinende Farbemuster wird durch die Vielfalt der
unterschiedlich stark glykosylierten MUC1-Isoformen hervorgerufen. Diese MUC1-Varianten
haben aufgrund ihrer Glykosylierung eine molekulare Masse, die deutlich oberhalb der
anhand der MUC1-Polypeptidsequenz errechneten molekularen Masse liegt. Die im
Vergleich zu BMA schwéachere Farbung gegeniber in T47D-Cytosol enthaltenem MUCL ist
auf eine geringere MUC1-Konzentration im T47D-Cytosol zurlickzufihren, welches neben
MUCL1 eine Vielzahl von anderen Proteinen enthalt. Dies scheint unter anderem ein Grund
fur die nur sehr schwache Anfarbung des in T47D-Cytosol enthaltenem MUCL1 durch das
periplasmatische Extrakt einer induzierten Bakterienkultur des Klons 11B6 gewesen zu sein,
zumal das Antikorperfragment in dieser Periplasma-Praparation nur leicht angereinigt und
zusammen mit kontaminierenden E. coli-Proteinen vorlag. Mit Hilfe dieser Untersuchung
konnte gezeigt werden, dass das in diesem Nachweisverfahren als denaturiertes Antigen

vorliegende MUC1-Molekul von dem scFv-Fragment [IB6 gebunden wird.

dlo \;\ &0“ { /\Q é\v" &6& g /\0 é\?‘ (b\\k‘a& & ,\0 @V‘-
[kDa] W <& ™' & WP X QP E T XD
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" M | —4
89| — | ' | | B
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A) scFv IB6 PPP  B) scFv,215' PPP  C) scFv IIB6 D) mAb BM7

Abb. 25: Immunoblot zur Analyse der Bindung saktivitat des scFv-Fragments IIB6 beziglich
denaturiertem MUC1-Antigen. Proteine der BMA-Praparation (BMA), des Cytosols von MUC1-
positiven T47D-Zellen (T47D) und des Cytosols von MUC1-negativen Fibroblasten (Fibr.) wurden
mittels SDS-PAGE (7,5 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen elektrotransferiert. Die
Membranen wurden anschlieBend mit folgenden Antikdrpern inkubiert: A) periplasmatisches Extrakt
einer mit IPTG induzierten Bakterienkultur des Klons I1IB6 (1:3-Verdinnung in MPBS);
B) periplasmatisches Extrakt einer mit IPTG induzierten Bakterienkultur des Klons ,215 als
Negativkontrolle (1:3-Verdiinnung in MPBS); C) gereinigtes scFv-Fragment 1IB6 (5 pg/ml in MPBS);
D) monoklonaler Antikbrper BM7 als Positivkontrolle (5 pg/ml in MPBS). Die Detektion gebundener
Antikorperfragmente (1IB6 und ,215’) erfolgte mit dem monoklonalen anti-(His)s-Antikorper in
Kombination mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikorper. Pfeil: Region, in der das
durch die Glykosylierung unscharf wandernde MUC1-Antigen zu erwarten ist.
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4.7.3 FACS-Analyse

Um zu testen, ob das scFv-Fragment |IB6 an natives MUCL1 binden kann, wurde eine
Analyse mit Hilfe eines fluorescence activated cell sorters (FACS) durchgefihrt (Abb. 26). In
diesem Nachweisverfahren wurden Zellen der humanen Mammakarzinom-Zelllinie T47D
verwendet, welche auf ihrer Oberflache das tumorassoziierte Antigen MUC1 exprimieren. Als
Negativkontrolle wurden MUC1-negative Fibroblasten verwendet. Zunachst wurden
Zellsuspensionen beider Zelltypen mit dem Antikdrperfragment 11B6 inkubiert. Der Nachweis
der Antigenbindungsaktivitdt erfolgte anschlie@Rend mit dem monoklonalen anti-(His)s-
Antikorper und nachfolgend mit einem Fluoreszenz-markierten Ziege-anti-Maus 19G-
Antikorper. Als zusatzliche Negativkontrolle wurden sowohl die T47D-Zellen als auch die
Fibroblasten nur mit den Detektionsantikorpern inkubiert (B. Bartik, Universitatsfrauenklinik
Heidelberg). Die Auswertung der FACS-Analyse zeigte, dass das scFv-Fragment 1IB6 auch
an natives, von T47D-Zellen prasentiertes MUC1 bindet, wobei 41,4 % der eingesetzten
T47D-Zellen ein Fluoreszenzsignal zeigten (Abb. 26F). Die Reaktion war wahrscheinlich
aufgrund der Monovalenz des Antikdrperfragments geringer als bei einem bivalenten

monoklonalen Antikorper zu erwarten.
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Abb. 26: FACS zur Analyse der Bindung saktivitat des scFv-Fragments IIB6 bezuglich nativem,
zellgebund enem MUC1-Antigen (durchgefiihrt von B. Bartik, Universitatsfrauenklinik Heidelberg).
Dargestellt ist die Bindung von 2 pg des gereinigten rekombinanten Antikérperfragments 11B6 an
Zellen der MUC1-positiven Mammkarzinom-Zelllinie T47D. Als Negativkontrolle dienten MUCL1-
negative Fibroblasten. Gebundenes scFv-Fragment wurde mit dem monoklonalen anti-(His)s-
Antikérper in Kombination mit einem Fluoreszenz-markierten Ziege-anti-Maus IgG-Antikdrper
detektiert. Folgende Reaktionen wurden durchgefiihrt: A) Fibroblasten (MUC1-) ohne Antikdrper;
B) T47D-Zellen (MUC1+) ohne Antikorper; C) Fibroblasten (MUC1-) und Detektionsantikorper;
D) T47D-Zellen (MUC1+) und Detektionsantikorper; E) Fibroblasten (MUC1-) und scFv 1IB6 und
Detektionsantikorper; F) T47D-Zellen (MUC1+) und scFv 1IB6 und Detektionsantikérper. Pro Ansatz
wurden 2 x 10° Zellen verwendet.
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4.8 Bestimmung des Epitops des humanen rekombinanten single chain

Fv-Antikorperfragments 11B6

In den vorangegangenen Studien zur Analyse der Spezifitdt wurde gezeigt, dass sowohl
denaturiertes als auch natives, zellgebundenes MUC1-Antigen von dem humanen
rekombinanten scFv-Fragment 1IB6 erkannt wird. AuRerdem konnte das betreffende
Antikérperfragment in ELISA-Bindungsstudien an synthetische glykosylierte und nicht-
glykosylierte MUC1-Peptide binden, deren Aminosauresequenz in den 20 Aminosauren
umfassenden repeats der VNTR-Region der extrazellularen Doméane von tumorassoziiertem
MUC1 zu finden ist. Somit ist gezeigt, dass die antigene Determinante des IIB6-
Antikoérperfragments in der VNTR-Region von MUCL1 liegt. Das scFv-Fragment 11B6 wurde
zur Bestimmung seines Epitops auf den synthetischen Peptiden, und damit auch auf dem
MUC1-Antigen, fir eine Inkubation mit Gberlappenden (Glyko-) Peptiden der VNTR-Region
eingesetzt. Zu diesem Zweck wurde ein Nitrocellulose-Membranstreifen, auf dem sich 20
15mer-(Glyko-) Peptide mit einem Versatz von einer Aminosaure sowie ein zu diesen
reverses 15mer-Glykopeptid als Kontrolle befanden, mit dem Antikdrperfragment [IB6
inkubiert. Fur die Detektion des gebundenen Antikérperfragments wurde der monoklonale,
HRP-konjugierte anti-(His)s-Antikorper verwendet. Abb. 27 zeigt das Ergebnis dieser
Bindungsstudie auf (Glyko-) Peptiden der VNTR-Region von MUC1l. Das humane
Antikorperfragment 11B6 war mit elf der insgesamt 20 verwendeten (Glyko-) Peptide reaktiv.
Dadurch konnte die Abfolge der fir die Bindung des scFv-Fragments [IB essentiellen
Aminosauren auf den (Glyko-) Peptiden bestimmt werden (Abb. 28). Das Epitop des [IB6-
Antikérperfragments umfasste die Aminosauren TRPAP, wobei der Threonin-Rest in dieser
Studie mit N-Acetylgalaktosamin glykosyliert war. In vorangegangenen ELISA-
Bindungsstudien konnte eine Bindung des betreffenden scFv-Fragments an nicht-
glykosyliertes MUC1-Peptid nachgewiesen werden (Abb. 18, 23 und 24), was zeigt, dass die
Glykosylierung am Threonin-Rest fur die Bindung des scFv-Fragments |IB6 an das flnf
Aminosaure umfassende Epitop in der VNTR-Region von MUCL1 offenbar nicht notwendig ist,

aber auch keinen storenden Einfluss hat.
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Abb. 27: Bestimmung des Epitops des humanen rekombinanten scFv-Fragments 1IB6. Das
humane Antikorperfragment [IB6 (1 pg/ml in MPBS) wurde mit auf einem Nitrocellulose-
Membranstreifen befindlichen (Glyko-) Peptiden der VNTR-Region von MUCL1 inkubiert. Die 20
15mer-(Glyko-) Peptide (Nr. 1 bis Nr. 20) hatten einen Versatz von einer Aminosaure und deckten die
20 Aminosaure umfassende VNTR-Region des MUC1-Antigens ab. Als Negativkontrolle befand sich
ein reverses Glykopeptid (Nr. 21) auf dem Membranstreifen. Die Detektion des gebundenen scFv-
Fragments erfolgte mit dem monoklonalen, HRP-konjugierten anti-(His)s-Antikérper.
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Abb. 28: Auswertung der Epitopkartierung des humanen rekombinanten scFv-Fragments IIB6.
Dargestellt sind die Sequenzen der fir die Bestimmung des Epitops des Antikdrperfragments [IB6
verwendeten (Glyko-) Peptide. Die Sequenzen der mit dem scFv-Fragment 1IB6 reaktiven
Glykopeptide sind grau unterlegt (Abb. 25), die das potentielle Epitop umfassenden Aminoséuren sind
eingerahmt. VNTR: Sequenz der VNTR-Region von MUCL1, wobei die Aminosauren eines einzigen
repeats unterstrichen sind; X: T-GalNAc (Threonin mit N-Acetylgalaktosamin glykosyliert).

4.9 Bestimmung der Affinitdten des humanen rekombinanten single

chain Fv-Antikorperfragments IIB6

Mit Hilfe des Standardverfahrens der Oberlachen-Plasmon-Resonanz (surface plasmon
resonance, SRP) unter Verwendung eines BIAcore 2000-Gerates wurden die
Wechselwirkungen des humanen Antikérperfragments [IB6 mit BMA sowie synthetischem
MUC1-Glykopeptid untersucht. AuRerdem wurden als Kontrolle die Wechselwirkungen des
monoklonalen Antikdrpers BM7 mit MUC1 sowie synthetischem MUCL-Glykopeptid

analysiert. Diese Untersuchungen zur Bestimmung der Affinitaten des Antikdrperfragments
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[IB6 und des monoklonalen Antikérpers BM7 zu den beiden Antigenen BMA und
synthetisches MUC1-Glykopeptid wurden extern durchgefiihrt (Dr. Specht, Fa. Inventus
Biotec, Minster). Fir die Bestimmung der Affinitdten der beiden Antikérper zum MUC1-
Antigen wurde zunéchst biotinyliertes BMA auf einem Streptavidin-Sensorchip immobilisiert.
AnschlieRend wurden verschiedene Konzentrationen an scFv-Fragment 1IB6 und
monoklonalem Antikorper BM7 Uber die Sensoroberflache geleitet, wobei mit jedem
Antikorper zwei Messungen durchgefuhrt wurden. Die generierten Signale korrelierten mit
den jeweils eingesetzten Konzentrationen des Antikdrperfragments 11B6 (Abb. 29) bzw. des
monoklonalen Antikérpers BM7 (Abb. 30). Mit Hilfe der in den Messungen ermittelten Daten
konnten die Affinitdten des Antikérperfragments 11B6 und des monoklonalen Antikorpers BM7
zu immobilisiertem BMA bestimmt werden (Tab. 3).
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Abb. 29: BlIAcore-Messungen zur Analyse der Wechselwirkung des humanen scFv-Fragments
[IB6 mit immobilisiertem BMA (durchgefuhrt von Dr. Specht, Fa. Inventus Biotec, Munster).
Dargestellt sind die Overlap-Plots (links) der zwei BlIAcore-Messungen sowie die jeweils dazugehdérige
grafische Auswertung (rechts). In beiden Overlap-Plots sind 12 Sensorgramme dargestellt, welche die
Assoziation und Dissoziation des scFv-Fragments 1IB6 bei verschiedenen scFv-Konzentrationen
zeigen. Folgende Konzentrationen an Antikdrperfragment wurden eingesetzt (von unten nach oben):
24 nM, 48 nM, 71 nM, 95 nM, 143 nM, 190 nM, 238 nM, 285 nM, 333 nM, 380 nM, 475 nM, 570 nM.
Menge an immobilisiertem BMA: 43,8 pg (A), 43,9 pg (B). Die beiden grafischen Auswertungen zeigen
die am Ende der Assoziationsphase der jeweiligen Messung erhaltenen Signale in Abhangigkeit von
der eingesetzten Konzentration an scFv-Fragment.
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Abb. 30: BIAcore-Messungen zur Analyse der Wechselwirkung d es monoklonalen Antikérpers
BM7 mit immobilisiertem BMA (durchgefuhrt von Dr. Specht, Fa. Inventus Biotec, Minster).
Dargestellt sind die Overlap-Plots (links) von zwei BlAcore-Messungen sowie die jeweils
dazugehdrige grafische Auswertung (rechts). In beiden Overlap-Plots sind 13 Sensorgramme
dargestellt, welche die Assoziation und Dissoziation des monoklonalen Antikdrpers BM7 bei
verschiedenen Antikdrper-Konzentrationen zeigen. Folgende Konzentrationen an Antikdrper wurden
verwendet (von unten nach oben): 33 nM, 66 nM, 116 nM, 165 nM, 215 nM, 264 nM, 430 nM, 825 nM,
1155 nM, 1320 nM, 1650 nM, 1980 nM, 2310 nM. Menge an immobilisiertem BMA: 95,9 pg (A),
19,2 pg (B). Die beiden grafischen Auswertungen zeigen die am Ende der Assoziationsphase der

jeweiligen Messung erhaltenen Signale in Abhé&ngigkeit von der eingesetzten Konzentration an BM7-
Antikorper.

Time (sec)

Tab. 3: Affinitaten fir die Interaktionen des scFv-Fragments [IB6 und des monoklonalen
Antikérpers BM7 mit BMA (bestimmt von Dr. Specht, Fa. Inventus Biotec, Munster). Dargestellt sind
die mit Hilfe von BlAcore-Messungen ermittelten Affinitaten des Antikdrperfragments 1IB6 und des
monoklonalen Antikérpers BM7 zu immobilisiertem BMA. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte von
jeweils zwei Messungen. Kj: Affinitdtskonstante; Kp: Dissoziationskonstante.

Antikorper Ka [1/M] Kp [M]
scFv I1B6 3,65 x 10° 2,75 x 107
mAb BM7 3,29 x 10° 3,06 x 10”7

Fir die Bestimmung der Affinititen des scFv-Fragments [IB6 und des monoklonalen
Antikdrpers BM7 zu synthetischem MUC1-Glykopeptid wurde das MUC1-Glykopeptid 454*
Uber seine C-terminale Aminosaure Cystein kovalent auf der Oberlache eines Sensorchips

immobilisiert. AnschlieRend wurden verschiedene Konzentrationen an scFv-Fragment 1I1B6
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und monoklonalem Antikérper BM7 Uber die Sensoroberfliche geleitet. Die generierten
Signale korrelierten mit den jeweils eingesetzten Konzentrationen des Antikdrperfragments
IB6 (Abb. 31) bzw. des monoklonalen Antikérpers BM7 (Abb. 32). Mit Hilfe der in den
Messungen ermittelten Daten konnten die Affinitdten des Antikdrperfragments 11B6 und des
monoklonalen Antikérpers BM7 zu immobilisiertem MUC1-Glykopeptid 454* bestimmt
werden (Tab. 4).
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Abb. 31: BlAcore-Messung zur Analyse der Wechselwirkung d es humanen scFv-Fragments
IB6 mit immobilisiertem MUC1-Glykopeptid 454* (durchgeflhrt von Dr. Specht, Fa. Inventus
Biotec, Munster). Dargestellt ist der Overlap-Plot (links) der BlIAcore-Messung sowie die dazugehorige
grafische Auswertung (rechts). In dem Overlap-Plot sind 15 Sensorgramme dargestellt, welche die
Assoziation und Dissoziation des scFv-Fragments 1IB6 bei verschiedenen scFv-Konzentrationen
zeigen. Folgende Konzentrationen an Antikdrperfragment wurden verwendet (von unten nach oben):
20 nM, 41 nM, 61 nM, 81 nM, 102 nM, 122 nM, 163 nM, 204 nM, 224 nM, 244 nM, 285 nM, 326 nM,
407 nM, 489 nM, 570 nM. Die grafische Auswertung zeigt die am Ende der Assoziationsphase
erhaltenen Signale in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration an scFv-Fragment.
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Abb. 32: BIAcore-Messung zur Analyse der Wechselwirkung d es monoklonalen Antikdrpers
BM7 mit immobilisiertem MUC1-Glykopeptid 454* (durchgefuhrt von Dr. Specht, Fa. Inventus
Biotec, Minster). Dargestellt ist der Overlap-Plot (links) der BlIAcore-Messung sowie die dazugehorige
grafische Auswertung (rechts). In dem Overlap-Plot sind 23 Sensorgramme dargestellt, welche die
Assoziation und Dissoziation des monoklonalen Antikérpers BM7 bei verschiedenen Antikdrper-
Konzentrationen zeigen. Folgende Konzentrationen an Antikérper wurden eingesetzt (von unten nach
oben): 495 nM, 660 nM, 825 nM, 1490 nM, 1650 nM, 1820 nM, 1980 nM, 2150 nM, 2310 nM,
2480 nM, 2640 nM, 2810 nM, 2970 nM, 3140 nM, 3300 nM, 3630 nM, 3960 nM, 4620 nM, 4950 nM,
5280 nM, 5610 nM, 5940 nM, 6270 nM. Die grafische Auswertung zeigt die am Ende der
Assoziationsphase erhaltenen Signale in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration an BM7-
Antikdrper.
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Tab. 4: Affinitdten fir die Interaktionen des scFv-Fragments 1IB6 und des monoklonalen
Antikdrpers BM7 mit synthetischem MUC1-Glykopeptid (bestimmt von Dr. Specht, Fa. Inventus
Biotec, Munster). Dargestellt sind die mit Hilfe von BlAcore-Messungen ermittelten Affinitdten des
Antikorperfragments 1IB6 und des monoklonalen Antikérpers BM7 zu immobilisiertem MUCI1-
Glykopeptid 454*. K,: Affinitdtskonstante; Kp: Dissoziationskonstante.

Antikorper Ka [1/M] Kp [M]
scFv 1IB6 4,38 x 10° 2,28 x 10”7
mAb BM7 3,06 x 10° 3,27 x 10°®
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5 Diskussion

Das transmembrane Glykoprotein MUC1 wird im Drusengewebe verschiedener Organe
normalerweise auf der apikalen Oberflache von Epithelzellen exprimiert (Zotter et al., 1988).
Die extrazellulare Domane von MUCL1 ist stark glykosyliert und besteht hauptsachlich aus
einem als VNTR (variable number of tandem repeats)-Region bezeichneten Abschnitt mit
Wiederholungsdoméanen aus einer Abfolge von 20 Aminoséauren (Gendler et al., 1988, 1990;
Stadie et al.,, 1995). In Adenokarzinomen, wie zum Beispiel dem Mammakarzinom, wird
MUC1 mit einer veranderten, weniger starken Glykosylierung auf der gesamten Oberflache
der Epithelzellen tberexprimiert (Burchell et al., 1987; Zotter et al., 1988; Girling et al., 1989;
Taylor-Papadimitriou et al., 1999). Das veranderte Glykosylierungsmuster von tumor-
assoziiertem MUC1 lasst neue antigene Determinanten auf Basis der Peptidsequenz und der
unterschiedlichen Zuckerzusammensetzung entstehen. Aufgrund seiner im Vergleich zu
normalem MUC1 veranderten Eigenschaften stellt tumorassoziiertes MUC1 ein
vielversprechendes Zielantigen fir eine passive oder aktive Immuntherapie des
Mammakarzinoms oder anderer Adenokarzinome dar (Taylor-Papadimitriou et al., 1999; von
Mensdorff-Pouilly et al., 2000a).

Mit Hilfe der Hybridom-Technologie (Kohler und Milstein, 1975) konnte bereits eine Vielzahl
von monoklonalen Antikorpern gewonnen werden, die gegen tumorassoziiertes MUC1
gerichtet sind und fur die Tumordiagnostik verwendet werden (Prize et al., 1998; Xing et al.,
2001). Ein therapeutischer Einsatz dieser monoklonalen Maus-Antikérper im Rahmen einer
passiven Immuntherapie des Mammakarzinoms oder anderer Adenokarzinome ist jedoch
problematisch, da das menschliche Immunsystem wenige Tage nach deren systemischer
Applikation humane anti-Maus-Antikorper (human anti-mouse antibody (HAMA) response)
bilden wirde, was die Neutralisation der verabreichten Maus-Antikorper zur Folge hatte
(DeNardo et al., 1997).

Mit Hilfe des Phagendisplays kdnnen die Limitierungen der Hybridoma-Technologie
Uberwunden werden. Ausgehend von Blut humaner Spenderlnnen wurden rekombinante
Antikérpergenbibliotheken generiert, aus denen in einem als Panning bezeichneten Vorgang
humane Antikérperfragmente gegen ein beliebiges Antigen selektiert werden kénnen (Winter
und Milstein, 1991; Hoogenboom et al., 1992, 1998; Winter et al., 1994). So konnten mit Hilfe
des Phagendisplays erstmals humane Antikdrperfragmente aus Antikdrpergenbibliotheken
isoliert werden, die gegen tumorassoziiertes MUC1 gerichtet sind. Die hierfir verwendeten
humanen Antikdrpergenbibliotheken wurden aus dem Blut nicht-immunisierter, gesunder
Spenderinnen generiert (Vaughan et al., 1996; Henderikx et al., 1998; de Haard et al., 1999).
Auf der Basis eines so isolierten Fab-Fragments konnte ein vollstdndiger und komplett
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humaner IgG-Antikoérper hergestellt werden, der spezifisch tumorassoziertes MUC1 bindet
und somit ein potentielles Agens fir eine zielgerichtete Therapie von MUCL1-
Uberexprimierender Adenokarzinome darstellt (Henderikx et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten humane rekombinante Antikérperfragmente gegen die
VNTR-Region von tumorassoziiertem MUC1 gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurden
zundchst humane Antikoérpergenbibliotheken aus dem Blut von Mammakarzinom-
Patientinnen, die mit einem synthetischen MUC1-Glykopeptid immunisiert worden waren,
hergestellt.

5.1 Konstruktion der humanen Antikorpergenbibliotheken

Als Ausgangsmaterial fur die Klonierung der humanen Antikdrpergenbibliotheken stand Blut
von insgesamt sieben Mammakarzinom-Patientinnen zur Verfigung, die im Rahmen eines
Heilversuches mit einem synthetischen MUC1-Glykopeptid immunisiert worden waren. Diese
Patientinnen waren zu Beginn dieses Heilversuches von einem metastasierten
Mammakarzinom betroffen. Das flr die Immunisierungen verwendete Glykopeptid wurde
synthetisch hergestellt und hatte die Aminosauresequenz APDT(GalNAC)RPAPGSTAPPA,
wobei ein Threoninrest mit N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) glykosyliert war. Somit
reprasentierte es die VNTR-Region von tumorassoziiertem MUC1. Die Patientinnen erhielten
jeweils mehrere Immunisierungen mit dieser synthetisch hergestellten Vakzine (Dr. Kaul,
Universitatsfrauenklinik  Heidelberg, personliche Mitteilung), um Antikdrper gegen
tumorassoziiertes MUCL1 zu induzieren. Dabei sollten die Patientinnen durch die wiederholte
Applikation des synthetischen MUC1-Glykopeptids im Rahmen einer humoralen
Immunantwort verstarkt IgG-Antikdrper gegen die verabreichte Vakzine bilden (Janeway und
Travers, 1997).

Im Rahmen mehrerer klinischer Studien wurde eine auf MUC1-Peptiden basierende
Vakzinierung erprobt. Dabei wurden von einem Mammakarzinom oder einem anderen
Adenokarzinom betroffene Patientinnen mit synthetischen MUC1-Peptiden unterschiedlicher
Lange immunisiert, wobei die MUC1-Peptide die VNTR-Region reprasentierten und mit
einem Adjuvans konjugiert waren, um die Immunantwort der Patientinnen gegeniber der
verabreichten Vakzine zu verstarken (Xing et al., 1995; Goydos et al., 1996; Karanikas et al.,
1997; Reddish et al., 1998; Adluri et al., 1999; Gilewski et al., 2000; von Mensdorff-Pouilly et
al., 2000b). In einigen dieser Studien konnte gezeigt werden, dass Immunisierungen mit
synthetischen MUC1-Peptiden in den Patientinnen hohe MUC1-spezifische IgG-

Antikorpertiter induzierten. Die fur diese Vakzinierungen verwendeten MUC1-Peptide

93



Diskussion

bestanden aus 30, 33, 100 oder 106 Aminosauren (Karanikas et al., 1997; Adluri et al., 1999;
Gilewski et al., 2000; von Mensdorff-Pouilly et al., 2000b).

Das in dem Heilversuch verwendete MUC1-Glykopeptid war kovalent mit dem Adjuvans KLH
konjugiert. Die sieben fur diese Arbeit relevanten Patientinnen erhielten jeweils mehrere
Immunisierungen mit der synthetisch hergestellten und mit KLH konjugierten Vakzine. Die
Entwicklung der Antikdrpertiter in den Patientinnen wurde mit Hilfe von ELISAs untersucht. In
allen Patientinnen wurden durch die Immunisierungen 1gG- und IgM-Antikorper induziert, die
an die fur die Vakzinierungen verwendeten Komponenten, synthetisches MUC1-Glykopeptid
und KLH, binden konnten. Diese induzierten Antikorper zeigten jedoch keine Reaktivitat
gegeniuber dem Brust-Mucin-Antigen (BMA) (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg,
personliche Mitteilung). BMA wurde aus der MUC1L-exprimierenden Mammakarzinom-
Zelllinie T47D prapariert und unter Verwendung des MUC1-spezifischen monoklonalen
Maus-Antikdrpers  BM7  affinitditschromatographisch  gereinigt. BMA  stellte  somit
tumorassoziiertes MUC1 dar (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche
Mitteilung). Dass die durch die Immunisierungen induzierten und mit dem synthetischen
MUC1-Glykopeptid reaktiven 1gG- und IgM-Antikbrper im Serum der immunisierten
Patientinnen in ELISAs keine Bindung an tumorassoziiertes MUCL1 zeigten, kdnnte mit der
Lange des fir die Immunisierungen verwendeten MUC1-Glykopeptids zusammenhéngen.
Dieses bestand aus einer Abfolge von insgesamt 15 Aminosauren und reprasentierte damit
nur einen Teil eines einzigen repeats der VNTR-Doméne von tumorassoziiertem MUCL1. Die
VNTR-Doméne als immundominante Region von tumorassoziiertem MUCL1 nimmt in
synthetischen Peptiden ihre native Konformation jedoch erst ab einer Lange von mehr als
zwei repeats an. Mehrere repeats sorgen fur eine erhohte Stabilitdt dieser nativen
Konformation in synthetischen MUC1-Peptiden (Fontenot et al., 1993, 1995). In einer
anderen Studie wurden 16 von einem metastasierten Mammakarzinom betroffene
Patientinnen mit einem aus 16 Aminosauren bestehenden MUC1-Peptid immunisiert. Das
Peptid repréasentierte die VNTR-Region von tumorassoziiertem MUC1 und war mit KLH
sowie einem weiteren Adjuvans konjugiert. Nur drei der insgesamt 16 vakzinierten
Mammakarzinom-Patientinnen entwickelten geringe MUC1-spezifische 1gG-Antikorpertiter
(Reddish et al., 1998). Die Lange, d.h. die Anzahl der repeats, des applizierten MUC1-
(Glyko-) Peptids scheint daher von grofRer Bedeutung fir die Induktion von gegen
tumorassoziiertes MUC1 gerichteten IgG- und IgM-Antikdrpern zu sein.

Wie bereits diskutiert, konnten im Serum der sieben im Rahmen eines Heilversuches mit
einem synthetischen MUC1-Glykopeptid immunisierten Mammakarzinom-Patientinnen keine
Antikérper nachgewiesen werden, die an tumorassoziiertes MUC1 binden. Es ist jedoch
theoretisch mdglich, dass ein geringer Anteil der in diesen Patientinnen durch die

Vakzinierungen induzierten Antikorper spezifisch an tumorassoziiertes MUC1 bindet und
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dass diese Antikdrper serologisch unter Verwendung konventioneller ELISAs nicht detektiert
werden konnten. Mit Hilfe der Phagendisplay-Technologie (Winter und Milstein, 1991;
Hoogenboom et al., 1992, 1998; Winter et al., 1994) sollte es mdglich sein, diese eventuell
vorhandenen Antikorper, die spezifisch an tumorassoziiertes MUC1 binden, zu selektieren.
Da durch die MUC1-Glykopeptid-Immunisierungen nachweislich eine starke humorale
Immunantwort mit der Bildung von IgG-Antikérpern in den Patientinnen ausgeltst wurde,
sollten scFv-Antikérpergenbibliotheken auf der Basis von y-Ketten aus den aktivierten B-
Zellen dieser Patientinnen fur ein Phagendisplay-screening generiert werden. Alle
Patientinnen hatten zum Zeitpunkt der Blutentnahme hohe MUC1-Glykopeptid-spezifische
IgG-Antikorpertiter (Dr. Kaul, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche Mitteilung).
Nach der Isolierung der peripheren Lymphozyten einer jeden Patientin konnte aus diesen die
MRNA prapariert werden. Die mRNA wurde mittels Reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA diente als template fur die PCR-Amplifikation der fur die variablen
schweren und variablen leichten Antikdrperketten (VH und VL) kodierenden Gene. Dabei
konnten unter Verwendung von zwei Primersétzen (Rohrbach, 2000) die fur die variablen
Regionen kodierenden Gene der y-, k- und A-Ketten amplifiziert werden. Die fur die VH (y)
und VL (k und A) kodierenden Gene wurden anschliel3end in das Phagemid pSEX81 kloniert
(Welschof et al., 1997). In dem Phagemid pSEX81 konnten zwei Einzelpatientinnen-
bibliotheken und zwei Mischbibliotheken hergestellt werden. Die beiden Einzelpatientinnen-
bibliotheken enthielten die fir die variablen Antikdrperketten kodierenden Gene der Patientin
S, wobei eine Bibliothek die VH- und VLk-Gene enthielt (Antikdrpergenbibliothek pSEX81-S-
VH/VLK), wahrend die andere Bibliothek aus den VH- und VLA-Genen bestand
(Antikdrpergenbibliothek pSEX81-S-VH/VLA). Die Komplexitat dieser beiden Bibliotheken,
d.h. die Anzahl unabhangiger Kolonien nach der Klonierung, betrug 1,2 x 10° fir die k-
Bibliothek und 1,4 x 10° firr die A-Bibliothek. Die beiden Mischbibliotheken bestanden aus
den fur die variablen Antikdrperketten kodierenden Genen der sechs ubrigen mit einem
synthetischen MUC1-Glykopeptid immunisierten Mammakarzinom-Patientinnen, wobei
analog zu den beiden Einzelpatientinnenbibliotheken die VLk- und VLA-Gene voneinander
getrennt in die vorher generierte VH-Subbibliothek kloniert wurden (Antikérpergen-
bibliotheken pSEX81-Mix-VH/VLK und pSEX81-Mix-VH/VLA). Die Komplexitat der beiden
Mischbibliotheken betrug 6,5 x 10° fir die k-Bibliothek und 1,7 x 10° fur die A-Bibliothek.

Die fur die VLk- und VLA-Ketten kodierenden Gene wurden voneinander getrennt kloniert,
um eine genauere genetische Analyse der in den Patientinnen durch die Immunisierungen
induzierten IgG-Antikdrper wahrend des spater durchgefuhrten Phagendisplay-screenings zu
ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, aus Patientinnen, die nach

MUC1-Glykopeptid-Immunisierungen nachweislich hohe MUC1-Glykopeptid-spezifische IgG-
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Antikorpertiter hatten, eventuell vorhandene Antikérperfragmente zu selektieren, die sowohl
synthetisches MUC1-Peptid als auch tumorassoziiertes MUC1 spezifisch binden. Da von B-
Lymphozyten aus dem Blut immunisierter Spenderinnen ausgegangen wurde, erschienen
die Komplexitaten der hergestellten Antikérpergenbibliotheken ausreichend, um die
gewiinschten rekombinanten Antikdrperfragmente zu isolieren (Breitling und Dubel, 1997),
zumal die fir die VLK- und VLA-Ketten kodierenden Gene bei der Herstellung der

Bibliotheken getrennt voneinander kloniert worden waren.

5.2 Screening der humanen Antikérpergenbibliotheken

Die vier humanen Antikérpergenbibliotheken wurden fiir ein Panning auf BMA, das
tumorassoziiertes MUCL1 reprasentierte, und auf synthetischen MUC1-Glykopeptiden der
VNTR-Region von MUCL1 eingesetzt, um humane Antikérperfragmente zu selektieren, die
spezifisch die VNTR-Region von tumorassoziiertem MUC1 binden.

Die beiden Einzelpatientinnenbibliotheken pSEX81-S-VH/VLk und pSEX81-S-VH/VLA, die
aus dem Blut der mit einem synthetischen MUC1-Glykopeptid der VNTR-Region von MUC1
immunisierten Mammakarzinom-Patientin S generiert worden waren, wurden fir jeweils drei
Panningrunden auf BMA und auf dem synthetischen MUC1-Glykopeptid 506 eingesetzt.
Dabei wurden die beiden Bibliotheken fir jede einzelne Panningrunde mit dem Hyperphagen
verpackt (Rondot et al., 2001). Bei dem Hyperphagen handelt es sich um einen Phagen, der
kein funktionelles plll-Gen besitzt, aber aufgrund seines Wildtyp-plll-Phanotyps in der Lage
ist, F-Pili exprimierende E. coli-Bakterien zu infizieren. Hyperphagen werden von der E. coli-
Zelllinie DH5a/plll [M13KO7Apll] produziert, in deren Genom das fur den Wildtyp-plll-
Phanotyp des Hyperphagen notwendige plll-Gen integriert ist. Wird der Hyperphage fir die
Verpackung von einer in einem Phagemid vorliegenden scFv-Antikérpergenbibliothek
verwendet, entstehen rekombinante Phagenpartikel, die mehrere scFv-Fragmente jeweils in
Fusion mit einem plll-Protein auf ihrer Oberflache tragen. Im Gegensatz zur Verwendung
von konventionellem M13KO7-Helferphagen wird das plll-Protein alleine nicht prasentiert, da
die einzige Quelle fur das plll-Protein das im Phagemid kodierte scFv-plll-Fusionsprotein ist.
Durch den Einsatz von Hyperphagen bei der Verpackung von scFv-Antikdrpergen-
bibliotheken wird daher, im Vergleich zur Verwendung von konventionellen M13KO7-
Helferphagen, die Antigenbindungsaktivitat jedes einzelnen rekombinanten
Phagenantikorper-Partikels wahrend eines Pannings erhoht. Diese Eigenschaft von
Hyperphagen bei der Verpackung von Antikérpergenbibliotheken lasst sich genau dann

nutzen, wenn zu erwarten ist, dass die Anzahl potentieller fir das gewlinschte Antigen
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spezifischer Antikorperklone in einer Antikérpergenbibliothek sehr gering ist (Rondot et al.,
2001). Dies war der Fall bei den zu analysierenden Einzelpatientinnenbibliotheken pSEX81-
S-VH/VLk und pSEX81-S-VH/VLA, wie auch bei den beiden Mischbibliotheken pSEX81-Mix-
VH/VLK und pSEX81-Mix-VH/VLA.

Beide Einzelpatientinnenbibliotheken wurden aus dem Blut der Patientin S generiert, die zum
Zeitpunkt der Blutentnahme einen sehr hohen, gegen das fir die Immunisierungen
verwendete synthetische MUC1-Glykopeptid gerichteten IgG-Antikorpertiter hatte. Im Serum
dieser Patientin konnten jedoch keine IgG-Antikdrper mit spezifischer Bindung an
tumorassoziiertes MUC1 mittels konventioneller ELISAs detektiert werden (Dr. Kaul,
Universitatsfrauenklinik Heidelberg, personliche Mitteilung). Auch nach drei Panningrunden
auf BMA, das tumorassoziiertes MUCL1 darstellte, konnten keine BMA-spezifischen scFv-
Fragmente tragenden Phagen aus den beiden Einzelpatientinnenbibliotheken angereichert
werden. Eine Anreicherung von Phagenantikérpern mit spezifischer Bindung an das fir die
Immunisierungen verwendete synthetische MUC1-Glykopeptid aus diesen beiden
Bibliotheken konnte, wie erwartet, erzielt werden. Die durch ein Panning auf synthetischem
MUC1-Glykopeptid angereicherten Phagenantikdrper zeigten in polyklonalen Phagen-ELISA-
Bindungsstudien eine zum Teil sehr starke Bindung an das fir das Panning verwendete
synthetische MUC1-Glykopeptid, das zugleich auch einen Teil des fir die Immunisierungen
der Patientin S verwendeten synthetischen MUC1-Glykopeptids der VNTR-Region
reprasentierte. Diese so angereicherten Phagenantikdrper konnten jedoch in polyklonalen
Phagen-ELISAs nicht an tumorassoziiertes MUC1 (BMA) binden.

Auffallend war, dass aus der A-Bibliothek bereits nach der ersten Panningrunde auf dem
synthetischen MUC1-Glykopeptid 506 solche Phagenantikorper selektiert wurden, die eine
starke maximale Bindungsaktivitdt gegeniiber diesem Glykopeptid aufwiesen. Aus der k-
Bibliothek hingegen konnten erst nach drei Panningrunden auf dem Glykopeptid 506
Phagenantikérper mit einer signifikanten MUCL1-Glykopeptid-spezifischen Bindung
angereichert werden. Diese Daten weisen darauf hin, dass die meisten der durch die MUCL1-
Glykopeptid-Immunisierung in der Patientin S induzierten und mit diesem Glykopeptid
reaktiven 1gG-Antikorper leichte Ketten des A-Typs besitzen konnten. Aber auch Probleme
bei der korrekten Faltung von humanen leichten Antikorperketten des des A-Typs im
Vergleich zu humanen leichten Ketten des k-Typs in E. coli wahrend der Verpackung von
Antikérpergenbibliotheken kénnen nicht ausgeschlossen werden. So hatte auch die
Mehrzahl der von Little et al. (1999) aus einer humanen scFv-Antikdrpergenbibliothek
gewonnenen scFv-Fragmente aus nicht geklarten Grinden leichte Ketten des A-Typs.

Selbst mit Hilfe des Phagendisplays unter Verwendung des Hyperphagen, der eine im

Vergleich zu konventionellem M13KO7-Helferphagen verbesserte Prasentation von scFv-
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Fragmenten im Phagendisplay erlaubt (Rondot et al., 2001), konnten keine scFv-Fragmente
mit spezifischer Bindung an tumorassoziiertes MUC1l (BMA) aus den beiden
Einzelpatientinnenbibliotheken selektiert werden. Die mit Hilfe des Phagendisplays
gewonnenen Daten bestéatigen die Beobachtungen, dass die durch MUC1-Glykopeptid-
Immunisierungen in der Patientin S induzierten IgG-Antikdrper zwar an das fir die
Immunisierungen verwendete synthetische MUC1-Glykopeptid binden, jedoch nicht an
tumorassoziiertes MUC1 (BMA).

FUr das screening der beiden Mischbibliotheken (pSEX81-Mix-VH/VLK und pSEX81-Mix-
VH/VLA), welche die scFv-Antikérpergene der Ubrigen sechs mit einem synthetischen
MUC1-Glykopeptid immunisierten Mammakarzinom-Patientinnen enthielten, wurde eine im
Vergleich zum screening der beiden Einzelpatientinnenbibliotheken alternative Panning-
strategie gewahlt. Fir die erste Panningrunde auf tumorassoziiertem MUC1 (BMA) wurden
beide Mischbibliotheken mit Hilfe des Hyperphagen verpackt. Da bereits nach dieser
Panningrunde eine signifikante Anreicherung von Phagenantikdrpern erzielt werden konnte,
wurden fur alle nachfolgenden Panningrunden auf BMA sowie synthetischem MUC1-
Glykopeptid die jeweils angereicherten Mischbibliotheken konventionell mit M13KO7-
Helferphagen verpackt. Durch eine solche Verpackung wird im Gegensatz zu einer
Verpackung mit Hyperphagen, bei welcher es aufgrund der oligovalenten scFv-Expression
auf der Oberflache der Phagenpartikel zu unerwiinschten Aviditatseffekten kommen kann,
die Selektion von hochaffinen scFv-Fragmenten begtinstigt (Rondot et al., 2001).

Aus beiden Mischbibliotheken konnten an BMA bindende Phagenantikbrper angereichert
werden. Aber nur zwei Phagenantikérperpopulationen (pSEX81-Mix-VH/VLk-Bibliothek nach
dem 3. Panning auf BMA und pSEX81-Mix-VH/VLA-Bibliothek nach dem 2. Panning auf
BMA) der beiden jeweils Uber drei Panningrunden auf BMA angereicherten
Mischbibliotheken zeigten in polyklonalen Phagen-ELISAs eine signifikant erhohte
Bindungsaktivitdt gegentiber dem synthetischen MUC1-Glykopeptid 460, das dem flur die
Immunisierungen der sechs Mammakarzinom-Patientinnen verwendeten synthetischem
MUC1-Glykopeptid der VNTR-Region entsprach. Diese beiden angereicherten Bibliotheken
wurden fur jeweils eine weitere Panningrunde auf synthetischem MUCL1-Glykopeptid
eingesetzt. Dabei konnten nur aus der A-Bibliothek Phagenantikdrper angereichert werden,
die in einem polyklonalen Phagen-ELISA sowohl an synthetisches MUC1-Glykopeptid als
auch an tumorassoziiertes MUC1 (BMA) banden. Somit zeigten die folgenden drei
Phagenantikdrperpopulationen der beiden durch zwei oder mehrere Panningrunden
angereicherten Mischbibliotheken in polyklonalen Phagen-ELISA-Bindungsstudien eine
signifikante Bindung sowohl an das fur die Immunisierungen verwendete synthetische

MUC1-Glykopeptid als auch an tumorassoziiertes MUC1 (BMA): k-Bibliothek nach dem
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3. Panning auf BMA, A-Bibliothek nach dem 2. Panning auf BMA sowie A-Bibliothek nach
dem 2. Panning auf BMA und einem nachfolgenden Panning auf synthetischem MUCL1-
Glykopeptid. Aus diesen drei angereicherten Bibliotheken wurden jeweils 46 Einzelklone
analysiert, um humane monoklonale Antikorperfragmente zu selektieren, die durch die
MUC1-Glykopeptid-Immunisierungen in den Mammakarzinom-Patientinnen induziert wurden
und spezifisch an die VNTR-Region von tumorassoziiertem MUC1 binden.

Aus der k-Mischbibliothek konnten keine Antikérperfragmente mit der gewilinschten Spezifitat
selektiert werden. Die mit der BMA-Praparation reaktiven Klone dieser angereicherten
Bibliothek banden offenbar nicht an die VNTR-Region von tumorassoziiertem MUCI,
sondern entweder an andere Bereiche dieses transmembranen Glykoproteins oder an noch
in dieser BMA-Praparation vorhandene kontaminierende Komponenten. Die im Rahmen
dieser Arbeit verwendete MUC1-Praparation (BMA) wurde aus der MUCL1-positiven
humanen Mammakarzinom-Zelllinie T47D gewonnen und unter Verwendung des
monoklonalen Antikdrpers BM7 affinitdtschromatographisch gereinigt und wies daher noch
geringflgige Kontaminationen auf.

Auch die 46 analysierten Einzelklone aus der durch zwei Panningrunden auf BMA
angereicherten A-Mischbibliothek konnten nicht an die VNTR-Region von tumorassoziiertem
MUC1 binden, und hatten zum Teil wahrscheinlich eine ahnliche Spezifitat wie die aus der k-
Mischbibliothek analysierten, mit der BMA-Préparation reaktiven Einzelklone. Eine
erfolgreiche Selektion von monoklonalen Antikdrperfragmenten mit der gewiinschten
Spezifitét gelang erst durch ein nachfolgendes Panning der durch zwei Panningrunden auf
BMA angereicherten A-Mischbibliothek auf synthetischem MUC1-Glykopeptid. 42 der
insgesamt 46 aus dieser Population analysierten Einzelklone produzierten Phagenantikérper,
die in monoklonalen Phagen-ELISAs an synthetische MUC1-Glykopeptide, an BMA sowie an
das Cytosol der MUC1-positiven Mammakarzinom-Zelllinie T47D binden konnten. Durch
eine Restriktionsanalyse unter Verwendung der Restriktionsendonuklease BstNI konnte
gezeigt werden, dass diese 42 Einzelklone mit der gewiinschten Bindungsspezifitat sehr
wahrscheinlich identisch sind. Das Restriktionsenzym BstNI ist durch die polymorphe
Verteilung seiner Erkennungssequenz in Antikdrper-DNA gekennzeichnet und ermdgglicht so
die Identifizierung unterschiedlicher Sequenzen (Marks et al., 1991). Die Kkleinen
Unterschiede beziglich der absoluten Antigenbindungsaktivitdt in monoklonalen Phagen-
ELISAs der 42 potentiell identischen Klone sind auf unterschiedliche Phagenantikdrper-Titer
der einzelnen in den ELISAs eingesetzten Phagentberstande zurtckzufihren. Letztlich
hatten alle 42 Antikorperklone jedoch sequenziert werden missen, um eine eindeutige
Aussage beziglich ihrer Identitdt machen zu kénnen. Die fur die variablen Regionen der
schweren und der leichten Antikdrperketten kodierenden Gene von drei dieser 42 Klone
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wurden nach ihrer Umklonierung in den E. coli-Expressionsvektor pOPE101 sequenziert,
wodurch die Identitdt von mindestens drei scFv-Antikdrperklonen sicher belegt werden
konnte.

Die beiden Mischbibliotheken wurden auch fir ein ausschlieBlich auf synthetisches MUC1-
Glykopeptid konzentriertes Panning eingesetzt (Daten nicht gezeigt). Dieses Phagendisplay-
screening ergab fur beide Mischbibliotheken ein mit dem screening der k-Einzelpatientinnen-
bibliothek vergleichbares Ergebnis. Aus beiden Mischbibliotheken konnten bereits nach einer
Panningrunde Phagenantikorper angereichert werden, die in polyklonalen Phagen-ELISAs
eine sehr starke Bindung an das fur die Immunisierungen verwendete synthetische MUC1-
Glykopeptid zeigten. Eine Bindung dieser Phagenantikérper an tumorassoziiertes MUC1
(BMA) konnte jedoch nicht detektiert werden.

Selbst durch den Einsatz eines sehr aufwendigen, auf zwei unterschiedliche Antigene
(synthetisches MUC1-Glykopeptid und BMA, welches tumorassoziiertes MUC1 darstellte)
konzentriertes, kombinatorisches Panning konnte mit Hilfe des Phagendisplays nur ein scFv-
Antikérperklon mit der gewiinschten Spezifitait aus den vier Antikdrpergenbibliotheken
selektiert werden.

Auch die aus dem Phagendisplay-screening der beiden Mischbibliotheken gewonnenen
Daten bestétigen die Beobachtungen, dass die durch MUC1-Glykopeptid-Immunisierungen
in den Mammakarzinom-Patientinnen induzierten IgG-Antikbrper zwar an das fir die
Immunisierungen verwendete synthetische MUC1-Glykopeptid binden konnten, jedoch nicht
an tumorassoziiertes MUC1 (BMA). Dies kdnnte, wie bereits diskutiert, mit der Lange des fir
die Vakzinierungen verwendeten MUC1-Glykopeptids zusammenhangen. Das synthetische
MUC1-Glykopeptid bestand aus einer Abfolge von insgesamt 15 Aminoséauren und
reprasentierte damit nur einen Teil eines einzigen repeats der VNTR-Domane von
tumorassoziiertem MUC1. Da die VNTR-Domane als immundominante Region von
tumorassoziiertem MUCL1 in synthetischen Peptiden ihre native Konformation jedoch erst ab
einer Lange von mehr als zwei repeats annimmt (Fontenot et al., 1993, 1995), ist
anzunehmen, dass die Mehrzahl der von dem applizierten MUC1-Glykopeptid préasentierten
Epitope aufgrund einer unterschiedlichen Faltung nicht mit den normalerweise von der
VNTR-Region von tumorassoziiertem MUCL1 préasentierten Epitopen aquivalent waren.

Die bereits beschriebenen und charakterisierten humanen, gegen tumorassoziiertes MUC1
gerichteten Antikorperfragmente wurden mit Hilfe des Phagendisplays unter Verwendung
eines 100mer-MUC1-Peptids aus nativen Antikérpergenbibliotheken selektiert. Dabei
bestand das fir die Selektion verwendete Peptid-Antigen aus funf repeats der VNTR-Region
von MUC1 und lag gel6st, mit Biotin konjugiert vor (Henderikx et al., 1998; de Haard et al.,
1999). Diese Ergebnisse stehen mit den im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten im

Einklang, wonach nur langere, aus mehreren repeats bestehende Peptide der VNTR-Region
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von MUCL1 eine Konformation annehmen, die mit der nativen Struktur von tumorassoziiertem
MUC1 vergleichbar ist.

5.3 Das humane rekombinante single chain Fv-Fragment IIB6

Die fur die variablen Regionen der schweren und leichten Antikorperketten (VH und VL)
kodierenden Gene der aus der humanen Antikdrpergenbibliothek pSEX81-Mix-VH/VLA
isolierten Einzelklone ID4, 1A6 und I[IB6 konnten erfolgreich in den Vektor pOPE101
(Schmiedl et al., 2000) kloniert werden, der zur periplasmatischen Expression von single
chain Fv-Fragmenten (scFv-Fragmenten) in E. coli dient. Mit Hilfe einer Immunoblot-Analyse
sowie einer ELISA-Bindungsstudie periplasmatischer Extrakte konnte gezeigt werden, dass
sich die drei aus der A-Mischbibliothek isolierten Antikorperklone nach ihrer Umklonierung in
pOPE101 als I6sliche rekombinante scFv-Fragmente im periplasmatischen Raum von E. coli
unter Beibehaltung der gewiinschten Spezifitat funktionell exprimieren lassen.

Durch die Sequenzierung der fur die VH und VL kodierenden Gene der Klone ID4, 1A6 und
[IB6 konnte die Identitat dieser Antikorperklone belegt werden. Das VH-Gen gehort zu der
VH1-Genfamilie und zeigt eine 95,6 %ige Homologie zu dem &hnlichsten germline-Gen DP-
8. Das zur VA3-Genfamilie gehdrende VL-Gen ist zu 95,8 % mit dem &hnlichsten germline-
Gen IGLV3S2 homolog. Verglichen mit den VH- und VL-Genen von Antikérperfragmenten,
die aus nativen humanen Antikérpergenbibliotheken (Vaughan et al., 1996; de Haard et al.,
1999) selektiert wurden, ist die Frequenz der Aminosaure-Mutationen bezuglich der
jeweiligen germline-Sequenzen etwas hoher. Dies ist jedoch nicht Uberraschend, da das im
Rahmen dieser Arbeit isolierte Antikorperfragment aus einer unter Verwendung von IgG-
spezifischen Primern hergestellten Antikérpergenbibliothek stammt, welche aus
immunisierten Spenderinnen generiert wurde. Die isolierten VH- und VL-Gene kénnten von
einem, jedoch eher von zwei B-Zellklonen abstammen, die im Rahmen einer sekundaren
Immunantwort von einer bzw. zwei der sechs Patientinnen eine Affinitatsreifung mit erhdhter
Mutationsrate durchlaufen haben. Bei einem Vergleich der VH- und VL-Gene der beiden von
Henderikx et al. (1998) isolierten MUC1-spezifischen scFv-Fragmente 10A und 10B mit dem
von Griffiths et al. (1993) isolierten MUC1-spezifischen scFv-Fragment aMUC1-1 fiel auf,
dass diese drei Antikorperfragmente beziglich der VH-Region von FR1 bis CDR2 dieselbe
germline-Sequenz besitzen, obwohl sie in ihrer Feinspezifitdt sehr unterschiedlich sind
(Henderikx et al., 1998). Die humanen scFv-Fragmente 10A und 10B wurden aus einer sehr
komplexen nativen scFv-Bibliothek unter Verwendung eines biotinylierten 100mer-MUC1-
Peptids der VNTR-Region in Losung selektiert (Vaughan et al., 1996; Henderikx et al., 1998),
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wohingegen das humane Antikérperfragment aMUC1-1 aus einer weniger komplexen
nativen scFv-Bibliothek mit Hilfe eines 20mer-MUC1-Peptids affinitdtschromatographisch
isoliert wurde (Marks et al., 1991; Griffiths et al., 1993). Die drei scFv-Fragmente 10A, 10B
und aMUC1-1 besitzen alle eine leichte Kette des A-Typs, nutzen jedoch unterschiedliche
A-germline-Sequenzen (Henderikx et al., 1998). Das im Rahmen dieser Arbeit isolierte scFv-
Fragment hat, bis auf die Nutzung einer leichten Kette des A-Typs, keine derartigen
sequenzspezifischen Gemeinsamkeiten mit den MUC1-spezifischen Antikérperfragmenten
10A, 10B und aMUC1-1.

Das scFv-Fragment 1IB6 konnte mit Hilfe einer immobilisierten Metallionen-
Affinitatschromatographie (IMAC) erfolgreich aus periplasmatischen Extrakten angereichert
werden. Da eine Analyse der IMAC-Fraktionen durch SDS-PAGE und Immunblot eine
ausreichende Reinheit des scFv-Fragments 11B6 in den IMAC-Eluaten belegte, wurde auf
einen weiteren Reinigungsschritt verzichtet.

Die Spezifitat des humanen rekombinanten scFv-Fragments 11B6 wurde mit Hilfe
verschiedener Nachweisverfahren analysiert. In einer ELISA-Bindungsstudie konnte das
mittels IMAC gereinigte Antikdrperfragment an ein synthetisches glykosyliertes sowie an ein
synthetisches nicht-glykosyliertes MUC1-Peptid der VNTR-Region binden. Beide
synthetischen MUC1-Peptide hatten identische Aminosduresequenzen. Das glykosylierte
MUC1-Peptid entsprach dabei dem fiir die Immunisierungen der sechs Mammakarzinom-
Patientinnen verwendeten synthetischen MUC1-Glykopeptid, welches an einem Threoninrest
mit N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) glykosyliert war. Auch tumorassoziiertes MUCL1, das in
diesem ELISA gereinigt (BMA) sowie in einer cytosolischen Praparation von T47D-Zellen
vorlag, wurde von dem scFv-Fragment IIB6 gebunden. Das humane Antikdrperfragment 11B6
konnte im ELISA ungefahr gleich stark an ndherungsweise gleiche geringe Stoffmengen der
beiden Antigene BMA und synthetisches MUC1-Peptid binden. Da ein Molekil MUC1
aufgrund seiner Wiederholungsdoméne mehrere potentielle Epitope flr das rekombinante
Antikérperfragment besitzen kénnte, ein Molekil des synthetischen MUC1-Peptids jedoch
nur ein einziges potentielles Epitop besitzt, konnte aus den ELISA-Daten geschlossen
werden, dass nur eines der mehreren potentiellen Epitope auf BMA von dem scFv-Fragment
[IB6 erkannt wird. Dies wére nicht Uberraschend, denn die BMA-Praparation wurde mit Hilfe
einer affinitdtschromatographischen Reinigung unter Verwendung des monoklonalen Maus-
Antikorpers BM7 aus T47D-Zellen gewonnen und représentierte daher nur einen Teil der von
T47D-Zellen exprimierten MUC1-Molekile. Da die humane Mammakarzinom-Zelllinie T47D
viele verschiedene MUC1-Glykoformen exprimiert (Hanisch et al., 1996), ist es nicht mdglich,
unter Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers, welcher aufgrund seines spezifischen

Epitops nur bestimmte MUC1-Glykoformen binden kann, alle MUC1-Isoformen aus T47D-
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Zellen zu gewinnen. Gegen die These, dass nur eines der mehreren potentiellen Epitope auf
BMA von dem scFv-Fragment 1IB6 erkannt wird, spricht das im ELISA beobachtete
Bindungsverhalten des Antikorperfragments 1IB6 an groRere Stoffmengen der beiden
Antigene BMA und synthetisches MUC1-Peptid. Eine Erhéhung der Antigenkonzentration
fuhrte beziiglich des synthetischen MUC1-Peptid-Antigens auch zu einer Erhéhung der
ELISA-Signale, wohingegen beim Antigen BMA keine weitere Signalverstarkung zu
beobachten war. Diese beziglich des BMA-Antigens beobachtete Absattigung weist darauf
hin, dass ab einer bestimmten BMA-Konzentration alle verfigbaren scFv-Fragmente
gebunden vorlagen, wahrend dies bei einer &quivalenten Stoffmenge des synthetischen
MUC1-Peptid-Antigens nicht der Fall war. Die in einem Immunoblot beobachtete molekulare
Masse des BMA-Antigens lasst auf ein Protein mit maximal 20 repeats in dieser Préaparation
schliessen. Die Sequenzen dieser repeats sind jedoch in der Regel nicht identisch. So sind
in MUC1-Molekilen der Mammakarzinom-Zelllinie T47D, aus der das im Rahmen dieser
Arbeit verwendete BMA-Antigen prapariert wurde, die Peptidsequenzen der repeats
leicht verandert. Die Anderungen sind hauptsachlich an drei Positionen
(PAPGSTAPP(-A)AHGVTSAPD(- E)T(-S)R) zu beobachten, wobei die letzten beiden
Verénderungen (D-E und T-S) in etwa 50 % der repeats zu finden sind und immer
gemeinsam auftreten (Muller, 1999; Hanisch und Muller, 2000). Der Threoninrest ist auch am
Epitop des scFv-Fragments [1B6 beteiligt (s.u.). Da Antikérper in der Regel durch Anderung
bereits einer einzelnen am Epitop beteiligten Seitenkette in ihrer Bindung zum Antigen
beeintrachtigt werden kdnnen, kann aus der Anzahl der repeats nicht auf die Molaritat der
Bindungsstellen im BMA-Molekil geschlossen werden. Eine geringe Anzahl potentieller
Epitopsequenzen ist jedoch wahrscheinlich. Eine Klarung dieses Sachverhalts wéare hier nur
durch Peptidsequenzierung des verwendeten BMA-Antigens und Epitopkartierung zu
erlangen.

Die in ELISA-Bindungsstudien gezeigte Reaktivitdt des scFv-Fragments [IB6 mit
tumorassoziiertem MUC1 wurde mit Hilfe einer Immunoblot-Analyse bestétigt. Das
Antikérperfragment [IB6 konnte in dieser Analyse an das in einer BMA-Préparation und im
Cytosol von T47D-Zellen enthaltene tumorassoziierte MUCL spezifisch binden und zeigte
dabei ein mit dem monoklonalen Maus-Antikérper BM7 vergleichbares Bindungsmuster. Das
tumorassozierte MUC1-Antigen lag in dieser Analyse denaturiert vor.

Die Bindung an natives, von Tumorzellen prasentiertes MUCL ist flr einen potentiellen
therapeutischen Nutzen des im Rahmen dieser Arbeit generierten Antikorperfragments
essentiell. Diese Fahigkeit des scFv-Fragments [IB6 konnte mit Hilfe einer FACS-Analyse
belegt werden. Zum Einsatz kamen dabei Zellen der MUCLl-exprimierenden
Mammakarzinom-Zelllinie T47D, die verschiedene MUC1-Glykoformen exprimiert (Hanisch

et al., 1996). Das scFv-Fragment 1IB6 konnte T47D-Zellen spezifisch binden, wobei die
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Reaktion aufgrund der Monovalenz des Antikorperfragments schwécher war als bei einem
bivalenten, monoklonalen Antikérper zu erwarten. Auch Henderikx et al. (1998)
beobachteten eine im Vergleich zu monoklonalen MUC1-spezifischen Maus-Antikérpern
etwas schwachere Bindung des scFv-Fragments 10A an T47D-Zellen.

Somit ist gezeigt, dass das scFv-Fragment 1IB6 sowohl an denaturiertes (Immunoblot) sowie
eventuell partiell denaturiertes (ELISA) als auch an natives, von Zellen der Mammakarzinom-
Zelllinie T47D préasentiertes (FACS) MUC1-Antigen bindet, wobei die VNTR-Domé&ne von
tumorassoziiertem MUC1 erkannt wird.

Durch Inkubation mit 20 Uberlappenden 15mer-(Glyko-) Peptiden, die mit einem Versatz von
einer Aminosaure die VNTR-Doméne von tumorassoziiertem MUCL1 reprasentierten, konnte
das Epitop des scFv-Fragments IIB6 bestimmt werden. Es umfasst die Aminosauren TRPAP
und ist damit erwartungsgemald innerhalb der Aminosduresequenz des fur die
Immunisierungen der Mammakarzinom-Patientinnen verwendeten synthetischen MUC1-
Glykopeptids zu finden. Der Beitrag jeder einzelnen Aminosaure des Epitops zur Bindung
des Antikdrperfragments wurde nicht untersucht. Dies wére beispielsweise mittels Austausch
jeder einzelnen Aminoséaure durch Glycin (glycine walk, Kneissel et al., 1999) zu ermitteln.
Die Vielzahl der bereits charakterisierten monoklonalen Maus-Antikérper erkennen ein
Epitop, das innerhalb der PDTRPAP-Peptidsequenz liegt (Prize et al., 1998). Somit erkennt
das humane scFv-Fragment 1IB6 eine mit den Epitopen der meisten monoklonalen Maus-
Antikérpern vergleichbare antigene Determinante. Der monoklonale Maus-Antikérper C595
sowie ein von diesem abgeleitetes scFv-Fragment, deren Epitop die Aminosduren RPAP
umfasst, binden spezifisch an Gewebe von Mammakarzinom-Patientinnen. Dieser
monoklonale Antikdrper bindet besser an synthetische MUCL1-Glykopeptide als an
synthetische MUC1-Peptide der VNTR-Region. Die Glykosylierung von einigen Serin- und
Threoninresten mit GalNAc stabilisiert die Konformation des C595-Epitops (Spencer et al.,
1996, 1999; Denton et al., 1997). Die Reaktivitdt von anderen monoklonalen Antikorpern, die
gegen die VNTR-Doméane von tumorassoziiertem MUCL gerichtet sind, wird durch eine
Glykosylierung mit GalNAc nicht beeinflusst (Reis et al., 1998). Auch das im Rahmen dieser
Arbeit hergestellte scFv-Fragment 11B6 konnte im ELISA sowohl an glykosyliertes als auch
an nicht-glykosyliertes MUC1-Peptid mit einer vergleichbaren Reaktivitat binden.

Die durch andere MUC1-Peptid-Vakzinierungen in von einem Karzinom betroffenen
Patientinnen induzierten Antikorper sind gegen andere Peptidepitope der VNTR-Doméne
gerichtet als die Mehrzahl der mit Hilfe der Hybridom-Technologie generierten monoklonalen
Antikérper oder des im Rahmen dieser Arbeit hergestellten scFv-Fragments 1IB6. So sind
beispielsweise die in Karzinom-Patientinnen durch eine Immunisierung unter Verwendung

eines aus funf repeats bestehenden Mannan-MUC1-Fusionsproteins induzierten IgG-
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Antikérper mit den Aminosauresequenzen STAPPAHG und PAPGSTAP der VNTR-Doméne
von MUC1 reaktiv (Karanikas et al., 1997).

Die beiden humanen MUC1-spezifischen scFv-Fragmente 10A und 10B, die aus einer aus
dem Blut von nicht-immunisierten Spenderlnnen generierten Antikdrpergenbibliothek isoliert
wurden, sind gegen die Aminosauresequenzen PAPG(S) bzw. TRPAPGSTAPPAH der
VNTR-Doméne gerichtet. Das Peptid-Epitop des scFv-Fragments 10B ist sehr lang und
umfasst insgesamt 13 von 20 Aminosauren eines repeats. Dieses Antikorperfragment ist mit
einem aus finf repeats bestehenden MUC1-Peptid reaktiv, aber nicht mit einem aus einem
einzigen repeat bestehenden MUC1-Peptid, und erkennt somit wahrscheinlich ein
konformationelles Epitop. Die beiden scFv-Fragmente 10A und 10B konnten in
immunhistochemischen Analysen verschiedene Karzinomgewebe farben, wohingegen die
Bindung an normales Gewebe nur sehr schwach war. Beide Antikdrperfragmente erkennen
unter- oder nicht-glykosyliertes MUC1, wie es auf der Oberflache von Tumorzellen zu finden
ist (Henderikx et al., 1998). Das Epitop des Antikorperfragments 10A besteht aus den
Aminosauren PAPG(S), wobei die PAP-Sequenz den grbRten Beitrag zur Bindung leistet
(Henderikx et al., 1998). Die Abfolge der Aminoséduren PAP ist auch im Epitop des im
Rahmen dieser Arbeit generierten scFv-Fragments 1IB6 zu finden, was eventuell auf
vergleichbare Bindungseigenschaften beziglich verschiedener Tumorgewebe hinweisen
kénnte. Eine Bindung des IIB6-Antikérperfragments an verschiedene Tumorgewebe misste
jedoch noch gezeigt werden.

Der vollstéandige und komplett humane IgG-Antikdrper PH1-lgG1 ist gegen ein aus den
Aminosauren PAP bestehendes Peptidepitop gerichtet. Seine variable Domane wurde mit
Hilfe des Phagendisplays aus einer humanen Fab-Antikdrpergenbibliothek isoliert, welche
aus dem Blut nicht-immunisierter gesunder Spenderinnen generiert wurde (de Haard et al.,
1999; Henderikx et al., 2002). Dieser Antikérper bindet an von Mammakarzinom- und
Ovarialkarzinom-Zelllinien prasentiertes MUC1, jedoch nicht an stark glykosyliertes MUC1,
wie es auf Zellen von Kolonkarzinom-Zelllinien exprimiert wird. Somit erkennt auch dieser
Antikorper unter-glykosyliertes MUC1. In immunhistochemischen Analysen zeigte der
Antikorper PH1-lgG1 eine starke Bindung an verschiedene Karzinomgewebe, wohingegen
normales Gewebe nicht oder nur schwach angefarbt wurde. Auch eine Internalisierung
dieses Antikorpers in Zellen, die tumorassoziiertes MUC1 exprimieren, konnte gezeigt
werden. Dabei scheint die Internalisierung MUC1-spezifischer Antikbrper von der
Feinspezifitdt, d.h. vom Epitop des Antikdrpers abhangig zu sein. Bei einem Vergleich von
zwei monoklonalen, MUC1-spezifischen Maus-Antikérpern bezlglich ihrer Internalisierungs-
rate zeigte sich, dass der monoklonale Antikérper CTMOL, welcher ein aus den
Aminosauren RPAP bestehendes Epitop erkennt, viel besser internalisiert wurde als der

monoklonale Antikérper BC2, dessen Epitop aus den Aminosauren APDTR besteht
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(Pietersz et al., 1997). Der humane Antikdrper PH1-IgG1 (Epitop PAP) zeigte eine mit der
des CTMO1-Antikérpers vergleichbare Internalisierungsrate (Henderikx et al.,2002).
Henderikx et al. (2002) postulieren, dass MUC1-spezifische Antikorper, die das RPAP-Epitop
erkennen, effizient internalisiert werden. Somit konnte dies eventuell auch fir das scFv-
Fragment 1IB6, dessen Epitop die Aminosduren TRPAP umfasst, gelten. Internalisierende
Antikérper sind vor allem dann flr eine Immuntherapie interessant, wenn sie mit einer
heterologen Komponente, wie beispielsweise einem Enzym, konjugiert sind (Syrigos et al.,
1999).

Neben der Spezifitat ist die Affinitdt der zweite wichtige Faktor zur Beurteilung der Qualitat
eines Antikdrpers. Das im Rahmen dieser Arbeit hergestellte monovalente scFv-Fragment
lIB6 hat eine Affinitdt von 2,75 x 107 M zu BMA und eine praktisch identische Affinitét
(2,28 x 10" M) zu synthetischem MUC1-Glykopeptid. Beziiglich des Antigens BMA hatte das
scFv-Fragment 1IB6 eine mit dem monoklonalen Antikérper BM7 (3,06 x 107 M)
vergleichbare Affinitdt. Die Affinitat des Antikorperfragments gegeniber synthetischem
MUC1-Glykopeptid war, verglichen mit der des BM7-Antikdrpers (3,27 x 10°® M), jedoch
ca. 14 mal hoher. Die Bestimmung der Affinitaten des scFv-Fragments [IB6 sowie des
monoklonalen Antikérpers BM7 wurden mit Hilfe des Standardverfahrens der Oberflachen-
Plasmon-Resonanz unter Verwendung eines BlAcore 2000-Gerates durchgefuihrt, wobei
bezlglich des BM7-Antikorpers die monovalenten Affinitdten bestimmt wurden (Dr. Specht,
Fa. Inventus Biotec, Munster). Der humane, gegen tumorassoziiertes MUC1 gerichtete
Antikérper PH1-lgG1 wurde auf der Grundlage des aus einer nativen Antikérpergenbibliothek
isolierten PH1-Fab-Fragments generiert. Das PH1-Fab-Fragment hat eine Affinitdt von
1,43 x 10° M zu synthetischen MUC1-Peptiden (Henderikx et al., 2002). Somit hat das
monovalente scFv-Fragment 1IB6 eine ca. 16 mal hdhere Affinitat zu synthetischem MUCL1-
(Glyko) Peptid als das monovalente PH1-Fab-Fragment. Das auf der Grundlage dieses Fab-
Fragments generierte komplette PH1-IlgG1-Molekil hatte zu synthetischen MUC1-Peptiden
eine Affinitat von 8,7 x 10”° M. Die apparente Affinitat zu MUC1-Peptiden dieses vollstindig
humanen IgG-Antikorpers ist damit ca. 160 mal hoher als die des PH1-Fab-Fragments. Die,
verglichen mit dem PH1-Fab-Fragment, scheinbar hdhere Affinitat des kompletten PH1-
IgG1-Molekils ist jedoch auf einen Aviditatseffekt zurtickzufihren, hervorgerufen durch den
Wechsel von einem monovalenten zu einem bivalenten Antikérper (Henderikx et al., 2002).
Bei der Herstellung eines vollstandigen und komplett humanen IgG-Antikorpers auf der
Grundlage des im Rahmen dieser Arbeit generierten, gegen tumorassoziiertes MUC1
gerichteten scFv-Fragments 11B6 konnte ein dhnlicher Effekt erwartet werden. Die flr das
[IB6-Antikorperfragment bestimmten Affinitaten sind mit den Affinitditen von monoklonalen,

MUC1-spezifischen Maus-Antikdrpern zu synthetischen MUC1-Peptiden vergleichbar
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(Karanikas et al., 1998), wobei bezlglich der monoklonalen Maus-Antikérper deren Bivalenz
zu berlicksichtigen ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten zeigen, dass das scFv-Fragment 1IB6
spezifisch an tumorassoziiertes MUC1 bindet. Eine spezifische Bindung dieses
Antikérperfragments an verschiedene Karzinomgewebe, die im Vergleich zu Normalgewebe
verandertes MUC1 Uberexprimieren (Zotter et al., 1988), muss noch gezeigt werden.
Aufgrund eines Vergleichs der Feinspezifitit des scFv-Fragments I[IB6 mit den
Feinspezifitdten bereits  charakterisierter, MUC1-spezifischer ~ Antik6rper  und
Antikorperfragmente, kann dies jedoch erwartet werden, zumal eine spezifische Bindung an
natives, von einer Mammakarzinom-Zelllinie prasentiertes MUC1 belegt werden konnte.

5.4 Ausblick

Das im Rahmen dieser Arbeit generierte humane single chain Fv-Fragment 11B6, welches
tumorassoziiertes MUCL1 spezifisch bindet, stellt ein potentiell geeignetes Ausgangsprodukt
fur die Herstellung vollstandig humaner Therapeutika zur Behandlung des Mammakarzinoms
sowie anderer MUCL1-Uberexprimierender Adenokarzinome dar.

Die fur die variablen Regionen der schweren und leichten Antikérperkette kodierenden Gene
des Antikorperfragments 11B6 kdnnen in geeignete Expressionsvektoren kloniert werden, um
einen vollstandigen und komplett humanen IgG-Antikdrper gleicher Spezifitéat herzustellen.
Dabei konnen verschiedene eukaryotische Expressionssyteme genutzt werden, wie
beispielsweise das Baculovirus-Expressionssystem (Poul et al., 1995; Liang et al., 2001)
oder die Expression in CHO-Zellen (Page und Sydenham, 1991; Persic et al., 1997). Ein
solcher vollstandig humaner 1IgG-Antikorper, der gegen tumorassoziiertes MUC1 gerichtet ist,
stellt ein potentielles Agens fur eine zielgerichtete Immuntherapie von MUC1-
Uberexprimierender Adenokarzinome dar.

Eine weitere Mdoglichkeit der therapeutischen Nutzung ist die Herstellung von
Antikdrperfusionsproteinen auf Basis des im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Antikérperfragments. Dieses Antikdrperfragment kann sowohl mit heterologen Komponenten
wie Enzymen, Toxinen oder Cytokinen als auch mit Antikdrperfragmenten anderer Spezifitét
genetisch fusioniert werden (Rohrbach et al., 2003). Ein Immuncytokin, das aus einem
genetisch mit Interleukin-2 fusionierten MUC1-spezifischen Antikérperfragment murinen
Ursprungs besteht, hat einen immunstimulierenden Effekt und zerstért MUC1-positive
Tumorzellen in vitro (Heuser et al., 2003). Auch die Rekrutierung von Zellen des

Immunsystems mit Hilfe bispezifischer Antikérper auf Basis eines gegen ein
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tumorassoziiertes Antigen gerichteten Antikbrperfragments hat ein grof3es Potential fur die
Krebstherapie (Rohrbach et al., 2003).
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