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Abkürzungen/Handelsnamen

ADCC antigenabhängige Zytotoxizität
Amp Ampicillin
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumperoxidsulfat
bp Basenpaare
BSA Rinderserum-Albumin
CD Differenzierungscluster
CDC komplementabhängige Zytotoxizität
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure
CDR komplementaritätsbestimmende Region
CH1-3 konstante Domänen 1-3 der schweren Immunglobulinkette
CIP calf intestine phosphatase
DMSO Dimethyl Sulfoxid
CMV Cytomegalovirus
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNase Desoxyribonuklease
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT 1,4-Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGFR epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
EGFP eukaryontisches, grün fluoreszierendes Protein
EpCAM epithelial cell adhesion molecule
Fab antigenbindendes Fragment
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FCS fötales Kälberserum
Fc kristallisierbares Fragment
FI Fluoreszenzintensität
FITC Fluoresceinisothiocyanat
Fv variables Fragment
GAM Ziege anti Maus Antikörper
GAHu Ziege anti Mensch Antikörper
GCK Gene Construction Kit (Software)
HAT Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin
HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
Ig Immunglobulin
IgA,D,E,G,M Immunglobulin mit schwerer α,δ,ε,γ,µ Kette
IGHV Immunglobulingen der variablen Domäne der schweren Kette
IGHD Immunglobulingen des Diversity Segments der schweren Kette
IGHJ Immunglobulingen des Joining Segments der schweren Kette
IGHC Immunglobulingen der konstanten Domäne der schweren Kette



Abkürzungen/Handelsnamen

IGKV Immunglobulingen der variablen Domäne der Kappa Kette
IGKJ Immunglobulingen des Joining Segments der Kappa Kette
IGKC Immunglobulingen der konstanten Domäne der Kappa Kette
IGLV Immunglobulingen der variablen Domäne der Lambda Kette
IGLJ Immunglobulingen des Joining Segments der Lambda Kette
IGLC Immunglobulingen der konstanten Domäne der Lambda Kette
IPTG Isopropylthiogalactosid
Kan Kanamycin
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
MFI durchschnittliche Fluoreszenzintensität
MG Molekulargewicht
NPTII Neomycin Phosphoryl Transferase II
OD optische Dichte
ORF offener Leserahmen
PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerase Ketten Reaktion
PEG Polyethylenglykol
PGK Phosphoglycerinkinase
PI isoelektrischer Punkt
PNK Polynukleotidkinase
RAG Rearrangement Activating Genes
RNA Ribonukleinsäure
RNase Ribonuklease
RT Raumtemperatur
scFv einzelkettiges variables Fragment
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
TCA Trichloressigsäure
TE Tris-EDTA Puffer
TEMED Tetramethylethylendiamid
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat
ü.N. über Nacht
Upm Umdrehungen pro Minute
VH variable Domäne der schweren Kette
VL variable Domäne der leichten Kette
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1 Zusammenfassung
Viele murine Hybridome produzieren therapeutisch interessante Antikörper. Dazu
zählt auch der monoklonale Maushybridomantikörper HEA125 (IgG1), der mit hoher
Affinität an EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) bindet. Da EpCAM auf der
Oberfläche fast aller humaner epithelialer Tumore stark überexprimiert ist, eignet sich
HEA125 ggf. als Therapeutikum für Karzinome. Murine Antikörper sind aber nicht in
der Lage, die Effektorfunktionen des menschlichen Immunsystems zu aktivieren.
Außerdem werden sie im menschlichen Organismus durch die HAMA (Human Anti
Mouse Antibodies) Antwort meist sehr schnell inaktiviert.
(A) Deshalb wird in dieser Arbeit am Beispiel von HEA125 ein Weg aufgezeigt,
durch den die konstanten Domänen von beliebigen Hybridomantikörpern chimärisiert
werden können, wodurch die Wirksamkeit der Antikörper verbessert und gleichzeitig
die HAMA Bildung verringert wird. Dafür wurde mittels FACS zunächst ein stabiler
Subklon HEA125-1 etabliert, dessen Zellen verglichen mit HEA125 ca. 30% mehr
Antikörper auf ihrer Oberfläche exprimieren. Damit können sehr einfach per FACS
solche Zellen isoliert werden, die veränderte Antikörper produzieren. Der Austausch
der konstanten Domänen geschieht dabei mittels homologer Rekombination. Im Fall
der leichten Kette konnte 1 von 3·108 HEA-Huκ Zielzellen mittels FACS isoliert wer-
den, deren exprimierte Antikörper statt der ursprünglich murinen nur noch eine hu-
mane konstante Kappa Kette aufweisen. An der Chimärisierung der schweren Kette
wird noch gearbeitet. Kennzeichen der hier entwickelten Methode ist, dass kein Se-
lektionsmarker benötigt wird, wodurch die Antikörpergene in ihrer ursprünglichen
chromosomalen Umgebung erhalten werden. Dies führt zu stabilen und hohen Ex-
pressionsraten, wodurch der bisher sehr mühselige Weg zu einem Antikörper Thera-
peutikum stark verkürzt wird.
(B) Ausgehend von der chimärisierten Zelllinie Hu-HEA125 soll außerdem mittels
Kassettenaustausch der variablen Antikörperdomänen eine Bibliothek humaner
Hybridomantikörper generiert werden. Dafür ist die Einführung von spezifischen
Rekombinationsstellen ins Hu-HEA125-Genom durch zwei weitere homologe Re-
kombinationsereignisse notwendig. Die Einführung der loxP Stellen mittels eines
flankierten NPTII Gens in den aktiven IGHV Genlokus wurde bereits erfolgreich in
HEA125 getestet. Die homolog rekombinierten Zielzellen konnten mittels PCR nach-
gewiesen werden, waren aber nicht stabil. Deshalb ist die Einführung der spezifi-
schen Rekombinationsstellen direkt mittels veränderter, FACS-selektionierbarer
variabler Domänen geplant. Damit können die murinen variablen Domänen je nach
Kassettenaustauschfrequenz gegen die Vielfalt humaner variabler Domänen ausge-
tauscht werden. Hierbei werden an DNA humaner B-Lymphozyten PCR amplifizierte
humane schwere und leichte Ketten zufällig miteinander kombiniert. Aus der resultie-
renden Vielfalt sollen interessante humane Antikörper nahezu beliebiger Spezifität
aufgrund der oberflächenexprimierten Antikörper durch Bindung an immobilisiertes
Antigen schnell und einfach isoliert werden können.



2 Summary
Numerous mouse hybridomas produce antibodies of therapeutic interest. Among
these the murine monoclonal hybridoma antibody HEA125 (IgG1) is a high affinity
EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) binder. Since EpCAM is overexpressed
on the surface of most human epithelial tumour cells, the HEA125 antibody may
evolve as a potential therapeutic agent to be used against carcinomas. Unfortunately,
antibodies of murine origin in most instances are not able to activate human effec-
tormechanisms. Further on the development of a HAMA (Human Anti Mouse Anti-
bodies) response by the human organism will rapidly inactivate the therapeutic anti-
body.
(A) Therefore, taking HEA125 as an example, this work describes a technique to
chimerize the constant domains of any hybridoma antibody. Chimerization on the one
hand should increase the efficacy of the engineered antibodies and on the other
hand decrease HAMA. At first a stable subclone HEA125-1 was established, whose
cells compared to HEA125 cells express approximately 30% more antibody mole-
cules on the cell surface. Thus, cells that produce engineered antibodies on the sur-
face membrane can be easily isolated by FACS. The exchange of the constant anti-
body domains is achieved by homologous recombination. With the chimerization of
the heavy chain yet to be done, for the light chain it was possible to isolate 1 targeted
HEA-Huκ cell out of 3·108 HEA125-1 cells by FACS. The resulting cell expresses
human constant kappa chains, instead of the original murine ones. An important new
aspect of this method is the lack of co-introduction of any selection marker. Thereby
the antibody genes are being kept in their natural chromosomal surroundings. This
leads to stable and high antibody expression levels and shortens the laborious and
troublesome methods for the generation of antibody therapeutics.
(B) Starting with the chimerized cell line Hu-HEA125 a library of human hybridoma
antibodies will be generated by exchanging the variable domains of the antibodies
via cassette exchange. For this, specific recombination sites will be introduced into
the Hu-HEA125 genome by two additional homologous recombination events. The
introduction of loxP sites into the active IGHV gene locus via a flanked NPTII gene
was tested successfully. The homologous recombinated target cells were verified by
PCR but they were not stable. To circumvent this drawback future experiments will
introduce the specific recombination sites directly via engineered variable domains
that are isolated by FACS. By means of the specific recombination sites the murine
variable domains will be replaced by the diversity of human variable domains, with
the achievable complexity of the antibody library dependent on the frequency of the
recombinase mediated cassette exchange. By this, heavy and light chain variable
domains generated by PCR using human B-lymphocytes as a template will randomly
combine with each other in the hybridoma cells. Due to the surface expression of
antibody molecules it should be possible to quickly and effectively isolate antigen
specific human antibodies of interest by their binding to immobilized antigen.



3 Einleitung
Über hundert Jahre nach der Entdeckung der Antikörper durch von Behring und
Kitasato (1890) sind sie aus der biomedizinischen Forschung nicht mehr weg zu
denken. Darüber hinaus haben Antikörper sich als wirkungsvolle Pharmaka zur Be-
handlung einer Vielzahl von Krankheiten wie beispielsweise Autoimmun- und Krebs-
erkrankungen erwiesen.
Der Bedarf an spezifisch bindenden Antikörpern ist groß und nimmt weiter zu. Im-
mense Nachfrage erweckt z.B. das humane Genomprojekt. Um alle gefundenen
Genprodukte analysieren zu können, wird pro Gen mindestens ein Anitkörper benö-
tigt. Aus diesem Grund bekommen „high-throughput-Methoden“ wie Phagen Display
und Hybridombibliotheken zum Auffinden von Antikörpern gesuchter Spezifitäten
immer größere Bedeutung.
Darüber hinaus stellen Antikörper ihren Nutzen als Therapeutika mehr und mehr
unter Beweis (Riethmüller et al. 1993, Green et al. 2000, Glennie und Johnson
2000). Die erste Tumortherapie mit einem monoklonalen Antikörper wurde vor fast
25 Jahren von Nadler und Mitarbeitern am Dana-Farber Cancer Institute in Boston
durchgeführt (Nadler et al. 1980). Diese ersten Therapieversuche mit murinen mo-
noklonalen Antikörpern waren allerdings nicht sehr erfolgreich. Probleme bestanden
in der Identifizierung geeigneter Oberflächenantigene (siehe Abschnitt 3.4) und der
unzureichenden Penetration des großen Antikörpermoleküls in wenig vaskularisierte
Tumore mit hohem interstitiellen Binnendruck. Außerdem induziert die wiederholte
Antikörpergabe im Patienten eine als HAMA (human anti-mouse antibodies) b e-
zeichnete Immunantwort gegen das xenogene Immunglobulin  (Jaffers et al. 1986,
Khazaeli et al. 1994). Sie limitiert die Wirksamkeit und kann schwere Nebenwirkun-
gen wie Anaphylaxie und Serumkrankheit verursachen. Der bedeutsamste Grund für
die geringe therapeutische Effizienz muriner monoklonaler Antikörper ist jedoch die
mangelnde Aktivierung humaner Effektormechanismen durch murine Fc-Teile (siehe
Abschnitt 3.1.2).
Die beiden letzten Punkte können durch die Verwendung humaner Antikörper über-
wunden werden. Die unmittelbare Erzeugung komplett humaner monoklonaler Anti-
körper ist mangels einer geeigneten Fusionslinie zur Erzeugung stabil kultivierbarer
Hybridome (siehe Abschnitt 3.2.1) bisher nicht möglich (James 1994).
Um komplette, voll funktionsfähige humane Antikörper zu erzeugen, sind daher im
Wesentlichen 3 Verfahren etabliert worden:
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1. Die Chimärisierung bzw. Humanisierung (siehe Abbildung 3-3) von Maus
Hybridomantikörpern hat schon zu einer Reihe chimärer und humaner Anti-
körper geführt (siehe Abschnitt 3.2.1).

2. Alternativ zur Erzeugung von Antikörpern in vivo werden rekombinante Anti-
körper in vitro konstruiert (siehe Abschnitt 3.2.3) oder interessante Spezifitäten
aus Antikörperbibliotheken (z.B. Phagen-Display) isoliert (siehe Abschnitt 3.3).
In prokaryontischen oder eukaryontischen Expressionssystemen können die
humanen Antikörper bzw. Antikörperfragmente dann produziert werden (siehe
Abschnitt 3.2.3). Auf diese Weise lassen sich zwar einfach große Vielfalten
von Antikörperspezifitäten erzeugen, sie lassen sich aber entweder nur in
Form von Antikörperfragmenten oder nur mit sehr geringen Ausbeuten produ-
zieren (Chiswell und McCafferty 1992, Nissim et al. 1994).

3. Am Vielversprechendsten ist bisher die Verwendung humane Antikörper pro-
duzierender Mäuse (siehe Abschnitt 3.2.2). Sie können, wie zur Erzeugung
muriner monoklonaler Antikörper, immunisiert werden. Danach ist die erfolg-
reiche Herstellung stabiler Hybridome möglich, die humane Antikörper erzeu-
gen. Diese Mäuse sind allerdings von zahlreichen Patenten geschützt, was
die Verwendungsmöglichkeiten einschränkt. Weiterhin ist die Herstellung ei-
nes gesuchten monoklonalen Antikörpers arbeits- und zeitintensiv (siehe Ab-
schnitt 3.2.1).

In dieser Arbeit soll ein Weg aufgezeigt werden, der die Vorteile von Hybridomzellen
zur Produktion monoklonaler Antikörper mit der rekombinanten Erzeugung komple-
xer, zelloberflächenpräsentierter Antikörperbibliotheken verbindet .
Das Projekt lässt sich in zwei Hauptzielen zusammenfassen. Zunächst sollen mo-
noklonale Maushybridomantikörper derart chimärisiert werden, dass sie anschlie-
ßend zu therapeutischen Zwecken in großen Mengen relativ einfach produziert wer-
den können. Darüber hinaus soll ausgehend vom chimärisierten HEA125 Antikörper
(siehe Abschnitt 3.4.3) später eine Bibliothek komplett humaner monoklonaler Anti-
körper hergestellt werden. Aus dieser Hybridomantikörperbibliothek sollten dann für
gesuchte Antigene spezifische Antikörper in großer Menge und guter Qualität ein-
fach, verlässlich und schnell aufgefunden werden können.

3.1 Antikörper
3.1.1 Antikörperstruktur
Antikörper kommen entweder als membrangebundene Oberflächenrezeptoren oder
als sezernierte Plasmaproteine vor. Strukturell handelt es sich um symmetrische,
heterodimere Moleküle (Abbildung 3-1). Sie bestehen aus zwei identischen, glycosy-
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lierten schweren Ketten mit einem Molekulargewicht von 50 – 70 kDa, und zwei i-
dentischen, nicht glycosylierten leichten Ketten von 25 kDa. Die schweren Ketten
sind untereinander und mit den leichten Ketten durch Disulfidbrücken verbunden.
Die Immunglobuline (Igs) lassen sich in 5 Klassen einteilen, IgM, IgD, IgG IgE und
IgA. Die Klasse eines Antikörpermoleküls ergibt sich aus den in ihm enthaltenen
konstanten Domänen der schweren Ketten µ, δ, γ, ε oder α, die speziesabhängig in
verschiedenen Subgruppen vorkommen (Hayashida et al. 1984).

Abbildung 3-1: Struktur eines Antikörpermoleküls. A: Schematische Übersicht eines IgG Mole-
küls. Vl = Variable Domäne der leichten Kette, Vh = Variable Domäne der schweren Kette, CH1 bis
CH3 = konstante Regionen 1 – 3 der schweren Kette. Fc = kristallisierbares Fragment (hellblau hin-
terlegt). Die gestrichelte Verlängerung des CH3 Exons kommt nur in der membranständigen Form der
IgG Moleküle vor. In der sezernierten Form fehlt der grau hinterlegte Teil des Schemas. B: Räumli-
che Struktur eines IgG Moleküls (nach M. Clark1). Die Antigenbindungsstellen sind jeweils in beige
hinterlegt.

Zusätzlich gibt es zwei unterschiedliche leichten Ketten, κ  und λ. In Maus und
Mensch existiert jeweils nur ein konstantes Kappa (IGCK) Gen. Demgegenüber be-
sitzt die Maus vier funktionelle λ Ketten, der Mensch hat vier funktionelle Gene und
zusätzlich zwei Pseudogene (Lai et al. 1989). Antikörper beider leichten Ketten wer-
den speziesspezifisch in bestimmten Verhältnissen produziert. So haben in der Maus

                                               
1 http://www.path.cam.ac.uk/~mrc7/igs/migg2a.html
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95% aller Antikörper leichte κ Ketten, während beim Menschen das Verhältnis κ zu λ

60:40 beträgt.
Die schweren und leichten Ketten bestehen aus mehreren 100 bis 110 Aminosäure
großen kompakten, globulären Domänen (Abbildung 3-1 B). Diese enthalten große
Mengen stabilisierende β-Faltblattstrukturen und werden jeweils durch eine Disul-
fidbrücke zwischen zwei Cysteinresten der Domänen zusammengehalten.
Die N-terminalen Aminosäuresequenzen der schweren und leichten Ketten variieren
stark voneinander und werden daher als variable Domänen (V) bezeichnet. Diese
bestimmen die Antigenspezifität des Antikörpers. In jeder variablen Domäne gibt es
drei hypervariable Bereiche (Abbildung 3-2 A), die beim gefalteten Ig-Molekül in
Schleifen nach außen zeigen und so die Antigenbindungsstelle bilden (Abbildung
3-2 B). Sie werden daher als CDRs (Complementarity Determining Region) bezeich-
net. CDR3 zeigt in schweren und leichten Ketten von allen die höchste Variabilität,
sowohl bezogen auf die Aminosäuresequenz, als auch bezüglich der Länge, sie
variiert von 9 bis 26 Aminosäuren. Zusammengehalten werden die CDRs durch β-
Faltblatt-Gerüstregionen.

Abbildung 3-2: Variabilität und räumliche Struktur der variablen Antikörperdomänen.
A: Variabilität der Aminosäuren der leichten Immunglobulinketten (nach E.A. Kabat). CDR1, 2
und 3 sind farbig gekennzeichnet. Die sie flankierenden Gerüstregionen sind grau dargestellt.
B: Dreidimensionale Struktur der variablen Antikörperdomänen (nach Stefan Dübel). Die sechs
CDRs (farbig) bilden die Antigenbindestelle eines variablen Antikörperfragmentes (Fv). Die stabilisie-
renden Gerüstregionen sind grau dargestellt.

Immunglobuline werden durch alternatives Spleißen in membrangebundener und
sezernierter Form produziert. Bis auf das C-terminale Ende sind beide Formen iden-
tisch. Membranständige Antikörper sind mit einem hydrophoben C-Terminus in der
Oberfläche von B-Zellen verankert (Rogers und Wall 1984). Sie sind dort mit CD79a
und CD79b assoziiert (Reth 1992), zwei einzelnen Ig-ähnlichen Domänen, die einen
disulfidverbundenen Heterodimer und in Assoziation mit einem Antikörper den B-Zell-

A B
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Rezeptor bilden. Sezernierte Immunglobuline haben dagegen einen hydrophilen C-
Terminus.

3.1.2 Antikörperfunktion
Antikörper vermitteln die humorale Immunität des Immunsystems. Dabei können sie
schon für sich allein ihre Schutzfunktion ausüben, wenn sie bakterielle Toxine neut-
ralisieren oder das Eindringen von Viren in die Wirtszelle verhindern. Seine große
Wirksamkeit gewinnt das humorale System jedoch erst durch enge Zusammenarbeit
mit dem zellulären Immunsystem. Die variablen Domänen binden spezifisch ankör-
perfremde Moleküle, während die konstanten Domänen andere Komponenten des
Immunsystems zur Hilfe rufen.

• Mit Antikörpern dekorierte Bakterien können z.B. einfacher von Phagozyten
aufgenommen werden (Opsonisierung).

• Außerdem aktivieren die konstanten Domänen von humanem IgM, IgG1 und
IgG3 das Komplementsystem durch Bindung an Komplementfaktor C1q
(Komplement-Aktivierung).

• Die konstanten Domänen von IgG1 und IgG3 aktivieren natürliche Killerzellen
durch Bindung an deren Fc-Rezeptoren (CD16), worauf diese einen zytotoxi-
schen Angriff auf die antikörpermarkierten Zielzellen starten. Dieser Vorgang
wird antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) genannt.

• Neuerdings wurde sogar eine katalytische Aktivität der Antikörper  nachgewie-
sen, die in Zusammenarbeit mit dem zellulären Immunsystem stattfindet. Of-
fensichtlich wandeln Antikörper die in aktivierten Makrophagen entstehenden
Sauerstoffradikale in das sehr toxische Ozon um (WentworthJr et al. 2002).

Für die Interaktionen mit den Effektormolekülen einer Spezies sind die von ihr produ-
zierten Fc Antikörperteile jeweils optimiert. Daher sind chimärisierte bzw. humani-
sierte Mausantikörper (siehe Abbildung 3-3) besser in der Lage, zu Therapiezwecken
die Effektorfunktionen des menschlichen Immunsystems zu aktivieren, als es die
einfacher herzustellenden Mausantikörper sind (Liu et al. 1987). wie z.B. Zelllyse und
Phagozytose.

3.1.3 Antikörperformate
Bei einigen Anwendungen kommen Ig-Moleküle in abgewandelter Form zum Einsatz
(Abbildung 3-4). Kleine Anitkörperfragmente haben zum Beispiel eine bessere Ge-
webegängigkeit als komplette Moleküle. Sie können durch Proteaseverdaus aus
kompletten Antikörpern oder rekombinant hergestellt werden. Die kleinen Fv Frag-

A
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Abbildung 3-3: Humanisierung von Antikörpern. Zunächst werden die von der Maus stammenden
konstanten Domänen gegen dieselben des Menschen ausgetauscht, wodurch ein chimärer Antikörper
entsteht. Zur kompletten Humanisierung werden zusätzlich die Gerüstregionen der Maus, in welche
die CDRs eingebettet sind, durch menschliche Gerüstregionen ersetzt.

Abbildung 3-4: Graphische Übersicht verschiedener Antikörperformate. Gefüllt = schwere Ket-
ten, gemustert = leichte Ketten. Fab = antigenbindendes Fragment , Fv = variables Fragment, scFv =
einzelkettiges Fv.

mente bestehen im Wesentlichen nur aus den antigenbindenden variablen Domä-
nen. Sie werden zur Stabilisierung mit Peptidlinkern verbunden (scFv). Außerdem
können Antikörper durch biochemische Modifizierungen auch als ortspezifische Lie-
feranten für Radioisotope, Toxine und Zytostatika verwendet werden. Bispezifische
Antikörper mit ganz neuen Eigenschaften werden als Produkte von Quadromen (Fu-
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sionen aus zwei antikörperproduzierenden Hybridomzellen) oder rekombinant als
kleinere Fragmente hergestellt.

3.1.4 Antikörpergenetik
Die Antikörpergene sind im Genom auf drei Cluster verteilt, IGK, IGL und IGH
(Lefranc und Lefranc 2001). In der Maus liegt die κ Gruppe auf Chromosom 6, die
λ Gruppe auf 16 und die schwere Ketten Gruppe auf Chromosom 12. Beim Men-
schen liegt IGK auf Chromosom 2, IGL auf 22 und IGH auf Chromosom 14. Die Or-
ganisation der Immunglobulingene in der Keimbahn des Menschen ist in Abbildung
3-5 dargestellt.

Abbildung 3-5: Genomi-
sche Organisation der
Loci für die schweren und
leichten Ig Ketten in der
Keimbahn des Menschen
(nach Janeway et al.
2002). IGL = Genlocus der
leichten λ Kette, IGK = Gen-
locus der leichten κ Kette,
IGH = Genlocus der schwe-
ren Kette. L = Leaderexon,
V = variables Exon, J =
joining Exon, D = diversity
Exon.

Die Synthese der schweren und leichten Immunglobulinketten erfordert während der
B-Zell-Entwicklung Umlagerungen der DNA in diesen drei Genorten (Brack et al.
1978, Weigert et al. 1980, Tonegawa 1983). Die ersten Umlagerungen finden wäh-
rend der Reifung im Knochenmark statt. Sie führen zum Übergang der hematopoieti-
schen Stammzelle in eine reife, IgM und IgD exprimierende B-Zelle und sind antige-
nunabhängig. Die dann folgenden Differenzierungsschritte werden durch Antigener-
kennung und Ko-Stimulation durch eine T-Helfer-Zelle ausgelöst. Die B-Zelle wan-
dert in die Keimzentren peripherer lymphatischer Organe und durchläuft dort somati-
sche Hypermutation und Isotypwechsel. Die terminal differenzierten Plasmazellen
sezernieren Antikörper verschiedener Klassen oder Subklassen, die unterschiedliche
Affinitäten gegenüber dem stimulierenden Antigen aufweisen.

Kombinatorische Vielfalt
Die Umlagerungen beginnen am IGH Lokus. Dieser enthält V (variable), D (diversity)
und J (joining) Gene. Zunächst wird ein IGHD mit einem IGHJ Gen verbunden, dann
ein IGHV mit dem IGHD-J Gen rekombiniert. Diese Rekombinationen benötigen RS
(Rekombinationssignal) Sequenzen, die 3’ der V Gene und 5’ der J Gene und zu
beiden Seiten der D Gene liegen (Sakano et al. 1979). Die RS Sequenzen bestehen
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aus einer palindromischen, konservierten Heptamer und einer A-T-reichen Nonamer
Sequenz, die durch einen nicht konservierten Spacer von 12 oder 23 Nukleotiden
voneinander getrennt sind. Rekombinationen erfolgen nach der 12/23-Regel nur
zwischen RS Sequenzen mit verschieden langen Spacern (Early et al. 1980).
Das rearrangierte IGHV-D-J Gen wird zusammen mit dem IGHM Gen transkribiert,
weil es von allen IGHC Genen in deren Lokus am Weitesten 5’ liegt. Wenn auf diese
Weise eine µ Kette produktiv umgelagert wurde, werden weitere Umlagerungen des
anderen Allels unterdrückt (allelischer Ausschluss). Eine unproduktive Umlagerung
führt dagegen zu weiteren Umordnungen am anderen µ Allel. Sind beide Umordnun-
gen unproduktiv, stirbt die Zelle durch Apoptose. Nach einer produktiven Umordnung
der Gene der schweren Kette folgt die V-J Umordnung der Gene der leichte Ketten.
Durch die verschiedenen Kombinationen der V-(D)-J Elemente und zweier schwerer
und leichter Ketten entsteht theoretisch eine Antikörpervielfalt von 3,5·106, einem
Vielfachen der im Genom enthaltenen antikörperkodierenden Gene. Die D und J
Elemente leisten einen großen Beitrag zur Entstehung der Antikörpervielfalt, weil sie
in oder in der Näher der dritten hypervariablen Region liegen und so zur Spezifität
der Antigenbindungsstelle beitragen.

Junktionale Vielfalt
Bei den Kombinationen der V-(D)-J Elemente wird in den B-Lymphozyten-Genen
eine zusätzliche Vielfalt erzeugt, durch Entfernung und Hinzufügung von Nukleotiden
an den Enden der zusammenzufügenden DNA. Der Mechanismus beim Entfernen
der Introns zwischen den zusammenzufügenden Elementen durch RAG Enzymkom-
plexe („rearrangement activating genes“) führt zur Entstehung von palindromen P-
Nukleotiden (Lewis 1994). Anschließend werden beim Aufschneiden der Haarnadel-
strukturen, die der RAG Komplex erzeugt hat, durch das Enzym TdT (Terminale
Desoxynukleotidyltransferase) bis zu 20 völlig zufällige N-Nukleotide angehängt
(Landau et al. 1984).
Die entstehende P- und N-Nukleotid-Diversität ist eine der Hauptursachen für die
CDR3 Variabilität (Alt und Baltimore 1982).

Somatische Hypermutation
Während der B-Zell Reifung in den Keimzentren der peripheren lymphatischen Or-
gane wird die Antikörpervielfalt durch somatische Hypermutation ein weiteres Mal
erhöht (MacLennan 1994). Somatische Hypermutation führt zu einer gegenüber
spontanen Mutationen ca. 1 Millionfach erhöhten Mutationsrate (10-5 bis 10-3

bp/Generation) (Rajewsky et al. 1987). Diese Mutationen sind zumeist Punktmutatio-
nen. Sie treten überwiegend in Hotspots bestimmter Aminosäuremotive und aus-
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schließlich in V-J oder V-D-J Genen während der antigenabhängigen B-Zell Ent-
wicklung auf (Bardwell et al. 2004, Rada und Milstein 2001). Dabei ist die Rate von
Aminosäureaustausch- zu stillen Mutationen in den CDRs Antikörper exprimierender
Gene höher als in den Gerüstregionen. Diese Beobachtung lässt sich dadurch erklä-
ren, dass Mutationen in den Gerüstregionen eher zu einem Verlust der Affinität zum
Antigen führen, weil durch sie die komplette Struktur der variablen Domänen verän-
dert wird (Manser 1990). Mutationen in den CDRs dagegen können bei gleich blei-
bender Konformation der variablen Region eine veränderte Antigenbindestelle er-
zeugen (Chothia et al. 1989). Derartige Mutationen werden positiv selektioniert, wenn
sie die Affinität des Antikörpers erhöhen.

Junktionale Vielfalt und somatische Hypermutation erhöhen das durch kombinatori-
sche Vielfalt entstehende Antikörperrepertoire von 3,5·106 auf geschätzte 1011 oder
mehr verschiedene Antikörpermoleküle.

Isotypwechsel
Eine reife B-Zelle, die noch keinen Antigenkontakt hatte, exprimiert auf ihrer Oberflä-
che gleichzeitig IgM und IgD mit gleichen variablen Domänen. Ursache hierfür ist die
Synthese einer sehr langen IGHV-D-J-Cµ-Cδ pre-mRNA in den B-Zellen. Aus dieser
gehen durch alternatives Spleißen entweder IGHV-D-J-Cµ oder IGHV-D-J-
Cδ mRNAs hervor, die anschließend in IgM oder IgD Membranantikörper translatiert
werden.
Nach Antigenkontakt schalten B-Zellen von der IgM und IgD Expression um, und
synthetisieren entweder IgG oder IgA oder IgE Moleküle gleicher Spezifität. Das wird
dadurch ermöglicht, dass das rearrangierte IGHV-D-J Gen, das bis dahin mit dem Cµ
Gen assoziiert war, in die Nachbarschaft eines der anderen IGHC Gene gebracht
wird. Die hierzu erforderliche Rekombination erfolgt zwischen Switch µ und einer der
anderen Switch Regionen, die 5’ von jedem IGHC Gen liegen (Esser und Radbruch
1990, Cogne et al. 1994, Li et al. 2004). Dieser Isotypwechsel passiert in den
lymphoiden Follikeln und erfordert die Bindung von T-Zell-CD40-Ligand an CD40 auf
der B-Zell Oberfläche (Villa et al. 1994, Geha und Rosen 1994, Renshaw et al. 1994)
sowie die Gegenwart von Interleukinen (Finkelman et al. 1990, Coffman et al. 1993).

3.2 Generierung von Antikörpern definierter Spezifitäten
3.2.1 Monoklonale Antikörper
Auf der Suche nach Antikörpern einer definierten Spezifität wurden schon früh Mye-
lomproteine auf Antigenbindung gescreent (Potter 1977). Der Durchbruch zur Her-
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stellung monoklonaler Antikörper gelang Köhler und Milstein 1975, als sie durch
Zellfusion stabile Zelllinien erzeugten, die Antikörper einer vorbestimmten Spezifität
produzierten (Köhler und Milstein 1975, 1976). Bei der Zellfusion, die heute im We-
sentlichen noch genauso wie damals durchgeführt wird, werden Zellen einer HAT-
sensitiven (s.u.) Myelomzellline mit Milzzellen einer immunisierten Maus hybridisiert.
Normale Milzzellen überleben in Kultur nur einige Tage. Die verwendeten HGPRT
(Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) defizienten Myelomzellen sind in
Medium mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) nicht lebensfä-
hig. Nur Hybridome, in denen die Myelomzelle die Unsterblichkeit und die Milzzelle
die fehlende Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase zur HAT Resistenz
beisteuert, überleben die chemische Selektion. Nach der Selektion werden durch
limitierte Verdünnung Einzelzellklone hergestellt, die auf ihre Antikörperspezifität und
Produktion analysiert werden können.
Verändert wurden an Köhler und Milsteins Protokoll bis heute nur die Vermittlung der
Fusion durch PEG (Pontecorvo et al. 1976, Galfrè and Milstein 1981) statt des initial
benutzten Sendai Virus und die Verwendung von weiterentwickelten Myelomzellen.
Die ursprüngliche Fusion einer Immunglobulin produzierenden Myelomzelllinie mit
den B-Lymphoblasten der immunisierten Maus führte dazu, dass die Hybridomzellen
Antikörper mit schweren und leichten Ketten beider parentaler Zellen in sämtlichen
Kombinationen exprimierten. Die heute verwendeten Myelomzellen synthetisieren
aufgrund genomischer Mutation im Gegensatz zum von Köhler und Milstein verwen-
deten MOPC-21 Myelom (von Horibata und Harris 1970, später P3K oder P3 ge-
nannt) keine eigenen schweren und leichten Immunglobulinketten mehr. Am Wei-
testen verbreitet ist wegen ihrer hohen Fusionsrate und einfachen Kultivierung die
Linie X63-Ag8.653 (Kearney et al. 1979).

Für viele Anwendungen wären monoklonale Antikörper menschlichen Ursprungs von
großem Nutzen, besonders für die Verabreichung an Menschen z.B. im Rahmen der
Tumorimmuntherapie, der Neutralisierung von Toxinen und Viren (siehe Abschnitt
3.1.2) und der Behandlung der Transplantatabstoßung.
Trotz großer Anstrengungen können aber humane monoklonale Antikörper nicht
einfach hergestellt werde. Es ist bisher kein therapeutischer Antikörper auf dem
Markt, der von einer humanen Hybridomzelllinie produziert wird. Die Probleme bei
der Herstellung menschlicher Hybridome sind vielschichtig. Zum Einen fehlt ein ge-
eigneter Fusionspartner. Die meisten der zur Fusion verwendeten menschlichen
Myelomzelllinien erwiesen sich als Epstein-Barr Virus transformierte B-
lymphoblastoide Linien. Sie haben sehr geringe Immunglobulin Produktionslevel,
wachsen in großen Klumpen und sind als Hybride in Langzeitkultur instabil (James
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und Bell 1987, Thompson 1988). Es gibt einige Heteromyelome, für welche die
Mauslinie X63-Ag8.653 als Fusionspartner verwendet wurde, und die nach zahlrei-
chen Subklonierungen als stabil bezeichnet werden (Thompson 1988). Ein weiteres
Problem ist die Quelle der menschlichen B-Zellen. Die einzigen einfach zur Verfü-
gung stehenden Zellen stammen aus dem peripheren Blut. Diese proliferierenaber
nicht und sind für die Fusion ungeeignet. Lymphoblasten fusionieren ungleich besser
als ruhende B-Zellen. Wenn diese dennoch fusionieren, führen sie meist zu niedrig
affinen IgM Antikörpern. Darüber hinaus ist es aus ethischen Gründen nur sehr ein-
geschränkt möglich, Menschen mit beliebigen Antigenen zu immunisieren. (Eine
Ausnahme stellen die notwendigen Schutzimpfungen z.B. gegen Tetanus dar.) Au-
ßerdem sind viele therapeutisch relevante Antigene Autoantigene, gegen die im
menschlichen Organismus keine Immunantwort erzeugt würde.

Der erfolgreichere Weg um an weniger immunogene Antikörper zu gelangen bedient
sich also nicht menschlicher Hybridome, sondern der Chimärisierung eines von einer
Maushybridomzelle produzierten Antikörpers. Dafür werden die Mausgene, welche
die konstanten Domänen der schweren und leichten Ketten kodieren, durch ebendie-
se Gene des Menschen ersetzt (Fell et al. 1989; Shulman et al. 1990). Das Ein-
schleusen der menschlichen Gene in das Genom der Maushybridomzellen geschieht
durch Homologe Rekombination (siehe Abschnitt 4.3.4). Da homologe Rekombinati-
on ein sehr seltenes Ereignis ist, wurden dabei immer Resistenzgene wie z.B. das
Neomycinphosphoryltransferase II Gen (NPTII) zur anschließenden Positivselektion
mit in das Genom eingeführt (Kardinal et al. 1995, Sun et al. 1994, Mocikat et al.
1995). Dies ist problematisch, denn die mit integrierten Resistenzgene verändern die
Umgebung des Zielgenortes und führen häufig dazu, dass die Expression des Ziel-
gens drastisch verringert wird (Colledge et al. 1995, Meyers et al. 1998).
Die weitere komplette Humanisierung von Hybridomantikörpern erfordert das Erset-
zen der von der Maus stammenden CDRs durch humane CDRs. Dazu werden die
CDRs der variablen Domänen in Expressionsvektoren mit menschlichen Immunglo-
bulingenen verpflanzt (Borrebaeck et al. 1992, Mayforth 1993, Winter 1993, Owens
und Young 1994), und danach die Antikörper zumeist in COS Zellen (transient) oder
CHO Zellen (stabil) produziert (Little et al. 2000). Nachteilig ist hier, dass die Antikör-
per anschließend nicht mehr in den auf Antikörperproduktion im großen Maßstab
spezialisierten Hybridomzellen produziert werden können. Außerdem ändert sich
auch bei sehr überlegter Auswahl der verpflanzten CDRs die dreidimensionale
Struktur des Antikörpers, so dass in den meisten Fällen die Affinität des humanisier-
ten Antikörpers reduziert ist, bis hin zum möglichen Verlust der Antigenspezifität.
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Außerdem ist das Verfahren langwierig und muss für jeden neuen Antikörper erneut
durchgeführt werden.
Erfolgreich humanisierte Antikörper können im menschlichen Organismus trotzdem
Immunreaktionen verursachen (HAHA = human anti-humanized antibodies), die aber
in der Regel viel schwächer sind als bei nicht humanisierten.

Die Gewinnung monoklonaler Hybridomantikörper und die Chimärisierung bzw. Hu-
manisierung bestehender Maus Hybridomantikörper ist sehr zeit- und arbeitsintensiv
und mit verschiedenen technischen Unsicherheiten behaftet. Im Folgenden werden
alternative Techniken vorgestellt, durch die humane monoklonale Antikörper gewon-
nen werden.

3.2.2 Humane Antikörper produzierende Mäuse
Der bisher effizienteste Weg zur Herstellung humaner Antikörper wird durch die Er-
zeugung transgener Mäuse ermöglicht. In diesen Mäusen wurde das endogene Im-
munglobulin Genrepertoir inaktiviert und statt dessen ein Großteil des humanen
Antikörper Repertoires in die Keimbahn eingefügt (Green et al. 1994, Wagner et al.
1994, Jakobovits 1995 und www.medarex.com/development/evolution.htm). Die
Immunisierung dieser Mäuse mit einem Antigen führt zur Bildung spezifischer, kom-
plett humaner Antikörper (Mendez et al. 1997, Davis et al. 1999). Mittels klassischer
Hybridomtechnologie (Abschnitt 3.2) können monoklonale Antikörper gewonnen
werden. Diese Antikörper sind relativ hoch affin, weil sie in der Maus somatische
Hypermutation und Selektion durchlaufen haben (He et al. 2002). Mit einer Reihe von
Antigenen wurden in solchen Mäusen für therapeutische Zwecke schon erfolgreich
humane Antikörper gewonnen, z.B. gegen HIV-1 (Yuxian et al. 2002), gegen Inter-
leukin 8 (Yang et al. 1999a) und gegen den epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor
(EGFR) (Yang et al. 1999b).
Ein bedeutender Vorteil dieser transgenen Mäuse ist, dass die gebildeten Antikörper
nicht aufwendig und nicht unter Gefahr des Verlustes der Spezifität chimärisiert bzw.
humanisiert werden müssen.

3.2.3 Rekombinante Antikörper
Rekombinante Antikörper sind gentechnologisch meist in Bakterien in vitro herge-
stellte Antikörperfragmente, die über ihre Antigenspezifität definiert sind (Skerra und
Plückthun 1988, Better et al. 1988). Die Spezifität wird entweder durch Abschreiben
der variablen Domänen eines bestimmten Hybridoms oder durch Isolierung z.B. aus
einer Phagenbibliothek erzeugt.
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Die Produktion kompletter funktioneller Antikörpermoleküle wie z.B. IgG in E.coli ist
aber bisher nicht möglich. Schon Fab Fragmente, die ungefähr doppelt so groß sind
wie scFv Fragmente, werden oft mit geringen Ausbeuten produziert (Skerra und
Plückthun, 1991). Daher eignen sich für die Produktion in E.coli nur Fv oder Fab
Fragmente. Aufgrund der nichtkovalenten Verbindung der Ketten von Fv Fragmen-
ten, die löslich in E.coli produziert wurden, sind diese Fragmente extrem instabil
(Glockshuber et al. 1990). Aus diesem Grund wurden scFv Fragmente erzeugt, de-
ren VH und VL Domänen mit einem flexiblen Peptidlinker von 15-20 Aminosäuren
verbunden sind. Diese scFV Fragmente haben unter physiologischen Bedingungen
eine etwas höhere Stabilität (Huston et al. 1988, Bird et al. 1988). Aufgrund der Fle-
xibilität der Peptidlinkerverbindung sind die variablen Domänen aber gegeneinander
beweglich und assoziieren auch mit Ketten anderer scFv-Moleküle. Dadurch bilden
sich besonders bei höheren Konzentrationen Aggregate von verbundenen scFv Anti-
körperfragmenten, die dann ausfallen.
Verglichen mit kompletten Antikörpern haben die kleinen scFv Anitkörperfragmente
wie auch Fabs den Vorteil, dass sie bei gleicher Bindungsspezifität eine bessere
Pharmakokinetik für Gewebegängigkeit aufweisen. Andererseits besitzen sie auf-
grund ihrer Monovalenz höhere Dissoziationsraten und geringere Verweilzeit auf
dem Antigen (Goel et al. 2001, Adams et al. 2001). Um diesen Nachteil auszuglei-
chen, werden sie miteinander zu dimeren, trimeren oder tetrameren Konjugaten
verbunden (Tomlinson und Holliger 2000, Todorovska et al. 2001).
Die Produktion rekombinanter Antikörperfragmente in E.coli bietet analog zu Hybri-
domzellen und eukaryontischen Expressionssystemen den Vorteil der Unsterblichkeit
und der definierten Spezifität für ein Epitop. Bakterienklone sind in Handhabung,
Kultur, Analyse und Lagerung einfach und günstig, und es steht für die Modifikation
und Analyse der Antikörpergene die ganze Technologie der E.coli Genetik zur Verfü-
gung. Antikörperfragmente können so humanisiert oder mit heterologen Genen zu
chimären Molekülen mit neuen Funktionen verbunden werden. Problematisch ist
allerdings, dass in E.coli die Veränderung eines einzigen Codons die Expression der
Antikörperfragmente drastisch beeinflussen kann (Duenas et al. 1995, Knappik und
Plückthun 1995, Ulrich et al. 1995). Eine Untersuchung von 512 Mutanten zeigte,
dass 10% zufälliger Punktmutationen in den CDRs die Produktion der Antikörper in
E.coli behinderte (Ito et al. 1993). Das bedeutet für die Steigerung der Affinität re-
kombinanter Antikörper durch abwechselnde Zyklen aus Mutagenese und Selektion
(siehe Abschnitt 3.3.4), dass ein höher affiner Antikörper unter Umständen anschlie-
ßend nicht  mehr in E.coli produzierbar ist. Andererseits ist natürlich die Produzier-
barkeit durch einige Mutationen auch steigerungsfähig.
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Für die Expression größerer Antikörperfragmente oder kompletter Immunglobuline
stehen verschiedene eukaryontische Expressionssysteme zur Auswahl, so z. B.
Hefen, Baculovirus infizierte Insektenzellen und verschiedene Säugerzelllinien (Breit-
ling und Dübel 1997). Diese sind besser als E.coli in der Lage, größere Fragmente,
welche die CH3 Region oder den Fc Teil von Antikörpern beinhalten, zu exprimieren.
Die Expression von kompletten, funktionellen Antikörpermolekülen ergibt aber meist
nur sehr geringe Ausbeuten. Ein großer Vorteil der Expression von Antikörpermole-
külen in Säugetierzellen ist, dass in ihnen eine vollständige und korrekte Glycosylie-
rung der Proteine stattfindet. Die Art der Glycosylierung ist für die biologische Funkti-
on des Antikörpers wichtig.

3.3 Antikörperbibliotheken
In vitro erzeugte Antikörperdisplay-Bibliotheken mit einem großen Repertoire natürli-
cher und synthetischer Antikörperspezifitäten (O’Connell et al. 2002, Hoogenboom
und Chames 2000, Krebs et al. 2001) stehen in Konkurrenz zur derzeit klar dominie-
renden klassischen Hybridomtechnologie. Mit diesen Bibliotheken können spezifi-
sche Antikörper samt der sie kodierenden Gene isoliert werden. Die Antikörper wer-
den in den Bibliotheken normalerweise als monovalente Fab oder scFv Fragmente
exprimiert und müssen, wenn erforderlich, nach der Isolierung zur Expression intak-
ter Immunglobuline oder multivalenter Varianten in Expressionsvektoren zusammen-
gebaut werden (O’Connell et al. 2002, Nagy et al. 2002). Die anschließende Produk-
tion großer Antikörpermengen ist dann aber, wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben,
problematisch.
Bei der Erzeugung der Vielfalt in den Antikörperbibliotheken dient das Immunsystem
als Vorbild. In Säugetieren wird die Antikörperdiversität durch Kombination verschie-
dener Ketten, Zusammenspleißen unterschiedlicher Regionen von Antikörpergenen,
zufällige Addition von Sequenzen ohne DNA Matrize und somatische Hypermutation
erreicht (siehe Abschnitt 0 und Winter und Milstein 1991). Dieses Repertoire kann
durch PCR direkt von der cDNA eukaryontischer B-Lymphozyten abgeschrieben
werden, wobei es zwei Möglichkeiten für das Design der Primer gibt. Entweder es
werden passende Primerpaare zur Amplifikation jeder variablen Subgruppe erstellt
(Marks et al. 1991a), oder es werden degenerierte Primer entworfen, welche die
meisten oder alle variablen Gensubgruppen vervielfältigen (Larrick et al. 1989). Eine
komplette auf dem natürlichen, naiven Repertoire basierende Bibliothek erfordert die
Fähigkeit, alle möglichen in der Keimbahn vorkommenden Antikörpergene zu ampli-
fizieren (Tomlinson et al. 1992, Cox et al. 1994). Noch weiter erhöht werden können
die Komplexitäten der Bibliotheken, indem bei der Amplifizierung der Antiköpergene
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an bestimmten Positionen, vornehmlich in den sechs CDRs, Nukleinsäuren nach
dem Zufallsprinzip mutiert oder zusätzlich eingefügt werden (Barbas et al. 1992,
Huse et al. 1993)
Das Ziel ist es, große Antikörperbibliotheken zu schaffen, deren Repertoire möglichst
viele verschiedene Spezifitäten umfasst. Je größer die Komplexität einer Bibliothek,
desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, dass in einem einzigen Selektionsschritt und
ohne weitere Modifikation der isolierten variablen Domänen hochaffine Antikörper
gegen interessante Antigene gewonnen werden können.
Die erste naive humane Bibliothek war eine Bakteriophagen-Display Bibliothek, die
auf IgM scFv Fragmenten basierte. Sie beinhaltete ca. 107 Spezifitäten. Mit ihr konnte
klar gezeigt werden, dass es möglich ist, auf diese Weise zu Antikörpern zu gelan-
gen (Marks et al. 1991b), wenn diese auch von relativ geringer Affinität waren.

3.3.1 Bakteriophagen Display
Phagenbibliotheken sind derzeit die am Weitesten verbreitete Methode, um große
Repertoires von Antikörperfragmenten darzustellen und auf ihre Affinität zu klinisch
relevanten Zielmolekülen hin zu untersuchen (Hoogenboom und Chames 2000,
Nagy et al. 2002, Huie et al. 2001, Liu et al. 2002). Hierzu werden Antikörperfrag-
mente mit Hilfe der Fusion an das Phagenhüllprotein pIII auf der Oberfläche fila-
mentöser Phagen verankert. Die direkte Verankerung von scFV Fragmenten auf der
Phagenoberfläche hat schwerwiegende Nachteile für die Expression in Bakterien
(McCafferty et al. 1990). Die Fusionsanteile beeinträchtigen die Replikation des Pha-
gen, wodurch ein negativer Selektionsdruck gegen Antikörperfragmente exprimie-
rende Phagen ausgeübt wird. Diese Probleme werden durch die Verwendung von
Phagemidvektoren umgangen (Breitling et al. 1991, Barbas et al. 1991, Hoogenboom
et al. 1991). Ein Phagemid ist ein Plasmid, das zusätzlich alle Signale für die Verpa-
ckung in Phagenpartikel enthält. Der Einbau geschieht durch Helferphagen, die alle
anderen Eigenschaften filamentöser Phagen besitzen. Im Phagemid wird das Fusi-
onsprotein nicht konstituiv exprimiert, sondern unter der Kontrolle eines induzierba-
ren Promotors. Bau und Vervielfältigung der Antikörperbibliothek sind damit unab-
hängig von der Expression der Antikörperfragmente, was den Selektionsnachteil
entscheidend mildert.
Nach Verpackung der Antikörperbibliothek in Phagenpartikel exprimieren diese auf
der Oberfläche die Antiköperfragmente. Auch heterodimere Fab Fragmente können
auf der Phagenoberfläche derart zusammengesetzt werden, dass sie Antigenaffinität
behalten (Hoogenboom et al. 1991). Auf diese Weise können auch kombinatorische
Bibliotheken auf Phagen exprimiert werden (Zebedee et al. 1992, Barbas et al. 1991,
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Hoogenboom et al. 1991, Kang et al. 1991a, b). Mit Hilfe von immobilisiertem Antigen
können bindende von nicht bindenden Phagen abgetrennt werden. Auch ein diffe-
renzielles Screening ist möglich, indem zunächst ungewünschte Spezifitäten entfernt
und erst anschließend gewünschte Antigenspezifitäten gesucht werden. Mit den
isolierten Phagen können erneut Bakterien infiziert werden, die anschließend Pha-
genpartikel für die nächste Selektionsrunde produzieren (klonale Selektion).

Die größte Komplexität wird bisher in rekombinierenden Phagenbibliotheken erreicht.
Dazu werden mit dem Cre-loxP System Gene der schweren und leichten Ketten
rekombiniert (Waterhouse et al. 1993). Limitiert durch die Rekombinationseffizienz
wurden bisher Komplexitäten von ca. 1010 unabhängigen Antikörpergenen erreicht,
aus denen vereinzelt auch schon relativ affine Antikörper selektioniert wurden (Grif-
fiths et al. 1994, Nissim et al. 1994, Zarah et al. 1999).

Die Verwendung von Phagen zum Antikörperfragment Display hat gegenüber Bakte-
rien den Vorteil, dass sie sehr einfach zu extrem hohen Titern herangezogen werden
können.

3.3.2 Zelloberflächendisplay
Rekombinante Antikörper können auch auf Bakterien-, Hefe- und Hybridomzellen
präsentiert werden. Durch die Technologie der Hochgeschwindigkeitsdurchflusszy-
tometrie ist es möglich, mit Hilfe eines fluoreszenzabhängigen Zellseparators derarti-
ge Antikörperbibliotheken nach bestimmten Antigenspezifitäten zu durchsuchen.
Hierzu werden die antikörperpräsentierenden Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff mar-
kiertem Antigen gefärbt und anschließend mit Hilfe des FACS (fluorescence activa-
ted cell sorter) von den nich leuchtenen Zellen abgetrennt (Francisco et al.  1993,
Fuchs et al. 1996).
Mittels dieser Methodik wurden schon einige hoch affine Antikörper isoliert (Boder at
al. 2000, Daugherty et al. 2000).

3.3.3 Bibliotheken aus mRNA-Protein-Komplexen
Beim Ribosomendisplay bilden stabilisierte Komplexe aus Antikörper, Ribosom und
mRNA die Plattform, auf der die Antikörper exponiert werden (Hanes et al. 2000,
Wilson et al. 2001, Irving et al. 2001). Die Ribosomenkomplexe werden komplett in
vitro gebildet. Dadurch dass keine Zelltransformation notwendig ist, können sehr
große Bibliotheken von bis zu 1014 Spezifitäten gebildet werden.
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Dieses System erfordert eine absolut RNase freie Handhabung. Außerdem ist die
korrekte Faltung der synthetisierten Antikörper in dem umgebenden Puffer nur ein-
geschränkt möglich. Dennoch wurden mit diesem System schon Antikörper mit einer
Affinität im pikomolaren Bereich isoliert (Hanes et al. 2000, Irving et al. 2001). An-
schließende Affinitätsreifungszyklen sind in dem in vitro System vergleichsweise
einfach.
Alternativ zum Ribosomendisplay können Antikörper auch kovalent über Pyromycin
stabilisierte mRNA-Protein-Komplexe exponiert werden (Weng et al. 2002, Xu et al.
2002).

3.3.4 Affinitätsreifung: Mutagenese und Selektion
Da die Mehrzahl der Antikörper, die bisher aus diesen Bibliotheken isoliert wurden,
nur relativ geringe Affinitäten zu ihrem Antigen besitzen, wurden Methoden entwi-
ckelt, um die Affinität dieser Antikörper zu steigern. Diese Strategien sind an die
somatische Hypermutation in vivo angelehnt. Ein über die Affinität des kodierten
Antikörperfragmentes aus einer Bibliothek isoliertes Gen wird mehreren Runden
abwechselnder Mutagenese und Selektion unterzogen, wodurch sich die Affinität des
Antikörperfragmentes sukzessive erhöht. Techniken zur Einführung von zufälligen
Mutationen in die variablen Domäne sind z.B. Error-Prone PCR (Gram et al. 1992,
Deng et al. 1994), E.coli Mutator Stämme oder mutagene Enzyme wie mRNA rever-
se Transkriptase und DNA Polymerasen ohne Proofreadingaktivität (Poltoratsky et al.
2001). Auch zufällige Mutagenese an bestimmten Zielorten (Hermes et al. 1989) und
zielgerichtete Mutagenese basierend auf strukturellen Informationen (Hawkins et al.
1993, Yamagashi et al. 1990) werden verwendet. Durch „chain shuffling“ (Clackson
et al. 1991, Marks et al. 1992, van der Linden et al. 2000) werden die Paarungen von
schweren und leichten Ketten für eine bestimmte Antigenspezifität optimiert. Dazu
wird immer abwechselnd eine der Ketten fest auf z.B. der Phagenoberfläche expri-
miert und eine Vielzahl des anderen Kombinationspartners in Lösung angeboten.
Affinere Paarungen werden ausgelesen.
Zielgerichtete Mutagenese, welche die Gerüstregionen ausnimmt, führt seltener zum
kompletten Verlust der Antikörperspezifität und ist daher nach somatischer Hyper-
mutation häufiger zu finden (siehe Abschnitt 0). Die Voraussage der Phänotypen, die
durch einzelne Aminosäureaustausche verursacht werden steckt aber noch in den
Anfängen, so dass bisher zur Verstärkung der Affinität die Zyklen zufälliger Mutation
und Selektion effektiver waren als präzise modulierte Veränderungen (Hanes et al.
2000, Boder et al. 2000). Interessanterweise haben aber gerade Mutationen in den
Gerüstregionen auch schon sehr große Steigerungen der Antigenaffinität, Stabilität
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und Expression von Antikörpern herbeigeführt (Hanes et al. 2000, Boder et al. 2000,
Irving et al. 2001).

3.4 Monoklonale Antikörper als Tumortherapeutika
Die Spezifität von Antikörpern wird in der Onkologie zur zielgerichteten Zytolyse von
Tumorzellen genutzt. Verglichen mit der traditionellen zytotoxischen Chemotherapie
erzeugt die Immuntherapie erheblich weniger Nebenwirkungen.
Voraussetzung für die therapeutische Wirksamkeit eines Antikörpers ist, dass er
spezifisch Tumorzellen bindet und normale Körperzellen möglichst ignoriert. Zielanti-
gene müssen also auf Tumorzellen entweder selektiv oder verglichen mit normalen
Zellen stark überexprimiert sein. Sie müssen stabil und zugänglich für den Antikörper
auf den Oberflächen der Zellen exponiert werden, damit der Antikörper sie erkennen
kann. Weiterhin ist wichtig, dass die tumorspezifischen Antigene möglichst von allen
Tumorzellen exprimiert werden, damit bei der Behandlung nicht eine Subpopulation
von nicht das Antigen präsentierenden Tumorzellen überlebt, die anschließend wie-
der zu einem neuen, gegen die Immuntherapie resistenten Tumor heranwächst. Am
Besten gewährleistet ist das bei Antigenen, die eine funktionelle Rolle bei der Tu-
morentwicklung haben, wie z.B. Rezeptoren für Wachstumsfaktoren. Dadurch wird
ausgeschlossen, dass sie bei der Tumorprogression durch akkumulierende Mutatio-
nen verloren gehen. Es ist von Vorteil, wenn das Zielantigen von einem möglichst
breiten Spektrum verschiedener Tumortypen exprimiert wird, damit der Antikörper
am Ende eine breite Anwendbarkeit hat.
Die meisten der klinisch zugelassenen oder in Phase-III Studien befindlichen Anti-
körper sind gegen Antigene gerichtet, die direkt auf Tumorzellen exprimiert sind.
Diese lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen.
Die Mehrheit der therapeutischen Zielantigene sind Zelloberflächenrezeptoren wie
z.B. Rezeptortyrosinkinasen (Zwick et al. 2002), die für die Zelle und deren malignen
Phänotyp essentielle Signalwege vermitteln (Trastuzumab, Bevacizumab und Cetu-
ximab, siehe Tabelle 3-1).
Eine andere große Kategorie von Tumorzelloberflächenantigenen sind leukozytäre
Differenzierungsantigene (cluster of differentiation, CD). So sind CD20, CD22, CD33
und CD52 auf der Membran von Leukämien und malignen Lymphomen stark ausge-
prägt. Einige Beispiele therapeutischer anti-CD Antikörper sind in Tabelle 3-1 aufge-
führt.
Weitere Zielantigene für therapeutische Antikörper sind onkofetale Proteine, die
normalerweise in embryonalen Geweben transient, in normalem erwachsenen Ge-
webe nicht, aber in Tumorgeweben wieder exprimiert sind.
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Außerdem zielt die Tumorimmuntherapie zusätzlich zu den auf Tumorzellen selbst
exprimierten Antigenen auch auf Antigene ab, die nur indirekt mit den Tumorzellen
assoziiert sind. Dazu gehören z.B. die tumorversorgenden Blutbahnen, denn Tumor-
wachstum ist abhängig von der Bildung neuer Blutgefäße. Antikörper zur Blockade
der Angiogenese haben den Vorteil, dass die erkannten Antigene genetisch stabil auf
der Oberfläche von Endothelzellen Zellen exprimiert werden, so dass die Gefahr des
Antigenverlusts gering ist. Außerdem können diese Antikörper bei zahlreichen ver-
schiedenen Tumortypen Anwendung finden und sind für normale Gewebe nur gering
toxisch (Folkman et al. 2001). Prototypen solcher Zielstrukturen sind z.B. der VEGF
(vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) Signalweg und Zelladhäsionsmoleküle
(Hicklin et al. 2001).
Auch Antigene, die bei der Interaktion des Tumors mit seinem Wirt eine Rolle spie-
len, stellen mögliche Angriffspunkte für die Immuntherapie dar. Dazu gehören Tumor
Stroma Zellen, verschiedene lösliche Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine.

Name
Handelsname

Antigen Mechanismus Antikörper-
format

Tumor Indika-
tion

Referenz

Edrecolomab
17-1A
(Panorex®)

EpCAM ADCC und CDC, IgG2a, murin kolorektale
Karzinome

Riethmüller et
al. 1998

Rituximab
(Rituxan®/
MabThera®)

CD20 ADCC, CDC, direkte Apoptoseinduktion. IgG1,
chimärisierter
Ibritumomab

NHL Grillo-Lopez
et al. 2002

Trastuzumab
(Herceptin®)

HER2 Inhibition der HER2-vermittelten Tumorzellpro-
liferation und Migration.

IgG1,
humanisiert

Brustkrebs Leyland-
Jones 2002

Alemtuzumab
(Campath-1H®)

CD52 ADCC, CDC. IgG1,
humanisiert

CLL Ferrajoli et al.
2001

Gemtuzumab
ozogamicin
(Mylotarg®)

CD33 Schleust Calicheamicin in Leukämiezellen ein,
was zu DNA Brüchen und Apoptose führt.

IgG4,
humanisiert,
Calicheami-
cin gekoppelt

AML Sievers und
Linenberger
2001

Bevacizumab
(Avastin™)

VEGF Hemmt VEGF induzierte Angiogenese. IgG1,
humanisiert

Darm-, Nieren-,
Lungen-,
Brustkrebs

Willett et al.
2004

Cetuximab
(Erbitux™)

EGFR
(HER1)
(c-erbB1)

Inhibiert EGFR-vermittelte Tumorzell Invasion,
Proliferation, Metastasierung und Angiogenese.

IgG1, chimär Pankreas-,
Darmkrebs
u.a.

Herbst und
Langer 2002

Ibritumomab
tiuxetan
(Zevalin™)

CD20 Liefert zytotoxische Strahlung, ADCC, CDC,
Apoptose.

IgG1, murin,
90Y Konjugat

NHL Goldenberg
2001

HEA125 X
OKT3

EpCAM X
CD3

Tumorzellyse. Bindet EpCAM überexprimieren-
de Tumorzellen und aktiviert T-Zellen durch
CD3 Bindung.

IgG1, murin Ovarialkarzi-
nom mit
Ascites-bildung

Marmé et al.
2002

Tabelle 3-1: Beispiele für die Verwendung monoklonaler Antikörper in der Tumortherapie.
Antikörperendungen: murin = ‚omab’, chimär = ‚ximab’, humanisiert = ‚zumab’, human = ‚umab’. AML
= akute myeloische Leukämie, CLL = chronische lymphatische Leukämie, NHL = non-Hodgkins
Lymphom.

Aus Tabelle 3-1 wird ersichtlich, dass therapeutische Antikörper verschiedene For-
mate aufweisen. Diese haben verschiedene Vor- und Nachteile. Von der Maus
stammende Antikörper erweisen sich in der klinischen Anwendung als stark immu-
nogen. Daher wurden chimäre und humanisierte Antikörper entwickelt bis hin zur



Einleitung 22

Produktion komplett humaner monoklonaler Antikörper (siehe Abschnitt 3.1.2 und
Ezzell 2001).
Ein optimales Antikörperformat gibt es nicht. Wenn ein nicht konjugierter Antikörper
allein direkte Antitumorwirkung erzielen kann, wird eine große Bioverfügbarkeit er-
reicht, wenn ein komplettes IgG Format verwendet wird. Der Antikörper verbleibt im
Organismus dann am Längsten in der Zirkulation. Kleinere Antikörperformate wie
Fab Fragmente oder rekombinante Konstrukte werden demgegenüber zwar erheb-
lich schneller aus dem Blut filtriert, sie dringen dafür aber schneller in solides Tumor-
gewebe ein.
Je nach Isotyp unterscheiden sich die Wirkmechanismen der therapeutischen Anti-
körper. Humane IgG1, IgG3 und murine IgG2a Antikörper induzieren effektiv CDC
(komplementabhängige Zytotoxizität) (Houghton et al. 1985) und ADCC (antigenab-
hängige Zytotoxizität) (Steplewski et al. 1983), humanes IgG2 nur CDC (Reff und
Heard 2001). ADCC scheint eine der wichtigsten Effektorfunktionen zu sein (Clynes
et al. 2000). Der Fc-Teil der Antikörper bindet dabei an Fc Rezeptoren auf der Ober-
fläche von natürlichen Killerzellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen und einigen T-Zellen. Diese Effektorzellen setzen darauf-
hin perforin- und granzymhaltige zytoplasmatische Granula frei, die zur Zytolyse der
Zielzelle führen. Bestimmte Antikörper können eine Zelle in die Apoptose treiben
(Trauth et al. 1989), Interaktionen von Rezeptoren mit ihren Liganden inhibieren, den
Zellzyklus arretieren und Proliferation, Angiogenese und Metastasierung hemmen.
Der Effekt einer Antikörpertherapie kann durch Kombination mit einer Chemotherapie
und/oder Immunsystem aktivierenden Pharmaka additiv bis synergistisch verstärkt
werden (Klement et al. 2002). Wird z.B. der Antikörper Trastuzumab (siehe Tabelle
3-1) als Monotherapie eingesetzt, erzielt er eine Ansprechrate von nur 15%. In Kom-
bination mit einer Chemotherapie kann die Ansprechrate aber auf über 50% gestei-
gert werden (Leyland-Jones 2002). Andere Möglichkeiten zur Steigerung der Anti-
körperwirkung sind die Konjugation der Antikörper an Toxine oder Radionuklide, die
von den Antikörpern an ihren Zielort gelenkt werden. Auch Fab oder scFv gekoppelte
Immunoliposomen dienen dem zielgerichteten Einschleusen zytotoxischer Reagen-
zien bei verringerten Nebenwirkungen für normale Gewebe. Durch das Design
bispezifischer Antikörper, die zwei verschiedene Antigene binden, können Immunef-
fektorzellen aber auch Radionuklide, Pharmaka und Toxine in die räumliche Nähe
des Tumors gebracht und dort festgehalten werden (Segal et al. 1999, van Spriel at
al. 2000). Die Bindung des bispezifischen Antikörpers an einen Trigger-Rezeptor auf
der Effektorzelle induziert durch diese die Vernichtung aller in der Nachbarschaft
befindlichen Tumorzellen.
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Es wird geschätzt, dass bis zum Jahr 2010 über 20 therapeutische Antikörper in die
onkologische Therapie Eingang finden werden (Mellstedt 2003). Darüber hinaus
werden Antikörperbasierte Medikamente auch bei der Behandlung von Autoimmun-
krankheiten und in der Transplantationsmedizin eine zentrale Rolle spielen.

3.4.1 Das Tumorantigen EpCAM
Das Antigen EpCAM (= epitheliales Zelladhäsionsmolekül, auch 17-1A, ESA,
EGP40, 323/A3, GA733-2) ist ein interessantes Zielantigen für die Tumorimmunthe-
rapie, weil es auf der Oberfläche der meisten Karzinome überexprimiert wird.
EpCAM wird vom GA733-2 Gen in 9 Exons auf Chromosom 4 kodiert und ist in höhe-
ren Vertebraten relativ stark konserviert (Maus/Mensch = 80% Homologie). Das
Protein hat eine 242 Aminosäuren lange extrazelluläre Domäne, mit zwei dem epi-
dermalen Wachstumsfaktor EGF ähnlichen Motiven. Weiter hat es eine 23 Amino-
säuren lange transmembrane und eine 26 Aminosäuren lange zytoplasmatische
Domäne. Es wird als 34 kDa großes Protein synthetisiert, das an bis zu drei Stellen
zu einem 40 kDa großen Glycoprotein glycosyliert wird.
Etliche Transmembranmoleküle mit EGF-ähnlichen Domänen sind an der Zelladhä-
sion oder an Signalwegen der Zelle beteiligt (Davis 1990). Auch für EpCAM wurde
gezeigt, dass es Ca2+ unabhängige, homotypische Zell-Zell Interaktionen vermitteln
kann (Litvinov et al. 1994a+b). Daher wird angenommen, dass EpCAM als epithelia-
les Zelladhäsionsmolekül fungiert, obwohl seine exakte Rolle noch unklar ist.
Immunohistochemische Analysen zeigen, dass EpCAM in humanen Geweben aus-
schließlich auf epithelialen Geweben exprimiert wird (Momburg et al. 1987, Balzar et
al. 1999). Das Expressionslevel ist dabei in unterschiedlichen Geweben verschieden,
aber innerhalb einer Gewebeprobe ist es sehr homogen. Auch zeigen gleiche Gewe-
be verschiedener Donoren gleich starke Färbungen. Es gibt nur sehr wenige epithe-
liale Gewebe, die EpCAM negativ sind.
Im Hinblick auf die Tumortherapie besonders interessant ist, dass die Expression von
EpCAM immer in Verbindung mit gesteigerter epithelialer Proliferation steht (Zorzos
et al. 1995, Litvinov et al. 1996, High et al. 1996, Schön et al. 1994). Sogar im Dar-
mepithel, das von den normalen Geweben die höchsten EpCAM Level exprimiert,
korreliert die Entwicklung von Polypen mit noch erheblich stärkerer Expression von
EpCAM Molekülen. Parallel wurde beobachtet, dass EpCAM Expression negativ mit
der Zelldifferenzierung korreliert (Schiechl et al. 1986, Schön et al. 1995). Für eine
große Zahl epithelialer Gewebe wurde gezeigt, dass aktive Proliferation mit sehr
stark erhöhter EpCAM Expression einhergeht. Die meisten Karzinome, aber keine
anderen Tumortypen, exprimieren also hohe EpCAM Level (Momburg et al. 1987).
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Es scheint daher eine Verbindung zwischen EpCAM und Signalkaskaden, die
Zellproliferation und Differenzierung regulieren, zu geben. Auf jeden Fall spielt Ep-
CAM eine wesentliche morphoregulatorische Rolle, nicht nur bei der normalen Ent-
wicklung, sondern auch bei Karzinogenese und Tumorprogression epithelialer Ge-
webe, was dazu führt, dass das Antigen während der malignen Transformation stabil
exprimiert wird. Das Molekül bleibt sogar in hochgradig entdifferenzierten Karzino-
men erhalten. Zusätzlich wird EpCAM nicht in das Blut der Patienten freigesetzt
(Moldenhauer at al. 1987, Balzar et al. 1999).
Dadurch, dass das EpCAM Expressionslevel mit der Zellproliferation korreliert liegt
die Vermutung nahe, dass die Stärke der EpCAM Expression möglicherweise mit
einer schlechteren Prognose für den Krankheitsverlauf korrelliert. Gastl et al. (2000)
haben in einer Studie den Zusammenhang zwischen EpCAM Expression und der
Überlebensrate von Brustkrebspatientinnen untersucht. Sie fanden, dass die EpCAM
Überexpression mit dem Entwicklungsstatus des Tumors und dem histolgischen Typ
korrellierte. Außerdem bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen starker
EpCAM Überexpression und einer verringerten 10 Jahre Überlebensrate. Auch Piy-
athilake et al. (2000) haben in einer Studie über die Expression beim squamöse
Lungenkarzinom die Korrelation von hoher EpCAM Überexpression und fortge-
schrittenem Tumorstadium beobachtet.

3.4.2 Gegen EpCAM gerichtete Immuntherapie
Die gegen EpCAM gerichtete Karzinomtherapie begann mit der Verwendung niedrig
affiner, unkonjugierter monoklonaler anti EpCAM Antikörper (z.B. 17-1A = 2,5·10-7 M,
AUA-1) und führte zu anti-Tumor Effekten (Ragnhammar et al. 1993, Mellstedt et al.
1991, Weiner et al. 1993). Diese Antikörper sind nicht wirksam genug, um etablierte
solide Tumoren zu vernichten (Lobuglio und Saleh 1992). Bei der Nachbehandlung
kurativ entfernter Kolonkarzinome (Dukes C-Stadium) führten sie aber zu 30% An-
stieg der 7 Jahre Überlebensrate behandelter Patienten (Riethmüller et al. 1998). Ein
Nachteil war anfänglich die murine Natur der Antikörper. Aus dem Grund wurde17-
1A chimerisiert (=C46, Fogler et al. 1989) und außerdem der komplett humane anti
EpCAM Antikörper MT201 entwickelt (Naundorf et al. 2002). Dieser war mit 1,4·10-7

M ebenso gering affin wie die vorangegangenen. Diese Antikörper sind weniger
immunogen und besser in der Lage, ADCC und CDC auszulösen (Naundorf et al.
2002).
Mit höher affinen Antikörpern (z.B. GA733 und 323/A3) werden im Mausmodell bes-
sere Immuntherapieergebnisse erzielt (Velders et al. 1995). Allerdings kann die Be-
handlung mit hoch affinen EpCAM Antikörpern auch zur Schädigung normaler Epi-
thelien führen, die beim Patienten Nebenwirkungen verursacht. Diese sind allerdings
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nicht schwerwiegend und nur von kurzer Dauer (Herlyn et al. 1991). Um bessere
Antitumorwirkung zu erhalten, wurden auch bispezifische anti-EpCAM Antikörper
entwickelt. So aktivieren ein rekombinanter anti EpCAM X CD3 scFv Antikörper (Ku-
fer et al. 1997) und der bispezifische anti EpCAM X CD3 Hybridomantikörper
HEA125 X OKT3 (Marmé et al. 2002) T-Zellen, was zur Tumorzelllyse führt.
HEA125 X OKT3 verringert bei lokaler Behandlung von malignem Ascites bei Patien-
tinnen mit Ovarialkarzinom erheblich bis komplett das gebildete Flüssigkeitsvolumen
und führt zu einer Verbesserung der Lebensqualität. Auch mit Peptidvaccinierung
konnten in vitro und in vivo EpCAM spezifische T-Zellen aktiviert werden (Ras et al.
19997).

3.4.3 Der monoklonale Antikörper HEA125
HEA125 (human epithelial antigen) ist ein EpCAM spezifischer Maus IgG1 Antikö r-
per, der von der gleichnamigen murinen Hybridomzelllinie HEA125 in großen Men-
gen produziert wird. Aufgrund der natürlich vorkommenden Spleißvariante von IgG1
(siehe Abschnitt 3.1.1) wird ein Teil dieser Antikörper auf der Zelloberfläche präsen-
tiert, während eine noch größere Zahl der produzierten Antikörper ins umgebende
Medium sezerniert wird.
Verglichen mit anderen beschriebenen anti EpCAM Antikörpern (siehe Abschnitt
3.4.2) ist HEA125 mit einer Dissoziationskonstante von 2,2·10-9 M ein sehr hoch
affiner EpCAM Binder.

3.5 Zielsetzung
Der monoklonale Antikörper HEA125 ist aufgrund seiner hohen EpCAM Affinität
potenziell ein geeignetes Immuntherapeutikum für die Behandlung humaner Karzi-
nome. Um die Immunogenität des Antikörpers zu verringern und gleichzeitig die
Aktivierung humaner Effektorfuktionen durch den Fc Teil zu erlauben, soll dieser
Antikörper chimerisiert werden. Damit anschließend therapeutische Antikörper in
großer Menge produziert werden können, soll die Chimärisierung in der hervorra-
gend auf Antikörperproduktion spezialisierten Hybridomzelle vonstatten gehen. Zu
diesem Zweck werden im Genom der Hybridomzelle mittels homologer Rekombinati-
on die IGHC und IGHK Gene der Maus durch die des Menschen ersetzt. Damit die
Produktivität der Hybridomzellen nicht gefährdet wird, soll die Einführung der huma-
nen Gene wenn möglich ohne die Miteinführung eines Resistenzgenes durchgeführt
werden.
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Das Fernziel dieses Projektes ist, ausgehend von der chimärisierten HEA125 Zelle,
die Erzeugung einer komplexen Bibliothek komplett humaner Hybridomantikörper.
Diese Bibliothek soll am Ende die Vorteile der rekombinanten Antikörpertechnologie
zur einfachen Erzeugung vieler Antikörperspezifitäten, der transgenen Mäuse zur
Erzeugung komplett humaner Antikörper, der Hybridomtechnologie zur Produktion
großer Mengen kompletter, voll funktionsfähiger Antikörpermoleküle und von Pha-
genbibliotheken zur einfachen Affinitätsreinigung und Affinitätsreifung oberflä-
chenpräsentierter von Antikörpern vereinen.
Die Komplexität der Bibliothek soll durch Kassettenaustausch der aktiven variablen
Antikörperdomänen mittels spezifischer Rekombination erzeugt werden. Um diesen
Kassettenaustausch zu ermöglichen, müssen Erkennungsstellen für spezifische
Rekombinasen durch homologe Rekombination zielgerichtet an geeigneten Stellen in
das Genom der chimären HEA125 Hybridomzelle eingebracht werden. Komplett
humane Antikörper entstehen bei der Erzeugung der Vielfalt, wenn beim Kassetten-
austausch die variablen Mausantikörperdomänen durch variable Menschantikörper-
domänen ersetzt werden. Die humanen Antikörper werden anschließend von den
darauf spezialisierten Maushybridomzellen produziert, die einen Teil der Antikörper
auf ihrer Oberfläche exprimieren.
Aufgrund dieser Eigenschaft soll das einfache Auffinden von Antikörpern einer ge-
suchten Spezifität samt der sie produzierenden Hybridomzelle möglich werden. So
selektionierte Antikörper können gegebenenfalls durch wiederholte Zyklen von Muta-
genese und Selektion durch das Antigen affinitätsgereift werden. Mutagenese kann
durch molekulargenetische Manipulationen in den Genen der variablen Domänen
oder nach Aufklärung der natürlichen Mechanismen durch Anschalten der somati-
schen Hypermutationsvorgänge in der Hybridomzelle vonstatten gehen.

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass die notwendigen Manipulationen im Anti-
körpergenlokus der Hybridomzelle ohne miteingeführten Selektionsmarker durchge-
führt werden können und die veränderten Zielzellen anschließend allein über die von
ihnen produzierten, veränderten Antikörper selektionierbar sind.



4 Material und Methoden
4.1 Material
4.1.1 Laborgeräte
2-Kanal-Schreiber (LKB, Bromma, Schweden)
Analytische Feinwaage Typ Teldo Pb 602 (Mettler, Gießen)
Biofuge A (Heraeus, Hanau)
Brutschrank 3029 Forma Scientific (Marietta, USA)
CO2 Inkubatoren Typ BB6220 (Heraeus, Osterrode)
Drehvorrichtung für Bioreaktoren (Heraeus, Osterrode)
Eagle Eye II zur Bilddokumentation, Typ 230 VAC,  (Stratagene, La Jolla, USA)
Eismaschine Wessamat (Rauschenbach GmbH, Bergneustadt)
Elektrophoresekammern, DNA, Easy Cast (MWG Biotech GmbH, Ebersberg)
Elektrophoresekammern, SDS-Gele (CTI, Idstein)
Electrosquare Porator T 820 (BTX Electroporation System, AGS, Heidelberg)
FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg)
FACSVantage SE (Becton Dickinson, Heidelberg)
Flüssigstickstoff-Lagerbehälter (Messer Griesheim, Düsseldorf)
Geltrockner BIO-RAD, Modell 583 (Bio-Rad, München)
Kühl- und Gefrierschränke (Liebherr; Bosch)
Leuchtplatte (Rex, Heidelberg)
Magnetrührer, Heizplatte MR 3002 (Heidolph, Schwabach)
Mikroskop, Diavert (Leitz, Stuttgart)
Minifuge T (Heraeus, Hanau)
miniPERM-Bioreaktoren (Sartorius AG, Göttingen)
Netzanschlußgerät Power Supply Unit 500/100 (DESEGA, Heidelberg)
PCR-Block Peltier Thermal Cycler 200 , MJ Research Inc. (Watertown, USA)
pH-Meter 26 (Radiometer, Copenhagen, Dänemark)
Pumpe P-1 (Pharmacia LKB, Freiburg)
Schüttelinkubator, Typ Certomat HK (Braun, Melsungen)
Schüttler, Logic Shaker (neoLab, Heidelberg)
Spektrophotometer, Ultraspec 2000 (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Speed Vac Concentrator, Typ SVC 1004 (Bachhofer, Reutlingen)
Sterilwerkbank (Biogard Hood Baker Company Inc., Maine, USA)
Sterilwerkbank (Bachhofer, Stanford, USA)
Thermomixer, Typ 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Titertek Multiscan Plus MKII Photometer (Labsystems, Finnland)
Transfereinheit (Western Blot) (Renner, Darmastadt)
UV-Rekorder 2138 UVICORD S (LKB, Bromma, Schweden)
Vortex, Typ VF2 (Janke und Kunkel, Staufen)
Waagen (Satorius, Göttingen)
Wasserbad, Typ Consort E 455 cti (Grant, Cambridge, UK)
Zentrifugen: Kühlzentrifuge, Heraeus Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)

Mikrozentrifuge, Typ 5417 (Eppendorf, Hamburg)
Minifuge 2 (Heraeus Christ, Osterode)
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4.1.2 Verbrauchsmaterial
Die Plastikartikel für die Zellkultur und die molekularbiologischen Arbeiten wurden
von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Gilson (Villiers le Bel, Frankreich), Greiner
(Frickenhausen), Falcon (Becton Dickinson), Nalgene, Nunc, und Renner (Darm-
stadt) bezogen.

6, 24 und 96-Loch-Platten (Falcon/BD, Heidelberg)
Celophanfolie (Melitta, Minden)
Dialysemembran Immobilion-P (Millipore, Eschborn)
Dialyseschläuche Visking Typ 20/32 (Roth, Karlsruhe)
Elektroporationsküvetten Gene Pulser®, 0,4 cm (BioRad, )
Eppendorf-Reaktionsgefäße (Eppendorf, Hamburg)
Faltenfilter 595 1/2 (Schleicher und Schüll, Dassel)
Gel-Blotting-Papier (Schleicher und Schüll, Dassel)
Kanülen (BD, Fraga, Spanien)
µMACS Separation Columns (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
Nitrocellulose Protran BA85 (Schleicher und Schüll, Dassel)
Petrischalen (9 cm Durchmesser) (Grainer, Frickenhausen)
Produktionsmodule für miniPERM Bioreaktoren (Sartorius, Göttingen)
Säulen (für Sepharose) Econo Columns (Bio-Rad, München)
Sterilfilter Millex (HA, 0,45 µm und GV, 0,22 µm) (Millipore, Eschborn)
Spritzen (2 bis 50 ml) (Terumo, Leuven, Belgien)
Zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen)
Zentrifugenröhrchen, 15 und 15 ml (Renner, Darmstadt)
Zentrifugenröhrchen, 250 ml (Corning, Acton, USA)

4.1.3 Chemikalien
Die nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden bei Merck, Darmstadt in einem
möglichst hohen Reinheitsgrad erworben. In Klammern angegebene Namen werden
im Folgenden anstelle der vollständigen Namen verwendet.

1,4-Dithiothreitol (DTT) (Sigma, Deisenhofen)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (Sigma, Deisenhofen)
Acrylamid (Serva, Heidelberg)
Acrylamid/Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)
Agarose Ultrapure (USB, Cleveland)
Amino-n-Capronsäure (Sigma, Deisenhofen)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Serva, Heidelberg)
β-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen)
Bis-Tris-Propan (Sigma, Deisenhofen)
Biotinyl-ε-amino-caproic-acid-N-hydroxy-succinimide-Ester (Calbiochem, Bad Soden)
Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)
Eisessig (Sigma, Deisenhofen)
Essigsäure (RdH Laborchemikalien GmbH & Co KG, Seelze)
Ethanol (RdH Laborchemikalien GmbH & Co KG, Seelze)
Ethidiumbromid (Invitrogen, Groningen, NL)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Gerbu, Gaiberg)
Glutathion (Sigma, Deisenhofen)
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Glycerin (Sigma, Deisenhofen)
GTP/GDP (Sigma, Deisenhofen)
Harnstoff (Fluka, Neu Ulm)
H2O2, 30%ig, Perhydrol (Merck, Darmstadt)
Isopropylthiogalactosid (IPTG) (Sigma, Deisenhofen)
Isopropanol (Baker, Deventer, Niederlande)
KCl (Fluka, Neu Ulm)
Methanol (RdH Laborchemikalien GmbH & Co KG, Seelze)
MgAc (Fluka, Neu Ulm)
MgCl2 (Fluka, Neu Ulm)
MgSO4 (Fluka, Neu Ulm)
Milchpulver (Nestlé Deutschland AG, Frankfurt am Main)
MOPS (Biomol, Hamburg)
NaCl (Fluka, Neu Ulm)
Natiumdesoxycholat (Serva, Heidelberg)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Serva, Heidelberg)
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (Sigma, Deisenhofen)
Orthophenylendiamin, OPD (Sigma, Deisenhofen)
Peptone (DIFCO Laboratories, Detoit, USA)
Phenol (Roth, Karlsruhe)
Phenol-Chloroform (Roth, Karlsruhe)
Ponceau S (Sigma, Deisenhofen)
Proteaseinhibitoren, EDTA-frei (Roche, Mannheim)
Protein A Sepharose CL-4B (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Protogel, Rotiphorese®Gel30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid) (Roth, Karlsruhe)
Protran BA 85 Cellulose Nitrat (Schleicher und Schüll, Dassel)
Rinder-Serumalbumin (BSA) (Boehringer Bioproducts, Ingelheim)
Serva Blue W (Serva, Heidelberg)
Tetrabutylammoniumbromid (TAB) (Sigma, Deisenhofen)
Tetramethylethylendiamid (TEMED) (Sigma, Deisenhofen)
Trichloressigsäure (TCA) (Roth, Karlsruhe)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Sigma, Deisenhofen)
Triton X-100 (Serva, Heidelberg)
Tween 20 (Serva, Heidelberg)
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-Galactosod) (Amersham, Braunschweig)

4.1.4 Puffer und Lösungen
In der Regel werden die Lösungen mit doppelt deionisiertem und autoklaviertem
Wasser angesetzt. Für die Elektrophoresepuffer genügt einfach deionisiertes Was-
ser. Bei Lösungen, die als konzentrierte Stammlösung angesetzt werden, ist der
Konzentrationsfaktor in Klammern angegeben. Bei Lösungen, die nicht bei Raum-
temperatur aufbewahrt werden, ist die Temperatur in Klammern angegeben. Die
Prozentangaben beziehen sich, sofern nicht anders angegeben, auf Gewicht pro
Volumeneinheit (w/v).
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PBS (10x): 1.4 M NaCl; 27 mM KCl; 100 mM Na2HPO4; 18 mM
KH2PO4, pH 7.2

PCR-Puffer (10x): 500mM Tris pH 9,3; 160 mM (NH4)SO4; 17,5 mM MgCl2
dNTPs (10x): 10 mM dATP; 10 mM dTTP; 10 mM dCTP; 10 mM dGTP
TAE-Puffer (50x): 2 M Tris/HCl, pH 8,0; 950 mM Eisessig; 50 mM EDTA
6 x DNA-Ladepuffer : 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin
PBS-Tween: 140 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM

KH2PO4, pH 7.2, 0,05% (v/v) Tween 20
Gelatinelösung: 0,2% Gelatine in PBS, 0,1% NaN3
Carbonatpuffer pH 9,6: 0,05 M Na2CO3/NaHCO3, steril
Substratpuffer pH 6,0: 0,1 M KH2PO4, steril
Elektrophoresepuffer: 250 mM Tris/HCl pH 8,3; 1,9 M Glycin, 1% SDS
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCl pH 6,8; 0,4% SDS
Blotpuffer I: 0,3 M Tris/HCl pH 10,4; 20% Methanol
Blotpuffer II: 0,025 M Tris pH 10,4; 20% Methanol
Blotpuffer III: 0,025 M Tris pH 9,4; 0,04 M Amino-n-Capronsäure, 20%

Methanol
AP-Waschpuffer: 10 mM Tris pH 9,6; 150 mM NaCl
AP-Puffer: 100 mM Tris pH 9,6; 0,1 M NaCl; 5 mM MgCl2
BCIP-Lösung: 5 mg/ml in 100% DMF
NBT-Lösung: 50 mg/ml NBT in 70% DMF/H2O
Bindepuffer: 3 M NaCl; 1,5 M Glycin, pH 8,9
Elutionspuffer: 100 mM Natriumcitrat pH 6
Regenerationspuffer: 100 mM Natriumcitrat pH 3

4.1.5 Reaktions-Kits
Expand Long Template PCR Sys-
tem (Roche, Mannheim)

PCRs über 3 kb oder von genomischer DNA mit geringer
Fehlerrate durch proofreading-Aktivität einer beige-
mengten Pwo-Polymerase

Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden)

Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
über Säulchen

Plasmid Purification Kit (Qiagen,
Hilden)

Plasmid Maxi Präparation

Quick ChangeTM Site-Directed
Muatgenesis Kit (Stratagene, La
Jolla)

Ortspezifische Einführung (in vitro) von Mutationen in
Plasmid DNA

DNA Labelling and Detection Kit-
Nonradioactive (Roche, Mannheim)

Digoxigenin-Markierung von DNA zur Verwendung als
Sonde zur Hybridisierung

CELLectionTM Pan Mouse IgG Kit
(Dynal, Oslo, Norway)

Mensch anti Maus IgG beschichtete Magnetbeads zur
positiven Selektion oder Entfernung von Zielzellen

MACS Ziege anti Maus IgG Micro-
Beads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach)

Ziege anti Maus IgG (H+L) F(ab’)2 (polyklonal, Mensch
absorbiert) beschichtete Magnetbeads zur positiven
Selektion oder Entfernung von Zielzellen

MACS Ratte anti Maus IgG1 Micro-
Beads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach)

Ratte anti Maus IgG1 (monoklonal) beschichtete
Magnetbeads zur positiven Selektion oder Entfernung
von Zielzellen
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4.1.6 Proteine, Antikörper und Färbereagenzien
Antikörper aus Spezifität Label Typ Referenz

HEA125 Maus EpCAM (Mensch)
--
Biotin
FITC

IgG1 Moldenhauer et al., 1987

HEA-Huκ Maus EpCAM (Mensch) --
Biotin

IgG1 (hu-
mane Kappa
Kette)

diese Arbeit

W6/32 Maus HLA A,B,C -- IgG2a Barnstable et al. 1978
OKT3 Maus CD3 Biotin IgG2a Kung et al. 1979
HD37 Maus CD19 -- IgG1 Pezzutto et al. 1987

HD20 Maus Mensch Idiotyp -- IgG1 G. Moldenhauer, nicht
publiziert

EpCAM33.2 Maus EpCAM (Mensch) -- IgG1 G. Moldenhauer, nicht
publiziert

GAHuκ Ziege
Mensch κ  Ketten
(absorbiert gegen
Maus Ig)

Biotin
FITC
PE

F(ab’)2
Southern Biotech, Bir-
mingham, USA

GAMκ Ziege
Maus κ  Ketten (ab-
sorbiert gegen Maus
λ Ketten)

Biotin
FITC polyklonal Southern Biotech, Bir-

mingham, USA

GAMIgG (H+L) Ziege Maus γ-Ketten Biotin
FITC F(ab’)2 Dianova, Hamburg

GAMIgG+IgM Ziege Maus γ + µ-Ketten AP polyklonal Dianova, Hamburg

GAHuIgG Ziege
M e n s c h  γ -Ketten
(absorbiert gegen
Maus Ig)

Biotin
FITC
PE

F(ab’)2
Southern Biotech, Bir-
mingham, USA

GAHu IgG+IgM Ziege Mensch γ + µ-Ketten -- polyklonal Dianova, Hamburg

GAHuIgG
(H+L) Ziege

Mensch schwere und
leichte γ-Ketten (ab-
sorbiert gegen Maus
Ig)

--
FITC F(ab’)2 Dianova, Hamburg

GAMIgG1 Ziege

Maus γ 1-Ketten (ab-
sorbiert gegen Maus
IgM, IgG2a, IgG2b,
IgG3,  IgA und
Mensch Ig)

Biotin
FITC
PE

polyklonal Southern Biotech, Bir-
mingham, USA

GAMIgG Fc Ziege Maus Fcγ Fragment POX polyklonal Dianova, Hamburg
GAHuIgG Fc Ziege Mensch Fcγ Fragment POX polyklonal Dianova, Hamburg

(POX = Peroxidase, AP = alkalische Phosphatase)

Humane leichte Ig Kappa Ketten aus dem Urin eines Myelompatienten wurden bei
DPC Biermann (Bad Nauheim) bezogen.
Rekombinantes EpCAM wurde freundlicherweise von Prof. A. Pezzutto (Charité
Berlin) zur Verfügung gestellt.
SA-POX, SA-FITC und SA-PE wurden von der Firma Dianova, Hamburg bezogen.
Propidiumiodid (Stock 1,5 mM = 1000x, 4°C ) (Sigma, Deisenhofen)

4.1.7 Marker
Agarosegele
Gene RoulerTM DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), 2-4 µl pro Spur
Banden [kb]: 10; 8; 6; 5; 4, 3,5; 3; 2,5; 2; 1,5; 1,2; 1,031; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4;
0,3; 0,2; 0,1.
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SDS-Gele
Dalton Mark VII-L (Sigma, St. Louis, USA), 10-12 µl pro Spur
Banden [kDa]: 66; 45; 36; 29; 24, 20; 14,2.

Western-Blot
Prestained Protein Molecular Weight Marker (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), 12 µl
pro Spur
Banden [kDa]: 122; 79; 47; 33; 24; 20.

4.1.8 Enzyme
Restriktionsenzyme (MBI Fermentas, Vilnius, Littauen)
(New England Biolabs, Bad Schwalbach)
T4 DNA-Ligase (New England Biolabs, Bad Schwalbach)
CIP (calf intestine phosphatase) (Roche Mannheim)
Klenow-Enzym (Roche Mannheim)
PWO-Polymerase (Peqlab, Erlangen)
turbo-Pfu-Polymerase (Stratagene, Heidelberg)
Taq-Polymerase (Roche Mannheim)
DNase (Roche Mannheim)
RNaseA (Invitrogen, Groningen, NL)
ProteinaseK (Sigma, Deisenhofen)
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Groningen, NL)
Polynukleotidkinase (New England Biolabs, Bad Schwalbach)

4.1.9 Nukleotide
Die Sequenzen aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in
 aufgeführt. Dort ist weiterhin angegeben, welche Erkennungsstellen für Restriktion s-
enzyme bzw. spezifische Rekombinasen oder welche Epitope die Primer einführen.
In welcher Klonierung sie jeweils zum Einsatz kamen, geht aus dem Ergebnisteil
hervor. Alle Oligonukleotidsequenzen, bis auf den HindIII Linker (New England Bio-
labs, Bad Schwalbach), wurden im Rahmen der Arbeit designt und von Sigma-ARK
(Darmstadt) bzw. später MWG (MWG Biotech GmbH, Ebersberg) synthetisiert und
mittels FPLC gereinigt.
Linker DNAs sind kurze, doppelsträngige Oligonukleotide (8 bis 14 Basenpaare). Sie
finden Verwendung, wenn für eine Klonierung nur eine Erkennungsstelle für ein En-
zym zur Verfügung steht, das stumpfe DNA-Enden erzeugt. Hier kann das Einligieren
langer Inserts Probleme bereiten, während die Linker DNA sich aufgrund ihrer sehr
geringen Länge wesentlich einfacher ligieren lässt. Oligonukleotidlinker dienen der
Einführung einer neuen Schnittstelle für Restriktionsenzyme, hier z.B. für ein Enzym,
das beim Öffnen der DNA längere Überhänge produziert, in die sich lange Inserts
leichter ligieren lassen.
dNTPs für PCRs wurden von der Firma PeqLab (Erlangen) bezogen, Heringssper-
ma-DNA von Clontech (Heidelberg).
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Name Motiv Sequenz
P1-f SalI GTCGACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGG
P2-r SpeI GAAGTAACTAGTAAGGGCTCCATTTCAGTGTATTATGTG
P3-f NotI GGTCCTGCGGCCGCACCACCAGCTCCCCAGCTCCATC
P4-r EagI ATGCCACGGCCGACAAAATGGCTTTTCATTAGTTATCCAAAA
P5-f SpeI ACACCAACTAGTTTGCTTCTTTCCTCAGGAACTGTGG
P6-r NotI GCAGGTGCGGCCGCTTCTCCCTCTAACACTCTCCCCTGT
P7-f - CTTCTATCGCCTTCTTGACGAG
P8-r - GAACAAAGTCACTGTAAAGACTTCGGGTATTGG
P9-f - CTCAAGAAGAATGTTGGGAGTGAAGGCATCC
P10-r - GAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATC
P11-f - GAATGTTGGGAGTGAAGGCATCCTTCTGCAG
P12-r - GTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCG
P13-f NotI GCGCGCGCGCGGCCGCAGGCCTGGGCTAACACACATGG
P14-r ApaI CGGGCGGGCCCTGGGGAAACTAGAACTACTCAAGC

P15-f loxP AatII
loxP511

CCGAGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGACGTCATAACT
TCGTATAATGTATACTATACGAAGTTATCC

P16-r loxP AatII
loxP511

TAAGGATAACTTCGTATAGTATACATTATACGAAGTTATGACGTCATAACT
TCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATC

P17-f AatII CCCGGGGACGTCATGATTGAACAAGATGGATTGC
P18-r AatII GCGCGCGACGTCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG
P19-f AatII GGGCCCGACGTCGAACTAACCTTGAATCTGAAGCAAAGGGGATCAG
P20-r AatII GCGCGCGACGTCGACAGTTTATTTCCCAACTTCTCTCAGCCGGCTCCC

P21-f c-Myc GATCTGAGGACACAGCCCTTTATTACTGTTCAAGAGAACAAAAGCTG
ATCTCAGAAGAAGATCTAGACTACTGGGGTCAGGGAACCTCA

P22-r c-Myc AGGTTCCCTGACCCCAGTAGTCTAGATCTTCTTCTGAGATCAGCTTT
TGTTCTCTTGAACAGTAATAAAGGGCTGTGTCCTCA

P23-f HincII GTCGACATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATATGGTGAGCAA
GGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTG

P24-r HincII GTCGACATAACTTCGTATAGTATACATTATACGAAGTTATTTACTTGTACA
GCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCC

P25-f HincII loxP
AatII

GTCGACATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGACGTCCCCG
AGATTCTCATTCAGTGATCAACAC

P26-r
HincII
loxP511
AatII

GTCGACATAACTTCGTATAGTATACATTATACGAAGTTATGACGTCTAAGG
GACAAACATTTAAGATTAGTCTGC

P27-f FLAG GATCTGAGGACACAGCCCTTTATTACTGTTCAAGAGATTACAAGGA
TGACGACGATAAGGACTACTGGGGTCAGGGAACCTCA

P28-r FLAG AGGTTCCCTGACCCCAGTAGTCCTTATCGTCGTCATCCTTGTAATC
TCTTGAACAGTAATAAAGGGCTGTGTCCTCA

P29-f SalI AACCCAGTCGACAACCACAGAAGAGCAGGAGCTAATTG
P30-r SpeI ACAAGAACTAGTATATGTGATTACACTGTCAGACA
P31-f SpeI ACTAGTCTTCATCCTTAGTCCCAGAAGTATCATCTG
P32-r EagI CGGCCGTCCTTTTTCTTCCTGTTTGGAGACTCT
P33-f HindIII AAGCTTATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACG
P34-r HindIII AAGCTTCCAGTGTGGGGACAGTGGGACC
Linker HindIII CCCAAGCTTGGG

Tabelle 4-1: Oligonukleotidsequenzen. Die Sequenzen der in der Arbeit verwendeten Ologonukleo-
tide sind nach Bezeichnungen geordnet aufgelistet. Alle Sequenzen sind in 5’ -> 3’ Richtung abgebil-
det. Der Bezeichnungen setzten sich zusammen aus P (Primer), einer Zuordnungsnummer und der
Kennzeichnung f (vorwärts) oder  r (rückwärts) , aus der hervorgeht, zu welchem Strang die jeweiligen
Oligunukleotide komplementär sind. Durch die Primer eingeführte Erkennungsstellen für Restriktions-
enzyme sind in den Sequenzen unterstrichen. Erkennungsstellen für die spezifische Rekombinase Cre
sind fett gedruckt. Eingeführte Epitope sind als Umriss dargestellt.
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4.1.10 Vektoren
pCR2.1 (Invitrogen, Groningen, NL)
3,9 kb großer Klonierungsvektor aus dem TA Cloning Kit, wird in geöffneter Form
bereitgestellt. Der Vektor bringt T-Überhänge mit, zur direkten Einligierung von PCR
Produkten ohne vorhergehenden Verdau.

pBS II SK (+) (Stratagene, La Jolla, USA)
3,0 kb großer Klonierungsvektor.

pEGFP-N3 (Clontech, Heidelberg)
4,7 kb großer eukaryontischer Expressionsvektor für EGFP unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Außerdem enthält dieser Vektor das NPTII Gen unter der Kontrolle
des PGK Promotors.

4.1.11 Medien für Bakterienkulturen
Medien
LB-Medium(pH 7,5): 10 g Bacto-Tryptone (DIFCO Laboratories, Detoit, USA)

5 g Bacto-Hefe-Extrakt (DIFCO Laboratories, Detoit, USA)
10 g NaCl (Fluka, Neu Ulm)
ad 1 l H2O

Zusätze
Ampicillin: 100 mg/ml (Stock 1000x) (Sigma, Deisenhofen)
Kanamycin: 25 mg/ml (Stock 1000x) (Sigma, Deisenhofen)

Das LB-Medium für die Bakterienkultur wird mit deionisiertem H2O angesetzt und der
pH auf 7.5 eingestellt. Zum Gießen von Agarplatten werden zusätzlich 1,5% Bacto-
Agar (DIFCO Laboratories, Detroit, USA) zugesetzt. Die Medien werden direkt nach
dem Ansetzen autoklaviert (25 min, 121oC).
Nach dem Abkühlen auf unter 60 °C werden dem Bakterien-Agar gegebenenfalls
Antibiotika zugefügt und das Ganze in 10 cm Petrischalen gefüllt (ca. 20 ml/Schale).
Eventuelle Luftblasen können durch kurzes Abflammen mit dem Bunsenbrenner
entfernt werden. Die warmen Schalen werden gestapelt (verhindert Kondenswasser-
bildung) und nach dem Erkalten bis zu drei Monate bei 4°C, durch Plastikverpackung
vor dem Austrocknen geschützt, gelagert.
Den Flüssigmedien werden die Antibiotika je nach Bedarf direkt vor Gebrauch zuge-
setzt. Sie werden als Konzentrate (1000x) in deonisiertem H2O gelöst. Bei Ampicillin
wird 1M NaOH zugegeben, bis es vollständig in Lösung ist. Sterilfiltrierte 1 ml Ali-
quots werden bei –20°C gelagert.

4.1.12 Medien für die Zellkultur
Zellkultur-Medium
RPMI 1640 (Invitrogen, Groningen, NL)
10% FCS (Biochrom KG, Berlin)
1 mM Na-Pyruvat (Stock 100 mM) (Invitrogen, Groningen, NL)
2 mM L-Glutamin (-20°C) (200 mM, Invitrogen, Groningen, NL)
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Rollerflaschen-Medium
RPMI 1640 (Invitrogen, Groningen, NL)
10% FCS (Biochrom KG, Berlin)
1 mM Na-Pyruvat (Stock 100 mM) (Invitrogen, Groningen, NL)
2 mM L-Glutamin (-20°C) (200 mM, Invitrogen, Groningen, NL)
10 mM HEPES (Stock 1 M, pH 7,3, RT, steril) (Merck, Darmstadt)

miniPERM-Medium
RPMI 1640 (Invitrogen, Groningen, NL)
10% FCS (Biochrom KG, Berlin)
0,225% Glucose (Stock 45%) (Applichem, Darmstadt)
1 mM Na-Pyruvat (Stock 100 mM) (Invitrogen, Groningen, NL)
100 U/ml Penicillin G (Invitrogen, Groningen, NL)
100 µg/ml Streptomycin Sulfat (Invitrogen, Groningen, NL)
2 mM L-Glutamin (-20°C) (200 mM, Invitrogen, Groningen, NL)
0,5% (v/v) AmphotericinB (Invitrogen, Groningen, NL)

FACS-Medium
DPBS (Invitrogen, Groningen, NL)
2% FCS (Biochrom KG, Berlin)
0,1% NaN3 (Stock 20%) (Merck, Darmstadt)

Einfrier-Medium
RPMI 1640 (Invitrogen, Groningen, NL)
20% FCS (-20°C) (Biochrom KG, Berlin)
10 % DMSO (Merck, Darmstadt)
2 mM L-Glutamin (-20°C) (200 mM, Invitrogen, Groningen, NL)

Trypsin/EDTA
0,05% Trypsin
0,53 mM EDTA

Zusätze
Gentamycin: 100 µg/ml (Stock 100x, 4°C) (Biochrom AG, Berlin)
G418: Stock 144 mM (100 mg/ml), -20°C (Invitrogen, Groningen, NL).

Die erforderliche Endkonzentration ist für jede Charge und jede
Zelllinie auszutesten (siehe Abschnitt 4.3.1).

Alle Medien und Zusätze werden, soweit nicht anders vermerkt, bei 4°C gelagert.
Das FCS wird vor Gebrauch Hitze inaktiviert (1 h 56°C), um Komplementfaktoren zu
inaktivieren. Nach dem Ansetzen werden die Medien zur Sterilkontrolle für 5 Tage bei
37°C inkubiert. L-Glutamin ist instabil und wird angesetztem Medium erst direkt vor
dem Verbrauch (nach Zugabe innerhalb von 4 Wochen) zugesetzt. Vor dem
Gebrauch werden die Medien auf 37°C temperiert.
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4.1.13 Transfektionsreagenzien
Elektroporations-Puffer:
DPBS
0,5 mM MgAc (Stock 100x, -20°C) (Merck, Darmstadt)
0,1 mM CaAc (Stock 100x, -20°C) (Merck, Darmstadt)

Calcium-Phosphat-Tranfsektionen (Phosphat-Puffer)
50 mM HEPES, pH 7,06
280 mM NaCl
1,5 mM Na2HPO4

Lipidbasierte Transfektionsreagenzien
DOSPER liposomales Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim)
DOTAP liposomales Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim)
FuGENE 6 Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim)

4.1.14 Bakterienstämme
Top10F‘ F‘(lacIq Tn10 (TetR) mcrA ∆(mrr –hsdRMS –mcrBC) Φ80lacZ∆M15

∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Strr) en-
dA1 nupG  (Invitrogen, Groningen, NL)

DH5α F- endA1 hsdR17(rk
-mk

+) supE 44 thi-1 recA1 gyrA96 (Nalr) relA1
∆(lacZYA-argF) U169 deoR (Φ80dlacZ ∆M15) (Gibco BRL, Eggenstein)

XL1-Blue F' proAB  lacIqlacZ ∆M15 Tn10 (Tetr) /recA1 endA1 gyrA96(Nalr) thi1
hsdR17 (rk

-mk
+) supE44 relA1 lac-   (Statagene, La Jolla, USA)

4.1.15 Zelllinien
HEA125 Maushybridom, produziert den Maus anti EpCAM Antikörper

HEA125 (Moldenhauer et al. 1987)
X63-Ag-8.653 Maus Myelom Linie (Kearney et al. 1979)
Colo205 Menschliche Colonkarzinom-Metastase (Semple et al. 1978)
Raji Menschliches B-Zell-Lymphom (Pulvertaft 1964)
Jurkat Menschliche akute T-Zell Leukämie (Weiss et al. 1984)

4.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden
4.2.1 Lagerung von Bakterien
Bakterienstämme werden auf (Selektiv-) Agarplatten ausgestrichen und ü.N. bei
37°C wachsen gelassen. In dieser Form können sie bei 4°C ein paar Wochen gela-
gert werden. Zur langfristigen Lagerung werden Glycerinkulturen angelegt. Hierfür
werden 500 µl einer Vorkultur in LB-Medium (OD585nm = 1) mit 500 µl 50% Glycerin
versetzt und mindestens eine Stunde auf Eis langsam abgekühlt. Danach werden die
Glycerinkulturen in –80°C eingefroren. Aus ihnen können mit einer sterilen Impföse
wiederholt Kulturen angeimpft werden. Bei der Entnahme stehen die Glycerinkulturen
auf Trockeneis, damit sie nicht auftauen.
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4.2.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen
Drei Liter SOB Medium werden mit einer Einzelkolonie nach Vorkultur angeimpft und
die Bakterien bis zu einer OD585nm von genau 0,8 wachsen gelassen. Durch Zentrifu-
gation (1500 x g, 10 min, 4°C) werden die Zellen geerntet und das Pellet auf Eis in
4°C kaltem 1,4% Glycerin in H2O resuspendiert, ohne dabei Luftblasen zu erzeugen.
Das Endvolumen beträgt 100 ml. Nach erneuter Zentrifugation (1500 x g, 7 min, 4°C)
wird das Pellet 1 x in 4°C kaltem 1,4% Glycerin in H2O gewaschen und anschließend
im 2- bis 3-fachen Pelletvolumen mit 4°C kaltem 15% Glycerin in H2O resuspendiert.
Mit einem 40 µl Aliquot wird eine Testelektroporation durchgeführt, deren Zeitkon-
stante zwischen 4,6 und 4,8 liegen sollte, andernfalls muss erneut mit 1,4% Glycerin
gewaschen werden. Die Zellen werden möglichst schnell bei 4°C in Aliquots aufge-
teilt und in flüssigem Stickstoff eingefroren, sie sind bei –80°C lagerbar.

4.2.3 Transformation und Vorkultur
Zur späteren DNA-Präparation werden Bakterien grundsätzlich per Elektroporation
transformiert und die Plasmide in den Zellen vermehrt. Nur wenn in einem gekauften
Kit hitzekompetente Bakterien bereitgestellt wurden, wie z.B. beim TA Cloning Kit,
wurde die Hitzeschock Methode zur Transformation verwendet.

Transformation elektrokompetenter Zellen
In vorgekühlten Kuvetten werden 40 µl elektrokompetente Zellen nach Zugabe von
1 µl eines Ligationsansatzes oder 1 µl Plasmidvektor DNA (= 1 ng – 1 µg) des jewei-
ligen Klons elektroporiert. Die Zellen werden in 1 ml LB-Medium mit 2% Glucose
aufgenommen und bei 37°C 90 min im Schüttelinkubator (1000 Upm) wachsen ge-
lassen. Anschließend werden die Zellen auf LB-Agar ausplattiert.

Transformation hitzekompetenter Zellen
100 µl hitzekompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit 1 µl Plasmid-DNA
des jeweiligen Klons gemischt. Nach 15 min Inkubation auf Eis werden die Zellen
30 s bei 42°C im Wasserbad und anschließend weitere 2 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 600 µl LB-Medium mit 2% Glucose wird die Vorkultur 90 min bei 37°C
geschüttelt. Anschließend wird die Vorkultur auf LB-Agar ausplattiert.

4.2.4 Plasmid-DNA Isolierung aus E. coli Kulturen
Mini-Präparation mittels Phenol-Chloroform Extraktion
Zur Analyse von klonierten DNA Konstrukten werden zunächst Mini-Präparationen
durchgeführt. Mit einer Bakterienkolonie werden 3 ml LB Medium mit den entspre-



Material und Methoden 38

chenden Antibiotika angeimpft und ü.N. zu dichten Kulturen wachsen gelassen. Die
Zellen aus 2 ml werden in der Kühlzentrifuge abzentrifugiert (13000 x g, 5 min, 4°C).
Die Lyse der Zellen erfolgt mit den Puffern aus dem Plasmid Purification Kit. Durch
Vortexen in 250 µl Prä-Lysepuffer P1 (50 mM Tris/HCl pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 µg
RNase A) werden die Zellen resuspendiert. Nach Zugabe von 250 µl Puffer Lyse-
puffer P2 (200 mM NaOH; 1% SDS) und Mischen, werden die Zellen 5 min bei
Raumtemperatur lysiert. Es bildet sich ein klarer Schleim. Anschließend wird der
Ansatz durch Zugabe von 350 µl Puffer N3 (Bestandteile nicht angegeben) 5 min auf
Eis neutralisiert, wodurch Proteine und genomische DNA vernetzt ausfallen. In der
Kühlzentrifuge (13000 x g, 15min, 4°C) werden die Zellmembranen und die anderen
unlöslichen Bestandteile abzentrifugiert. Um gelöste Proteine zu entfernen, wird der
DNA haltige Überstand anschließend mit gleichem Volumen Phenol-Chloroform für
mindestens 30 s gemischt. Zum Entsalzen und Konzentrieren wird die DNA nach
Zentrifugation (13000 x g, 2 min, RT) aus der wässrigen Phase durch Zugabe des
2,5-fachen Volumes 100% Ethanol 30 min bei –20°C gefällt. Die DNA wird abzentri-
fugiert (13000 x g, 20 min, 4°C) und das Pellet mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen
(13000 x g, 5 min, 4°C). Das DNA-Pellet wird nach dem Trocknen für 2-3 min bei
37°C in 20 µl H2O resuspendiert.

Maxi-Präparation mittels Säulenchromatographie
Von korrekten Plasmiden, die für den häufigeren Gebrauch oder zur Transfektion
eukaryontischer Zellen bestimmt sind, werden Präparationen im größeren Maßstab
angefertigt. Mit Einzelkolonien werden 3 ml LB mit entsprechenden Antibiotika an-
geimpft und zu dichten Kulturen wachsen gelassen. Mit 500 µl dieser Kulturen, wer-
den 500 ml Flüssigkulturen angeimpft und bis zu einer OD600nm von ca. 1,8 wachsen
gelassen. Die Präparation der Plasmid DNA aus den Kulturen wird mit dem Plasmid
Purification Kit nach dem zugehörigen Protokoll durchgeführt. Die Zusammensetzung
der Puffer ist im vorangegangenen Abschnittangegebenm soweit bekannt.
Das Prinzip des Plasmid Purification Kit beruht auf einer alkalischen Lyse der Bakte-
rien und anschließende Bindung der DNA an eine Anionenaustauschersäule bei
niedriger Salzkonzentration im sauren Milieu. Durch Waschen mit etwas höherer
Salzkonzentration werden verunreinigende Proteine und RNAs voreluiert und danach
bei hoher Salzkonzentration die DNA eluiert. Anschließend wird die DNA mit Isopro-
panol konzentriert und entsalzen.
Die DNA-Pellets von high-copy-Plasmiden werden in 100 µl H2O resuspendiert, die
von low-copy-Plasmiden in 50 µl. Alle präparierten DNAs werden bei –20°C gelagert.
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4.2.5 Agarosegelelektrophorese zur Analyse und Extraktion von DNA
Durch Agarosegelelektrophorese können DNA-Fragmente im Bereich von 0,1 bis
20 kb in Abhängigkeit von ihrer Länge aufgetrennt und identifiziert werden. Dafür
werden 0,7 bis 2% Agarose in TAE-Puffer aufgekocht bis diese vollständig gelöst ist
(keine Schlierenbildung mehr). Nachdem die Agaroselösung wieder etwas abgekühlt
ist, wird der mit der DNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (1
µl/40 ml Gelvolumen) zugesetzt und mit Hilfe eines Gelschlittens und eines Kamms
ein Gel mit Taschen gegossen. Sobald die Agarose erstarrt ist, gibt man das Gel in
eine Elektrophoresekammer, gibt TAE zu, bis das Gel knapp bedeckt ist, pipettiert
mit 1/6 DNA-Ladepuffer versetzten DNA Proben in die Taschen und legt eine Span-
nung an (40 bis 110 V, 7V/cm Gellänge). Der Ladepuffer enthält Referenzfarbstoffe
und gewährleistet das Absacken der DNA in die Taschen. Ist die DNA ausreichend
weit gelaufen, wird das Gel unter UV-Licht betrachtet. Soll ein DNA Fragment ausge-
schnitten werden, wird die Intensität und Dauer der UV-Strahlung möglichst kurz
gehalten.
Zum Fotografieren werden die Gele in die Eagle Eye Apparatur eingelegt, mit UV-
Licht bei 306 nm die Emission des Ethidiumbromids angeregt. Das von der Videoka-
mera aufgenommene Bild kann direkt gedruckt werden.
Als DNA-Standard wird der Gene RoulerTM DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, St.
Leon-Rot) verwendet. Pro Tasche werden jeweils 2 µl aufgetragen (= 1-2 µg DNA
Mix).

4.2.6 Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen
Zur Isolierung eines DNA Fragments wird zunächst die entsprechende DNA Bande
aus einem Agarosegel ausgeschnitten. Die Extraktion der enthaltenen DNA aus dem
Gelstück geschieht dann mittels „Qiaquick Gel Extraction Kit“, nach den Angaben des
Herstellers. Die gewogene DNA Bande wird in 300 µl QG pro 100 µg Gel vollständig
aufgelöst (50°C, 10 min Schütteln). Anschließend wird die Probe auf ein Schleuder-
säulchen (Qiaquick spin colums) in einem 2 ml Abfallröhrchen gegeben und zentrifu-
giert (13000 Upm, 1 min). Die Säule wird mit 750 µl PE gewaschen (13000 Upm) und
durch eine zweite Zentrifugation getrocknet (13000 Upm/1 min). Das Fragment wird
mit 50 µl H2O von der Säule gelöst (20 min RT) und in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß
eluiert (13000 Upm, 1 min). Zur Kontrolle werden 5 µl des Fragments auf einem Gel
analysiert.
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4.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Photometrische Konzentrationsbestimmung
Nukleinsäuren haben in wässriger Lösung ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, das
zur Konzentrationsbestimmung durch Messung der optischen Dichte verwendet wird.
Nach Kalibrierung des Photometers mit Wasser entspricht ein Wert von 1 bei einer
Wellenlänge von 260 nm ungefähr 50 µg doppelsträngiger DNA/ml bzw. 40 µg ein-
zelsträngiger DNA/ml. Da nur im Extinktionsbereich zwischen 0.1 und 1.5 die Extink-
tion und die Nukleinsäurekonzentration proportional zueinander sind, geht der Mes-
sung eine entsprechende Verdünnung voraus, deren Faktor am Schluss wieder in
die Konzentrationsberechnung einfliesst.
Nach der Warburgschen Formel (1.45 x OD280) – (0.74 x OD260) = mg Protein/ml kann
auch der Gehalt verunreinigender Proteine in der DNA Lösung bestimmt werden. Die
aromatischen Aminosäurereste von Proteinen haben ihr Absorptionsmaximum bei
280 nm. Der Quotient OD260/OD280 einer sauberen DNA-Präparation liegt bei 1,8.

Konzentrationsbestimmung im Agarosegel
Durch Vergleich der Leuchtintensität einer DNA Bande im Agarosegel mit der Refe-
renzbande eines Markers mit definiertem DNA-Gehalt kann die DNA Menge in einer
Probe mit dem Auge abgeschätzt werden. Als Referenzbande für die Mengenab-
schätzung dienen Bande definierter DNA Menge aus dem „Gene RoulerTM DNA Lad-
der Mix“ Marker. Wenn 10 µl Marker aufgetragen werden, enthält die 1,031 kb Bande
71 ng DNA, die 2 kb Bande 102 ng und die 3 kb Bande 154 ng DNA. Neben der
Markerspur werden dann verschiedene Verdünnungen der Probe aufgetragen. Über
die Aufgetragene Menge in der Spur, deren Leuchtintensität im UV-Licht nach Ethidi-
umbromid-Färbung mit der der Markerbande übereinstimmt, kann die DNA Konzent-
ration in der Probe berechnet werden. Diese Methode zeigt auch den Zustand der
DNA und das Vorhandensein von verunreinigenden Nukleinsäuren, aber nicht even-
tuelle Proteinverunreinigungen.

4.2.8 DNA-Präzipitation
Ethanolfällung
Zu nukleinsäurehaltigen Lösungen werden 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 6.0) und 2
Vol. Ethanol gegeben. Nach gründlichem Mischen wird für 15 min auf Eis inkubiert
und anschließend abzentrifugiert (13000 Upm, 10 min). Das Pellet wird mit 70%
Ethanol gewaschen (2 min, RT), erneut abzentrifugiert (13000 Upm, 5 min), getrock-
net (Heizblock 37°C, 5 min) und in TE aufgenommen.
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Isopropanolfällung
Die Fällung erfolgt im Prinzip wie oben beschrieben. Nach Zugabe von 3 M NaAc (pH
6.0) wird jedoch das 0.7-fache Vol. Isopropanol zugegeben, gemischt und für 10 min
bei RT inkubiert. Sedimentation, Waschen und Trocknen, der DNA werden wie bei
der Ethanolfällung durchgeführt.

4.2.9 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen
Bei der Auswahl der Restriktionsendonukleasen ist darauf zu achten, dass Enzyme
verwendet werden, die unempfindlich gegenüber eukaryontischer bzw. prokaryonti-
scher DNA Methylierung sind, je nachdem aus welchem Organismus die DNA
stammt. Zu analytischen Zwecken wird 1 µg Plasmid-DNA mit 1-5 U Restriktionsen-
zym in einem Volumen von 20 µl für mindestens 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Präpara-
tion von DNA Fragmenten werden 10 µg DNA in einem Volumen von 50 µl mit 10 U
Restriktionsenzym 3 h bis ü.N. bei 37°C verdaut. Verdaus von genomischer DNA
werden ü.N. inkubiert. Ihnen wird zur Stabilisierung der Restriktionsendonukleasen
zusätzlich 5 mM Spermidin zugesetzt.
Unterschiedliche Enzyme benötigen unterschiedliche Reaktionsbedingungen (Puffer-
zusammensetzung, Temperatur). Diese sind den Datenblättern der Enzyme zu ent-
nehmen. Die jeweiligen Puffer und eventuell hinzuzufügendes BSA werden beim
Kauf der Enzyme mitgeliefert.

4.2.10 Auffüllen und Entfernen überhängender DNA Enden
Der Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen führt an den Schnittstellen zur
Entstehung unterschiedlicher Enden. Diese sind nach Verdau mit dem gleichen En-
zym oder bei Verwendung von Isoschizomeren miteinander kompatibel. Schnittstel-
len verschiedener nicht kompatibler Enzyme lassen sich dagegen nur religieren,
wenn entweder beide stumpfe Enden erzeugen, oder die entstandenen Überhän-
genden Enden zu stumpfen Enden aufgefüllt bzw. abgeknabbert wurden.

5‘-überhängende Enden
Bei 5’ überhängenden Enden werden die auf dem Gegenstrang fehlenden Basen
aufgefüllt. Dazu werden im Anschluss an den präparativen Verdau dem Reaktions-
ansatz dNTPs (Endkonzentration 0.2 mM/dNTP) und 2-5 U/µg DNA Klenow-
Polymerase hinzugefügt und alles 10 min bei RT inkubiert.
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3‘-überhängende Enden
Überstehende 3‘-Enden werden durch die Exonukleaseaktivität der T4-Polymerase
entfernt. Zu diesem Zweck werden im Anschluss an den präparativen Verdau dem
Reaktionsansatz dNTPs (Endkonzentration 0.2 mM/dNTP) und 2-5 U/µg DNA T4-
Polymerase hinzugefügt und alles 10 min bei RT inkubiert.

4.2.11 Dephosphorylierung von DNA Enden
Selbstligation geöffneter Plasmide führt bei der Vermehrung ligierter DNA-Konstrukte
in Bakterien zum Hochwachsen vieler Kolonien, die nur den Leervektor und nicht das
gewünschte Produkt enthalten. Damit nach einer Ligation nicht zu viele Klone analy-
siert werden müssen, wird die Selbstligation durch Entfernung der 5‘-
Phosphatgruppe an den DNA-Enden verhindert. Dazu werden dem präparativen
DNA Verdau am Ende 1-10 U CIP pro µg DNA zugesetzt. Der Reaktionsansatz wird
anschließend für 30 min bei 37°C und für 30 min bei 45°C inkubiert. Nach Zugabe
von 200 mM DTT wird weitere 5 min bei 45°C inkubiert. Die Zugabe des DTT führt
zur weitgehenden Zerstörung der alkalischen Phosphatase. Vor der Reinigung der
DNA Fragmente aus dem Reaktionsansatz wird die alkalische Phosphatase für 5 min
bei 68°C vollständig inaktiviert. Der Erfolg der Dephosphorylierung kann über eine
Kontrollligation des Vektorfragments getestet werden. Nach Transfektion in Bakterien
dürfen nur wenige Kolonien hochwachsen.

4.2.12 Phosphorylierung von DNA Enden
Vor der Einligation synthetischer Oligonukleotide in geöffnete Plasmide muss auf das
5’OH Ende der Oligunukleotide eine Phosphatgruppe übertragen werden. Dieser
Transfer wird durch die Polynukleotidkinase katalysiert. Sie überträgt Phosphatgrup-
pen von ATP auf ds und ssDNA. Als Reaktionsansatz werden 5 µM Primer mit 500
mM ATP (Stock 10 mM) und 10 U T4PNK in deren mitgeliefertem Puffer für 30 min
bei 37°C inkubiert. Anschließend wird die Polynukleotidkinase für 10 min bei 68°C
inaktiviert. Durch Ligation der annealten Oligonukleotide mit sich selbst, für 30 min
bei RT, kann der Erfolg der Phosphorylierungsreaktion überprüft werden. Ligation
phosphorylierter Oligonukleotide führt zur Bildung einer im Agarosegel sichtbaren
Leiter von Fragmenten, die verschiedenen Vielfachen der Ursprungsoligonukleo-
tidgröße entsprechen.

4.2.13 Annealing von Oligonukleotiden
Einzelsträngige Oligonukleotide müssen vor der Einligation in geöffnete Vektoren
miteinander zu dsDNA annealt werden. Hierzu werden sie in Anwesenheit von etwas
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Salz, z.B. direkt in dem Reaktionsansatz am Ende der Phosphorylierung, für 5 min
auf 96°C erhitzt und anschließend in einem Metallblock möglichst langsam abkühlen
gelassen.

4.2.14 Ligation von DNA Enden
Zur Vermehrung in Bakterien müssen DNA Fragmente in zirkuläre Klonierungsvekto-
ren ligiert werden. Dabei wird das Insertfragment mit überhängenden Enden in einem
3-fachen molaren Überschuß zum Vektorfragment eingesetzt, bei Ligationen mit
stumpfen DNA Enden äquimolar. Der Reaktionsansatz für die Ligation enthält in
einem Gesamtvolumen von 10 µl bis zu 1 µg DNA, (1 µl = 5 U) T4 DNA Ligase und
deren von den Firmen mitgelieferten Puffer. Die Reaktion erfolgt ü.N. bei 14°C (min.
2 h 18°C und 30 min RT).
Die Klonierung von PCR Produkten erfolgt generell auch durch klassische Ligation
nach Restriktionsverdau. Dafür werden an den 5’ Enden der PCR Primer Restrikti-
onsstellen und einige darüber hinausgehende Nukleotide mit eingeführt (Scharf et al,
1986). Oft schneiden Restriktionsenzyme an den Enden eines Fragments aber nur
schlecht (Kaufman und Evans, 1990). Welche Enzyme an den Enden schneiden und
wieviele zusätzlich Nukleotide dafür erforderlich sind, ist dem New England Biolabs
(Bad Schwalbach) Katalog zu entnehmen.
In einigen Fällen wurden PCR Produkte mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kit ligiert.
Statt einer Ligase wird hier ein geöffneter, mit Vaccinia Topoisomerase I aktivierter
pCR2.1 Vektor verwendet, der an seiner Klonierungsstelle T-Überhänge bereitstellt.
Die Topoisomerase ist an beide Enden des Vektors über eine 3’-Phosphotyrosyl-
Bindung kovalent gebunden und ligiert PCR Produkte innerhalb von 5 min (Shuman,
1994). Voraussetzung ist, dass das PCR Produkt A-Überhänge mitbringt. PCR Pro-
dukte können dann nach Vermehrung des pCR2.1 Vektors in Bakterien aus diesem
über vom Plasmid bereitgestellte oder von den PCR Primern mitgebrachte Schnitt-
stellen wieder herausgeschnitten werden. Anschließend ist die Ligation in jedes an-
dere Plasmid effizienter als die direkte Klonierung synthetischer PCR Produkte.

4.2.15 PCR
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde zum Einen zum Klonieren von DNA
Konstrukten, zum Anderen aber auch zur Analyse von Klonierungen (Kolonie-PCR)
und von Rekombinationsereignissen im Genom von HEA125 Zellen eingesetzt. Sie
ermöglicht in vitro die spezifische Amplifikation einer definierten Region eines DNA
Moleküls.
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Ein typisches PCR Programm besteht aus drei Schritten, die in 20-40 Zyklen immer
wieder durchlaufen werden und dabei mit jedem Zyklus die Anzahl der im Reaktions-
ansatz vorhandenen DNA Moleküle verdoppeln. Die Zahl der Zyklen wird bei präpa-
rativen PCRs möglichst gering gehalten. Bei jedem Zyklus können sich Fehler in die
vervielfachte DNA Sequenz einschleichen, die mit jedem darüber hinausgehenden
Zyklus mit vermehrt werden. Je weniger Zyklen, desto geringer ist die Mutations-
wahrscheinlichkeit in den klonierten Produkten. Bei analytischen PCRs kann die
Zyklenzahl dagegen zugunsten eines deutlicheren Signals solange erhöht werden,
bis unspezifische Produkte einen zu starken Hintergrund bilden.
Im Denaturierungsschritt trennen sich bei 95°C die Stränge der Matrizen DNA. Im
Zweiten Schritt wird die Temperatur gesenkt, so dass es zum Annealing der im mas-
siven Überschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer an die einzelsträngige Matrizen
DNA kommt. Die Annealingtemperatur ist abhängig von Primersequenz und Länge.
Die hier verwendeten Primer funktionierten zum Großteil mit einer Annealingtempe-
ratur von 65°C. Das ist günstig, weil geringere Annealingtemperaturen zur Bildung
unspezifischer PCR Produkte führen. Im dritten Schritt wird für die Elongation die
Temperatur auf das Temperaturoptimum der Polymerase erhöht. Hier wird der Pri-
mer verlängert, bis wieder doppelsträngige DNA vorliegt, die der Matrizen-DNA mehr
oder weniger exakt gleicht.
Durch dieses Vorgehen wird mit jedem Zyklus die Anzahl der im Reaktionsansatz
vorhandenen, abgeschriebenen DNA Moleküle verdoppelt.

PCR Schema für Klonierungen
Zyklen: 2 x 18-23 x 1 x

1. 2 min 95°C 4. 30 s 95°C
2. 1 min 52°C 5. 30 s 65°C
3. 1 min 72/68°C 6. 1 min 72/68°C 7. 5 min 72/68°C

PCR Schema für Analysen
Zyklen: 1 x 40 x*

1. 1 min 95°C 2. 30 s 95°C
3. 1 min 65°C
4. 4 (+n·1,66) min 72/68°C5. 15 min 72/68°C

* Die Elongationszeit wird hier nach Zyklus 11, 16, 21, 26, 31 und 36 um jeweils
1 min und 40 s verlängert.
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Für die PCRs wurden die Polymerasen Taq und PWO verwendet. Taq arbeitet opti-
mal bei 72°C, PWO bei 68°C. Beide Polymerasen unterscheiden sich im Wesentli-
chen dadurch, dass die Taq keine 3’-5’-Exonucleaseaktivität besitzt, die eine Kor-
rekturaktivität erlaubt. Die Fehlerrate von Polymerasen mit Korrekturaktivität ist ca.
10fach geringer gegenüber der von Polymerasen ohne (Cline et al. 1996). Daher
wurde zur Klonierung bevorzugt reine PWO Polymerase verwendet, pure Tac hinge-
gen nur für analytische PCRs. Sehr gute Ergebnisse bei der Amplifikation mit geno-
mischer DNA als Matrize wurden durch eine Mischung von neun Teilen Taq und
einem Teil PWO erhalten. Sie erzeugte in vielen Fällen auch dann PCR Produkte,
wenn beide Polymerasen allein eingesetzt versagten. Zur Erzeugung besonders
langer PCR Produkte wurde das „Expand Long Template PCR System“ verwendet,
in dem eine unbekannte Mischung von Proofreading und nicht Proofreading Poly-
merasen geliefert wird. Das 10:1 Taq/PWO Gemisch erzielt in dem PCR-Puffer, der
nach der Rezeptur des „Expand Long Template PCR Systems“ angesetzt wurde,
vergleichbare Ergebnisse.

Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4-1 aufgeführt. Bei der Beschrei-
bung der jeweiligen Plasmidkonstrukte im Ergebnisteil ist immer mit aufgeführt, wel-
che Primer verwendet wurden.

PCR Reaktionsansatz
Gesamtvolumen pro Ansatz: ad 100 µl H2O
(je nach Bedarf, min. 10 µl) 10 µl 10 x Reaktionspuffer der Polymerase

175 µM dNTPs, Endkonz./Nukleotid
50 µM Primer 1
50 µM Primer 2
1 µg DNA (Matrize)
5 U Polymerase

Erzeugung von A Überhängen für die TA Klonierung
In einigen Fällen wurden PCR Produkte mit Hilfe des „TOPO TA Cloning® Kit“ in den
geöffneten, aktivierten Klonierungsvektor pCR2.1 ligiert (Vorteile siehe Abschnitt
4.2.14). Dieser stellt an seiner Klonierungsstelle T-Überhänge bereit. Voraussetzung
dafür, dass ein PCR Produkt erfolgreich ligiert werden kann, ist dass es A-Überhänge
mitbringt. Diese werden bei der Amplifizierung von DNA mit nicht Proofreading Poly-
merasen (z.B. Taq) automatisch generiert. Die 3’-5’-Exonucleaseaktivität der
Proofreading Polymerasen (z.B. PWO) verhindert aber die Erzeugung solcher A-
Überhänge während der PCR, was dazu führt, dass die PCR Produkte glatte Enden
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haben. Solche PCR Produkte werden zur Ligation mittels „TOPO TA Cloning® Kit“ mit
Taq Polymerase vorbehandelt, indem dem PCR-Ansatz 5 U Taq-Polymerase/50 µl
Gesamtvolumen und 160 µM dNTPs zugesetzt werden und der Ansatz weitere
10 min bei 72°C inkubiert wird.

4.2.16 Mutagenese
Durch gezieltes Einführen von Punktmutationen können bei der PCR entstandene,
relevante Mutationen, wieder korrigiert werden. Die Mutagenese erfolgt mit Hilfe des
„QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit“. Der Kit enthält bis auf die Medien
und Agarplatten alle benötigten Materialien. Es wird strikt nach dem von der Firma
bereitgestellten Protokoll vorgegangen, und deshalb hier nur kurz das Prinzip erläu-
tert. Die Einführung der Mutation erfolgt durch Amplifizierung des Ausgangskon-
struktes mit der Pfu Turbo DNA Polymerase und langen Primern, die in ihrer Mitte die
gegenüber der Normalsequenz ausgetauschten Basen enthalten. Im Unterschied zur
PCR liegen hier die antiparallelen Primer nicht in einiger Entfernung voneinander,
sondern hybridisieren an gegenüberliegender Position an beiden Strängen des In-
serts. Pro Strang wird also nur ein komplementärer Primer in die Reaktion eingesetzt,
von dem aus dann vollständig um das Plasmid herum amplifiziert wird.
Mit steigender Anzahl der Amplifizierungszyklen nimmt die Konzentration des mu-
tierten Plasmids relativ zum nicht mutierten Ausgangsplasmid immer mehr zu.
Nach Beendigung der Reaktion wird der komplette Ansatz mit DpnI verdaut.  Dieses
Restriktionsenzym schneidet methylierte DNA, wodurch das Ausgangskonstrukt,
nicht aber die neu amplifizierte DNA, verdaut wird. Die Ligation der doppelsträngigen
Amplifikate erfolgt nach Transformation in den auch im Kit enthaltenen E. coli-Stamm
XL1-Blue (Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F‘ proAB
lacIqZDM15Tn10(Tetr)c] ) durch die Zellen, die vor dem Ausplattieren in NZY+-Medium
wachsen. Da keine Möglichkeit der Selektion auf Klone mit eingeführter Mutation
besteht, muss durch Sequenzierung ein Klon gefunden werden, der zum Einen die
eingeführte Mutation enthält, und in dem zum Anderen durch die Amplifikation keine
zusätzliche Mutation erzeugt wurde. Nach der hier gemachten Erfahrung tragen über
90% der analysierten Konstrukte die Mutation. Die Fehlerrate der PCR ist zwar nicht
geringer, als mit anderen Proofreadingpolymerasen auch, der Vorteil ist aber, dass
nur ca. 16 Zyklen gemacht werden müssen, erheblich weniger als für eine normale
Ligation. Die Methode rentiert sich, wenn ein Produkt beim Abschreiben von genomi-
scher DNA Probleme bereitet und daher recht hohe Zyklenzahlen erforderlich sind,
um überhaupt ein klonierbares Produkt zu erhalten.
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4.2.17 Sequenzierung
Die Übereinstimmung der Sequenzen aller verwendeten Konstrukte mit den genomi-
schen Sequenzen und Referenzsequenzen wurde durch Sequenzierung überprüft.
Ebenso wurde nach Mutagenese deren Erfolg durch Sequenzierung kontrolliert.
Die Sequenzierungen wurden von Markus Stauch, Sahra Burmester und Ute Ernst
(Abt. Molekulare Genomanalyse, DKFZ, Heidelberg) im 3100 Genetic Analyser (Ap-
plied Biosystems, Warrington, England) durchgeführt. Pro Sequenzierungsreaktion
wurden 200 bis 300 ng DNA eingesetzt. Mit Sequenzierprimern komplementär zum
Vektor auf beiden Seiten der Multiklonierungsstelle und bei Inserts länger als 500 bp
weiteren Primern komplementär zum Insert, wurden synthetisierte DNAs jeweils in
zwei Richtungen durchsequenziert.

4.2.18 Computer-Nukleotidsequenzanalysen
Die Planung der Konstrukte, deren Darstellung als Vektorkarte sowie Restriktions-
analysen wurden mit dem Programm „Gene Construction Kit“ von Textco BioSoft-
ware, USA vorgenommen.
Die Gene der humanen und murinen Anikörpergenorte finden sich in den online
Datenbanken2. Die Analyse der Antikörpergene wurde unterstützt durch V-Base 3,
gepflegt von Ian Tomlinson vom MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge
sowie durch die Kabat „Database of Sequences of Proteins of Immunological Inte-
rest“ 4 (Kabat et al. 1991).
Alignments zur Analyse von Sequenzierungsergebnissen wurden mit dem Programm
SeqMan aus dem DNA Paket der Firma DNASTAR, USA erstellt. Zum Vergleich
verschiedener Maus und Mensch Antikörpergenorte wurden auf dem HUSAR-Server5

(Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources) des DKFZ, Heidelberg optimale
multiple Alignments mit dem Standardalgorithmus CLUSTAL errechnet.
Weitere Genanalysen wurden auf verschiedenen Plattformen durchgeführt, haupt-
sächlich auf dem HUSAR-Server (s.o.) und auf dem Server des National Center for
Biotechnology Information6, Bethesda/USA.
Homologien wurden in den Datenbankbanken GENBANK und EMBL gesucht, haupt-
sächlich mit Programmen aus dem HUSAR Paket, die auf den Suchalgorithmen

                                               
2 http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway (Mensch und Maus); www.gdb.org/hugo (Mensch);
www.ncbi.nlm.nih.gov/locuslink (Mensch und Maus); http://imgt.cines.fr (Mensch und Maus)
3 http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imtdoc/public/INTRO.html
4 http://immuno.bme.nwu.edu/
5 http://husar.dkfz-heidelberg.de
6 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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FASTA (Pearson & Lipman 1988, Pearson 1990) und BLASTA (Altschul et al. 1997,
Karlin & Altschul 1990, Karlin & Altschul 1993) beruhen.

4.3 Zellbiologische Arbeitstechniken
4.3.1 Kultivierung eukaryontischer Zelllinien
Zellkultur
Alle verwendeten Zellinien werden in 75 cm2 Zellkulturflaschen mit 40 ml Zellkultur-
Medium (siehe Abschnitt 4.1.12) kultiviert. Die Kulturen werden im Inkubator bei
37 oC, 5% CO2 und gesättigtem Wasserdampf gehalten. Wenn die Zellen dicht ge-
wachsen sind (Konfluenz bei adhärenten, 1·106 Zellen/ml bei Suspensionszellen),
werden sie 1:10 verdünnt. Adhärente Zellen müssen dazu nach Abnahme des Über-
standes mit PBS gewaschen und 5 min bei 37°C mit 5 ml Trypsin/EDTA (4.1.12)
inkubiert werden. Anschließend werden die Zellen durch seitliches gegen die Flasche
Schlagen abgelöst und die Trypsinierung durch Zugabe von 5 ml Zellkulturmedium
gestoppt. Nach Überführung der Zellen in ein 15 ml Röhrchen wurden sie 5 min bei
2000 Upm abzentrifugiert (Minifuge GL) und 1/10 verdünnt erneut in Kultur genom-
men.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer. Die
Färbung mit 0.5%iger Trypanblaulösung ermöglichte dabei die Unterscheidung zwi-
schen toten (blau) und lebenden Zellen.

G418 Selektion
Zur Positivselektion von erfolgreich veränderten Zielzellen nach Miteinführung des
NPTII Gens werden die Zellen in Zellkulturmedium abhängig von der Zelllinie und der
G418-Charge mit ca. 100 bis 1000 µg/ml G418 kultiviert.
G418 wird als Stocklösung (100 mg/ml in H2O) angesetzt. Die Wirksamkeit der Char-
ge und die Sensitivität der Zelllinie wird bestimmt, indem in 24-Loch-Platten pro Loch
5·104 Zellen in 1 ml Zellkulturmedium mit ansteigenden G418 Konzentrationen (25 µg
Intervalle) zwei Wochen lang kultiviert werden. Die geringste G418 Konzentration, bei
der keine überlebende Zellen mehr in der Kultur enthalten ist, wird für die Selektion
verwendet.

Herstellung von Einzelzellklonen (limitierte Verdünnung)
Nach Bestimmung der Zellzahl werden pro zu bestückender 96-Loch-Platte je 50
Zellen in 10 ml Zellkuturmedium gleichmäßig verdünnt und davon 100 µl in jedes
Loch der Platten überführt. Da Einzelzellen allein in Kultur meist nicht überleben,
werden mit ihnen zusammen Maus Feederzellen (5·105 Zellen pro ml) kultiviert. Die-
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se versorgen die Zellen bis die Klone groß genug sind mit den nötigen Wachstums-
faktoren. Nach 1 bis 2 Wochen in Kultur sterben die Maus-Milz Feederzellen ab und
die Klone expandieren allein weiter.

Gewinnung von Feederzellen
Zur Herstellung von Feederzellen wird die steril entnommene Milz einer BALB/c
Maus in eine Petrischale mit DPBS gegeben, mit dem Stempel einer 2 ml Spritze
durch ein Sieb gedrückt und in 13 ml DPBS aufgenommen. Nach Überführung in ein
15 ml Röhrchen wird gewartet, bis sich die groben Partikel (Milzkapsel) abgesetzt
haben und dann der Überstand mit den restlichen Zellen in ein neues Röhrchen
überführt. Die Zellen werden abzentrifugiert (5 min bei 2000 Upm), nochmals in
DPBS gewaschen und in Zellkulturmedium resuspendiert. Eine Milz ergibt 4 bis 7·107

Feederzellen.

Antikörperproduktion in Hybridomzellen
Zur effektiveren Produktion von Antikörpern werden Hybridomzellen in größeren
Dichten kultiviert, als das in stationären Zellkulturflaschen möglich ist.
Dies wird in Rollerflaschen erreicht, hier wird das Medium (Rollerflaschen-Medium,
4.1.12) mit HEPES gepuffert, weil die Inkubation der Rollerflaschen im Brutraum
nicht unter CO2 Begasung stattfinden kann. Rollerflaschen haben den Nachteil, dass
die produzierten, ins Medium sezernierten Antikörper in sehr großen Volumina vor-
liegen (mehrere Liter), denn die Zellen müssen immer wieder mit frischem Medium
versorgt werden.
Dieses Problem besteht bei der Produktion im miniPERM Bioreaktor nicht, denn hier
ist das Zellkompartment, in dem sich auch die produzierten Antikörper anreichern,
durch eine semipermeable Membran räumlich von dem versorgenden Medium ge-
trennt. Zur Kultur in diesen Modulen werden 1·108 Zellen luftblasenfrei in einem Vo-
lumen von 40 ml in das Zellkompartment überführt. Das Mediumkompartment wird
mit 400 ml vorgewärmtem miniPERM-Medium befüllt und das Modul druckfrei ver-
schlossen. Die Kultivierung findet in der ersten Woche bei 2,5, anschließend bei 5
Upm im Brutschrank auf einer speziellen Rollerapparatur statt. Wenn die Farbe des
Mediums im Versorgungskompartment von fleischfarben nach gelb umgeschlagen
ist, wird das Medium gewechselt. Nach drei Wochen erstmals und anschließend in
wöchentlichem Abstand können, solange die Zellen gut wachsen und produktiv sind,
die Antikörper geerntet werden. Dazu werden 20 ml der Kultur aus dem Zellkom-
partment gegen frisches Medium ausgetauscht. Wenn die Produktivität des Hybri-
doms nachlässt, wird das gesamte Zellkompartment abgeerntet. Die Suspension aus
den geernteten Kulturen wird in 50 ml Röhrchen abzentrifugiert (10 min, 3000 Upm),
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der Antikörper reiche Überstand in neuen Röhrchen erneut zentrifugiert (10 min,
5000 Upm) und anschließend sterilfiltriert (0.22µm-Filter, Millipore, Bedford, USA).
Die so gewonnenen Überstände können direkt für Immunfärbungen verwendet oder
aufgereinigt werden.

4.3.2 Lagerung eukaryontischer Zellen
Einfrieren
Zum Einfrieren werden die Zellen in 4°C kaltem Einfriermedium suspendiert und in
speziellen Einfrierröhrchen bei -70°C in einer Styroporbox langsam herunter gekühlt.
DMSO diffundiert in die Zellen und verhindert die Kristallbildung beim Einfrieren und
somit die Zerstörung der Zellmembran. Zur langfristigen Lagerung (> 1 Jahr) werden
die Zellen nach wenigen Tagen in flüssigen Stickstoff ( -196°C) überführt.

Auftauen
Zum Auftauen werden die Kryoröhrchen aus dem Flüssigstickstoff entnommen, kurz
eine halbe Umdrehung weit geöffnet um das mögliche explosionsartige Entweichen
eingedrungenen Stickstoffs zu verhindern und zügig im 37°C Wasserbad aufgetaut.
Sobald das Medium flüssig ist, werden die Zellen schnell in 10 ml 37°C warmes Zell-
kultur-Medium überführt, abzentrifugiert (5 min, 2000 Upm), und je nach Zellzahl so
in Medium aufgenommen, dass die Kulturen dicht sind. Zu starkes Verdünnen ver-
tragen die Zellen nach dem Auftauen nicht. Die Flaschen von Suspensionszellen
werden 1 Tag stehend im Inkubator kultiviert und dann erst gelegt.

4.3.3 Transformation eukaryontischer Zellen
Zur Einschleusung von DNA in eukaryontische Zellen gibt es verschiedene physikali-
sche, lipidbasierte und chemische Verfahren, die je nach Zelllinie verschiedene Effi-
zienzen erzielen. Alle diese Verfahren müssen speziell für die jeweilige Zelllinie opti-
miert werden.
Bei Transfektionen, die der transienten Expression der Ziel-Plasmide dienen, wird
zirkuläre DNA verwendet. Zum Zweck der homologen Rekombination werden die
Plasmide vorher linearisiert.
Die sehr gut aufgereinigten DNA Konstrukte müssen vor der Verwendung in der
Zellkultur durch Ethanol-Fällung und anschließendes Trocknen in der Sterilwerkbank
sterilisiert werden. Wenn nicht anders erwähnt wird die DNA in sterilem H2O gelöst.
Durch Miteinführung positiver Selektionsmarker kann nach der Transfektion auf Zel-
len, welche die Ziel-DNA aufgenommen haben, selektiert werden. Mit der Selektion
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wird frühestens 24 h nach der Transfektion begonnen, damit die Zellen Zeit haben,
sich zu erholen und die Resistenz vermittelnden Gene zu exprimieren.

Elektroporation (nach Potter et al. 1984, Baum et al. 1994)
Durch einen kurzen elektrischen Impuls wird die Zellmembran kurzfristig permeabili-
siert und die DNA kann diese, vermutlich diffusionsgeteuert, passieren.
Ca. 1·107 Zellen pro Ziel-DNA Konstrukt und Küvette (BioRad, München) werden
abzentrifugiert (5 min, 2000 Upm). Der Überstand wird als konditioniertes Medium
sterilfiltriert (0,45 µm Filter). Die Zellen werden in Elektroporations-Puffer mit Pas-
teurpipetten sehr vorsichtig resuspendiert und 2x gewaschen (5 min, 2000 Upm).
Anschließend werden sie in 400 µl Elektroporations-Puffer pro 1·107 Zellen re-
suspendiert und je 400 µl weise (1·107 Zellen) in vorgekühlte 4 mm-Küvetten mit
jeweils 15 µg Ziel-DNA gegeben. Nach vorsichtigem Mischen werden die Küvetten
10 min auf Eis inkubiert und dann im Elektrosquare Porator T 820  2 ms lang mit
einem Puls von 480 V elektroporiert. Hiernach werden die Zellen möglichst schnell in
37°C warmes Medium (5 ml/1·107 Zellen) bestehend aus konditioniertem Medium
und Zellkultur-Medium (1:5) überführt. Die Kulturflaschen werden die ersten 12 h
stehend im Inkubator gelagert.

Lipofektion (nach Felgner et al. 1987)
Diese Transfektionsmethode beruht auf der Fusion kationischer Lipide als Ziel-DNA
Lieferanten mit den Zellen. Hierzu stehen einer Vielzahl von Transfektionsreagenzien
zur Verfügung, von denen DOSPER, DOTAP und FuGENE 6 zur Lipofektion des
HEA125 Hybridoms getestet wurden. Bei der experimentellen Durchführung der
Transfektion wurde genau nach den Angaben der Hersteller vorgegangen.
Typischerweise werden 106 Zellen in einer 10 cm Petrischale mit 10 ml Zellkultur-
Medium ausplattiert und für 24-48 h kultiviert. 5 µg Ziel-DNA wird in 5 ml serumfreien
Medium verdünnt, 25-50 µl Liposomensuspension zugegeben, gut gevortext und die
Mischung für 5-10 min inkubiert. Die Zellen werden einmal mit serumfreiem Medium
gewaschen, das Medium entfernt und die Liposomen-DNA-Mischung zugegeben.
Nach 3-5 h im Inkubator werden 5 ml serumhaltiges Medium zugegeben und der
Ansatz für 16-24 h weiter inkubiert. Danach wird das Transfektionsmedium gegen
Zellkultur-Medium ausgetauscht und die Zellen normal weiter kultiviert.

Calcium-Phosphat Transfektionen (nach Chen and Okayama 1988)
Die Zellen werden in 10 cm Petrischalen kultiviert (je 10 ml) und 24 h vor der Trans-
fektion derart verdünnt, dass sie sich zum Zeitpunkt der Transfektion in der logarith-
mischen Wachstumsphase befinden (ca. 5·105 Zellen/ml oder 10-15% Konfluenz).
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Nach Ethanolfällung der Ziel-DNA (20 µg/Petrischale) wird das getrocknete Pellet 30
min bei RT in 500 µl Phosphat-Puffer/20 µg Ziel-DNA gelöst. Anschließend wird mit
einer Pipette sehr langsam das gleiche Volumen 0,25 M CaCl2-Lösung zugetropft
und 30 min bei RT Calciumphosphat-DNA-Präzipitate ausgebildet. Die Suspension
wird bei Zugabe zu den Zellen gleichmäßig in den Petrischalen verteilt und die Zellen
im Brutschrank inkubiert. Die Calciumphosphat-DNA-Kristalle werden von den Zellen
durch Endozytose aufgenommen. 4 h später erfolgt ein Glycerolschock, indem das
Medium durch 5 ml Zellkultur-Medium mit 15% Glycerol ersetzt wird und die Zellen
damit 5 min im Brutschrank inkubiert werden. Abschließend werden die Zellen zwei-
mal mit Zellkulturmedium gewaschen und normal weiter kultiviert.

4.3.4 Austausch von Genkassetten im Zielzellgenom
Homologe Rekombination
Gentransfer in eukaryontische Genome geschieht nach Einschleusen der Ziel-DNA
entweder an einer zufälligen Stelle (unspezifische Integration, 1 von 102 bis 1 von 104

Zellen), oder ortspezifisch mittels homologer Rekombination (1 von 105 bis 1 von 107

Zellen) (Vasquez et al. 2001). Durch homologe Rekombination kann gezielt ein ein-
zelnes Gen verändert oder durch ein anderes augetauscht werden. Dieser Aus-
tausch findet zwischen homologen doppelsträngigen DNAs statt und wird durch en-
dogene DNA-Reparaturenzyme der Zelle vermittelt. Über die homologen dop-
pelsträngigen DNAs wird der auszutauschende Zielgenort definiert.
Die Rekombinationsfrequenz ist abhängig von der Länge der homologen Sequenzen
(Thomas und Capecchi 1987, Shulman et al. 1990) und die transkriptionelle Aktivität
am Zielgenort (Nickoloff 1992) und von der Beschaffenheit der Ziel-DNA. Lineari-
sierte begünstigt gegenüber zirkulärer Plasmid-DNA das Auftreten von homologer
Rekombination (Abbildung 4-1). Zirkuläre DNA hat außerdem den Nachteil, dass
vermehrte unspezifische Integrationen auftreten.

Spezifische Rekombination
Wesentlich effizienter als homologe Rekombination ist der Austausch von Genkas-
setten durch spezifische Rekombination mittels Cre/loxP oder Flp/FRT System. Im
Unterschied zur homologen Rekombination wird hier die auszutauschende Genkas-
sette im Genom und in der Ziel-DNA mit Erkennungsstellen für exogene spezifische
Rekombinasen flankiert. Die Erkennungsstellen für die spezifische Rekombinase Cre
werden als loxP, die für die Rekombinase Flp als FRT-Stellen bezeichnet. Die Ein-
führung der spezifischen Rekombinationsstellen ins Genom der Zielzellen erfolgt
über homologe Rekombination. Bei der Positionierung der spezifischen Rekombina-
tionsstellen ist zu beachten, dass sich durch das Start-Kodon in der Spacerregion
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Abbildung 4-1: Schematische Übersicht homologer Rekombination mit linearer und zirkulärer
DNA.

(Abbildung 4-2, rot unterlegt) der Sequenzen kein falscher Transkriptionsstart für das
Zielgen ergibt. Rekombination erfolgt im Cre/loxP und Flp/FRT System immer zwi-
schen zwei gleichen Rekombinationsstellen. Um zu verhindern, dass die zwischen
den Rekombinationsstellen liegende Genkassette einfach nur ausgeschnitten wird,
werden im Genom und in der Ziel-DNA gleiche Paare unterschiedlicher, nicht kom-
patibler, heterospezifischer Erkennungssequenzen verwendet. Diese unterscheiden
sich durch Mutationen in den Spacerregionen (Abbildung 4-2).
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Die Rekombinasen können als Protein eingebracht oder in Form transienter oder
stabiler Expressionsplasmide in die Zielzellen geschleust und ggf. ins Genom integ-
riert werden.

Abbildung 4-2: Erkennungssequenzen für die spezifischen Rekombinasen Cre und Flp. Es gibt
weiter, durch andere Mutationen (vornehmlich in der Spacerregion) charakterisierte spezifische Re-
kombinationsstellen für beide Rekobinasen (siehe Branda und Dymecki 2004), hier sind für jedes
Enzym zwei Beispiele dargestellt. Die hellgrünen Pfeile kennzeichen die invertierten Sequenzberei-
che, an die die Rekombinasen binden. Für Flp-vermittelte Rekombination sind nur sie beiden rechten
Bindestellen notwendig. Der dunkelgrüne Pfeil markiert die Spacerregion. Mutationen, die zur Hete-
rospezifität der Erkennungsstellen führen, sind gelb unterlegt. Rot markiert sind in den loxP Stellen
vorhandene Transkriptionsstartkodons.

Abbildung 4-3: Rekombinasevermitteltes Inserieren/Entfernen, Umdrehen und Austauschen
von Genkassetten (modifiziert nach Branda und Dymecki 2004.)



Material und Methoden 55

4.3.5 Durchflusszytometrische Analyse und Sortierung von Zellen
Mittels FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) können Einzelzellanalysen gr o-
ßer Zellzahlen (ca. 108 Zellen/Stunde) durchgeführt und die Zellen nach Oberflä-
chenmerkmalen sortiert werden. Durch Kombination geeigneter Färbereagenzien
können gleichzeitig mehrerer Antigene auf der Oberfläche einer Zelle analysiert wer-
den, vorausgesetzt die Farbstoffe unterscheiden sich in ihren Emissionsspektren.
Zum Sortieren von Zellen müssen alle Färbeschritte unter sterilen Bedingungen
erfolgen, für Analysen ist dies nicht erforderlich. Die zu testenden Zellen werden
abzentrifugiert (5 min, 2000 Upm), der Überstand durch einen 0,45 µm Filter steril-
filtriert (= konditioniertes Medium) und die Zellen mit Pasteurpipetten sehr vorsichtig
in FACS-Medium resuspendiert. Auf die gleiche Weise werden die Proben noch
zweimal in 10 ml FACS-Medium gewaschen. Anschließend werden die Zellen in
FACS-Medium mit den entsprechenden Antikörpern (sterilfiltriert) resuspendiert
(FITC-Konjugate werden 1:100, PE-Konjugate 1:250 und Biotin-Konjugate 1:100
eingesetzt).
Nach Inkubation (20-30 min, 4°C, im Dunkeln) werden die Zellen erneut zwei mal
gewaschen und ggf. weitere Färbeschritte mit Zweitantikörpern vorgenommen. Bioti-
nylierte Antikörper werden mit einem Sekundärreagenz (Strepatavidin-FITC oder
–PE) für mindestens 10 min bei 40C inkubiert. Nach abschließendem zweimaligem
Waschen werden die Zellen in möglichst kleinen Volumina FACS-Medium mit Propi-
diumiodid (PI) aufgenommen und an einem FACScan Durchflusszytometer analysiert
bzw. am FACSvantage Turbosorter sortiert. Propidiumiodid kann die desintegrierte
Zellmembran toter Zellen im Gegensatz zur intakten lebendeiger Zellen passieren
und färbt sie rot, wudurch die toten Zellen von der Analyse ausgeschlossen werden
können. Die Daten werden anschließend mit Hilfe der Software Cell-Quest Pro (BD,
Heidelberg) analysiert. Sortierte Zellen werden in 37°C warmes Medium (1 ml/1·106

Zellen) bestehend aus konditioniertem Medium und Zellkultur-Medium (1:5) und
(1:100 µg/ml) Gentamycin überführt und die Zellen in der Probengroße entsprechen-
den 6-, 24- oder 96-Loch-Platten kultiviert. Flaschen mit Suspensionszellen werden
die ersten 12 h stehend im Inkubator gelagert.

4.3.6 Isolierung von Zellsubpopulationen über Magnetbeads
Das magnetische Zellsortieren arbeitet mit submikroskopisch kleinen, superpara-
magnetischen, antikörpergekoppelten Kügelchen, die keinen Einfluss auf die Funkti-
onalität der Zellen haben (Schumm et al. 1999). Die magnetischen Kügelchen heften
sich an alle Zellen, die das Zielantigen auf der Oberfläche exprimieren. Diese Zellen
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werden vom Magneten zurückgehalten und können so isoliert bzw. aus einer Kultur
entfernt werden.
Hier wurden zwei verschiedene Systeme verwendet, der CELLectionTM Pan Mouse
IgG Kit und das MACS-System (Magnetic Activated Cell Sorting). Der Unterschied
zwischen beiden ist die Größe der Magnetpartikel und dass mit den CELLectionTM

Magnetpartikeln (4,5 µm Durchmesser) im Batchverfahren gearbeitet wird (die Reak-
tionsgefäße werden bei den Waschschritten in einen Dauermagneten gehängt oder
davon entfernt), während das MACS-System (50 nm Partikeldurchmesser) standar-
disiert unter konstantem Druck arbeitet. Dazu werden mit Magnetpartikeln beladene
Zellen im AutoMACS durch eine Säule in einem Magneten geleitet, gewaschen und
eluiert nachdem die Säule aus dem Megnetfeldentfernt wurde.
Die Beladung der Zellen mit den Magnetbeads (CELLectionTM Pan Mouse IgG
Beads, MACS Ziege anti Maus IgG MicroBeads, MACS Ratte anti Maus IgG1 Micro-
Beads) geschieht nach den Angaben der Hersteller. Die Beads werden am Magnet
gebunden von ihrem Puffer befreit und Zellsuspension derart dazugegeben, dass die
Bead zu Zielzell Rate 10:1 beträgt und in der Mischung mindestens 107 Beads/ml
enthalten sind. Nach 15 min Inkubation unter Mischen bei 4°C kann mit dem Isolieren
der magnetischen Zellen begonnen werden (s.o.). Anschließend werden die Zellen
wieder normal in Kultur genommen. Die CELLectionTM Beads sind über einen DNA-
Linker an die Antikörper gekoppelt. Sie können vor der Kultivierung der Zellen mittels
DNAse Verdau weitgehend aus der Zellsuspension entfernt werden.

4.4 Allgemeine proteinchemische Methoden
4.4.1 Analyse Antikörperhaltiger Kulturüberstände im ELISA
Mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) können Antikörper aus den
Überständen von Hybridomkulturen charakterisiert werden. Hier diente er hauptsäch-
lich zur Unterscheidung zwischen antikörperproduzierenden und nicht produzieren-
den Einzelzellklonen und zur Identifizierung von Antikörpern, die gegenüber dem
Ausgangsantikörper Veränderungen erfahren haben (humane konstante Domänen
und c-Myc in der CDR3).
Zunächst müssen 96-Loch-Platten mit dem ersten Antikörper (z.B. Ziege anti Mensch
IgG) beschichtet werden. Dazu werden sie ü.N. bei 4°C mit 100 µl/Loch Antikörper in
Carbonatpuffer (1-3 µg/ml) inkubiert. Durch wiederholtes Dekantieren der Flüssigkeit
und Befüllen mit 200 µl/Loch PBS-Tween werden die Platten zweimal gewaschen
und zum Blocken 200 µl/Loch 0,2% Gelatinelösung eingefüllt. Die Platten müssen so
mindestens ü.N., können gut verschlossen aber auch mehrere Monate lang bei 4°C
inkubiert werden. Vor Auftrag der Proben wird die Blockierungslösung dekantiert. 100
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µl/Loch zu testender antikörperhaltiger Kulturüberstand von Hybridomzellen bzw.
gereinigte Antikörper (100 ng/ml) als Positiv- und Negativkontrollen wird in die Löcher
pipettiert und inkubiert (1h, RT). Zur Bestimmung des Hintergrundes werden zwei
Löcher nur mit PBS-Tween versehen. Nach fünfmaligem Waschen der Platten mit
PBS-Tween werden 100 µl/Loch peroxidasegekoppelte oder biotinylierte, gegen den
zu analysierenden Antikörper gerichtete Zweitantikörper (1:5000 in PBS-Tween)
zugegeben (z.B. Ziege anti Mensch Kappa zum Nachweis humaner Kappa Ketten)
und die Platten wieder inkubiert (1h, RT). Anschließend wird wie oben fünf mal ge-
waschen. Wenn der Zweitantikörper biotinyliert war, wird der letzte Schritt mit peroxi-
dase-gekoppeltem Streptavidin (1:10000) wiederholt (20 min, RT). Ansonsten kann
gleich mit der Substratreaktion begonnen werden. Hierfür werden 0,1% OPD (Or-
thophenylendiamin) in Substratpuffer frisch gelöst, 0,1% (v/v) H2O2 zugegeben und
100 µl/Loch auf die Platte verteilt. Die Substratreaktion wird unter Lichtausschluss
ausgeführt und je nach Fortschritt nach 1-20 min durch Zugabe von 50 µl/Loch 2M
H2SO4 gestoppt. Zur photometrische Auswertung der Fabreaktion wird im Titertek
Multiscan Plus MKII Photometer bei 492nm die optische Dichte der Lösungen in den
einzelnen Löchern bestimmt.

4.4.2 Reinigung von Antikörpern
Maus und Mensch IgG bindet in physiologischem pH über seinen Fc-Teil an Prote-
in A. Antikörper können daher durch Affinitätschromatographie an Protein A direkt
aus Kulturüberständen gereinigt werden. Dafür wird eine Säule (Econo Column) mit
Protein A-Sepharose CL-4B gepackt und mittels einer Pumpe (P-1) ü.N. der Antikör-
perüberstand aufgetragen. Durch Waschen mit Bindepuffer werden anschließend
Proteinverunreinigungen von der Säule gewaschen. Die gebundenen Antikörper
werden mit Elutionspuffer eluiert, wobei ein 2-Kanal-Schreiber die vom Photometer
(2138 UVICORD S) gemessene Extinktion aufzeichnet. Die Peakfraktion wird aufge-
fangen. Zur Umpufferung und Neutralisation wird das Eluat dialysiert. Hierzu wird die
Probe in einen vorher 10-15 min in H2O ausgekochten Dialyseschlauch (danach
Lagerung in PBS mit 0,1% NaN3) überführt und ü.N. unter Rühren gegen 500-1000
ml PBS dialysiert, das in den ersten Stunden 3-4 mal erneuert wird. Abschließend
wird die Antikörperlösung sterilfiltriert (0,22 µm Filter mit geringer Proteinabsorption)
und photometrisch durch die Messung der OD bei 280 nm der Proteingehalt be-
stimmt. Aus dem Wert der OD bei 280nm dividiert durch 1.4 (bei IgG) errechnet sich
der Proteingehalt in mg/ml.
Die Säule kann durch Waschen mit Regenerationspuffer regeneriert und anschlie-
ßend in PBS mit 0,1% NaN3 gelagert werden.
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Die Antikörperlösungen werden bei –20°C langzeit gelagert. Antikörper die für FACS-
Analysen häufig gebraucht werden, können mit 0,1% NaN3 versetzt und dann bei
4°C für mehrere Monate gelagert werden.

4.4.3 Biotinylierung von Antikörpern
Zur Biotinylierung von Antiikörpern wird Biotin-X-NHS (Biotinyl-ε-amino-caproic-acid-
N-hydroxy-succinimide-Ester) verwendet. X ist dabei ein Spacer von in diesem Fall 6
Aminosäuren, der dafür sorgt, dass das Biotin gut präsentiert werden kann. Die N-
Hydroxysuccimid (NHS) Gruppe dient als Crosslinker zur Kopplung an den Antikör-
per über eine Lysinbindung.
1-2 mg gereinigte Antikörper (in PBS) werden 20 h bei Raumtemperatur mit 100-200
µg Biotin-X-NHS (1 mg/ml frisch in Dimethylformamid gelöst) rotiert. Nichtgebunde-
nes Biotin wurde durch extensive Dialyse gegen PBS (siehe Reinigung von Antikör-
pern Abschnitt 4.4.2) entfernt.

4.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Gel-Elektrophorese dient der Analyse von Proteinmischungen und der Kontrolle
der Sauberkeit gereinigter Proteine. Sie ermöglicht außerdem schnelle Molekularge-
wichtbestimmungen. Die meisten Proteine binden SDS zu negativ geladenen SDS-
Protein-Komplexen mit konstantem Ladungs-Masse-Verhältnis. SDS denturiert die
Proteine, besonders nach vorheriger Reduktion mit β-Mercaptoethanol oder DTT,
und unterbindet Quartärstrukturen. Abhängig von ihrem Molekulargewicht wandern
die SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld verschieden weit durch eine poröse
Polyacrylamidmatrix zum Pluspol.

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 10% SDS-Gele mit folgender Zusammenset-
zung verwendet.
Sammelgel, 10 ml (nach Laemmli, 1970 und Thomas und Kornberg, 1975):
16% Protogel; 25% Sammelgelpuffer pH 6,8; 2,8% APS; 0,94% (v/v) TEMED
Trenngel, 32 ml (nach Thomas und Kornberg, 1975):
33% Protogel; 375 mM Tris/HCl, pH 8,8; 0,1% SDS (Stock 10%); 0,94% APS;
0,94% (v/v) TEMED
Die 0,5 mm dicken Gele haben eine Größe von 16 x 18 cm und laufen im Elektropho-
resepuffer bei einer Spannung von 40 V in den ersten 40 min, dann 50 V. Während
der gesamten Laufzeit (ca. 3,5 h) werden die Gele mit einem Tischventilator gekühlt.
Vor dem Auftragen auf die Gele werden die Proben in mindestens demselben Volu-
men Roti® load-1 SDS-Probenpuffer (Roth, Karlsruhe) 5 min lang bei 95°C denatu-
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riert. Es werden bei analytischen Gelen 14 µg Antikörper por Spur aufgetragen, für
Western Blots 0,5 µg Protein pro Spur. Zelllysate für Western Blots werden durch
aufkochen (5 min) der entsprechenden Zellzahl in SDS-Probenpuffer hergestellt und
2·105 Zellen pro Spur aufgetragen.

4.4.5 Färbung von SDS-Gelen
Vor dem Färben werden die Gele ü.N. in 10% Tri-Chlor-Essigsäure gelegt, die nach
den ersten 30 min gegen frische ausgetauscht wird. Nach kurzem Abwaschen in H2O
werden die Gele 15 min in 0,04% Serva Blue W gefärbt und abschließend der Hin-
tergrund für 1-2 h mit H2O wieder entfärbt.

Zur Dokumentation werden die Gele mit einer Digitalkamera photographiert und
anschließend getrocknet. Die Bearbeitung erfolgt mit dem Programm Adobe Photo-
shop 3 (Adobe Systems Inc., San Jose, USA).

4.4.6 Blotten von Proteinen auf eine Nylonmembran
Proteine können per Elektrotransfer im Semi-Dry-Verfahren aus ungefärbten SDS-
Gelen auf eine Nitrozellulosemembran übertragen werden. Dazu wird eine Transfer-
einheit aus folgenden Lagen zusammengesetzt (von unten): Anode, 4-6 Filterpapie-
re, getränkt in Blotpuffer I, 2-3 Filterpapiere, getränkt in Blotpuffer II, in Blotpuffer II
getränkte Nylonmembran, Mit Blotpuffer II befeuchtetes Gel, 2-3 Filterpapiere, ge-
tränkt in Blotpuffer III, Dialysemembran, getränkt in Blotpuffer III, Kathode. Der Blot
findet mit einer Stromstärke von 1 mA/cm2 Nylonmembran bei RT statt.

4.4.7 Immun Blot
Mit dem Immun Blot werden auf eine Nylonmembran geblottete Proteine durch Anti-
körper nachgewiesen. Die unspezifischen Bindungsstellen der Proteine werden
durch Schütteln der Membran 30 min bei RT in PBS mit 1% Milchpulver geblockt und
anschließend die Membran in PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Antikörper
(reine Antikörper mit einer Konzentration von 1 mg/ml werden 1:200 eingesetzt<)
erfolgt in PBS-Tween mit 1% BSA. Die Membranen werden damit, abgedeckt auf
dem Schüttler, 60 min bei RT inkubiert und hinterher 1x kurz und 2x 5 min in PBS-
Tween gewaschen. An die primären Antikörper wird ein sekundärer, konjugiert an
alkalische Phosphatase, gebunden. Die alkalischen Phosphatasekonjugate werden
1:20000 in PBS-Tween mit 1% BSA verdünnt und die Membran darin 60 min wie
oben inkubiert. Es folgt wieder 3 x Waschen 1x kurz und 3x 5 min in PBS-Tween.
Anschließend wird die Membran 2x 5 min in AP-Waschpuffer gewaschen, der den für
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die alkalische Phosphatase optimalen pH von 9,6 einstellt. Der Nachweis der zweiten
Antikörper erfolgt mit 0,005% BCIP und 0,01% NBT in AP-Puffer. Das Ergebnis ist
eine Farbreaktion, die durch bläulich-lila Färbung der Proteinbanden direkt auf der
Membran sichtbar wird. Sie Farbreaktion wird durch gründliches Waschen der
Membranen in H2O abgestoppt und durch Photographieren der Membranen mit rot-
empfindlichem Kleinbildnegativfilm dokumentiert.

4.5 Experimente zur Analyse der Antikörperspezifität
4.5.1 Bindungsexperiment
Um zu überprüfen, ob der HEA125 Antikörper durch eingeführte Veränderungen wie
humane konstante Domänen nicht seine Spezifität verloren hat, wird er mit Colo205
Zellen inkubiert, die das Antigen EpCAM auf der Oberfläche präsentieren. Im FACS
kann dann analysiert werden, oder der Antikörper unverändert an sein Antigen bin-
det. Das Vorgehen entspricht einer normalen FACS-Färbung (Abschnitt 4.3.5), als
erste Antikörper dienen die zu analysierenden (Ausgang- und veränderter Antikörper,
z.B. HEA125 und HEA-Huκ), als Sekundärantikörper solche, welche die beiden
Erstantikörper unterscheiden können (z.B. Ziege anti human Kappa und Ziege anti
Maus Kappa).

4.5.2 Affinitätsvergleich
Anhand eines kompetitiven Bindungsexperimentes können die Affinitäten zweier
Antikörper, die für dasselbe Epitop spezifisch sind, unmittelbar miteinander vergli-
chen werden. Das Vorgehen entspricht wieder einer normalen FACS-Färbung (Ab-
schnitt 4.3.5), mit dem Unterschied, dass hier nur ein Färbeschritt vorgenommen
wird. Von den beiden in ihrer Affinität zu vergleichenden Antikörpern (nicht fluoreszie-
rend, hier HEA125 und HEA-Huκ) wird jeweils eine Verdünnungsreihe vorgelegt (je
100 µl). Mit diesen kompetitiven Antikörpern wird der kompetitierende, fluoreszenz-
markierte Antikörper (hier je 50 µl HEA125 Ausgangsantikörper mit konstanter Kon-
zentration) gemischt. Das Zielepitop exprimierende Colo205 Zellen werden in FACS-
Medium mit 333 mM humanem IgG zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen
resuspendiert, je 50 µl zu den Antikörpermischungen gegeben und alles 1 h auf Eis
inkubiert. Anschließend wird 2x gewaschen, wie oben beschrieben FACS-Medium
mit PI zugegeben und die durchschnittliche Fluoreszenzintensität (MFI) der Zellen bei
den unterschiedlichen Antikörperverdünnungen im FACScan bestimmt.



5 Ergebnisse: Chimärisierung
Der monoklonale Maushybridomantikörper HEA125 bindet mit hoher Affinität an sein
Antigen EpCAM. Da dieses auf humanen Karzinomen gegenüber normalem huma-
nem Gewebe überexprimiert wird, ist der Antikörper als Therapeutikum für alle Tu-
more epithelialer Abstammung von Interesse.
Um die klinische Wirksamkeit zu verbessern und die Immunogenität des Antikörpers
zu verringern, soll HEA125 chimerisiert werden. Hierzu werden durch homologe
Rekombination die Gene, die in der Maus Hybridomzelle die konstanten Domänen
der schweren und leichten Ketten kodieren, durch ebendiese Gene des Menschen
ersetzt. Abbildung 5-1 zeigt eine Übersicht über die Vorgehensweise. Homologe
Rekombination findet in einer Häufigkeit von ungefähr einem Ereignis in 1·107 Zellen
statt, abhängig vom Genort und der Länge der flankierenden homologen Arme. Aus
diesem Grund wird normalerweise immer ein Resistenzgen (z.B. das Neomycin
Phosphoryltransferase II Gen) zur anschließenden Positivselektion (z.B. mit Neomy-
cin) mit eingeführt, um homolog rekombinierte Zellen identifizieren zu können (Kardi-
nal at al. 1995; Sun et al. 1994; Mocikat et al. 1995). Hier wurde aber auf die Ver-
wendung eines Selektionsmarkers für die homologe Rekombination vollständig ver-
zichtet und die Zielzelle direkt aus der Gesamtzellsuspension isoliert, denn:

• Veränderungen in der Umgebung der Zielgenorte, die durch mit eingeführte
Markergene verursacht werden, können zur Fehlregulierung benachbarter
Gene führen (Olson et al. 1996),

• oft wird die Expressionsrate des Zielgens verringert (Colledge et al. 1995;
Meyers et al. 1998),

• das für die Oberflächenpräsentation verantwortliche differentielle Spleißen
könnte gestört werden, weil das Resistenzgen den Abstand zwischen CH3
und Transmembranexon verändert (Abbildung 7-1) und

• die Deletion eines Resistenzgens mit Hilfe von Cre/loxP nach erfolgter homo-
loger Rekombination würde eine loxP Stelle hinterlassen (Sauer 1998), die
beim späteren Austausch der variablen Domänen zur Erzeugung der Biblio-
thek stört.

Die Problemstellung, später eine Zielzelle aus 1·107 oder noch mehr Zellen heraus-
finden zu wollen, erforderte zunächst einen vergleichenden Test der hierfür in Frage
kommenden Verfahren.
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Abbildung 5-1: Verfahren zur Humanisierung von HEA125. Rechts sind die ins Genom einzubrin-
genden Veränderungen auf DNA Ebene dargestellt. Die chromosomalen Mausgene des IGHC und
IGKC Lokus von HEA125 werden mittels homologer Rekombination durch die homologen Gene des
Menschen ersetzt. Links ist die resultierende Veränderung des produzierten Antikörpers gezeigt. P =
Plasmidkonstrukt, C = Chromosom, rot = von der Maus stammend, blau = human.

5.1 Methoden zum Isolieren homolog rekombinierter Zielzellen
Die Zelllinie HEA125 produziert einen IgG1 Antikörper. Die Immunglobuline aller
Isotypen der schweren Ketten können in membrangebundener und in sekretierter
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Form produziert werden. Die Ursache dafür ist das natürliche Vorkommen von je-
weils zwei Spleißvarianten (Anand et al. 1997; Bensmana and Lefranc 1990; Yama-
waki-Kataoka et al. 1982). Auch die Zelllinie HEA125 sezerniert einen Großteil der
produzierten Antikörper ins umgebende Medium, der Rest wird auf der Zelloberfläche
exprimiert (Abbildung 5-2). Der Nachweis chimärer Antikörpermoleküle nach homo-
loger Rekombination kann also sowohl über die sezernierten, als auch über die
membrangebundenen Antikörper geführt werden.

Abbildung 5-2: HEA125 sezerniert in variierenden Verhältnissen einen Teil der produzierten
Antikörper ins umgebende Medium, ein anderer Teil wird auf der Zelloberfläche exprimiert.

Die sezernierten Antikörper lassen sich im ELISA nachweisen. Als mögliche Metho-
den zur Isolierung von Zielzellen über die membrangebundenen Immunglobuline
kommen das magnetische Zellsortieren und das Sortieren der Zellen im Durchfluss-
zytometer in Betracht. Die Wiederfindungsraten eingesetzter Zellen beider Verfahren
werden hier verglichen.

5.1.1 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
Um im ELISA eine Zielzelle identifizieren und anreichern zu können, die einen ver-
änderten Antikörper exprimiert, muss die Gesamtpopulation durch limitierte Verdün-
nung in Subpopulationen auf 96-Loch-Platten verteilt werden. Durch mehrfache Wie-
derholung der limitierten Verdünnung von Subpoulationen, in denen der veränderte
Antikörper nachgewiesen werden konnte, ist anschließend die Isolierung von Einzel-
zellklonen möglich.
Die Anwendbarkeit dieser Methode für die Isolierung einer Zielzelle aus einer Ge-
samtpopulation von 1·107 oder mehr Zellen hängt davon ab, in wie viele Subpopula-
tionen die Ausgangskultur im ersten Schritt geteilt werden muss. Die maximal mögli-
che Poolgröße, in der ein veränderter Antikörper nachgewiesen werden kann, ist
beschränkt durch die im ELISA minimal nachweisbare Konzentration der produzier-
ten Zielantikörper. Damit möglichst viele Zellen auf den gewünschten Antikörper hin
untersucht werden können, wurde bestimmt, in wie vielen Zellen pro Loch ein einzel-
ner Antikörperklon maximal verdünnt werden kann, so dass er gerade noch nach-
weisbar ist.
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Abbildung 5-3: Bestimmung der Nachweisgrenze im ELISA. Eine 96-Loch-Platte wurde mit Ziege
anti Mensch IgG+IgM Antikörpern beschichtet und anschließend mit humanem IgG1 inkubiert. Dieses
wurde nach Zugabe des biotinylierten Ziege anti Mensch Kappa Zweitantikörpers für die Substratre-
aktion mit SA-POX markiert. Dargestellt ist die Absorption ansteigender IgG1 Konzentrationen.

Daher wurde zunächst die Nachweisgrenze humanen IgGs (=Zielantikörper) mit
verschiedenen Zweitantikörpern bestimmt. Abbildung 5-3 zeigt den Nachweis von
menschlichem IgG1 auf einer mit Ziege anti Mensch IgG+IgM beschichteten Platte
und biotinyliertem Ziege anti Mensch Kappa Zweitantikörper. Eine Absorption bei 492
nm von ≥ 0,1 wird als positiv gewertet. Sie wurde in diesem Setting bei einer Protein-
konzentration von weniger als 2 ng/ml erreicht. Der Test weiterer Antikörper in die-
sem System hat gezeigt, dass die minimal nachweisbare Konzentration mit den ver-
wendeten Antikörpern etwas variiert. Bei unterschiedlich beschichteten ELISA-
Platten, verschiedenen nachzuweisenden Antikörpern und unter Verwendung unter-
schiedlicher Nachweisantikörper lag sie aber immer im Bereich von 1 bis 5 ng/ml
(Daten nicht gezeigt).
Zum Bestimmen der maximal möglichen Poolgröße wurde jeweils eine Antikörper
exprimierende HEA125 Zelle in verschieden viele Ag8.653 Zellen gemischt und der-
art verdünnt, dass rechnerisch jeweils eine HEA125 Zelle pro Loch einer 96-Loch-
Platte kultiviert wurde. HEA125 stammt aus der Fusion einer Mausmilzzelle mit einer
AG8.653 Zelle (Moldenhauer et al. 1987) und hat daher eine ähnliche Generations-
zeit. Das ist wichtig, damit die Antikörper produzierende Zelle sich nicht im Vergleich
zu den anderen Zellen erheblich mehr oder weniger oft teilt. Dann wäre die produ-
zierte Antikörpermenge im Pool nicht mit der durch eine veränderte HEA125 Zelle
unter HEA125 Zellen vergleichbar. Fünf Tage nach der limitierten Verdünnung wurde
die Hälfte des Mediums ausgetauscht und nach sieben Tagen der Überstand der
Kulturen im ELISA auf seinen Maus-IgG Gehalt untersucht.
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Eine HEA125 Antikörperkonzentration von ca. 5 ng/ml, die im oben beschriebenen
System immer sicher nachweisbar gewesen ist, war in Überständen von Kulturen
enthalten, in denen eine HEA125 Zelle in 5·103 Ag8.653 Zellen gemischt worden ist.
Maximal ist also eine Poolgröße von 5·103 Zellen pro Loch einer 96-Loch-Platte mög-
lich, um eine Zelle ausfindig machen zu können, die Antikörper mit einer humanen
konstanten Kappa Kette produziert. Diese Daten korrelieren sehr gut mit der Produk-
tionsrate von Hybridomen in Zellkultur. Je nach Hybridom werden von dichten Kultu-
ren (1·106 Zellen/ml) in 72 Stunden 10-50 µg Antikörper/ml produziert (Goding 1996).
Übertragen auf die Klutur einer HEA125 Zelle in 5·103 Ag8.653 Zellen pro ELISA-
Loch, die bis die Kultur dicht ist (4-5 Tage) zu einem Klon von ca. 20 Zellen heran-
wächst, heißt das, dass gerade ausreichend Antikörper für den ELISA-Nachweis
produziert wird (1-5 ng/ml in drei Tagen).

Bei einer homologen Rekombinationsfrequenz von 10-7 bedeutet eine anfängliche
Kulturgröße von 5·103 Zellen bei 96 Kulturen pro Platte, dass rechnerisch 20 Platten
getestet werden müssten, um eine einzige Zielzelle finden zu können. Diese Zahl
erhöht sich in der Praxis aufgrund der in Abschnitt 5.3 bestimmten Transfektionsrate
von 30 bis 40% der überlebenden HEA125 Zellen noch auf 50 Platten. Dabei ist
immer vorausgesetzt, dass die in der Literatur angegebene homologe Rekombinati-
onsfrequenz unter den hier bestehenden Bedingungen auch zutrifft. Daher erweist
sich der ELISA als Nachweismethode homolog rekombinierter Zellen als sehr auf-
wendig. Ist es allerdings möglich, die Zielzellen durch positive Selektion vorher anzu-
reichern, stellt der ELISA eine gute Nachweismöglichkeit dar. Auch für die Suche
nach Ereignissen die häufiger auftreten als homologe Rekombination, wie z.B. später
bei Erzeugung der Bibliothek durch Genkassettenaustausch mittels spezifischer
Rekombination, ist der ELISA gut geeignet.

5.1.2 Magnetisches Zellsortieren
Als Alternative zum ELISA können die Zielzellen auch an magnetische Beads ge-
bunden werden, die je nach Bedarf mit anti Maus oder anti Mensch IgG beschichtet
sind. Während der Waschschritte werden die Beads mit den daran gebundenen
Zellen von einem Magneten gehalten und alle nicht an die Beads bindenden Zellen
aus dem Ansatz entfernt.

CELLectionTM Pan Mouse IgG Kit
HEA125 Zellen wurden im Verhältnis 1/1000 in 108 Jurkat Zellen (humane OKT3+ T-
Zelllinie) gemischt. Durch Bindung an human anti Maus IgG beschichtete Magnet-
beads wurden unter Verwendung eines Dauermagneten im Batchverfahren die
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HEA125 Zellen isoliert. Anschließend wurden die Anzahl der wieder gefundenen
Zellen in der Neubauer-Zählkammer bestimmt und nach Färbung mit Ziege anti
Maus IgG-Biotin (HEA125) bzw. OKT3-Biotin (Jurkat) und Streptavidin-FITC im
FACS deren Reinheit ermittelt.
Es wurden 4,3% der eingesetzten Zielzellzahl isoliert. Diese lagen in einer Reinheit
von 20% HEA125 Zellen vor (Tabelle 5-1). Insgesamt wurden also nur 0,9% der
eingesetzten HEA125 Zellen wieder gefunden.

Methode CELLectionTM AutoMACS FACS-Sort
Mischverhäl tn is  Z ie lze l -
len/Gesamtzellen

1/1000 1/1000 1/1000

Isolierte Zellen gesamt
[% der eingesetzten Zielzellen]

4% 48% 98%

Davon Zielzellen 20% 80% 94%
Wieder gefundene der
eingesetzten Zielzellen

1% 38% 92%

Tabelle 5-1: Vergleich der Effizienzen verschiedener Methoden zum Isolieren von Zielzellen
nach homologer Rekombination.

AutoMACS
Dieselbe Mischung wie im CELLectionTM Pan Mouse IgG Kit wurde unter Verwen-
dung von MACS Ratte anti Maus IgG MicroBeads im AutoMACS getrennt. Der Un-
terschied zur oben beschriebenen Methode ist, dass hier nicht im Batch-Verfahren,
sondern standardisiert in kleinen Säulen unter konstanten Drücken gearbeitet wird.
Mittels AutoMACS wurden 48% der Zielzellzahl isoliert, in einer Reinheit von 80%.
Das sind 38% der ursprünglich eingesetzten HEA125 Zellen (Tabelle 5-1).

5.1.3 FACS
Oberflächen gebundene murine und humane Immunglobuline lassen sich durch
fluoreszenzmarkierte Antikörper verschiedenfarbig markieren und mittels FACS von-
einander trennen.
Raji Zellen (humane B-Zelllinie, die Oberflächenimmunglobulin trägt) wurden im
Verhältnis 1/1000 in 108 HEA125 Zellen gemischt. Nach Doppelfärbung der Zellen
mit biotinyliertem Ziege anti Mensch Kappa Antikörper und FITC gekoppeltem Ziege
anti Maus Kappa Antikörper und Zugabe von PE gekoppeltem Streptavidin, wurden
mittels FACS Sortierer die Raji Zellen aus der Suspension isoliert. Anschließend
wurde die Anzahl der wieder gefundenen Zellen in der Neubauer-Zählkammer be-
stimmt und im FACS deren Reinheit ermittelt.
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Es wurden 98% der eingesetzten Zielzellzahl isoliert. Diese lagen in einer Reinheit
von 94% Raji Zellen vor. Insgesamt wurden in diesem Verfahren also 92% der ein-
gesetzten HEA125 Zellen wirklich wieder isoliert (Tabelle 5-1). Das FACS Sortieren
ist damit eindeutig die beste Methode zum Isolieren sehr kleiner Zielzellzahlen aus
Suspensionen verschiedenfarbig markierter Zellen.

5.2 Etablierung der Subzelllinie HEA125-1 mit hoher Oberflä-
chenexpression

Eine Voraussetzung für die erfolgreiche Isolierung der homolog rekombinierten Zel-
len im FACS ist, dass auf der Zelloberfläche möglichst viele Antikörpermoleküle
exponiert werden. Je mehr exprimierte Antikörper auf der Oberfläche sind, desto
mehr fluoreszierende Zweitantikörper binden an die Zellen und ergeben ein umso
stärkeres und somit verlässlicheres Signal im FACS. Durch mehrmonatiges, immer
wiederholtes FACS-Isolieren der 10% HEA125 Zellen, die nach Färbung mit Ziege
anti Maus IgG-FITC Antikörpern das stärkste Fluoreszenzsignal aufwiesen
(Abbildung 5-4), wurde eine HEA125 Subzelllinie etabliert (HEA125-1). Diese Zellinie
zeichnet sich durch einen 30% höheren Anteil auf der Oberfläche exprimierter Anti-
körper aus. Nach Färbung der Zellen beider Linien mit Ziege anti Maus IgG-FITC
Antikörpern haben die HEA125 Zellen im FACS eine durchschnittliche Fluoreszen-
tintensität (MFI) von 98, die MFI der HEA125-1 Zellen beträgt 127. Die Autofluores-
zenz ungefärbter Zellen hat eine MFI von 4,5.

Nochmaliges Sortieren von HEA125-1 direkt vor der Transfektion bringt kurzfristig
eine weitere Steigerung des Anteils oberflächenpräsentierter Antikörper (Abbildung
5-5). Die aussortierten Zellen haben mit einer durchschnittlichen Fluoreszenzinten-
sität (MFI) von 105 gegenüber vorher 40 eine 2,6-fach höhere MFI als die Aus-
gangspopulation. Mit steigender Anzahl von Zellteilungen verringert sich in der Po-
pulation wieder der Anteil der Zellen, die mehr Antikörper auf der Oberfläche expri-
mieren. Trotzdem ist nach zwei Tagen die durchschnittliche Fluoreszenzintensität
noch fast doppelt so hoch, wie die der Ausgangszellen (MFI = 73 gegenüber 40), und
nach einer Woche ist sie immer noch 1,5 mal höher (MFI = 49 gegenüber 32). Für
das Einschleusen von Zielgenen durch homologe Rekombination in den Antikörper-
genlokus werden die HEA125-1 Zellen also möglichst kurz nach dem erneuten Sor-
tieren direkt verwendet.
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Abbildung 5-4: Sortieren von HEA125 Zellen zur Etablierung einer Zelllinie HEA125-1 mit höhe-
rer Oberflächenexpression. Die HEA125 Zellen wurden mit FITC markierten Ziege anti Maus Anti-
körpern gefärbt und im FACS die 10% Zellen mit der höchsten Fluorszenzintensität (FI) isoliert. Dieser
Schritt wurde nach dem Wiederhochwachsen der Zellen mehrfach wiederholt, bis die resultierende
Zelllinie stabil mehr Antikörper auf der Oberfläche exprimierte.

Abbildung 5-5: Sortieren von HEA125-1 auf hohe Oberflächenexpression. HEA125 Zellen wurden
mit FITC gekoppelten Ziege anti Maus IgG Antikörpern gefärbt. Die 10% Zellen mit der höchsten
durchschnittliche Fluoreszenzintensität (MFI) wurden mittels FACS isoliert, sie bilden die Subzellinie
HEA125-1. Die MFI der HEA125-1 Zellen (rot) wurde am Tag 0, 2 und 7 bestimmt und jeweils im
Verhältnis zur MFI von HEA125 (gelb) dargestellt.

5.3 Optimierung der Transfektion für HEA125 Zellen
Die erwartete Häufigkeit homologer Rekombination liegt nur bei 1 von 107 Zellen, wie
bereits beschrieben (Seite 61). Daher muss beim Einschleusen der Ziel-DNA mit
großen Zellzahlen gearbeitet werden. 1·107 Zellen sind in ungefähr 10 ml dicht ge-
wachsener HEA125 Suspensionskultur enthalten, d.h. bei der Transfektion einer 100
ml Kultur entstünden rein rechnerisch maximal 10 Zielzellen. Bei Einbeziehung der
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Abbildung 5-6: Optimierung der Transfektion. HEA125 Zellen wurden mit zirkulärer pEGFP-N3
DNA transfiziert. Nach 48 h wurde im Durchflusszytometer die Menge der toten Zellen und der Anteil
der von den überlebenden transfizierten Zellen bestimmt. A: Verglichen werden die Transfektion-
seffizienzen von physikalischer Elektroporation, lipidbasierten Transfektionsreagenzien
(FUGENE, DOSPER, DOTAP) und Chemotransfektion (Calcium/Phosphat). Die eingesetzte DNA-
Menge wurde variiert, im Fall der Transfektionsreagenzien jeweils in einer niedrigen, mittleren und
hohen Konzentration, in Relation zur Menge des eingesetzten Reagenz. Elektroporation: 20 µg DNA,
1·107 Zellen, 1 Puls, 2 ms, 450 V, 10 min Prä- und Postinkubationszeit in DPBS. Legende: Blau = tote
Zellen, rot = transfizierte Zellen (der lebenden), gelb = transfizierte Zellen (total). B: Verglichen wer-
den verschiedene Pulslängen bei der Elektroporation. 20 µg DNA, 1·107 Zellen, 1 Puls, 1 bis 5 ms,
450 V, 10 min Prä- und Postinkubationszeit in DPBS. Legende siehe A.
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C: Verglichen werden verschiedene Spannungen und Pulszahlen bei der Elektroporation. 20 µg
DNA, 1·107 Zellen, 1 Puls (oder variiert 2 Pulse), 2 ms, 450 V (oder variiert 150 – 500 V), 10 min Prä-
und Postinkubationszeit in DPBS. Legende siehe A. D: Verglichen werden verschiedene DNA
Mengen und Transfektionspuffer bei der Elektroporation. 20 µg DNA (oder variiert 5 – 30 µg),
1·107 Zellen, 1 Puls, 2 ms (oder variiert 1 ms), 450 V (oder variiert 150 – 500 V), 10 min Prä- und 0,5
min Postinkubationszeit in DPBS (oder variiert in Inositolpuffer (Steven et al. 1989: 280 mM Inositol,
0,1 mM Calcium Acetat, 0,5 mM Magnesium Acetat, 1 mM Phosphatpuffer K2HPO4/KH2PO4, pH 6.5)
oder DPBS mit 0,5 mM Magnesium und 0,1 mM Calcium). Legende siehe A.

  C

D



Ergebnisse 71

Transfektionsrate verringert sich diese Zahl erheblich. Daher war es wichtig, zu-
nächst die für HEA125 am Besten geeignete Transfektionsmethode herauszufinden
und diese dann möglichst weit zu optimieren.
Zu diesem Zweck wurden die Effizienzen physikalischer (Elektroporation), chemi-
scher (Calcium/Phosphat) und lipidvermittelter (FUGENE, DOSPER und DOTAP)
Transfektionsmethoden verglichen (Abbildung 5-6 A). Als Testsystem dienten
HEA125 Zellen, die mit dem zirkulären, transient eGFP exprimierenden Plasmid
pEGFP-N3 transfiziert wurden. 48 Stunden später wurden die Zellen im FACS analy-
siert und die Transfektionseffizienz bestimmt.
Gegenüber Chemotransfektion und lipidvermittelter Transfektion ist für die Zelllinie
HEA125 die Elektroporation mit Abstand am Besten geeignet, um eine große Menge
Zellen zu produzieren, in die erfolgreich die Ziel-DNA eingeschleust wurde.
Bei der Durchführung der Elektroporation gibt es zahlreiche variable Größen (Somiari
et al. 2000). So ist das Verhältnis der verwendeten DNA zur Zellzahl in einer Küvette
nur in einem sehr kleinen Bereich optimal (Stopper et al. 1987). Außerdem haben die
Beschaffenheit des Transfektionspuffers (Martinez und Hollenbeck 2003, Steven et
al. 1989, Sukhorukov et al. 1998), die Einstellungen Pulszahl, Pulslänge und Span-
nung des Elektroporators und die Inkubationszeiten (Daumler und Zimmermann
1989) Einfluss auf die Transfektionseffizienz.
Die Optimierung aller dieser Variablen erbrachte eine Verdopplung der Transfektion-
seffizienz von anfänglich 10 bis 15% (Abbildung 5-6 A) auf jetzt 25% (Abbildung 5-6
D). Die Zahl der mit DNA transfizierten überlebenden Zellen hat sich dabei von 30
auf 40% gesteigert. Sie kann durch Erhöhung der Pulslänge, Pulszahl und Spannung
noch auf über 50% vergrößert werden, was die Zahl der insgesamt zu screenenden
Zellen verringert. Allerdings sinkt mit dieser Steigerung der transformierten Zellen die
Überlebensrate auf nur noch 5 – 10%. Die effektiv transfizierte Zellzahl ist dann mit
ca. 11% so gering, dass der positive Effekt für das Screenen nicht mehr ins Gewicht
fällt, weil sich die Zahl der zu transfizierenden Zellen damit verzehnfachen würde.
Zusammenfassend beträgt für HEA125 die optimale Menge der pro Küvette einge-
setzten DNA 10 - 15 µg (Abbildung 5-6 D) und die optimale Zellzahl pro Küvette ist
1·107. Die Elektroporation ist am Effizientesten, wenn sie mit 1 Puls (Abbildung 5-6
C), einer Pulslänge von 2 ms (Abbildung 5-6 B) und einer Spannung von 450 V
(Abbildung 5-6 C) durchgeführt wird. Die Transfektionsrate ist am Höchsten, wenn
die Zellen vor der Elektroporation in der Küvette 10 min mit der Ziel-DNA auf Eis
inkubiert werden. Nach der Transfektion müssen die Zellen innerhalb von 30 s in
warmes Kulturmedium überführt werden, sonst sinkt die Überlebensrate bei gleich
bleibender Transfektionsrate erheblich. Diese Bedingungen wurden in allen weiteren
Versuchen als Standard für die Elektroporation von HEA125 verwendet.



Ergebnisse 72

5.4 Chimärisierung der leichten Kette
Die Immunglobulin (Ig) leichte Kette des HEA125 Antikörpers ist vom Typ Kappa (κ)
(Moldenhauer et al. 1987). Im Zuge der Humanisierung der leichten Kette musste die
konstante Domäne der Maus Ig κ Kette (IGKC) durch die humane IGKC Domäne
ersetzt werden. Dafür wurde durch homologe Rekombination die DNA, die im Genom
der Maus Hybridomzelllinie HEA125 die IGKC Domäne kodiert, durch humane IGKC
kodierende DNA (= Huκ Ziel-DNA) ausgetauscht. Dieses Vorgehen ist in Abbildung
5-1 schematisch dargestellt.

5.4.1 Plasmid-DNA zur IGKC Humanisierung
Die Nukleotidsequenzen der murinen und humanen Antikörpersequenzen sind be-
kannt (Lefranc und Lefranc 2001 und Onlinedatenbanken7). Es gibt in beiden Org a-
nismen nur ein funktionelles Gen für die konstante Kappa Domäne. Dieses ist beim
Menschen im IGK Lokus auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 (Malcolm et al.
1982; Mc Bride et al. 1984) in Bande 2p11.2 kodiert (Emanuel et al. 1984).

Abbildung 5-7: Schematische Darstellung der pHuκ Ziel DNA. Humane genomische Bereiche sind
rot, relevante Exons orange dargestellt. Von der Maus stammende genomische Bereiche sind blau,
Exons türkis dargestellt. Das Klonierungsvektorrückgrat ist schwarz markiert. Bei der Klonierung
verwendete Restriktionsstellen sind, soweit noch vorhanden, schwarz dargestellt. Die Linearisierungs-
stellen sind rot markiert. Die Größen der einzelnen Elemente entsprechen den Längen der Sequen-
zen. Ein Maßstab, der die Länge von 250 bp repräsentiert, ist unten links abgebildet.

                                               
7 http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway (Mensch und Maus); www.gdb.org/hugo (Mensch);
www.ncbi.nlm.nih.gov/locuslink (Mensch und Maus); http://imgt.cines.fr (Mensch und Maus)
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Bei der Maus liegt der IGK Lokus auf Chromosom 6 (Martinez-Jean et al. 2001).
Anhand der Datenbanksequenzen für den kodierenden Maus-IGKC Lokus wurde
zunächst mit dem Programm BlastN aus HUSAR8 die Sequenz L80040 isoliert. Sie
enthält den Mus musculus IGKC Keimbahnlokus (J1-J5 und Cκ) inklusive der flankie-
renden Bereiche. Anhand dieser Sequenz wurden Primerpaare zur Amplifizierung
des 5’ flankierenden Bereiches (P1 & P2) und des 3’ flankierenden Bereiches (P3 &
P4) der Maus IGKC Domäne entworfen (Primersequenzen siehe Tabelle 4-1). An
DNA von HEA125 Zellen wurden mit beiden Primerpaaren PCRs durchgeführt und
die Produkte nacheinander in den Klonierungsvektor pBS II SK (+) eingesetzt, zuerst
der 5’ flankierende Bereich und anschließend der 3’ flankierende Bereich. Die hierzu
benötigten Restriktionsstellen wurden von den jeweiligen Primern mitgebracht.
Anschließend wurde mit den Primern P5 & P6 (Tabelle 4-1) an humaner DNA der
humane IGKC Lokus amplifiziert und zwischen die 5’ und 3’ flankierenden Mausbe-
reiche in das Humanisierungsplasmid pHuκ ligiert. In Abbildung 5-7 ist der Aufbau
des Plasmides dargestellt.

5.4.2 Homologe Rekombination
Plasmid-DNA kann in zirkulärer und in linearer Form in Zielzellen eingeschleust wer-
den, wobei linearisierte DNA häufiger zu einem Austausch von DNA durch homologe
Rekombination führt (Abbildung 4-1). Liegt die Linearisierungsstelle außerhalb der
Homologiearme, wird der Anteil der homologen Rekombinationsereignisse gegen-
über unspezifischen Integrationen erhöht (Mocikat et al. 1997; Kang und Shulman
1991; Hasty et al. 1991). Daher wurde die pHuκ DNA vor der Transfektion in die
HEA125 Zellen mit dem Restriktionsenzym ApaLI verdaut. ApaLI schneidet das
Plasmid pHuκ zweimal im bakteriellen pBS II SK (+) Vektorteil. Die Schnittstellen
liegen jeweils über 700 bp entfernt von den Enden der Homologiearme (Abbildung
5-7). Eine Notwendigkeit, die homologen Sequenzen des Vektors mit der Ziel-DNA
nach dem Verdau vom übrigen bakteriellen Plasmid zu trennen, besteht nicht (Hasty
et al. 1991). Daher wurde zugunsten der Ausbeute, und um keine Verunreinigungen
(z.B. Agarosegelrückstände) in die Ziel-DNA einzubringen, auf eine Abtrennung des
herausgeschnittenen Bakterienvektorstücks verzichtet.
Das Einschleusen der linearisierten, doppelsträngigen Ziel-DNA erfolgte durch E-
lektroporation. Die für HEA125 optimale Vorgehensweise dabei ist in Abschnitt 5.3
beschrieben. Anfangs wurden pro Durchgang 1·108 HEA125 Zellen transfiziert. Das
entspricht 100 ml Suspensionskultur in 10 Elektroporationsküvetten. Rein rechne-
risch entstünden so bei einer homologen Rekombinationsfrequenz von 10-7 Zellen
                                               
8 Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources, DKFZ; http://husar.dkfz-heidelberg.de
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und einer Transfektionseffizienz von ca. 25 % (Abbildung 5-6 D) nur 4 positive Zellen.
Später wurde die Zahl der pro Durchgang transfizierten Zellen verfünffacht (siehe
Abschnitt 5.4.3)

5.4.3 Identifizierung und Isolierung homolog rekombinierter Zellen
Frühestens 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit FITC gekoppel-
tem Ziege anti Maus Kappa und PE gekoppeltem, Maus absorbiertem Ziege anti
Mensch Kappa Antikörper gefärbt und mittels FACS die PE positiven Zellen isoliert.
Weil es bei mehrfacher Wiederholung mit dieser Vorgehensweise nicht gelang, eine
homolog rekombinierte, humane Kappa Ketten exprimierende Zelle zu isolieren,
wurde die Zahl der pro Durchgang transfizierten Zellen verfünffacht. Außerdem wur-
de das gesuchte Signal der humane Kappa Ketten exprimierenden Zellen verstärkt,
indem der Ziege anti Mensch Kappa Antikörper nicht PE gekoppelt sondern biotiny-
liert verwendet und dann mit Streptavidin-PE gefärbt wurde. So binden wesentlich
mehr PE Moleküle an die Zielzellen, als bei Verwendung des direkt PE-markierten
Antikörpers.

Abbildung 5-8: Isolierung humane Kappa-Ketten exprimierender Zielzellen. Zellen, in denen
durch homologe Rekombination im Genom das Exon der murinen (in der schematischen Darstellung
grün) durch die humane (blau) konstante Kappa Domäne ausgetauscht wurde, exprimieren auf ihrer
Oberfläche gegenüber den Ausgangszellen veränderte Antikörper. Diese haben humane leichte
Ketten (blau), die sich durch Zweitantikörper markieren lassen. Dazu wurden die Zellen 48 h nach der
Transfektion mit Ziege anti Maus Kappa-FITC (grün) und Ziege anti Mensch Kappa-
Biotin/Straptavidin-PE (rot) Antikörpern gefärbt. Durch Zugabe von PI wurden die toten Zellen ausge-
schlossen. Im FACS wurden 3·108 Zellen analysiert (rechts) und daraus 400 PE positive Zellen (Regi-
on R4) in Pools von je 100 Zellen in eine 96-Loch-Platte sortiert. FI = Fluoreszenzintensität.
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Abbildung 5-9: Identifizierung humane Igκ Ketten exprimierender Zielzellen im ELISA. Mittels
FACS wurden 4 Pools von Zellen isoliert, die ein für menschliche konstante Kappa Domänen positives
Signal erzeugten (siehe Abbildung 5-8). Überstände dieser Pools wurden im ELISA auf das Vorhan-
densein von Antikörpern mit humanen Kappa-Ketten getestet. Die Platte war mit Ziege anti Mensch
IgG Antikörpern beschichtet. Nach Inkubation mit den Überständen der 4 Pools wurden monoklonaler
Biotin gekoppelter Ziege anti Mensch κ Antikörper und Streptavidin-POX hinzugefügt und anschlie-
ßend die Substratreaktion durchgeführt. Spalte 1+2 enthalten als Positivkontrolle definierte Konzent-
rationen menschlichen IgGs (0 - 100 ng/ml). Die letzte Spalte enthält als Negativkontrolle den Über-
stand von wt HEA125 Zellen.

Abbildung 5-10: Anreicherung der humane Igk Ketten exprimierenden Zielzellen. Die Zellen aus
dem im ELISA für humane konstante Kappa Domänen positiven Pool (Abbildung 5-9) wurden mit
Ziege anti Maus Kappa-FITC und Ziege anti Mensch Kappa-Biotin/Straptavidin-PE Antikörpern ge-
färbt. Durch Zugabe von PI wurden die toten Zellen ausgeschlossen. Im FACS wurden die Zellen
analysiert und aus dem Pool 0,8% PE positive Zellen isoliert (Region 4), die weiter expandiert wurden.
FI = Fluoreszenzintensität.
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Unter diesen modifizierten Bedingungen wurden im FACS-Sorter aus der Suspensi-
onskultur der transfizierten Zellen 4 Pools von je 100 PE-positive Zellen isoliert
(Abbildung 5-8). Diese Zellen wurden expandiert und die Überstände der dicht ge-
wachsenen Kulturen im ELISA auf das Vorhandensein humaner konstanter Igκ Ket-
ten getestet. Abbildung 5-9 zeigt, dass drei der isolierten Zellsuspensionen negativ
sind, also im FACS nur falsch positive Zellen isoliert wurden. Der Überstand von
Zellpool 2 ergab aber bei der Färbung mit anti Mensch κ Antikörpern ein positives
Signal.
Die in Pool 2 (Abbildung 5-9) enthaltenen, humane Igκ Ketten exprimierenden Zellen
wurden durch erneutes FACS Sortieren angereichert (Abbildung 5-10), wobei vor der
Anreicherung 0,8% der in dem Pool enthaltenen Zellen mit anti Mensch kappa Anti-
körper gefärbt wurden. Da in jeden Pool ursprünglich 100 Zellen sortiert wurden, war
darunter also wahrscheinlich nur eine einzige positive Zelle (0,8% ≅ 1/100), wenn
davon ausgegangen wird, dass die homolog rekombinierten Zellen gleich schnell
wachsen, wie die HEA125 Ausgangszellen. Um ganz sicher Einzelzellklone zu er-
zeugen, wurden die sortierten Zellen trotzdem anschließend limitiert verdünnt und
einzeln auf Maus Feeder-Zellen expandiert. Die resultierende Zelllinie wurde mit der
Bezeichnung HEA-Huκ versehen.

Es ist also möglich mittels FACS Ereignisse zu sortieren, deren Auftrittswahrschein-
lichkeit bei 1 von 107 Zellen oder noch weniger liegt. In diesem Fall konnte eine posi-
tive Zelle aus 3·108 Zellen isoliert werden.
Bei einer Transfektionsrate von 30 bis 40% der überlebenden Zellen (Abbildung 5-6
D) bedeutet das für die Frequenz der homologen Rekombination, dass sie in diesem
Versuchsansatz nicht 1/107 sondern nur ungefähr 1/108 beträgt.
Weiterhin wurde hier gezeigt, dass homolog rekombinierte Zellen isolierbar sind,
ohne dass ein zusätzliches, selektionierbares Gen in die Umgebung des Zielgenortes
mit eingeführt wird.

5.4.4 Produktion und Reinigung der HEA-Huκ Antikörper
Um den HEA-Huκ Antikörper weiter analysieren zu können, wurden die Zellen in
miniPERM Bioreaktoren kultiviert. Hier wachsen die Zellen in einem vom Medium
semipermeabel getrennten Kompartiment und unter ständiger Bewegung zu einer
zehnfach höheren Dichte, als in normalen Suspensionskulturen. Die dabei ins Medi-
um sezernierten Antikörper akkumulieren im Zellkompartiment, weil sie im Gegensatz
zu Nährstoffen und Stoffwechselprodukten der Zellen die Membran (durchlässig bis
12,5 kDa) nicht passieren können. Die so hergestellten Antikörper liegen, verglichen
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mit der Produktion in normalen Kultur- und Rollerflaschen, in einer relativ hohen
Konzentration vor und lassen sich daher auch einfacher reinigen.
Zum Reinigen wurde der antikörperhaltige Überstand der Kulturen an eine Protein A
Sepharose Matrix gebunden, extensiv gewaschen und bei pH 3,2 eluiert. Anschlie-
ßend folgte eine Dialyse gegen PBS zur Neutralisierung.
Auf diese Weise wurden 34 mg HEA-Huκ Antikörper produziert. Der gereinigte Anti-
körper wurde im SDS-Gel analysiert (Abbildung 5-11). Er liegt in sehr sauberer Form
vor. Es ist zu sehen, dass die chimäre leichte Kette von HEA-Huκ im SDS-Gel etwas
langsamer als die murine Variante von HEA125 läuft. Die Ursache hierfür liegt wahr-
scheinlich in den unterschiedlichen Ladungen der konstanten Domänen der Kappa
Ketten von Maus (PI = 5,2) und Mensch (PI = 5,7), wie in Abschnitt 7.2 diskutiert. In
der Spur von HEA-Huκ ist kein Signal mehr für die von der Maus stammende Kappa
Kette vorhanden. Damit ist hier gezeigt, dass die isolierte Zelllinie nur HEA-Huκ Anti-
körper und keine HEA125 Antikörper mehr produziert, also keine wt-HEA125 Zellen
mehr enthalten sind. Außerdem kann ausgeschlossen werden, dass die HEA-Huκ
Zellen zusätzlich zu der humanen konstanten Kappa Kette noch murine konstante
Kappa Ketten exprimieren.

Abbildung 5-11: Analyse des HEA-Huκ Antikörpers im SDS-Gel. 12 µg des gereinigten HEA-Huκ
Antikörpers und zum Vergleich 12 µg HEA125 Antikörper wurden in einem SDS-10% Polyacrylamid-
gel aufgetrennt und mit Serva blue gefärbt.

Der HEA-Huκ Antikörper wurde im Western Blot weiter analysiert (Abbildung 5-12).
Aufgetragen wurden zum Vergleich jeweils gereinigte HEA-Huκ Antikörper, HEA125
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Antikörper und menschliche Kappa Ketten aus dem Urin eines Myelom-Patienten.
Diese wurden dann mit Ziege anti Mensch bzw. Maus Kappa und Ziege anti IgG1
Antikörpern angefärbt. Auch hier zeigt sich, dass der neu generierte Antikörper eine
humane und keine murine konstante Kappa Kette mehr besitzt. Der original HEA125
Antikörper reagiert dagegen erwartungsgemäß deutlich mit dem Ziege anti Maus
Kappa Zweitantikörper.

Abbildung 5-12: Analyse des HEA-Huκ Antikörpers im Western Blot. Vergleichend wurden die
gereinigten HEA-Huκ und HEA125 Antikörper sowie gereinigte menschliche Kappa Ketten im SDS-
10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Anschließend wurde die
Membran jeweils mit biotinylierten Ziege anti Mensch Kappa, Ziege anti Maus Kappa bzw. Ziege anti
Maus IgG1 Antikörpern inkubiert. Nach Zugabe von Streptavidin-AP wurde der Blot mit BCIP/NBT
entwickelt.

Beide Antikörper zeigen allerdings eine leichte Kreuzreaktion mit der Kappa Kette der
jeweils anderen Spezies. Bei beiden Antikörpern handelt es sich um gepoolte Antise-
ren von Ziegen. Diese wurden mit humanen Myelomproteinen mit leichten Ketten
vom Typ Kappa bzw. mit murinen Paraproteinen mit leichten Kappa Ketten immuni-
siert. Der Ziege anti Maus Kappa Antikörper ist nur gegen Maus Lambda vorabsor-
biert, aber nicht gegen Mensch Kappa. Da er aber die leichte Kette aus der Myelom-
zelllinie wesentlich stärker färbt als die von HEA-Huκ, scheint die Kreuzreaktion im
Wesentlichen von den jeweiligen variablen Domänen abzuhängen. Der Ziege anti
Mensch Kappa Antikörper ist gegen Maus Immunglobulin und Mensch Lambda
leichte Ketten vorabsorbiert. Dennoch reagiert er mit der von der Maus stammenden
Kappa Kette.
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Außerdem kreuzreagieren beide Antikörper auch mit den schweren Maus IgG1 Ket-
ten.
Der Ziege anti Maus IgG1 Antikörper weist bei HEA-Huκ und HEA125 deutlich die
schweren Maus IgG1 Ketten nach. Er kreuzreagiert aber auch mit den leichten Ket-
ten der Maus und Mensch Antikörper, obwohl er gegen alle anderen Mausimmunglo-
bulin Isotypen und damit auch leichte kappa Ketten, vorabsorbiert wurde.

5.4.5 Der HEA-Huκ Antikörper bindet spezifisch an EpCAM
Bei der Humanisierung der konstanten Domänen kann die Spezifität des Antikörpers
verloren gehen, wenn sich durch Einführung der humanen Domänen die Konformati-
on des Antikörpermoleküls ändert. Deshalb wurde im Western Blot und im Bindungs-
experiment überprüft, ob der HEA-Huκ Antikörper mit der humanen IGKC Domäne
immer noch die Fähigkeit besitzt, sein Antigen EpCAM in nativer und denaturierter
Form zu erkennen, wie das beim murinen HEA125 Antikörper der Fall ist.

Abbildung 5-13: Überprüfung der HEA-Huκ Spezifität im Western Blot. Lysate von Colo205
(EpCAM+) und Raji (EpCAM-) Zellen sowie das rekombinant hergestellte Protein EpCAM wurden im
SDS-10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Anschließend wurden
die Membranen jeweils mit dem monoklonalen anti EpCAM Antikörper EpCAM 33.2 bzw. gereinigtem
HEA125 oder HEA-Huκ Antikörper inkubiert. Im letzten Schritt wurden die 1. Antikörper mit Alkalische
Phosphatase gekoppelten Ziege anti Maus 2. Antikörpern markiert und der Blot mit BCIP/NBT entwi-
ckelt.
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Im Western Blot erscheint sowohl mit HEA125 als auch mit HEA-Huκ Antikörpern ein
deutliches Signal im Colo-Lysat, während beide Antikörper mit EpCAM negativem
Raji-Lysat nicht reagieren (Abbildung 5-13). EpCAM hat unglycosyliert ein Molekular-
gewicht von 34 kDa, läuft im SDS-Gel aufgrund der Glycosylierungen aber ungefähr
bei 38 kDa. Normalerweise wird durch das Versetzen der Proteinproben mit SDS ein
größenabhängiger Ladungsausgleich zwischen den Proteinen geschaffen. Dadurch
dass die hydrophilen Zucker glycosylierter Proteine aber kein SDS binden, entsteht
ein anderes Ladungs-Masse-Verhältnis und die Proteine laufen größer. Es ist be-
schrieben, dass die meisten Karzinomzelllinien drei verschiedene EpCAM Formen
von ungefähr 38, 40 und 42 kDa produzieren (Litvinov et al. 1994a).
Beide Antikörper, HEA125 und HEA-Huκ detektieren auch rekombinantes EpCAM.
Bei diesem wurden der cytoplasmatische Teil und die Transmembrandomäne dele-
tiert, daher läuft es bei 34 kDa.
Als Positivkontrolle sind die verschiedenen Proben auch mit dem von G. Moldenhau-
er generierten monoklonalen Hybridomantikörper EpCAM33.2 (nicht publiziert) inku-
biert worden. EpCAM33.2 reagiert spezifisch mit einem anderen Epitop des EpCAM
Moleküls als HEA125 und HEA Huκ  und erzeugt im Western Blot ein wesentlich
stärkeres Signal. Für therapeutische Zwecke ist der EpCAM33.2 Antikörper aber
gegenüber HEA125 ungeeignet, weil er nur denaturiertes EpCAM, aber kein natives
Antigen auf der Oberfläche von Tumorzellen erkennt.

Das native EpCAM Protein auf der menschlichen Colonkarzinom-Metastase-Zelllinie
Colo205 wurde im Bindungsexperiment von HEA-Huκ Antikörpern gebunden, ebenso
wie erwartungsgemäß von HEA125 Antikörpern (Abbildung 5-14). Die Bindung ist
spezifisch, an der EpCAM negativen humanen B-Zelllinie Raji wurde mit beiden Anti-
körpern kein Signal erhalten.
Der murine Antikörper HD20 ist spezifisch für einen menschlichen Immunglobulin
Idiotyp und diente als Negativkontrolle. So wurde gezeigt, dass die Colo205 Zellen
nicht schon allein durch die Zweitantikörper gefärbt wurden.
Der murine anti HLA A, B, C Antikörper W6/32 diente als Positivkontrolle, er bindet
sowohl Colo205 als auch Raji Zellen. Der Zweitantikörper Ziege anti Mensch Kappa-
FITC ist mit W6/32 aber negativ, da W6/32 keine humane Kappa Kette aufweist.
Bei der Färbung von Colo205 gebundenem HEA125 Antikörper mit Ziege anti Maus
Kappa-FITC bzw. Ziege anti Mensch Kappa-FITC Antikörpern ist ein positives Signal
erwartungsgemäß nur für Maus Kappa zu erkennen. Im Gegensatz zu der im Wes-
tern Blot beobachteten Kreuzreaktion desselben Ziege anti Mensch Kappa Antikör-
pers in biotinylierter Form (Abbildung 5-12), kreuzreagiert dieser Antikörper im Bin-
dungsexperiment nicht mit den Maus Kappa Ketten von HEA125.
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Abbildung 5-14: Durchflusszytometrische Analyse der in vivo Reaktivität von HEA-Huκ . Die
Antikörper HD20 (irrelevant), W6/32 (anti HLA A,B,C), HEA125 (anti EpCAM) bzw. HEA-Huκ wurden
mit Colo205 (EpCAM+) Zellen (rote Kurven) bzw. Raji (EpCAM-) Zellen (schwarze Kurven) inkubiert.
Markierte Zellen wurden mit Ziege anti Maus IgG-FITC, Ziege anti Maus Kappa-FITC bzw. Ziege anti
Mensch Kappa-FITC identifiziert. Tote Zellen wurden durch PI-Färbung ausgeschlossen.

Der Ziege anti Maus Kappa-FITC Antikörper dagegen kreuzreagiert wie die biotiny-
lierte Variante im Western Blot mit der humanen Kappa Kette von HEA-Huκ. Diese
Kreuzreaktion bewirkt eine ca. 10%ige Verschiebung des negativen Signals in Rich-
tung der mit HEA125 Antikörpern erzeugten, erheblich stärkeren Fluoreszenzinten-
sität der Zellen. Diese Verschiebung ist auf Kreuzreaktion und nicht auf von HEA-
Huκ noch exprimierte Kappa Ketten zurück zu führen, weil bei der Auftrennung von
HEA-Huκ Antikörpern im SDS-Gel keine von der Maus stammenden Kappa Ketten



Ergebnisse 82

mehr nachgewiesen wurden (Abbildung 5-11). Es ist denkbar, wie schon für den
Ziege anti Maus Kappa-Biotin Antikörper im Western Blot erwähnt, dass der Ziege
anti Maus Kappa-FITC Antikörper mit den noch von der Maus stammenden variablen
Teilen von HEA-Huκ reagiert (siehe Abschnitt 5.4.4).

Der Gamma Ketten spezifische Ziege anti Maus IgG-FITC Antikörper erzeugte mit
HEA125 und HEA-Huκ ein positives Signal. Von HEA-Huκ wurde bisher die kon-
stante Region der leichten Kappa Kette humanisiert, der Antikörper enthält aber noch
die komplette murine IgG1 Domäne der schweren Kette. Daher kann er mit dem
Ziege anti Maus IgG-FITC Antikörper noch nachgewiesen werden.

Es wurde also gezeigt, dass der HEA-Huκ Antikörper mit dem gegenüber HEA125
humanisierten IGKC Lokus, ebenso wie der HEA125 Ausgangsantikörper, noch in
der Lage ist, sowohl das denaturierte als auch das native Antigen EpCAM zu binden.

5.4.6 Der HEA-Huκ Antikörper und der HEA125 Antikörper binden Ep-
CAM mit vergleichbarer Affinität

Um eine Aussage über die Affinität des HEA-Huκ Antikörpers treffen zu können,
wurde seine Fähigkeit mit der von HEA125 verglichen, die Bindung von FITC-
markiertem HEA125 an das Antigen EpCAM zu kompetieren. Colo205 Zellen wurden
dafür mit einer konstanten Menge HEA125-FITC und ansteigenden Mengen nicht
fluoreszenzmarkiertem HEA125 bzw. HEA-Huκ Antikörper inkubiert. Anschließend
wurde im FACS die Fluoreszenzintensität der Colo205 Zellen bestimmt. In Abbildung
5-15 sind die inhibitorischen Wirkungen des HEA125 und des HEA-Huκ Antikörpers
auf die HEA125-FITC Bindung an Colo205 dargestellt. Im Vergleich mit dem Aus-
gangsantikörper HEA125 zeigt sich, dass nach der Humanisierung der leichten Kette,
die Affinität des HEA-Huκ Antikörpers zu EpCAM geringfügig verringert ist. Die halb-
maximale Bindung des fluoreszierenden HEA125 Antikörpers wird mit 15 nM
HEA125 erreicht. Bei HEA-Huκ dagegen wird sie mit 20 nM Antikörper erreicht.
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Abbildung 5-15: Vergleich der HEA125 und HEA-Huκ Antikörper Affinitäten. Colo205 Zellen
wurden in Gegenwart steigender Mengen unmarkierter HEA125 und HEA-Huκ Antikörper (0 – 333
nM), mit 25 nM FITC gekoppeltem HEA125 Antikörper inkubiert. Nach 60 min wurde im FACS die
durchschnittliche Fluoreszenzintensität (MFI) der Colo205 Zellen ermittelt. Die maximale Fluoreszenz
(in Abwesenheit von nicht markiertem Antikörper), mit einer MFI von 823, ist als 100 % HEA125-FITC
Bindung an Colo205 angegeben. 0 % Bindung entsprechen der Autofluoreszenz der Zellen mit einer
MFI von 5.

5.5 Chimärisierung der schweren Kette
Der HEA125 Antikörper hat eine schwere Kette vom Typ IgG1 (Moldenhauer et al.
1987). Die Chimerisierung soll nach dem gleichen Prinzip durchgeführt werden, wie
oben für die leichte Kette beschrieben (siehe Abschnitt 5.4). Die DNA, welche die
konstante Domäne der Maus IgG1 Kette kodiert (IGHG1), soll durch die humane
IGHG1 kodierende DNA (=HuIgG1 ZielDNA) ersetzt werden. Dies geschieht mittels
homologer Rekombination im Genom der Maus Hybridomzelllinie HEA125. Das
Vorgehen ist in Abbildung 5-1 schematisch dargestellt.

5.5.1 Konstruktion der ZielDNA (pHuIgG1)

Das Plasmid pHuIgG1 ist in Abbildung 5-16 schematisch dargestellt. Als Klonie-
rungsvektor wurde, wie für pHuκ, das Plasmid pBS II SK (+) verwendet. Zuerst wur-
den nacheinander die für die homologe Rekombination benötigten flankierenden,
nicht kodierenden Bereiche der Maussequenz in den Klonierungsvektor gesetzt. Die
Referenzen für die humanen und murinen genomischen Sequenzen sind auf Seite
72 angegeben. Anhand der Datenbanksequenzen für den kodierenden Maus-IGHG1
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Lokus wurde mit dem Programm BlastN aus HUSAR9 die Sequenz AB097849 ermi t-
telt. Sie enthält den Mus musculus IGHG1 Keimbahnlokus (CH1 –CH3) inklusive
mehrerer 1000 bp flankierender Bereiche und die genauen Intron/Exon Grenzen.
Anhand dieser Sequenz wurden Primerpaare zur Amplifizierung des 5’ flankierenden
Bereiches (P29 & P30) der konstanten Maus IgG1 Domäne in einer PCR an DNA
von HEA125 Zellen entworfen. Der 3’ flankierende Bereich wurde mit den Primern
P31 & P32 amplifiziert (Primersequenzen siehe Tabelle 4-1). Die für die Ligation in
den Klonierungsvektor benötigten Restriktionsstellen wurden von den jeweiligen
Primern mitgebracht.
Im nächsten Schritt wurde das humane IGHG1 Gen hergestellt, welches das Maus
IGHG1 Gen ersetzen soll. Es ist kodiert im IGH Lokus auf Chromosom 14 (Croce et
al. 1979) in Bande 14q32.33 am telomeren Ende des langen Arms (Kirsch et al.
1982; Mac Bride et al. 1982). Die Nukleotidsequenz der humanen konstanten Domä-
ne der schweren IgG1 Kette findet sich unter J00228 (Takahashi et al. 1982; Lefrank
und Lefrank 2001). Das IGHG1 Gen enthält drei Hauptexons, welche die CH1, CH2
und CH3 Domänen codieren, ein separates Hinge Exon zwischen CH1 und CH2 und
zwei Transmembranexons M1 und M2 downstream von CH3 (Lefrank und Lefrank
2001). Humanisiert werden nur die Exons CH1 bis CH3 inklusive der Verlängerung
SC (=secretion coding) am 3’ Ende von CH3, die durch alternatives Spleißen aus-
schließlich in der sezernierten Form von IgG1 enthalten ist. M1 und M2 werden nicht
humanisiert, da sie die Transmembrandomänen und den cytoplasmatischen
Schwanz der Transmembranform kodieren und in der therapeutisch relevanten
sekretierten Form nicht exprimiert sind.
Die Amplifikation des beschriebenen Bereiches wurde mittels PCR mit den Primern
P33 & P34 an humaner genomischer DNA durchgeführt (Primersequenzen siehe
Tabelle 4-1). Bei der Sequenzierung verschiedener klonierter PCR-Produkte zeigte
sich, dass die Primer auch die kodierenden Bereiche anderer Antikörper-Isotypen
vervielfältigen. Ein Klon mit der korrekten konstanten Region der humanen IGHG1
Domäne wurde isoliert und in den Klonierungsvektor ligiert. Dieser wurde dazu zwi-
schen den beiden flankierenden Maus DNA Bereichen mit MscI und EcoRV geöffnet,
wodurch der mitamplifizierte kodierende Maus IGHG1 Bereich herausgeschnitten
wurde und auch die beiden Schnittstellen verloren gingen. Da sich das humane PCR
Produkt nicht mit stumpfen Enden ligieren ließ, wurde ein Stück kurze HindIII Linker-
DNA eingefügt. Beim Schneiden der DNA mit HindIII wurden überhängende Enden
produziert und damit die Ligation erleichtert. Die Primer P33 & P34 brachten die

                                               
9 Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources, http://husar.dkfz-heidelberg.de
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entsprechenden HindIII Schnittstellen mit, über welche die amplifizierte humane DNA
abschließend in den Linker ligiert wurde.

Abbildung 5-16: Schematische Darstellung der pHuIgG1 Ziel DNA. Humane genomische Bereiche
sind rot, relevante Exons orange dargestellt. Von der Maus stammende genomische Bereiche sind
blau, Exons türkis dargestellt. Das Klonierungsvektorrückgrat ist schwarz markiert. Bei der Klonierung
verwendete Restriktionsstellen sind, soweit noch vorhanden, schwarz dargestellt. Die Linearisierungs-
stellen sind rot markiert. Die Größen der einzelnen Elemente entsprechen den Längen der Sequen-
zen. Ein Maßstab, der die Länge von 400 bp repräsentiert, ist unten links abgebildet.

5.5.2 Transformation und Isolierung homolog rekombinierter Zielzellen
Die pHuIgG1 Plasmid DNA (Abbildung 5-16) wurde mit dem Restriktionsenzym SspI
linearisiert und anschließend, wie in Abschnitt 5.4.2 für die Chimerisierung der leich-
ten Kette beschrieben, per Elektroporation in 5·108 HEA-Huκ Zellen eingeschleust.

Abbildung 5-17: Isolierung humane IgG1-Ketten
exprimierender Zielzellen. 3 Tage nach der
Transfektion wurden die Zellen mit Ziege anti Maus
IgG1-FITC und Ziege anti Mensch IgG-
Biotin/Straptavidin-PE Antikörpern gefärbt. Durch
Zugabe von PI wurden die toten Zellen markiert. Im
FACS wurden 5·108 Zellen analysiert und daraus
15000 PE positive Zellen (Region 3) in Pools von je
100 Zellen in 96-Loch-Platten sortiert. FI =
Fluoreszenzintensität.

Drei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen mit FITC gekoppeltem Ziege anti
Maus IgG1 und Maus absorbiertem, biotinyliertem Ziege anti Mensch IgG1 Antikör-
per gefärbt. Nach Zugabe von Streptavidin-PE wurden mittels FACS die PE positiven
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Zellen aus Region 3 in 150 Pools mit je 100 Zellen isoliert. Während des Sortierens
zeigte sich im FACS bei der Anzeige von 1·108 Zellen eine Subpopulation von ca. 8
Zellen, die im PE positiven Bereich mit einer MFI von ca. 2·103 in einem sehr engen
Fluoreszenzfenster beieinander lagen. Es sah also so aus, als gäbe es in der Sus-
pensionskultur der transfizierten Zellen eine Subpopulation, die humanes IgG1 pro-
duziert. Noch am selben Tag zeigte sich allerdings, dass der Sorter zwar 100 sor-
tierte Signale pro Zellpool angezeigt hatte, in den Kulturen aber durchschnittlich nur
ca. 3-5 Zellen enthalten waren. Diese wurden in 96-Loch-Platten drei Wochen kulti-
viert, bis die Böden der Kulturen zum Großteil mit Zellen bedeckt waren. Anschlie-
ßend wurden die produzierten Antikörper aus den Kulturüberständen im ELISA ana-
lysiert. Zu dem Zweck wurden die ELISA Platten mit Ziege anti Mensch IgG (schwere
und leichte Kette) Antikörpern beschichtet. Diese Platten wurden mit den antikörper-
haltigen Überständen der Zellpools bzw. HEA-Huκ Kulturüberstand als Negativkon-
trolle und menschlichem IgG1 (100 ng/ml) als Positivkontrolle inkubiert. Menschliche
CH2 bis CH3 γ-Immunglobulin Domänen wurden mittels Peroxidase gekoppeltem
Ziege anti Mensch IgG Fc Antikörper und anschließender Farbreaktion nachgewie-
sen.
In keinem der isolierten Zellpools waren Zellen enthalten, die Antikörper mit humanen
konstanten IgG-Ketten produzierten. Die Negativkontrolle mit HEA-
Huκ Kulturüberstand zeigt in diesem Nachweisverfahren keinerlei Reaktion. Huma-
nes Immunglobulin hingegen erzeugte ein sehr stark positives Signal.
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6 Ergebnisse: Bibliothek
Ausgehend von dem komplett chimerisierten Antikörper Hu-HEA125 soll eine Biblio-
thek humaner Hybridomantikörper mit unterschiedlichen Spezifitäten erzeugt werden.
Das Verfahren zur Bibliotheksherstellung beruht auf dem Austausch der aktiven
variablen Antikörperdomänen mittels spezifischer Rekombination (Abbildung 6-1). Im
Fall der schweren Kette kommt das Cre/loxP, bei der leichten Kette das FLP/frt Sys-
tem zum Einsatz. So werden die Gene, die in der Maus Hybridomzelle Hu-HEA125
die variablen Domänen der schweren und leichten Ketten kodieren, durch alle mögli-
chen menschlichen Vλ/J, Vκ/J und VH/D/J Kombinationen ersetzt. Abbildung 6-1 zeigt
eine Übersicht über diese Vorgehensweise.
Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf das Vorgehen zur Flankierung der akti-
ven HEA125 VH Domäne mit loxP Stellen und den anschließenden Kassettenaus-
tausch dieser Domäne. Wenn das Prinzip für  VH gezeigt ist, kann der Weg für VL

ganz analog und relativ schnell gegangen werden.

6.1 Flankierung der VH Domäne mit loxP Stellen
Voraussetzung für den Austausch der Hu-HEA125 variablen Antikörperdomänen
durch spezifische Rekombination ist das Vorhandensein von Erkennungssequenzen
für die Rekombinasen, wie z.B. Cre und FLP. Soll ein Gen per Cre/loxP oder FRT/flp
Kassettenaustausch durch ein anderes ersetzt werden können, müssen beide von
den gleichen Paaren spezifischer Rekombinationsstellen flankiert werden (siehe
Abbildung 6-1). Im Falle der variablen Domäne der schweren Kette soll der Kasset-
tenaustausch durch das Cre/loxP System vermittelt werden. Als Erkennungssequen-
zen dienen die heterospezifischen Erkennungsstellen loxP und loxP511 (Abbildung
4-2). Sie unterscheiden sich durch eine Mutation in der Spacerregion und sind daher
miteinander nur wenig kompatibel, so dass die dazwischenliegende Kassette über-
wiegend gegen eine andere ausgetauscht, als nur ausgeschnitten wird.
Die Einführung der Erkennungsstellen muss final in den komplett chimerisierten Hu-
HEA125 Antikörper passieren. Weil dieser noch nicht zur Verfügung stand, wurde im
Folgenden zunächst mit dem von der Maus stammenden Wildtyp-HEA125 Antikörper
und später mit HEA-Huκ gearbeitet.
Hat die Einführung der Erkennungsstellen einmal funktioniert, lässt sie sich mit den
dann vorhandenen Plasmiden verhältnismäßig schnell auch in den Zellen wiederho-
len, die komplett chimäre Antikörper produzieren.
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Abbildung 6-1: Verfahren zur Herstellung einer humanen Hybridomantikörperbibliothek ausge-
hend von Hu-HEA125. Dargestellt sind die Homologen Rekombinationen, mittels derer die loxP
bzw.FRT Stellen ins Genom der Hu-HEA125 Zellen eingebracht werden (rechts). Die resultierende
Veränderung des produzierten Antikörpers ist jeweils mit dargestellt (links). Mittels rekombinasever-
mitteltem Kassettenaustausch an den spezifischen Rekombinationsstellen werden die in HEA125
aktiven variablen Domänen der schweren und leichten Kette ausgetauscht, gegen zufällige Kombina-
tionen PCR amplifizierter humaner schwerer und leichter Ketten (unten). Es resultiert eine Bibliothek
aus Hybridomzellen, die auf ihrer Oberfläche Antikörper zahlreicher verschiedener Spezifitäten expri-
mieren. P = Plasmidkonstrukt, C = Chromosom, orange = in HEA125 aktive variable Domänen, bunt =
PCR amplifizierte humane variable Domänen.
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Abbildung 6-2: Konservierte Regionen in der Umgebung von IGHV/D/J. Mit dem Programm
Clustal aus HUSAR wurden Alignments aus Maus und Mensch Keimbahnsequenzen erstellt. In diesen
sind konservierte Sequenzbereiche ihrem Homologiegrad entsprechend farbig gekennzeichnet. Blau
entspricht 100%, rot ≥75% und gelb ≥50% Konservierung. Intron/Exon Grenzen sind oberhalb der
Sequenzen markiert. Die Insertionsstelle für die loxP bzw. loxP511 Stelle sind oberhalb der Sequenz
mit Pfeilspitzen (V) markiert. A: Übergang 5’-flankierendes Intron/IGHV. Die genomische Sequenz
von HEA125 wird mit Vertretern verschiedener Subgruppen von Maus und Mensch IGHV-
Keinbahnsequenzen verglichen. B: Übergang IGHJ/3’-flankierendes Intron. Alle funktionellen Maus
und Mensch IGHJ Keinbahngenorte werden mit der genomischen Sequenz von HEA125 verglichen.

6.1.1 Positionierung der loxP Stellen im Zielzellgenom
Die Einführung der spezifischen Rekombinatiossequenzen für den Kassettenaus-
tausch der VH Domäne in das Genom der Hybridomzelle geschieht durch homologe
Rekombination. Zunächst mussten Positionen gefunden werden, in denen die loxP
Stellen möglichst störungsfrei in das HEA125 Genom inseriert werden können. Ziel
war es dabei, diejenigen auszutauschenden DNA-Bereiche möglichst kurz zu halten,
die über das exprimierte IGHV-Exon der variablen Domäne hinausgehen. Mit stei-
gender Länge der zu inserierenden DNA sinkt die Frequenz der homologen Rekom-

IGHJ   I   Intron

V    loxP511

B
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bination und vor allem des folgenden Kassettenaustausches. Dies wäre bei der Ge-
nerierung der Bibliothek von Nachteil. Die loxP Stellen sollten also möglichst nah am
5’- und 3’-Ende des in HEA125 aktiven VH-Exons positioniert werden. In direkter
Umgebung der Gene liegen aber in den Intronbereichen viele funktionell oder regu-
latorisch wichtige Elemente, wie Spleißstellen, Promotoren und Enhancersequenzen.
Solche Elemente sind unter den variablen Domänen einer Spezies, wie auch zwi-
schen unterschiedlichen Spezies, relativ stark konserviert. Deshalb wurden die Über-
gänge zwischen 5’-flankierendem Intron und IGHV (Abbildung 6-2 A) und IGHJ und
3’-flankierendem Intron (Abbildung 6-2 B) verschiedener funktioneller Maus und
Mensch Keimbahnsequenzen miteinander verglichen. In den Alignments werden
konservierte Bereiche durch farbige Kennzeichnung offensichtlich. Es zeigt sich,
dass 26 bp 5’ vom Leader-Exon die noch verhältnismäßig höher konservierten Berei-
che enden. In dem Bereich 43 bp 5’ vom Leader-Exon liegt eine wenig konservierte
Region. Hier wurde die loxP-Stelle in die zu transfizierende Plasmid-DNA inseriert.
Am 3’-Ende des VH Exons sind nur die ersten sechs Nukleotide des angrenzenden
Introns stark konserviert, aber 92 Positionen downstream enden die letzten stark
konservierten Nukleotide. Hier wurde die loxP511-Stelle in die zu transfizierende
Plasmid-DNA inseriert.

Im Gegensatz zu den homologen Rekombinationen für die Chimerisierung erschien
es hier möglich, die Einführung der loxP Stellen in das Genom der Zielzellen mittels
homologer Rekombination mit einem positiv selektionierbaren Resistenzgen zu ver-
einfachen. Das Resistenzgen hätte nämlich, bei Miteinführung des Gens zwischen
den loxP Stellen, beim späteren Kassettenaustausch wieder aus dem Genom der
Zielzellen entfernt werden können. So wäre die Expression der Antikörpergene spä-
ter durch das Resistenzgen nicht weiter beeinflusst worden. Außerdem stören die
dabei zurückgelassenen loxP-Stellen an dieser Stelle nicht, sondern sind im Gegen-
teil das erwünschte Zwischenziel dieser Versuche.

Über das miteingeführte Resistenzgen sollten homolog rekombinierte Zielzellen an-
gereichert werden. Als Resistenzvermittler wurde das Gen der Neomycin-
Phosphoryltransferase II (NPTII) verwendet. In eukaryotischen Zellen exprimiert,
vermittelt NPTII diesen eine Resistenz gegen das Antibiotikum Neomycin bzw. des-
sen chemisches Derivat G418. Um die Selektion noch stringenter zu halten, wurde
das NPTII Gen ohne einen zusätzlichen Promotor in die Ziel DNA kloniert. Auf diese
Weise wurde die Zahl der G418 resistenten Transfektanten etwa um Faktor 100
reduziert, bei denen die Ziel DNA unspezifisch ins Genom integriert wurde. Nur we-
niger als 1% aller unspezifischen Integrationen liegen zufällig im Wirkungsbereich
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eines endogenen Promotors und führen so zu resistenten Zellen (Finger et al. 1988).
In homolog rekombinierten Zellen sollte das NPTII Gen hingegen exprimiert werden,
denn es steht dort unter dem Einfluss des sehr starken VH Promotors (Lefranc und
Lefranc, 2001). Es war im Gegenteil hier zu befürchten, dass eine zu starke NPTII-
Expression möglicherweise toxisch für die Zellen sein könnte. Daher wurden die loxP
Stellen derart eingeführt, dass die in der Region zwischen den inversen Wiederho-
lungen liegenden Startkodons 5’ vom NPTII Gen in Leserichtung, aber nicht im Le-
seraster inseriert wurden. Das Vorhandensein zweier falscher alternativer Transkrip-
tionsstarts sollte die Expression des NPTII Gens verringern.

6.1.2 Klonierung der pVH-loxP-NPTII Ziel DNA
Die Sequenz der aktiven variablen Domäne von HEA125 wurde mittels cDNA Se-
quenzierung bereits von F. Breitling und T. Kühlwein bestimmt (Breitling et al. 2001).
In einer PCR mit den Primern P13 & P14 (siehe Tabelle 4-1) an genomischer DNA
von HEA125 Zellen wurde zunächst der Bereich der in HEA125 aktiven VH Domäne
amplifiziert. Das Produkt dieser PCR beinhaltet auch die 5’ und 3’-flankierenden
Bereiche von IGHV/D/J, die zur Einführung der spezifischen Rekombinationsstellen
durch homologe Rekombination benötig werden. Über die von den Primern mitge-
brachten Restriktionsstellen wurde die hergestellte DNA in den Klonierungsvektor
pBSII SK (+) ligiert.

Abbildung 6-3: Schematische Darstellung der pVH-loxP-NPTII Ziel DNA. Das G418-Resistenz
vermittelnde NPTII Gen (grün), flankiert von loxP und loxP511 Stellen (hellgrün), wurde zwischen die
VH flankierenden Intronsequenzen aus dem Mausgenom (blau) und in den Klonierungsvektor pBS II
SK (+) (schwarz) ligiert. Bei der Klonierung verwendete Restriktionsstellen sind, soweit noch vorhan-
den, schwarz dargestellt. Die Linearisierungsstellen sind rot markiert. Die Größen der einzelnen Ele-
mente entsprechen den Längen der Sequenzen. Ein Maßstab, der die Länge von 250 bp repräsen-
tiert, ist unten links abgebildet.
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In den gering konservierten Bereichen, die zur Einführung der loxP Stellen ausge-
wählt wurden (siehe Abschnitt 6.1.1), lagen die jeweils einmaligen Erkennungsstellen
für die Restriktionsenzyme AvaI  und Bsu36I. Mit diesen wurde der Klonierungsvektor
geöffnet und ein Stück synthetische, doppelsträngige DNA eingefügt, deren Enden
mit denen des geöffneten Vektors kompatibel waren. Diese gepaarten Oligonukleoti-
de (P15 & P16) enthielten die beiden durch eine AatII Schnittstelle getrennten loxP
und loxP511 Stellen und ersetzten das Leader- und das VH Exon in dem Plasmid.
Über die eingeführte einmalige AatII Schnittstelle konnte der Klonierungsvektor er-
neut geöffnet und das NPTII-Gen eingebracht werden. Das NPTII Gen wurde in einer
PCR mit den Primern P17 & P18 von pEGFP-N3 DNA abgeschrieben. Eine schema-
tische Darstellung des Plasmids ist in Abbildung 6-3 gezeigt.

6.1.3 Transfektion der pVH-loxP-NPTII Ziel DNA in HEA125 und Selektion
homolog rekombinierter Zielzellen

HEA125 Zellen wurden mit der pVH-loxP-NPTII Ziel DNA transfiziert, die vorher mit
ApaLI im Vektorrückgrat geöffnet wurde (siehe Abbildung 6-3). Anschließend wurde
10 Tage lang mit G418 auf NPTII exprimierende Zellen selektiert. Die optimalen
Bedingungen für diese Selektion waren in vorangegangenen Tests für HEA125 und
die verwendete Charge G418 ermittelt worden (siehe Abschnitt 4.3.1). Nach der
Selektion waren aus der Ausgangssuspension nur noch diejenigen Zellen vorhan-
den, die im Genom hinter einem aktiven Promotor integriert die Ziel DNA enthielten.

Abbildung 6-4: Anreicherung homolog rekombinierter Zielzellen im FACS. Mit pVH-loxP-NPTII
Ziel DNA transfizierte HEA125 Zellen wurden nach 14 tägiger G418 Selektion mit biotinylierten GAM
IgG + IgM Antikörpern und Streptavidin-PE gefärbt und im FACS auf die Abwesenheit von Maus IgG
sortiert (R3, 5% Zellen mit der geringsten Fluoreszenzintensität).
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Im Genom der homolog rekombinierten Zielzellen wurde die variable Antikörperdo-
mäne durch das NPTII Gen ersetzt. Ohne variable Domäne ist aber kein Antikörper
mehr auf der Oberfläche der Zielzellen zu erwarten. Deshalb wurden, um die ge-
wünschten Zielzellen noch weiter anzureichern, aus diesen G418-resistenten Zellen
mittels FACS die Zellen isoliert, die keine Antikörper mehr auf der Oberfläche prä-
sentieren. Auf diese Weise wurde die Zahl der weiter zu analysierenden Zellen um
95% verringert (Abbildung 6-4).
Neben den homolog rekombinierten HEA125 Zellen exprimiert auch von den Wildtyp
HEA125-Hybridomzellen immer ein gewisser Anteil keinen Antikörper mehr auf der
Oberfläche. Von diesen Zellen unterscheiden sich die homolog rekombinierten in
keinem weiteren selektionierbaren Merkmal. Daher wurden abschließend die nun
noch in der Suspensionskultur enthaltenen Zellen per PCR auf das Vorhandensein
der durch homologe Rekombination entstandenen Übergänge zwischen NPTII Gen
und flankierenden Maus-Introns gescreent (Abbildung 6-5 A).
Um verschiedene Primerpaare an beiden Übergängen testen zu können, wurde
zunächst eine Positivkontrolle zur Auswahl geeigneter Primerpaare kloniert. Sie
besteht aus der pVH-loxP-NPTII Ziel DNA, in die am 5’ Ende weitere 80 bp und am 3’
Ende 507 bp der flankierenden Maus DNA Bereiche ligiert wurden (Abbildung 6-5 B).
Nach Transfektion von HEA125-Zellen mit dem linearisierten Positivkontrollplasmid
und G418 Selektion wurde die DNA dieser Zellen als Positivkontrolle für die PCRs
verwendet. Unspezifische Integration dieses Kontrollplasmides führt zur Entstehung
derselben Genorte, wie sie nach homologer Rekombination des Plasmides pVH-loxP-
NPTII ins HEA125 Genom entstehen, nicht aber nach dessen unspezifischer Integra-
tion.
Für den Nachweis des Übergangs nach homologer Rekombination am 3’ Ende wur-
den in 16 PCRs 4 verschiedene forward und 4 verschiedene reverse Primer in allen
Kombinationen getestet. Das deutlichste Ergebnis wurde mit den Primern P7 & P8
erzielt (1209 bp). Auch am 5’ Ende wurden 4 mal 4 Primer getestet, aber keine Kom-
bination gefunden, die ein eindeutiges Signal lieferte. Mit den Primern P9 & P10 und
P11 & P12 wurden schwache Banden von 2018 bzw. 2046 bp erzielt (Primersequen-
zen siehe Tabelle 4-1). Es stellte sich heraus, dass alle drei Primerpaare auch noch
in PCRs mit einem Templateverhältnis von einer Positivkontrollzelle zu 100 HEA125
Zellen im Agarosegel sichtbare Produkte liefern.
Dadurch konnte die Menge der zu screenenden Proben noch reduziert werden, in-
dem durch limitierte Verdünnung nicht Einzelzellklone, sondern 20er Pools herge-
stellt und deren Lysate in PCRs getestet wurden. Im ersten Durchgang wurden 20er
Pools von vier 96-Loch-Platten mit den Primern P7 & P8 auf einen korrekten Über-
gang am 5’-Ende getestet. Abbildung 6-5 C zeigt das Ergebnis des Screens von
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Abbildung 6-5: PCR-Screen auf homolog integrierte pVH-loxP-NPTII Ziel DNA im HEA125 Ge-
nom. A: Lage der Primer für den PCR-Screen. Dargestellt sind die genomischen Sequenzen nach
unspezifischer Integration und nach homologer Rekombination. Die Lagen der PCR-Primer sind als
schwarze Pfeile markiert. Blau: genomische HEA125 DNA. Grün: einzubringende loxP-NPTII-loxP511
DNA. Die PCR-Produkte vom 5’ Übergang sind als blaue Linie markiert, die vom 3’ Übergang als rote.
B: Genomische DNA Sequenz nach Integration des Positivkontrollplasmids. Legende: siehe A.
C: Screen auf homologe Rekombination am 3’ Ende. Jede Spur des Gels entspricht einer Suspen-
sionskultur (20-Zell-Pool) pro Loch einer 96-Loch-Platte. Die DNAs der Suspensionskulturen wurden
in PCRs mit den Primern P7 & P8 getestet. 4 Platten wurden gescreent, das Ergebnis von einer ist
hier gezeigt. Mit roten Pfeilen sind Spuren markiert, die positive Signale (1309 bp) für durch homologe
Rekombination entstandene 3’ Übergänge zeigen. Ausgewählt wurden davon insgesamt 6 mit relativ
starken Signalen, zwei dieser ausgewählten Klone sind in rot beziffert. Spur +: positiv Kontrolle
(HEA125 DNA mit integriertem Positivkontrollplasmid (siehe B), gegenüber den 20er Pools 20-fach
konzentriert). Spur –: Negativkontrolle (HEA125 DNA). D: Überprüfung des 5’ und 3’ Endes der in
C ausgewählten Klone. Die korrekten Übergänge am 3’ Ende in den 6 ausgewählten Kulturen wur-
den noch einmal verifiziert. Das 5’ Ende wurde mit zwei verschiedenen Primerpaaren (P9 & P10 und
P11 & P12) auf homologe Rekombination getestet. Klon 1 bis 4 zeigten im Gel auch hier positive
Signale (2018 bzw. 2046 bp). Spur +: Positivkontrolle (Doppelwerte). Spur –: Negativkontrolle (Drei-
fachwerte). Primersequenzen siehe Tabelle 4-1.

einer Platte. Die sechs positiven Pools, die in der PCR die stärkste Bande erzeugt
haben, wurden dann mit den Primern P9 & P10 und P11 & P12 auch auf das Vor-
handensein des korrekten 3’-Übergangs getestet (Abbildung 6-5 D). In den Pools 1
bis 4 war auch für diesen Übergang im Gel deutlich das korrekte Signal zu sehen. Es
waren in diesen 20er Pools also Zellen enthalten, die an der gewollten Stelle die

D
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homolog integrierten spezifischen Rekombinationsstellen und das NPTII Gen ent-
hielten. Bekräftigt wurde dieses Ergebnis durch Sequenzierung der am 3’ Ende er-
zeugten PCR-Bande. Sie enthielt exakt die nach homologer Rekombination zu er-
wartende Sequenz des 3’ Übergangs. Die schwache Bande am 5’ Ende ließ sich
nicht in einen Plasmidvektor ligieren und konnte daher nicht sequenziert werden.

Von den Zellen der vier positiven 20er Pools wurden durch limitierte Verdünnung
Einzelzellklone erzeugt, die, nachdem sie wieder hochgewachsen waren, erneut
getestet wurden. Die PCRs an genomischer DNA von 92 dieser Einzelzellklone mit
dem Primerpaar P7 & P8 ergaben in keinem Fall erneut ein positives Signal.
Da es hierfür keine Erklärung gab und die vorangegangenen Ergebnisse so viel-
versprechend waren, wurde das komplette Verfahren von der Transfektion bis zur
Einzelzellklonierung noch zwei weitere Male wiederholt. Es gelang jedes Mal Klone
zu isolieren, die positive Signale für korrekte Übergänge auf beiden Seiten der ins
Genom rekombinierten Ziel DNA erzeugten. Beim Test derselben Zellpools an darauf
folgenden Tagen war aber zu beobachten, dass das positive Signal schwächer wur-
de bzw. verschwand. Nach dem Hochwachsen der Einzelzellklone war es nie mehr
nachweisbar.

6.1.4 Alternative Einführung der loxP Stellen ins Zielzellgenom
Mögliche Erklärungen für das in Abschnitt 6.1.3 beobachtete Verschwinden der Ü-
bergänge, die nach Integration der pVH-loxP-NPTII Ziel DNA im Genom der HEA125
Zellen entstanden sind, wird in Abschnitt 7.6.1 diskutiert. Führt die starke NPTII Ex-
pression unter der Kontrolle des endogenen VH Promotors wirklich zu Nachteilen der
Zellen mit homolog integrierten Konstrukten, müsste damit gerechnet werden, dass
andere zwischen den loxP Stellen eingeführte Selektionsgene die gleiche Wirkung
haben.
Mittlerweile wurde durch die Humanisierung der leichten Kette gezeigt, dass die
Isolierung homolog rekombinierter Zellen auch mittels FACS direkt über die verän-
derten Antikörpermoleküle auf der Zelloberfläche möglich ist (Abschnitt 5.4.3). Das
Problem der überexprimierten Selektionsgene kann also umgangen werden, indem
die loxP Stellen mit einem Marker zusammen eingeführt werden, der nur die von den
Zellen ohnehin exprimierten Antikörpermoleküle verändert. Diese Veränderung
müsste zwischen den loxP Stellen in die kodierende DNA für die variable Domäne
der schweren Kette des Antikörpers eingebracht werden. Um später im FACS auf die
Veränderung selektieren zu können, muss sie für die Färbung mit einem fluoreszie-
renden Zweitantikörper zugänglich sein. Das bedeutet, sie muss möglichst an der
Außenseite des Antikörpermoleküls präsentiert werden. Dieser Zweck wird durch die
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Klonierung in eine der drei CDRs von IGHV/D/J erfüllt, denn diese liegen im Antikör-
permolekül als drei Schleifen nach außen exponiert, wo sie die Antigenbindungs-
stelle bilden (Edmundson et al. 1975). Ausgewählt wurde die CDR3, weil diese im
Vergleich verschiedener funktioneller variabler Domänen die variabelste Sequenz
und vor allem die variabelste Länge hat (siehe Einleitung Abschnitt 3.1.1). Daher war
bei der CDR3 am Wahrscheinlichsten davon auszugehen, dass die Einführung eines
relativ kurzen exogenen Epitops die korrekte Faltung und Oberflächenpräsentation
des veränderten Antikörpermoleküls nicht stört.

Abbildung 6-6: Schematische Darstellung der pVH-loxP-Myc Ziel DNA. Das aktive HEA125
IGHV/D/J Gen mit C-Myc (im Leseraster) in CDR3 wurde zwischen die flankierenden Intronsequenzen
aus dem Mausgenom (blau) und die loxP Stellen (grün) in den Klonierungsvektor pBS II SK (+)
(schwarz) ligiert. Die Größe der Kassette zwischen den loxP Stellen beträgt 736 bp. Bei der Klonie-
rung verwendete Restriktionsstellen sind, soweit noch vorhanden, schwarz dargestellt. Die XmnI
Linearisierungsstelle ist rot markiert. Die Größen der einzelnen Elemente entsprechen den Längen der
Sequenzen. Ein Maßstab, der die Länge von 250 bp repräsentiert, ist unten links abgebildet.

Als Marker, die in der CDR3 präsentiert und anschließend mit Zweitantikörpern se-
lektiert werden könnten, kamen zum Beispiel das c-Myc oder das FLAG-Epitop in
Betracht. Zur Einführung der loxP Stellen über das c-Myc-Epitop wurde das vorher
klonierte Plasmid zur Einführung der loxP Stellen mittels G418 Resistenz (pVH-loxP-
NPTII, Abbildung 6-6) modifiziert. Zunächst wurden der zwischen den loxP Stellen
liegende, in HEA125 aktive IGHV/D/J Bereich amplifiziert, der mit pVH-loxP-NPTII
durch das NPTII Gen ersetzt werden sollte. Das Produkt der PCR mit den Primern
P19 & P20 an genomischer HEA125 DNA ersetzte über die von den Primern mitge-
brachten AatII Schnittstellen das NPTII Gen in pVH-loxP-NPTII (Primersequenzen
siehe Tabelle 4-1). Die nächsten, die CDR3 umgebenden, singulären Restriktions-
stellen waren BseRI und BglII. Über sie wurde das Plasmid geöffnet und die anneal-
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ten, synthetischen Oligonukleotide P21 & P22 hinein ligiert. Diese kodierten das
zwischen den Schnittstellen herausgeschnittene Stück DNA, in das in der CDR3 im
Leseraster das c-Myc-Epitop eingefügt wurde. Die Ziel DNA pVH-loxP-Myc ist in
Abbildung 6-6 dargestellt. Für jedes andere Epitop funktioniert die Klonierung analog.

Abbildung 6-7: Isolierung der Myc-positiven Zielzellen mittels FACS. A: Durchflusszytometri-
sche Analyse 9E10-Bio/SA-PE markierter HEA-Huκ Zellen. Nicht transfizierte HEA-Huκ Zellen
wurden mit dem mAb 9E10-Biotin markiert, mit Streptavidin-PE gefärbt und im FACS unter Aus-
schluss der PI gefärbten, toten Zellen analysiert. B: Isolierung der PE-positiven Zielzellen nach
Transfektion von HEA-Huκ Zellen mit pVH-loxP-Myc Ziel DNA. Die Zellen wurden wie in A gefärbt
und mittels FACS 1% der in R3 liegenden Zellen, mit der allerhöchsten Fluoreszenzintensität, in
sieben Pools von jeweils ca. 1000 Zielzellen isoliert.

HEA-Huκ Zellen wurden mit der linearisierten pVH-loxP-Myc Ziel DNA transfiziert und
72 Stunden zur Regeneration kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit dem
biotinylierten Antikörper 9E10 markiert und mit Streptavidin-PE gefärbt. 9E10 ist ein
monoklonaler Antikörper, der gegen das c-Myc Epitop gerichtet ist (Evan et al. 1985).
Bei der Markierung von Zellen mit diesem Antikörper wurde festgestellt, dass der
Antikörper 0,12% der HEA-Huκ Ausgangszellen markiert (Abbildung 6-7 A). Aus der
Suspensionskultur der mit pVH-loxP-Myc Ziel DNA transfizierten Zellen wurden die
PE-positiven Zellen mittels FACS isoliert (Abbildung 6-7 B). In der Sortierregion R3
für homolog rekombinierte, PE-positive Zellen lagen 0,39% der transfizierten Zellen.
Nach Abzug des Hintergrunds von 0,12% PE-positiven Zellen in den HEA-Huκ Aus-
gangszellen wäre das eine homologe Rekombinationsrate von 0,27% gewesen. Das
erschien, nachdem hier keine Vorselektion durchgeführt wurde, unwahrscheinlich
und wäre sogar für die Rate nicht-homologer Integration (1/104) drei mal höher ge-
wesen, als zu erwarten. Hinzu kam, dass hier nur die Integrationen nachgewiesen
werden konnten, deren Produkte auch auf der Oberfläche der Zellen präsentiert
wurden.
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2,5·108 Zellen wurden im FACS analysiert (Abbildung 6-7 B). Von allen in R3 liegen-
den Zellen wurde 1% mit der allerhöchsten Fluoreszenzintensität in sieben Pools von
jeweils ca. 1·103 Zellen sortiert. Sieben Tage später wurden die antikörperhaltigen
Überstände dieser isolierten Zielzellpools im ELISA analysiert. Diese Analyse wies in
keinem der Überstände Zielantikörper nach, die das c-Myc-Epitop präsentierten.

6.2 Kassettenaustausch der VH Domäne mittels Cre/loxP
Sobald eine HEA-Huκ-VMyc Zelllinie isoliert worden ist, deren aktiver IGHV/D/J Lo-
kus mit loxP und loxP511 Stellen flankiert ist (siehe Abschnitt 6.1.4), können an die-
ser die Bedingungen für den Cre/loxP vermittelten Kassettenaustausch optimiert und
dessen Frequenz ermittelt werden.

6.2.1 Testplasmide für den Kassettenaustausch von IGHV/D/J
Zum Testen des Kassettenaustausches wurde ursprünglich ein Plasmid ploxP-EGFP
kloniert, in dem statt der aktiven HEA125-IGHV/D/J Domäne das Gen EGFP von den
loxP Stellen flankiert wird (Abbildung 6-8). Mit den Primern P23 & P24, welche die
loxP Stellen mitbrachten, wurde in einer PCR an pEGFP-N3 DNA das EGFP-Gen
ohne den in dem Plasmid vorgeschalteten Promotor amplifiziert. Das Produkt der
PCR wurde in das Plasmid pCR2.1 ligiert.

Abbildung 6-8: Schematische Darstellung der ploxP-EGFP Kassettenaustausch DNA. Das
EGFP Gen (grün) wurde ohne Promotor zwischen die flankierenden loxP Stellen (hellgrün) in den
Klonierungsvektor pCR2.1 (schwarz) ligiert. Die Größe der Kassette zwischen den loxP Stellen beträgt
719 bp. Für den Kassettenaustausch wird die Plasmid DNA nicht linearisiert. Die Größen der einzel-
nen Elemente entsprechen den Längen der Sequenzen. Ein Maßstab, der die Länge von 250 bp
repräsentiert, ist unten links abgebildet.

Nach Transfektion von HEA-Huκ-VMyc Zellen mit ploxP-EGFP und einem eukaryon-
tischen Cre-Expressionsplasmid sollten dann alle Zellen, die Kassettenaustausch
durchlaufen haben, durch GFP Expression grün sein. Außerdem sollten sie, weil sie
keine aktive IGHV/D/J Domäne mehr haben, keinen Antikörper mehr produzieren.
Allerdings wurde mittlerweile die Beobachtung gemacht, dass die Zellen ein Ersetzen
der aktiven IGHV/D/J Domäne durch das NPTII Gen nicht vertragen (Abschnitt
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6.1.3). Es könnte also sein, dass auch zu viel EGFP-Expression durch den endoge-
nen VH Promotor den Zellen schaden würde. Um das zu vermeiden, wurde alternativ
das Plasmid ploxP-FLAG konstruiert (Abbildung 6-9). Mit ihm kann durch Kassetten-
austausch in HEA-Huκ-VMyc Zellen eine variable Domäne erzeugt werden, die sich
durch das FLAG Epitop im FACS von der mit dem c-Myc Epitop unterscheiden lässt.

Das Plasmid ploxP-FLAG enthält denselben, von den loxP und loxP511 Stellen flan-
kierten, kodierenden IGHV/D/J Bereich wie pVH-loxP-Myc, aber nicht die zur homolo-
gen Rekombination benötigten 5’ und 3’-flankierenden Bereiche. Im Unterschied zu
pVH-loxP-Myc enthält die CDR3 Schleife von ploxP-VHFLAG nicht das c-Myc sondern
das FLAG-Epitop. Es kann einfach kloniert werden, indem das Produkt einer PCR mit
den Primern P25 & P26 an dem Plasmid pVH-loxP-Myc in den Vektor pCR2.1 ligiert
wird (Primersequenzen siehe Tabelle Tabelle 4-1). Es kodiert den von den loxP
Stellen flankierten aktiven IGHV/D/J Lokus. Das resultierende Plasmid kann dann
über die BseRI und BglII Schnittstellen geöffnet und die annealten synthetischen
Oligonukleotide P27 & P28 einligiert werden. Diese kodieren das zwischen den
Schnittstellen herausgeschnittene Stück DNA, das zusätzlich in der CDR3 Schleife
im Leseraster das FLAG-Epitop enthält.

Abbildung 6-9: Schematische Darstellung der ploxP-FLAG Kassettenaustausch DNA. Der selbe
Bereich des in HEA125 aktiven IGHV/D/J Lokus wie in pVH-loxP-Myc wird zwischen die flankierenden
loxP Stellen (hellgrün) in den Klonierungsvektor pCR2.1 (schwarz) ligiert. In die CDR3 Region des von
den loxP und loxP511 Stellen flankierten VH Exons wird im Leseraster die für das FLAG Epitop kodie-
rende Nukleotidsequenz eingefügt. Die Größe der Kassette zwischen den loxP Stellen beträgt 730 bp.
Für den Kassettenaustausch muss die Plasmid DNA vor der Transfektion in die Zielzellen nicht linea-
risiert werden. Die Größen der einzelnen Elemente entsprechen den Längen der Sequenzen. Ein
Maßstab, der die Länge von 250 bp repräsentiert, ist unten links abgebildet.

6.2.2 Kassettenaustauschplasmide zur Erzeugung der Vielfalt
Zur Erzeugung einer komplexen Bibliothek komplett humaner Hybridomantikörper
müssen die VH und VL Domänen von Hu-HEA125 ausgetauscht werden, gegen alle
möglichen Sequenzkombinationen von menschlichen VH und VL Domänen (siehe
Abbildung 6-1).
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Die Sequenzen der funktionellen menschlichen variablen Domänen (Lefranc und
Lefranc 2001) finden sich in den Onlinedatenbanken10. Mit einer limitierten Anzahl
PCRs an cDNA menschlicher peripherer B-Lymphozyten als Matrize lassen sich
sämtliche im Genom vorhandenen Vλ/J, Vκ/J und VH/D/J Genkombinationen syntheti-
sieren (s.u.). Gegen diese sollen anschließend per spezifische Rekombinase vermit-
telten Kassettenaustausch (siehe Abschnitt 4.3.4) die variablen Domänen der schwe-
ren und leichten Ketten von Hu-HEA125 ausgetauscht werden. Hierbei werden die
PCR synthetisierten variablen Regionen der schweren und leichten Ketten zufällig
miteinander kombiniert, so dass eine große Vielfalt verschiedener, auf der Zellober-
fläche präsentierter Antikörperspezifitäten entsteht.
Voraussetzung für den zufälligen Austausch der PCR Produkte ist, dass die PCR
Produkte und die in Hu-HEA125 aktiven variablen Domänen mit Erkennungsstellen
für spezifische Rekombinasen flankiert werden. Die noch zu erzeugende Zelllinie, in
der im Genom die Genloci mit loxP (schwere Kette) bzw. FRT Stellen (leichte Kette)
flankiert sind, wird im Folgenden als Hu-HEA125rec bezeichnet.

In Abbildung 6-10 ist die Vorgehensweise für den Austausch der variablen Domäne
der schweren Kette dargestellt. Mit 65 Vorwärtsprimern 5’ von IGHV und 6 Rück-
wärtsprimern 3’ von IGHJ können in 390 PCRs alle 10530 menschlichen VH Domä-
nen plus deren Sequenzvarianten hergestellt werden (65 IGHV-Sequenzen x 27
IGHD-Sequenzen x 6 IGHJ-Sequenzen = 10530 VH-Gene). Die Sequenzen der 71
dafür benötigten Primer sind von der Lage der loxP Stellen im Genom der Hu-
HEA125rec Zellen abhängig. Da sich noch nicht herausgestellt hat, ob mit den in
Abschnitt 6.1.1 gewählten Positionen von den Zellen noch Antikörper exprimiert
werden, wurden die Primersequenzen noch nicht festgelegt. Die Länge der zu jeweils
einer der verschiedenen genomischen IGHV bzw. IGHJ DNAs komplementären
Sequenzen der Primer wird 26-30 Nukleotide betragen. Mit diesen Oligonukleotiden
werden in einer ersten PCR Runde die variablen Domänen von genomischer DNA
vervielfältigt (Abbildung 6-10). In einer zweiten PCR Runde bringen Primer mit den
gleichen komplementären Sequenzen zusätzlich die Sequenzen der loxP bzw.
loxP511 Stellen mit. Die Produkte dieser PCRs werden zirkularisiert. Unter Zugabe
der spezifischen Rekombinase Cre können die zirkularisierten PCR Produkte an-
schließend in den Akzeptorvektor (Abbildung 6-10) rekombiniert werden. Mit der

                                               
10 z.B. http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway; www.gdb.org/hugo;
www.ncbi.nlm.nih.gov/locuslink; http://imgt.cines.fr
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Abbildung 6-10: Herstellung der Plasmide für den Kassettenaustausch der VH Domäne. Sämtli-
che menschlichen IGHV/D/J Domänen werden mit 390 Primerpaaren an cDNA humaner peripherer B-
Lymphozyten amplifiziert und über angehängte loxP Stellen in den Akzeptorvektor rekombiniert. Nach
Transfektion aller spezifischen Rekombinationsprodukte in Bakterien werden bei Saccharoseselektion
nur Plasmide vermehrt, in die eine der amplifizierten IGHV/D/J Domänen rekombiniert wurde. Diese
dienen als Donorvektoren für den Kassettenaustausch der aktiven IGHV/D/J Domäne im HEA125
Genom.
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resultierenden Mischung aus zirkulären variablen Domänen und SacB DNAs, nicht
rekombiniertem Akzeptorvektor und Akzeptorvektoren mit integrierten variablen Do-
mänen werden Bakterien transformiert. Die zirkulären variablen Domänen und SacB
DNAs haben keinen Replikationsursprung und werden daher bei der Kultivierung der
Bakterien verloren gehen. Durch Kultivierung der Transformanten in saccharosehalti-
gem Medium werden auch die nicht rekombinierten Akzeptorvektoren aus der Kultur
entfernt. Die Saccharoseselektion beruht darauf, dass bei spezifischer Rekombinati-
on das Sucrase Gen SacB des Akzeptorvektors durch die verschiedenen variablen
Domänen ersetzt wird. Geschieht dies nicht, so können die Sucrase exprimierenden
Bakterien in Anwesenheit von Saccharose nicht wachsen. Jede hochgewachsene
Bakterie vermehrt also Plasmid DNA, die eine von loxP und loxP511 Stellen flan-
kierte VH Domäne kodiert. Diese Plasmide können aus den Bakterien isoliert werden
und fungieren dann als Donorvektoren für den Kassettenaustausch der VH Domänen.
Dafür werden sie zusammen mit einem eukaryontischen Cre-Expressionsplasmid in
die Hu-HEA125rec Zellen transfiziert.

Der Austausch der variablen Domänen der leichten Ketten funktioniert analog dazu,
nur kommen dort statt loxP Stellen mit Cre zwei nicht miteinander kompatible FRT
Stellen mit der Rekombinase FLP zur Verwendung. Für die Amplifizierung sämtlicher
variabler Kappa Ketten werden in 200 PCRs 40 IGKV und 5 IGKJ Primer (40 IGKV-
Sequenzen x 5 IGKJ-Sequenzen = 200 Vκ-Gene), für die Lambda Ketten in 120
PCRs 30 IGLV und 4 IGLJ Primer (30 IGLV-Sequenzen x 4 IGLJ-Sequenzen = 120
Vλ-Gene) benötigt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Weg geebnet ist für die
Chimärisierung des HEA125 Hybridomantikörpers ohne die Mitintegration von Mar-
kergenen und für die Einführung der spezifischen Rekombinationsstellen. Die kon-
stante Domäne der leichten Kette von HEA125 wurde durch homologe Rekombinati-
on im Genom der Hybridomzelle erfolgreich humanisiert, ohne dass zusätzliche Ver-
änderungen in den Zielgenort eingeführt wurden. Der resultierende HEA-Huκ Anti-
körper weist auf Proteinebene eine menschliche leichte Kappa Kette, aber keine von
der Maus stammende mehr auf und wird von den Hybridomzellen stabil und in großer
Menge produziert. Anhand der Chimärisierung der leichten Kette wurde bewiesen,
dass die ortspezifische Einführung von Zielgenen ohne die Mitintegration von Selek-
tionsmarkern durchgeführt werden kann. Dies ist möglich, weil die Zielzellen ihre
Veränderungen auf der Oberfläche präsentieren und somit ihrer Veränderung direkt
mittels FACSSorter ohne Vorselektion isoliert werden können. Alle weiteren homolo-
gen Rekombinationen können analog durchgeführt werden. Für die Herstellung des
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chimären Hu-HEA125 Antikörpers wird eine weitere homologe Rekombination zur
Chimärisierung der schweren Kette benötigt. Die hier hergestellten Maus-Mensch-
Maus Chimärisierungsplasmide können anschließend für die Chimärisierung jedes
anderen IgG1 Hybridomantikörpers verwendet werden, ganz gleich welcher Spezifi-
tät. Chimärisierungsplasmide für andere Isotypen können analog konstruiert werden.
Vor der Etablierung der Hybridombibliothek sind noch zwei weitere homologe Re-
kombinationsereignisse zur Einführung der spezifischen Rekombinationsstellen not-
wendig.



7  Diskussion
Trotz ihres enormen Potentials als Therapeutika haben monoklonale Antikörper
nichthumanen Ursprungs in klinischen Studien bisher eher geringe Wirkungen erzielt.
Die Gründe dafür liegen in ihrer starken Immunogenität (Shawler et al. 1985, Miller et
al. 1983), ihren ungünstigen pharmakokinetischen Eigenschaften (Hakimi et al. 1991,
Stephens et al. 1995) und der ineffizienten Aktivierung der Effektorfunktionen des
Immunsystems (Riechmann et al. 1988, Junghans et al. 1990). Aus diesem Grund
wurde eine Reihe von Strategien entwickelt, mit denen humane Antikörper erzeugt
werden können (Vaughan et al. 1998).
Die exisitierenden prokaryontischen Antikörper Bibliotheken haben den Nachteil,
dass die daraus isolierten Antikörper nur eingeschränkt produzierbar sind. Dies liegt
daran, dass im bakteriellen System nur Antikörperfragmente hergestellt werden kön-
nen. Dabei gilt: je größer das Fragment ist, desto geringer ist die Ausbeute. Kom-
plette Antikörpermoleküle werden im bakteriellen System nicht gebildet. Die leichter
produzierbaren Antikörperfragmente beinhalten hingegen nicht die volle Antikörper-
funktion und sind außerdem nur in Ausnahmefällen stabil genug, um für therapeuti-
sche Anwendungen brauchbar zu sein.
Die direkte Herstellung von humanen Hybridomen oder Maus-Mensch Heteromyelo-
men zur Produktion komplett menschlicher Antikörper lieferte bis jetzt keine Zellen,
die so stabil gewesen wären, dass sie langfristig in Kultur größere Mengen Antikör-
per produziert hätten.
Humane Antikörper produzierende Mäuse wiederum stehen unter Patentschutz.
Außerdem müssen sie zur Gewinnung einer bestimmten Antigenspezifität erst im-
munisiert und anschließend Hybridome hergestellt werden.
In eukaryontischen Expressionssystemen lassen sich stabile und voll funktionsfähige
Antikörper herstellen, aber auch hier ist meist eine langwierige Optimierung der Kul-
turbedingungen nötig, bis Antikörper in großer Ausbeute produzierbar sind. Dadurch
gestaltet sich die Humanisierung bereits existierender Antikörper sehr aufwendig, da
sie für jeden einzelnen Antikörper durchgeführt werden muss.
Hybridomzellen sind per se darauf spezialisiert, Antikörper in großen Mengen zu
produzieren. Aus diesem Grund hat Fell et al. (1989) in einer Maushybridomzelle
mittels homologer Rekombination die Gene für die konstanten Regionen der schwe-
ren und leichten Ketten durch dieselben Gene des Menschen ersetzt (Fell et al.
1989, Shulman et al. 1990).
Ähnliche Gründe gaben auch den Anlass für die vorliegende Arbeit. Dabei soll eine
Hybridombibliothek hergestellt werden, aus der einzelne Antikörperspezifitäten ähn-
lich leicht wie bei den oben erwähnten prokaryontischen Systemen aufgefunden
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werden können, ohne dass dies durch Nachteile in der Antikörperproduktion erkauft
werden muss.

7.1 Chimärisierung der leichten Kette: Homologe Rekombina-
tion ohne Miteinführung vorselektionierbarer Marker

Die Frequenz der homologen Rekombination ist mit einem Ereignis in ungefähr 1·107

eingesetzten Zellen gering. Um anschließend die erfolgreich isolierten Zielzellen aus
der Vielzahl nicht homolog rekombinierter Zellen isolieren zu können, wird normaler-
weise ein positiv vorselektionierbarer Marker, wie z.B. ein Resistenzgen, mit in die
Umgebung des Zielgenortes integriert. Solche miteingeführten Gene integrieren in
der direkten Umgebung des Zielgens in das Genom der Zielzelle. Dies führt meist zur
Verringerung der Expression des Zielgens (Colledge et al. 1995, Meyers et al. 1998),
was im Fall der antikörperproduzierenden Hybridomzelle nicht erwünscht ist. Weiter-
hin ändern sich durch das integrierte, miteingeführte Gen die Abstände zwischen den
Exons im Antikörpergenlokus. Bei Einführung des Selektionsgens am 5’ Ende der
IGKC und IGHC Exons würde jeweils das Zusammenspleißen mit den IGKV/J und
IGHV/D/J Exons gestört, was zur Folge hätte, dass kein Antikörper mehr produziert
würde. Bei Einführung des Selektionsgens am 3’ Ende des IGKC Exons wäre wahr-
scheinlich nur eine Verringerung der Expression durch Beeinträchtigung dort lokali-
sierter regulatorischer Elemente (z.B. des 3’k Enhancers, der eine Rolle bei der Ex-
pression der Kappa Kette spielt, Judde und Max 1992) zu befürchten. Am 3’ Ende
des IGHC Exons jedoch würde das Zusammenspleißen von IGHC und dem Trans-
membranexon gestört, was dazu führte, dass nur noch die sezernierte Form des
Antikörpers produziert würde (Abbildung 7-1). In diesem Fall wäre später keine Se-
lektion unterschiedliche Antikörperspezifitäten produzierender Hybridomzellen mehr
möglich, denn diese funktioniert nur über oberflächenexprimierte Antikörper. Hierauf
beruht aber die geplante Erzeugung der humanen Hybridomantikörperbibliothek
(siehe Abschnitt 7.6.2).

Abbildung 7-1: Genomische Organisation des Maus IGHG1 Lokus. Der Bereich 3’ von CH3 bis
zum 3’ Ende von M2 ist 2423 bp lang, CH1 bis CH3 einschließlich erstrecken sich über 1546 bp.
Verlängerung des Abstands zwischen CH3 und M1 führen zu einer Verringerung des Anteils membra-
nexprimierter Antikörper auf der Hybridomzelloberfläche (Peterson und Perry 1986). Ein positiv selek-
tionierberes Resistenzgen zur Vereinfachung der Isolierung homolog rekombinierter Zellen könnte
also nur 3’ von M2 mit eingeführt werden, wodurch die Länge des zu ersetzenden Genbereiches mehr
als verdoppelt würde. L = Leader Exon, M1,2 = Transmembranexons. Der Größenstandard unten links
zeigt die Länge von 350 bp. Der nicht kodierende Bereich zwischen dem umgeordneten V/D/J und
dem CH1 Exon ist verkürzt.
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Aus diesen Gründen soll hier die Chimärisierung einer Hybridomzelle durchgeführt
werden, ohne dass anschließend ein mit eingeführtes Resistenzgen im Genom der
Zielzelle zurückbleibt. Zu diesem Zweck könnte ein Resistenzgen auch zwischen
zwei spezifischen Rekombinationsstellen mit ins Zielzellgenom integriert und an-
schließend durch spezifische Rekombination wieder entfernt werden. Dann bliebe
allerdings eine intakte spezifische Rekombinationsstelle zurück. Da beim Austausch
der variablen Domänen der schweren und leichten Ketten des Antikörpers zur Er-
zeugung der Bibliothek später schon zwei möglichst effiziente Rekombinations-
systeme benötigt werden, wurde hier zur Vermeidung von Interferenzen auf die Ein-
führung zusätzlicher Rekombinationssignale verzichtet. Außerdem wurden so die
Modifikationen in der Umgebung der Antikörpergene möglichst gering gehalten, um
Störungen der Genexpression oder beim Spleißen der Transkripte auszuschließen.
Dass die Durchführung homologer Rekombination auch ohne die Miteinführung eines
Resistenzgens möglich ist, wurde anhand der konstanten Region der Kappa Kette
von HEA125 gezeigt (siehe Abschnitt 5.4). Zielzellen, in deren produzierten Antikör-
pern die Maus Kappa Kette durch die menschliche Kappa Kette ersetzt ist, konnten
mittels FACS direkt anhand des veränderten Phänotyps selektioniert werden (= HEA-
Huκ). Auf Proteinebene wurde gezeigt, dass die isolierte Zielzelle humane konstante
Kappa Ketten exprimiert (Abbildung 5-9). Außerdem exprimieren die Zellen keine
murinen Kappa Ketten mehr (siehe Abbildung 5-11).
Es muss noch überprüft werden, ob tatsächlich beide Seiten der Ziel-DNA durch
homologe Rekombination in die Ziel-DNA integriert sind. Am 3’ Ende wäre es auch
möglich, dass die in die Zellen eingeschleuste menschliche Ziel-DNA einfach integ-
riert ist. In diesem Fall wäre im Genom downstream noch die DNA der murinen Kap-
pa Kette enthalten. Weiterhin ist es möglich, dass in die Zellen eine zusätzliche Ko-
pie der eingebrachten Ziel-DNA an anderer Stelle ins Genom integriert ist. Um die
Veränderungen auf genomischer Ebene weiter zu analysieren und diese Fragen zu
beantworten ist ein genomischer Southern Blot geplant. Das Ergebnis hat aber kei-
nen Einfluss auf das weitere Vorgehen. Weder die Chimärisierung der schweren
Kette von HEA125 noch die Erzeugung der humanen Antikörperbibliothek würde
durch zusätzliche Ziel-DNA Kopien im Genom gestört, denn diese haben keinen
Einfluss auf die nachfolgenden homologen und spezifischen Rekombinationse-
reignisse. Da das Wachstum der Zellen normal ist, und sie große Mengen Antikörper
produzieren, kann ausgeschlossen werden, dass regulatorische Elemente in der
Umgebung des Zielgenortes oder andere für die Hybridomzelle wichtige Funktionen
beeinträchtigt sind. Relevanz hätte eine nur einseitig stattgefundene homologe Re-
kombination nur insofern, als dann für die Chimärisierung der schweren Kette eine
noch geringere Rate für das Auffinden positiver Klone zu erwarten wäre. Hier würde
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nämlich die unspezifische Integration des 3’ Endes und der resultierende Verbleib
des murinen IGHC Gens im Genom dazu führen, dass keine membranexprimierten
Antikörper mehr gebildet werden und solche Klone nicht aufzufinden sind.
Bei der Chimärisierung der leichten Kette ist statt der normalerweise angenommenen
Transfektionseffizienz von ungefähr 1/107 Zellen eine Frequenz von nur 1/108 Zellen
beobachtet worden. Dies kann verschiedene Ursachen haben. Zum Einen unter-
scheidet sich die Frequenz homologer Rekombination an verschiedenen Genorten
abhängig von der Chromatinstruktur. Zum Anderen gehen wahrscheinlich beim
FACS Sortieren noch Zellen verloren, die entweder nicht korrekt aussortiert werden,
oder die nach der Färbe- und Sortierprozedur absterben anstatt sich zu teilen. Die
HEA125 Hybridomzellen sind ohnehin relativ empfindlich, sie müssen während der
Färbe- und Waschschritte sehr vorsichtig gehandhabt werden. Nach vier Stunden in
FACS Medium auf Eis (2 h Färben, 2 h Sortieren, was der Analyse von ca. 2·108

Zellen entspricht) leben nur noch etwa 10% der Zellen in den Proben.
Die Isolierung der positiven Zellen nach erfolgter homologer Rekombination ist der
kritischste Schritt in der ganzen Prozedur. FACS Sortieren ist hierfür mit Abstand die
effektivste Methode. Die Wiederfindungsrate beträgt 92%, bei einem Mischungsver-
hältnis von 1/1000 (siehe Abschnitt 5.1.3). Bei selteneren Ereignissen sind allerdings
etwas geringere Wiederfindungsraten zu erwarten. Um für das Finden der Zielzellen
möglichst optimale Voraussetzungen zu schaffen, wurde die Zelllinie HEA125-1 mit
gegenüber HEA125 erhöhter Oberflächenexpression etabliert. Außerdem wird bei
der Zielzellmarkierung durch Zwischenschaltung des Verstärkers Biotin-Streptavidin
das Signal zusätzlich erhöht.
Um größere Chancen zu haben, eine positive Zielzelle zu erhalten, kann die Zahl der
eingesetzten Zellen, die transfiziert werden, erhöht werden. Da das FACS Sortieren
mit diesen Anforderungen aber schon an der Grenze seiner Leistungsfähigkeit ist,
wäre es besser, wenn auch die Frequenz der positiven Zielzellen erhöht werden
könnte. Einen erheblichen Einfluss auf die Rate der positiven Zellen in der Gesamt-
population hat die Transfektionsrate. Die Elektroporation hat sich für HEA125 gegen-
über chemischen und lipidbasierten Transfektionsreagenzien als die beste Methode
erwiesen, und ihre Effizienz wurde durch Optimierung für HEA125 gegenüber Stan-
dardeinstellungen verdoppelt (siehe Abschnitt 5.3). Höhere Transfektionsraten für
HEA125 könnten eventuell noch durch retrovirale Transfektion erreicht werden. Die
Methode ist aber zum Zweck der ausschließlich ortspezifischen homologen Integrati-
on der Ziel-DNA nicht geeignet, weil in die Zellen transfizierte DNA nach retroviraler
Transfektion immer ortsunspezifisch ins Genom integriert, was hier vermieden wer-
den soll. Vielleicht kann auch die Effifienz der homologen Rekombination in Zukunft
noch gesteigert werden. Der Mechanismus der homologen Rekombination mit allen
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beteiligten Enzymen ist noch nicht komplett verstanden, aber ihre Frequenz kann
z.B. durch längere homologe Arme gesteigert werden (Thomas und Capecchi 1987,
Shulman et al. 1990). Darüber hinaus ist bekannt, dass ortspezifisch eingeführte
DNA-Schäden an den Zielgenorten die Rate der homologen Rekombination erhöhen
(Smih et al. 1995). Mittels triplexbildender Oligonukleotide (TFOs, Triplex-Forming
Oligonucleotides) können DNA schädigende Reagenzien zu einem Zielort im Genom
gelenkt werden und dort ortspezifische DNA-Schäden verursachen. In CHO Zellen
(chinese hamster ovary) konnte die Rate homologer Rekombination mit Hilfe der
TFOs um das 3-5 fache gesteigert werden (Vasquez 1996). Den selben Effekt hat
die Überexpression von Genen, deren Proteine an der homologen Rekombination
beteiligt sind. Zum Beispiel stimuliert RAD52 Überexpression in Affenzellen homolo-
ge Rekombination 3-5 fach (Park 1995), RAD51 Überexpression 2-4 fach (Huang et
al. 1999).

7.2 Charakterisierung des HEA-Huκ Antikörpers
Durch Chimärisierung der leichten Kette wurde aus der Hybridomzelllinie HEA125
die Zelllinie HEA-Huκ generiert (s.o.). Mittels SDS-PAGE wurde gezeigt, dass HEA-
Huκ wirklich eine andere leichte Kette exprimiert als HEA125, weil die leichten Ketten
beider Antikörper unterschiedliche Migrationseigenschaften zeigen (Abbildung 5-11).
Die leichte Kette von HEA125 wird von HEA-Huκ nicht mehr produziert.
Die unterschiedlichen Migrationseigenschaften der leichten Ketten sind wahrschein-
lich auf die unterschiedlichen Ladungen der konstanten Domänen der Kappa Ketten
von Maus und Mensch zurückzuführen. Die isoelektrischen Punkte (PI) betragen von
IGKC(Maus) = 5,2, von IGKC(Mensch) = 5,7. Die murine Kappa Kette hat also mehr negati-
ve Ladungen als die humane, was mit ihrem schnelleren Laufverhalten bei der SDS-
PAGE korreliert. Andere Faktoren, die Unterschiede im Migrationsverhalten von
Proteinen verursachen können, sind unterschiedliche Molekülgrößen oder verschie-
den viele Glycosylierungsstellen. Dies ist hier auszuschließen, weil die IGKC-Gene
von Maus und Mensch mit jeweils 107 Aminosäuren genau gleich groß sind und die
konstanten Domänen der leichten Ketten von Antikörpern nicht glycosyliert werden
(Lefranc und Lefranc 2001). Der Unterschied im Laufverhalten zwischen den beiden
humanen leichten Ketten (Abbildung 5-12) ist auf die unterschiedlichen variablen
Domänen von HEA-Huκ und der gereinigten leichten Kette des humanen Myeloms
zurückzuführen.
Die Analyse der Antikörper im Western Blot und im Bindungsexperiment an EpCAM
exprimierenden Colo205 Zellen mit anti Maus Kappa und anti Mensch Kappa Anti-
körpern zeigt, dass die veränderte leichte Kette humane Anteile hat (Abbildung 5-12).
Der Ziege anti Mensch Kappa Antikörper kreuzreagiert trotz Vorabsorption an Maus
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Immunglobulin mit der denaturierten Maus Kappa Kette und der schweren Kette
(Western Blot Abbildung 5-12), aber nicht erkennbar mit der nativen (Bindungsexpe-
riment Abbildung 5-14). Der Ziege anti Maus Kappa Antikörper kreuzreagiert im
Western Blot stärker mit der schweren Kette (Abbildung 5-12), was sich auch im
Bindungsexperiment (Abbildung 5-14) bemerkbar macht. Es sieht dadurch so aus,
als könne auch murine Kappa Kette an HEA-Huκ markierten Colo205 Zellen nach-
gewiesen werden, weil das Signal gegenüber einem negativen in seiner Fluores-
zenzintensität um 10% verstärkt ist. Dass diese Verschiebung auf Kreuzreaktion des
Antikörpers zurückzuführen ist, zeigt das SDS-Gel (Abbildung 5-11), in dessen HEA-
Huκ Spur eindeutig keine murinen leichten Ketten mehr zu sehen sind. HEA125 und
HEA-Huκ haben erwartungsgemäß noch die gleichen schweren Ketten.
Der Antikörper hat bei der Chimärisierung seine Spezifität für das Antigen EpCAM
behalten. HEA-Huκ bindet wie HEA125 an das durch Proteolyse und Glycosylierung
32 bis 42 kDa große Protein aus Colo205 (EpCAM+) Lysaten (Abbildung 5-13), nicht
aber an Raji (EpCAM-) Lysat. Dasselbe Bild ergibt sich für das native Antigen auf der
Oberfläche der Zellen (Abbildung 5-14). Durch die Chimärisierung der leichten Kette
hat HEA-Huκ gegenüber HEA125 geringfügig von seiner Affinität zu EpCAM einge-
büßt (Abbildung 5-15). Diese Verringerung könnte durch eine andere Konformation
der humanen Domäne der konstanten leichten Ketten gegenüber der murinen verur-
sacht werden.
Auffällig beim Vergleich der Affinitäten des HEA125 und des HEA-Huκ Antikörpers
ist, dass die halbmaximale Bindung des fluoreszierenden 25 nM HEA125-FITC Anti-
körpers mit 15 nM HEA125 erreicht wird. Dieser Unterschied lässt darauf schließen,
dass der HEA125-FITC Antikörper durch die Markierung mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff in seiner Affinität zu EpCAM gegenüber dem nicht markierten Antikörper verrin-
gert ist. Die Verringerung der Affinität durch die Chimärisierung der leichten Kette ist
geringer als die durch die Konjugation des Antikörpers mit FITC Molekülen, denn
schon 20 nM HEA-Huκ Antikörper führen zur halbmaximalen Bindung von 25 nM
HEA125-FITC Antikörper.

7.3 Chimärisierung von Hybridomantikörpern am Beispiel von
HEA125

Die Chimärisierung der schweren Kette von HEA125 wurde erst einmal versucht.
Technische Probleme beim Sortieren führten dabei dazu, dass sich nach dem FACS
Sortieren statt der angezeigten jeweils 100 bzw. 300 Zellen nur durchschnittlich fünf
Zellen in den Isolaten befanden. Antikörper mit humanen konstanten Domänen der
schweren Kette waren nicht darunter. Die Chimärisierung der leichten Kette hat aber
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gezeigt, dass bei gut laufender Sortierung die Durchführung homologer Rekombina-
tion ohne die Mitintegration vorselektionierbarer Marker möglich ist. Daher wird das
Experiment bei hoffentlich besseren Sortierergebissen wiederholt werden. Sollte
dann kein Hu-HEA125 Antikörper isoliert werden können, müsste das pHuIgG1
Plasmidkonstrukt (Abbildung 5-16) verändert werden, indem die Maus/Mensch und
Mensch/Maus Übergänge in der Ziel-DNA verschoben werden, für den Fall dass sie
zufällig unbekannte regulatorische DNA-Signalsequenzen stören.
Die Konstrukte zu Chimärisierung der leichten und schweren Kette stehen für weitere
Chimärisierungen zur Verfügung. Mit den Konstrukten pHuIgG1 und pHuκ kann im
Prinzip jeder therapeutisch interessante IgG1 Maushybridomantikörper mit leichten
Kappa Ketten relativ einfach und schnell chimerisiert werden. Konstrukte für die
Chimärisierung anderer Isotypen können analog konstruiert werden. Das Risiko, die
Antikörperexpression der Hybridomzellen durch die Chimärisierung zu verringern, ist
dabei geringer als bei der konventionellen Chimärisierungsmethode, weil hier kein
zusätzliches Gen in die Umgebung des Zielgenortes eingeführt wird.

7.4 Therapeutische Verwendungsmöglichkeit von Hu-HEA125
Das Antigen EpCAM ist als Zielantigen für die Tumorimmuntherapie von besonderem
Interesse. Verglichen mit normalem Gewebe wird EpCAM in allen bisher untersuch-
ten Adenokarzinomen überexprimiert (Moldenhauer et al. 1987). Darüber hinaus ist
EpCAM innerhalb der einzelnen Tumore relativ homogen verteilt. Ein Antikörper
gegen EpCAM kann daher potenziell für die Behandlung aller menschlichen Karzi-
nome eingesetzt werden (Brust, Magen-Darm-Trakt, Lunge, Ovar und Prostata). Der
ganz große Vorteil von EpCAM gegenüber anderen Antigenen ist aber seine konsti-
tutive Expression in Tumorzellen. EpCAM ist offensichtlich ein essentieller Bestand-
teil für die Proliferation der Zelle, und geht daher bei zunehmender Entartung der
Zellen während der Tumorentwicklung nicht verloren. Dagegen verlieren Tumorzellen
viele andere Antigene im Laufe der Tumordifferenzierung (Edwards 1985).
Auch aus diesen Gründen wurde HEA125 als Ausgangsantikörper für die humane
Antikörperbibliothek ausgewählt, denn der chimäre Antikörper an sich kann, sobald
er fertig gestellt ist, in präklinische und klinische Studien zur Karzinomtherapie einbe-
zogen werden. HEA125 ist mit einer Dissoziationskonstante von 2,2·10-9 M ein er-
heblich höher affiner EpCAM Binder als die bisher in der Klinik getesteten gegen
EpCAM gerichteten Antikörper 17-1A (murin), C46 (human) und MT201 (human),
deren Affinitäten im Bereich von 1,4 bis 5·10-7 M liegen. Die Chimärisierung der
leichten Kette hat die Affinität bisher nur wenig verringert, wie das Inhibitionsexperi-
ment der EpCAM Bindung auf Colo205 Zellen gezeigt hat (Abbildung 5-15). Sollte
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sich die Affinität des HEA125 Anitkörpers auch bei der Chimärisierung der schweren
Kette nicht mehr drastisch verringern, so hat dieser Antikörper das Potenzial zu ei-
nem wirksamen Therapeutikum, denn der HEA125 Antikörper ist sogar knapp 4x
affiner als der chimärisierte IgG1 Antikörper Rituximab (8·10-9 M). Dieser Antikörper
wird schon als „first-line“ Therapeutikum erfolgreich in der Therapie von Non-Hodgkin
Lymphomen eingesetzt.

7.5 Humanisierung versus Chimärisierung
Rituximab ist nicht das einzige Beispiel für erfolgreich in der Therapie verwendete
chimäre Antikörper, die mit den variablen Domänen noch einen relativ großen Anteil
von der Maus stammender Sequenzen aufweisen. Übersichten über Antikörper in
fortgeschrittenen klinischen Studien zeigen, dass ungefähr gleich viele humane wie
chimäre Antikörper vertreten sind (Tabelle 3-1 und Carter 2001). Schon allein dies ist
ein Hinweis darauf, dass die Immunogenität muriner variabler Domänen häufig zu
hoch bewertet wird. Zudem sind die Gerüstregionen der variablen Domänen zwi-
schen verschiedenen Spezies relativ konserviert. Außerdem unterscheiden sich die
CDRs aktiver Antikörpergene durch Ansammlung somatischer Mutationen sowieso
gegenüber den Keimbahnsequenzen. Ein IGHV Gen kann bis zu fünf Aminosäure-
austausche enthalten (Tomlinson et al. 1992), Antikörper von Myelomzellen sogar 43
(Yasui et al. 1989). Die murinen IGHV Domänen von drei Beispielantikörpern (Cam-
path-IG, Anti-Tac und OKT3) sind zu 68, 75 und 72% homolog zu humanen IGHV
Keimbahn Sequenzen (Clark 2000). Ein Vergleich der HAMA-Reaktionen von Pati-
enten, die mit dem murinen bzw. chimärisierten anti EpCAM Antikörper 17-1A thera-
piert wurden zeigt, dass zumindest in diesem Fall die Chimärisierung ausreichend
war, um die Immunogenität des Antikörpers fast auf null zu reduzieren. Von 24 mit
dem murinen 17-1A Antikörper behandelten Patienten entwickelten alle anti 17-1A
Antikörper (Frödin et al. 1992), von 10 mit dem chimärisierten Antikörper behandel-
ten dagegen nur einer. Auch die in Abbildung 5-12 gezeigte Färbung mit Ziege anti
Maus Kappa und Ziege anti Maus IgG1 Antikörpern zeigt eine nur schwache Anfär-
bung der chimärisierten leichten Kette von HEA Huκ, trotz der VL Domäne komplett
murinen Ursprungs.
Im Fall von HEA125 soll von der kompletten Humanisierung zunächst abgesehen
werden, weil die Humanisierung häufig zu einem starken Affinitätsverlust der betref-
fenden Antikörper führt (Riechmann et al. 1988). Teile der Gerüstregionen können
mitverantwortlich sein für die Antigenspezifität, und die Gerüstregionen stabilisieren
sich häufig gegenseitig, was nach dem Austausch nicht mehr unbedingt gewährleis-
tet ist (Riechmann et al. 1988, Jones et al. 1986). Durch Wiedereinführung wichtiger
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Mausaminosäurereste kann zwar die Affinität humanisierter Antikörper häufig wieder
gesteigert werden (Queen et al. 1989), aber der Nutzen einer Humanisierung steht
meistens in keinem Verhältnis zum Aufwand.

7.6 Erstellung einer humanen Hybridomantikörperbibliothek
Der Bedarf an monoklonalen Antikörpern in Grundlagenforschung, Diagnostik und
Therapie ist groß. Besonders in der Tumortherapie und der Transplantationsmedizin
werden mit monoklonalen Antikörpern vielversprechende Erfolge erzielt. Für die
klinische Applikation von Antikörpern sind im Allgemeinen komplett humane mo-
noklonale Antikörper das erstrebenswerteste Format, weil sie am Effektivsten wirken
können und die geringste intrinsische Toxizität und Immunogenität besitzen.
Die hier diskutierte Strategie zur Erzeugung einer Bibliothek soll es ermöglichen,
humane monoklonale Hybridomantikörper gegen nahezu jedes zur Verfügung ste-
hende Antigen schnell und effizient direkt aus dem Pool der sie produzierenden
Hybridomzellen isolieren zu können.
Vorbild zur Erzeugung der Vielfalt in der Bibliothek ist das seit Jahrtausenden erfolg-
reiche menschliche Immunsystem. Dieses schafft es, jedem möglichen körperfrem-
den Antigen einen passenden Antikörper entgegen zu halten. Dazu bedient es sich
der drei grundlegenden Prinzipien genetische Vielfalt, klonale Selektion und somati-
sche Hypermutation, die hier in experimentell handhabbaren Systemen synthetisch
imitiert werden sollen.

7.6.1 Bereitstellung der Vielfalt von Antikörpergenen
Die Vielfalt der menschlichen Antikörpergene entsteht durch zufällige Kombination
von Genfragmenten (siehe Abschnitt 3.1.4). Diese Vielfalt kann mittels PCR an
cDNA, die aus mRNA von B-Lymphozyten gewonnen wird, von der Natur abge-
schrieben werden (Breitling und Dübel 1997). Die Einführung der PCR-
synthetisierten variablen Domänen in den aktiven Genlokus der Hybridomzellen zur
Erzeugung der Vielfalt von Hybridomantikörperspezifitäten wird dann mittels spezifi-
scher Rekombination ermöglicht (Abbildung 6-1 und Abbildung 6-10).

Flankierung der variablen Domänen mit Rekombinationsstellen
Voraussetzung dafür ist, dass die Flankierung der aktiven Gene für die variable Do-
mäne der schweren und leichten Kette mit Erkennungsstellen für spezifische Re-
kombinasen wie Cre oder FLP gelingt. Sie sollte ursprünglich erreicht werden, indem
das in HEA125 aktive IGHV/D/J Gen mittels homologer Rekombination durch ein von
loxP und loxP511 Stellen flankiertes NPTII Gen ersetzt wird (Abschnitt 6.1.3). Das
Enzym NPTII inaktiviert Aminoglycosid-Antibiotika durch Phosphorylierung. Auf diese
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Weise konnten mehrfach Zellen erzeugt werden, die G418 resistent waren und kei-
nen Antikörper mehr produzierten. In PCRs brachten sie Signale für die nach homo-
loger Rekombination im Genom entstandenen Übergänge zwischen Maus/Mensch
und Mensch/Maus DNA Sequenzen, die zumindest für den 3’ Übergang auch durch
Sequenzierung verifiziert werden konnten (Abbildung 6-5). Diese Signale wurden an
darauf folgenden Tagen aber immer schwächer bzw. verschwanden ganz. Nach dem
Hochwachsen der Einzelzellklone waren sie nie nachweisbar. Dies deutet darauf hin,
dass die gewünschte homologe Rekombination zwar stattgefunden hat, aber das
Produkt nicht stabil war. Die starke NPTII Expression unter der Kontrolle des endo-
genen Immunglobulinpromotors scheint für die Hybridomzellen nachteilig zu sein.
Entweder die Zellen mit dem NPTII Gen im richtigen Zielgenort haben durch die
Produktion des vielen NPTII einen enormen Wachstumsnachteil gegenüber solchen,
in denen das Gen hinter schwächeren Promotoren integriert ist, oder die abnorm
hohe NPTII Expression wirkt toxisch. Hybridomzellen produzieren normalerweise
zwar sehr, sehr viele Antikörpermoleküle, diese werden aber ins umgebende Medium
sezerniert bzw. auf der Zelloberfläche präsentiert. Möglicherweise „ersticken“ die
Zellen geradezu an den gleichen Mengen eines anderen Proteins, zumal wenn es
intrazellulär produziert wird. Als Folge würden die Zellen nach der Transfektion viel-
leicht eine Weile überleben und dann absterben. Nach dieser Beobachtung haben
wir die Strategie zu Einführung der homologen Rekombinationsstellen geändert.
Anstelle eines Resistenzgens soll eine veränderte variable Domäne des Antikörpers
mit den Rekombinationsstellen flankiert und direkt und ohne Resistenzmarker selek-
tioniert werden. Zu diesem Zweck wurde das Konstrukt pVH-loxP-Myc erzeugt. In
diesem ist in der CDR3 der aktiven variablen Domäne das c-Myc Epitop exprimiert.
Dies ist ein kleines Epitop aus 10 Aminosäuren [Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-
Asp-Leu]. Es wurde die CDR3 kloniert, wodurch es an der Oberfläche des Antikör-
permoleküls von außen erkennbar exprimiert werden sollte. Außerdem ist anzuneh-
men, dass das eingeführte Epitop in der CDR3 die richtige Faltung des Immunglobu-
linmoleküls nicht stört (Abschnitt 3.1.1). Bisher ist es nicht gelungen, die Zielzellen
anschließend ohne Vorselektion im FACS zu isolieren. Dies könnte an dem unerklär-
lich hohen Aufkommen an Zellen liegen, die durch den anti Myc Antikörper 9E10
gefärbt werden. Diese Färbung tritt auch bei den nicht transfizierten Zellen auf und ist
daher nicht spezifische für homologe Rekombination (Abbildung 6-7). Deshalb wird
jetzt für die Einführung der spezifischen Rekombinationsstellen nach anderen kleinen
Epitopen (wie z.B. 6xHis oder FLAG) gesucht, deren Nachweisantikörper keine Fär-
bung der Hybridomzellen erzeugen. Problematisch ist, dass es für die zu selektie-
renden Ereignisse mit allen diesen Epitopen keine Positivkontrolle gibt. Da die CDR3
aber bei allen bekannten Antikörpern eine schön zugängliche Schleife formt und das
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c-Myc und FLAG Epitop schon in unzähligen Konstrukten erfolgreich als lineare Epi-
top-Flaggen verwendet wurden, sollte der Nachweis der veränderten Antikörper über
die Epitope auch hier möglich sein.
Sollten nach der Einführung der spezifischen Rekombinationsstellen mit anderen
Epitopen auch keine veränderten Antikörper isoliert werden können, stören mögli-
cherweise die Rekombinationsstellen in ihrem genomischen Zielgenort. Dieses Risi-
ko wurde weitgehend minimiert, indem anhand von Sequenzvergleichen die stark
homologen, evolutionär konservierten Bereiche identifiziert und wenig konservierte
Bereiche für die Lage der loxP und loxP511 Stellen ausgewählt wurden (Abschnitt
6.1.1). Zugunsten der Frequenz des Kassettenaustausches wurde dabei der Abstand
zwischen den loxP Stellen möglichst gering gehalten. Falls nötig könnte die Lage der
Rekombinationsstellen im Genom aber noch weiter von den konservierten und kodie-
renden IGHV/D/J Sequenzbereichen weg verschoben werden.

Einführung der Vielfalt mittels spezifischer Rekombination
Die Erzeugung der Vielfalt an Hybridomantikörperspezifitäten wird wahrscheinlich der
kritischste Punkt bei der Erzeugung der humanen Hybridomantikörperbibliothek sein.
Durch spezifische Rekombination sollen die PCR amplifizierten schweren und leich-
ten Ketten im Genom der Hybridomzellen zufällig kombiniert werden. Allein die Kom-
bination der 10530 in den PCRs synthetisierten VH Gene mit den 200 Vκ bzw. 120 Vλ

leichte Kette Genen erzeugt eine Vielfalt von 3,4·106 verschiedenen Antikörperspezi-
fitäten. In Wirklichkeit wird aber eine um ein Vielfaches größere Komplexität erzeugt
werden. Bei jeder der beschriebenen PCRs (Abschnitt 6.2.2) werden neben Produk-
ten mit korrekten V/D/J bzw. V/J Übergängen auch solche Matrizen abgeschrieben,
in denen bei der Umlagerung zwischen den Gensegmenten während der somati-
schen Rekombination unterschiedlich viele Nukleotide eingefügt oder entfernt wor-
den sind. Auch das Spektrum somatisch hypermutierter peripherer B-Lymphozyten
steht als DNA Matrize zur Verfügung. Das komplette Antikörperrepertoire im
menschlichen Organismus umfasst schätzungsweise 108 verschiedene Antikörper-
moleküle, wenn nicht mehr. Zusätzliche Vielfalt kann eingeführt werden, indem bei
der Durchführung der PCRs die Mutationsrate gezielt erhöht wird, z.B. durch error-
prone PCR (Gram et al. 1992), oder indem sogar komplett synthetische Gene mit
zufälligen CDRs erzeugt werden.
Die Bereitstellung der Gene für variable Domänen zur Erzeugung der Vielfalt der
humanen Hybridombibliothek sollte also möglich sein. Die wirklich erreichbare Kom-
plexität der Bibliothek ist dann aber dadurch limitiert, wie effizient diese genetische
Vielfalt in den aktiven Genlokus der Hu-HEA125 Ausgangszelllinie eingebracht wer-
den kann. Dies ist abhängig von zwei Faktoren. Der erste ist die Effizienz, mit der die
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Donorplasmide für den Kassettenaustausch in die Akzeptorzellen transfiziert werden
können. Die Transfektionseffizienz für HEA125 wurde bereits für die homologe Re-
kombination bestimmt (siehe Abschnitt 4.5.2), die Rate beträgt 30 bis 40% aller Zel-
len, welche die Transfektion überlebt haben. Der zweite, und weil es sich hier um viel
größere Dimensionen handelt bedeutendere Faktor, ist die Frequenz des Kassetten-
austausches. Zu Beginn dieser Arbeit wurden vor allem zwei ortspezifische Rekom-
binasen verwendet, um Veränderungen in das Mausgenom durch Kassettenaus-
tausch einzuführen (siehe 4.3.4), Cre vom P1 Phagen (Lakso et al. 1992, Orban et
al. 1992) und Flp aus Hefe (Dymeck 1996, Rodriguez et al. 2000). Mittlerweile hat
sich aber mit der Integrase vom Phagen φC31 eine für unsere Zwecke sehr interes-
sante Alternative ergeben, die in Mauszellen einen vergleichsweise sehr effizienten
Kassettenaustausch vermitteln kann (Belteki et al. 2003). Durch φC31 vermittelte
Rekombination zwischen zwei heterospezifischen Rekombinationsstellen (attB und
attP) entstehen nämlich zwei von den Ausgangsstellen verschiedene Stellen (attL
und attR), die von der Integrase nicht mehr als Substrate erkannt werden (Thorpe et
al. 2000). Dadurch ist der Kassettenaustausch in diesem System irreversibel, was
den Vorteil gegenüber dem Cre/loxP und dem Flp/FRT System hat, dass erfolgreich
rekombinierte DNA nicht wieder zurückrekombinieren kann. Beim Cre/loxP und dem
Flp/FRT System bleiben beim Austausch die Erkennungsstellen in voller Funktiona-
lität erhalten. Hieraus ergibt sich die verbesserte Rekombinationsfrequenz mit der
φC31 Integrase. Gleichzeitig hat die Irreversibilität dieses Systems den Nachteil,
dass nach dem Austausch der variablen Domänen zur Erzeugung der Vielfalt ein
erneuter Austausch derselben Domäne nicht mehr möglich ist. Dies wäre nach der
ex vivo Mutagenese (synthetisch nachempfundene somatische Hypermutation) zur
Erhöhung der Antikörperaffinität erforderlich (Abschnitt 7.6.3). Gelingt es aber, die
somatische Hypermutation in den Hybridomzellen zu aktivieren, müssten die variab-
len Dömänen nach Erzeugung der Vielfalt nicht mehr ex vivo verändert und dann
rückeingeführt werden. Somit böte sich der Kassettenaustausch mittels der φC31
Integrase als das effizientere System an.
Zuerst würde dann mittels Cre/loxP die mit 320 Genkombinationen vergleichsweise
kleine Vielfalt der leichten Kette generiert. Cre/loxP oder Flp/FRT sollten zur Erzeu-
gung der Vielfalt in der leichten Kette ausreichen. Sie bieten zusätzlich noch die
Möglichkeit zum späteren „light-chain-shuffling“. Hierbei wird die Affinität aller mögli-
chen rekombinierten leichten Ketten in Kombination mit einer gegebenen schweren
Kette getestet und Antikörper mit gesteigerter Affinität selektiert.
Die effektivere Rekombinase φC31 würde dann anschließend für die Erzeugung der
Vielfalt der schweren Kette eingesetzt, denn die 390 PCRs am IGHV Lokus erzeugen
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schon bei alleiniger Berücksichtigung der kombinatorischen Vielfalt ca. 11000 ver-
schiedene Produkte. Um diese in den Hu-HEA125 variablen Genlokus zu rekombi-
nieren sind mehr erfolgreiche Rekombinationsereignisse nötig, als für die leichte
Kette.

Mit allen drei möglichen Rekombinasen (Cre, Flp, φC31) wird die Effizienz des Kas-
settenaustausches letztlich maßgeblich davon abhängen, wie effizient sie in die Zel-
len eingeschleust werden können. Expressionsplasmide haben den Nachteil, dass
sie zusammen mit der Ziel-DNA in die Zellen eingeschleust werden müssen. Da die
Menge der in einem Transfektionsansatz einsetzbaren DNA limitiert ist (siehe Ab-
schnitt 5.3), bedeutet dies eine Verringerung der Menge an einsetzbaren Kassette-
naustauschplasmiden. Außerdem dauert es einige Zeit, bis nach der Transfektion die
Rekombinasen in den Zielzellen exprimiert worden sind und es ist ungewiss, was bis
dahin mit der DNA geschieht. Eine alternative Methode zur Transfektion mit Expres-
sionsplasmiden ist das direkte Einschleusen der Enzyme in Proteinform in die Ziel-
zellen. K. Tauber (2004) hat in unserer Abteilung gezeigt, dass Cre-Protein, gekop-
pelt an die Translokalisationsdomäne „tat“ von HIV, sehr effizient in eukaryontische
Zellen eingeschleust wird. Nahezu 100% der Zielzellen (CV1-5B, Nierenfibroblasten,
Meerkatze) werden transfiziert, was durch Rekombinaseaktivität in den Zielzellen
nachgewiesen wird, die ein Reportergen aktiviert. Mit dieser Methode kann wahr-
scheinlich verglichen mit Elektroporation auch ein viel gleichmäßigerer Level an Cre
in den verschiedenen Zellen aufgebaut werden, da die Aufnahme von Cre Protein
pro Zelle nur von der Cre Konzentration, der Membranoberfläche und der Tempera-
tur abhängen sollte, was allerdings noch zu zeigen ist. Wenn das stimmt, ließe sich
mit dem direkt eingeschleusten Cre Protein besser die für den Kassettenaustausch
optimale Cre Menge einstellen. Eine weitere Möglichkeit, die oben genannten Prob-
leme transienter Rekombinase Expression zu umgehen, ist die Erzeugung einer Hu-
HEA125 Linie, die stabil die Rekombinase unter der Kontrolle eines induzierbaren
Promotors exprimiert. Hierfür bietet sich z.B. das Tet-System von Gossen und Bujard
(1992 und Gossen et al. 1995) an, mit dem doxycyclinabhängig die Expression eines
Gens sehr spezifisch angeschaltet werden und dann ein hohes Expressionsniveau
des Zielgens erzeugt werden kann.

Auswahl der Matrizen DNA zur PCR-Amplifikation einer möglichst großen Vielfalt
Diversität und Naivität waren bisher die wünschenswertesten Qualitäten von Antikör-
perbibliotheken, die der Erzeugung humaner Antikörper dienen. Mit dem steigenden
Bedarf an therapeutischen Antikörpern erhöht sich auch der Bedarf an Bibliotheken,
mit einem hohen Anteil anti Selbst spezifischer Antikörper. Raum et al. (2001) be-
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schreiben aus dem Grund die Auswahl des natürlich exprimierten IgD VH-
Repertoires, aus dem stark immunogene Idiotypen eliminiert sein sollten, als Aus-
gangspunkt für eine Phagendisplay Bibliothek. Dieses Repertoire wird ausschließlich
auf der Oberfläche reifer IgM+ IgD+ B-Lymphozyten und IgM- IgD+ B-Zellen exprimiert.
Die Mehrheit der IgM+ IgD+ B-Lymphozyten ist noch ungeprimt (Klein et al. 1989,
Maurer et al. 1992), was den Vorteil hat, dass nicht die DNAs weniger, stark prolife-
rierter B-Lymphozyten den Pool der PCR-Matrizen dominieren. IgM- IgD+ B-Zellen
sind im Organismus persistierende selbst-reaktive B-Zellen, die durch Selbst Antigen
anergisch gemacht werden (Nossal und Pike 1980, Goodnow et al. 1989).

7.6.2 Effektive Selektion des richtigen Gens aus der Vielfalt.
Durch spezifische Rekombination der PCR-amplifizierten variablen Antikörperdomä-
nen in den aktiven Genlokus von Hu-HEA125 soll eine große Vielfalt verschiedener
Antikörperspezifitäten entstehen. Das Immunsystem bedient sich der klonalen Selek-
tion, um aus dieser Vielfalt brauchbare Antikörper gegen bestimmte Antigene in gro-
ßen Mengen zur Verfügung stellen zu können. Es stimuliert spezifisch bindende B-
Zellen über das IgM, das sie auf ihrer Oberfläche exprimieren. Dieses Prinzip lässt

Abbildung 7-2: Selektion von spezifischen Antikörpern aus der humanen Hybridomzellbiblio-
thek. Die Antikörper einer gesuchten Spezifität, exprimiert auf der Oberfläche der sie produzierenden
Hybridomzelle, binden an immobilisiertes Antigen. Waschen entfernt ungebundenen Hybridomzellen.
Zellen, die verschiedene Antikörper gegen ein bestimmtes Antigen produzieren, können eluiert und
kloniert werden.
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sich deshalb auf die humane Hybridomantikörperbibliothek übertragen, weil auch die
Hybridomzellen einen Teil der von ihnen produzierten Antikörper auf der Oberfläche
exprimieren (siehe Abbildung 5-2). Gefragte Antigenspezifitäten können durch Bin-
dung an Antigen aus der Gesamtpopulation an Hybridomzellen gereinigt werden
(Abbildung 7-2). Auf diese Weise isolierte Zellen exprimieren Antikörper mit ver-
schiedener Affinität zu ihrem Antigen. Hochaffine Hybridomzellen können im FACS
durch einen Online-Affinitätsvergleich identifiziert und isoliert werden. Hierfür werden
die Zellen durch Bindung an fluoreszmarkiertes Antigen gefärbt und die Fluores-
zenzintensität der einzelnen Zellen durch einen zweiten, anders fluoreszierenden anti
human IgG1 Antikörper oder Protein G gegen die Zahl der oberflächenpräsentierten
Antikörper normalisiert (Abbildung 7-3). Hochaffine Antikörper exprimierende Zellen
sollten im Verhältnis zur Anzahl der von ihnen präsentierten Antikörper intensiver
leuchten, als gering affine.

Abbildung 7-3: Online-Affinitätsvergleich von Hybridomzellen im FACS. Hybridomzellen, die
besonders hoch affine Antikörper exprimieren, leuchten nach Doppelfärbung im Verhältnis zur Anzahl
der von ihnen präsentierten Antikörper intensiver, als gering affine.

7.6.3 Verbesserung der Affinität und Spezifität eines selektierten Anti-
körperfragmentes

Die frühen Ereignisse einer Immunantwort führen dazu, dass spezifische Antikörper
überhaupt erst einmal gebildet werden. In einer späteren Phase der Immunantwort
entstehen dann affinere Antikörper, die bei erneutem Antigenkontakt eine effektivere
Immunantwort erzeugen. Die Bildung hoch affiner Antikörper geschieht in den Keim-
zentren durch somatische Hypermutation der variablen B-Zell Gene. Dabei entstehen
sehr viele mutierte B-Zellen, aus denen solche ausgewählt werden, die höher affine
Antikörper präsentieren. Somit sollten ganz analog auch mit dem von uns geplanten
experimentellen System, durch wiederholte Zyklen von Mutagenese der variablen
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Domänen und Affinitätsvergleich der resultierenden Hybridomantikörper, höher affine
Antikörper herstellbar sein (siehe Abbildung 7-3). Die Mutagenese der variablen
Domänen muss nach dem derzeitigen Stand der Technik noch außerhalb der Hybri-
domzellen geschehen. D.h. die aktiven variablen Domänen der Hybridomzellen wer-
den per PCR abgeschrieben. In vitro können sie dann verändert werden, entweder
durch zufällige Mutagenese, z. B. mittels PCRs in denen die Mutationsrate gezielt
erhöht wird (error-prone-PCR, Gram et al. 1992), oder durch gezielte Mutagenese
nach Computer gestütztem Moleküldesign. Die veränderten variablen Domänen
müssen dann mittels spezifischer Rekombination wieder in die Hybridomzelle einge-
führt werden.
Viel einfacher wäre die Mutagenese der variablen Domänen, wenn man sich den in
den Hybridomzellen vorhandenen endogenen somatischen Hypermutationsapparat
zunutze machen könnte. In BL2 Zellen ist es schon möglich, in der Zellkultur durch
Co-Kultur mit aktivierten Helfer T-Zellen und Zugabe von IgM einen 5-10 fachen
Anstieg der Mutationen in der variablen Domäne aber nicht in der konstanten Region
zu induzieren (Denepoux et al. 1997, Poltoratsky et al. 2001, Woo et al. 2003).

7.7 Vergleich der humanen Hybridomantikörperbibliothek mit
anderen Systemen

Die erreichbare Komplexität der hier beschriebenen Bibliothek wird maßgeblich da-
von abhängen, wie effektiv der Kassettenaustausch der variablen Antikörperdomä-
nen funktioniert (siehe Abschnitt 7.6.1). Im Prinzip sollten sich aber hoch affine hu-
mane Antikörper herstellen lassen. Unser Ansatz hat den großen Vorteil, dass die
Antikörperproduktion komplett in der Hybridomzelle belassen wird. Interessante Anti-
körperspezifitäten können gegenüber Phagenantikörpern viel schneller und effizien-
ter produziert werden, denn die einfach kultivierbaren Hybridomzellen sind wahre
Antikörperfabriken, die darauf spezialisiert sind, funktionelle Antikörper in großen
Mengen herzustellen. Die Produktion von Antikörpern, die aus Phagenbibliotheken
isoliert wurden, scheitert oft am Finden des richtigen Produktionssystems. Die Anti-
körper können in eukaryontischen Zellen nach zeitaufwendiger Klonierung und Su-
che nach dem geeignetsten System trotzdem meist nur in geringer Ausbeute produ-
ziert werden, in Bakterien können nur Antikörperfragmente und keine kompletten
funktionellen Antikörper produziert werden. Unser System stellt auch für die aus
Phagenbibliotheken isolierten Antikörperspezifitäten ein universelles Expressions-
system kompletter Antikörper dar. Antikörperfragmente haben neben dem Fehlen
des Fc Teils, der für die Aktivierung von Effektorfunktionen verantwortlich ist, vergli-
chen mit kompletten eine wesentlich geringere Stabilität im Organismus. Hinzu
kommt, dass bakteriell exprimierten Antikörpern die Glycosylierung fehlt. Ein Nachteil
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der hier beschriebenen Bibliothek ist, dass die Hybridomzellen murinen Ursprungs
sind, wodurch sich ihre Glycosylierung von der humaner Antikörper immer unter-
scheidet. Mangels Alternativen fällt dieser Punkt aber nicht ins Gewicht, zumal Anti-
körper chimärisierter Hybridomzellen oder mittels Mäusen mit humanen Antikörper-
genen hergestellte Hybridomantikörper bereits erfolgreich in der Therapie eingesetzt
werden (Abschnitt 3.4). Sollte irgendwann ein Fusionspartner gefunden werden, mit
dem sich stabile humane Hybridomzelllinien herstellen lassen, kann das ganze Sys-
tem in diese übertragen werden. Mäuse mit humanen Antikörpergenen und humani-
sierte Hybridomzellen sind bisher die einzige Möglichkeit, chimäre bzw. humane
Antikörper in größeren Mengen her zu stellen. Gegenüber diesen beiden Methoden
ist von der hier beschriebenen zu erwarten, dass Antikörper aus der Bibliothek direkt
isoliert werden können, ohne dass die Immunisierung einer Maus vorausgehen muss
und fusionierte Zellen erst auf Antikörperproduktion und Stabilität durchsucht werden
müssen. Die wegfallende Immunisierung bringt einen weiteren Vorteil mit sich. Aus
Antikörperbibliotheken können nämlich auch Antikörper gegen sehr toxische Antige-
ne oder gegen Selbstantigene isoliert werden, mit denen eine Immunisierung nicht
möglich wäre.

Die Hybridomzelllinie Hu-HEA125 wird vollständige, chimäre IgG1 Antikörper mit
humanen konstanten Domänen produzieren. In Experimenten bei denen verschiede-
ne Antikörper benutzt wurden, die für dasselbe Antigen spezifisch waren, zeigte sich,
dass die zytotoxische Potenz von der Antikörperklasse und Subklasse abhing (Dyer
et al. 1989). IgG1 und IgG3 haben gegenüber anderen Isotypen oder gar Antikörper-
fragmenten den Vorteil, dass sie in der Lage sind, effektiv CDC und ADCC zu aktivie-
ren (siehe Abschnitt 3.4). Es wurde gezeigt, dass ADCC bei der Bekämpfung von
Tumorzellen eine der wichtigsten Effektorfunktionen ist (Clynes et al. 2000) und IgG1
Antikörper diese am Besten vermitteln (Boulianne et al. 1984, Morrison et al. 1984,
Riechmann et al. 1988, Hale et al. 1988, Clark 1997). Daher wollen wir einen chimä-
risierten IgG1 Antikörper herstellen. Zukünftig sollte es mit der in dieser Arbeit erst-
mals durchgeführten Methode der homologen Rekombination ohne Resistenzgen
aber auch relativ einfach möglich sein, ein IgG1 produzierendes Hybridom in eines
umzuwandeln, das einen anderen Isotyp wie z.B. IgA produziert. IgA aktiviert zusätz-
lich zu IgG auch effektorzellvermittelte Lyse von Lymphomzellen und soliden Tumo-
ren (Valerius et al. 1997, Huls et al. 1999). IgA bindet dazu an CD89 (FcαRI), der
Phagozytose, Cytokinausschüttung, Antigenpräsentation und ADCC vermittelt (van
Egmond et al. 2001).
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Weil die Antikörpervielfalt dieser Bibliothek im Original-Antikörpergenlokus der Hybri-
domzellen erzeugt wird, kann verglichen mit allen anderen Systemen eine sehr ein-
fache Affinitätsverbesserung der Antikörper vorgenommen werden. Voraussatzung
dafür ist, dass es möglich wird, Hybridomzellen in Zellkultur dazu zu bringen, ihren
somatischen Hypermutationsapparat anzuschalten. Die Gene der aktiven variablen
Domänen interessanter Antikörper müssten dann nicht erst aus der Zelle isoliert,
mutiert und dann wieder in den richtigen Genlokus hineingeschleust werden, sondern
sie könnten direkt vor Ort mutiert und Zellen mit verbesserter Affinität im Online-
Vergleich identifiziert und isoliert werden.

7.8 Ausblick
Mit der chimärisierten leichten Kette zeigt diese Arbeit, dass die Humanisierung mu-
riner Hybridomantikörper direkt in der Hybridomzelle ohne die Miteinführung von
Resistenzgenen möglich ist. Damit sollte analog auch die homologe Rekombination
zur Chimärisierung der schweren Kette des Hu-HEA125 Antikörpers möglich sein,
der danach hinsichtlich seiner Wirksamkeit in der Behandlung epithelialer Tumore
evaluiert werden kann. Über dieses konkrete Beispiel hinaus, sollten mit unserem
Ansatz aber auch andere interessante Maushybridome vergleichsweise einfach ver-
ändert werden können. Mit einer Schar von wenigen DNA-Konstrukten können Mau-
santikörper durch homologe Rekombination chimärisiert, in ihrem Subtyp verändert
oder gar mit neuen Funktionen versehen werden, z.B. zu bispezifischen oder bifunk-
tionellen Antikörpern.

Ein weiteres Ziel wird die Herstellung einer humanen Antikörperbibliothek sein, wobei
derzeit die größte Unsicherheit in der erreichbaren Effizienz des Kassettenaustau-
sches der aktiven IGHV und IGKV Gene der variablen Antikörperdomänen liegt. Von
der erreichbaren Komplexität der Hybridomantikörperbibliothek hängt später ab, mit
welcher Wahrscheinlichkeit in einer ersten Selektionsrunde antigenspezifische Anti-
körper aus der Bibliothek isoliert werden können, die dann in nachgeschalteten Mu-
tagenese- und Selektionszyklen in ihrer Affinität verbessert werden müssen. Dabei
streben wir eine Bibliothek von 1·106 oder mehr verschiedenen Antikörperspezifitäten
an, aus der sehr schnell und effizient humane Antikörper nahezu beliebiger Spezifität
isolierbar sein sollten. Dies käme sehr dem großen, immer weiter wachsenden Be-
darf an monoklonalen Antikörpern in Forschung, Diagnostik und Therapie entgegen.
Als Beispiel sei hier das humane Genomprojekt genannt, im Zuge dessen das kom-
plette menschliche Genom durchsequenziert wurde. Die Charakterisierung der zahl-
losen, nach und nach identifizierten Gene würde durch schnelles Bereitstellen spezi-
fischer Antikörper ganz erheblich erleichtert werden.
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