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Zusammenfassung

Solide Tumore, besonders im metastasierenden Stadium, sind schwer zu therapieren und
gingige Behandlungen flihren oft zu starken Nebenwirkungen. Daher ist die Entwicklung
neuer, effizienter Behandlungsansitze dringend notwendig. Uber zielgerichtete Therapien mit
Immuntoxinen (IT) oder im besten Fall mit vollstindig humanen zytolytischen
Fusionsproteinen (hCFP), konnen spezifisch auch ruhende Tumorzellen getdtet werden, ohne
gesunde Zellen zu schidigen. Aufgrund dessen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein auf
Granzyme B (GrB)-basierendes hCFP evaluiert, das apoptotische Signalkaskaden in
Tumorzellen auslésen kann. GrB wurde mit einem zellbindenden Antikorper (Ak)-Fragment,
einem neuen humanen ,,single-chain Fragment variable* (scFv), spezifisch fiir den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) fusioniert, um die Bindung und anschlieBende
Internalisierung an Rezeptor-tragende Zellen zu ermdglichen. Der EGFR ist auf einer Vielzahl
von soliden Tumoren iiberexprimiert und oft mit einer schlechten Prognose assoziiert. Schwer
zu therapierende Krebsarten wie das Rhabdomyosarkom (RMS), das Pankreas-, Prostata oder
Plattenepithelkarzinom sowie die Brustkrebsform ,triple negative breast cancer (TNBC)
standen in dieser Arbeit im Fokus. Um initial die Funktionalitit des humanen und eines zweiten
neuen EGFR-spezifischen scFvs zu analysieren, wurden beide mit dem SNAP-Tag fusioniert
und charakterisiert. Die Konstrukte scFv1711-SNAP abgeleitet vom humanen Panitumumab
und scFv2112-SNAP abgeleitet vom chiméren Cetuximab, beides in der klinischen Anwendung
etablierte EGFR-spezifische monoklonale Antikoper (mAk), zeigten spezifische Bindung an
die Zielzellen sowie effiziente und schnelle Internalisierung innerhalb von Minuten. Ein
wichtiger Faktor im Hinblick auf IT und hCFP ist die Affinitdtskonstante der eingesetzten
scFvs. Um tiber die SPR-Methode die Affinitit der scFv-SNAP Konstrukte messen zu konnen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein regenerierbares System etabliert. Dabei wurde die schnelle
und einfache Kopplung der scFv-SNAP-Fusionsproteine mit BG-Biotin und dem
kommerziellen ,,Biotin CAPture Kit* auf Basis der Biotin/Streptavidin Bindung kombiniert.
Die scFvs zeigten Kp-Werte von etwa 4 nM. Zusitzlich wurde im Vergleich zu den parentalen
mAk auch das Kompetitionsverhalten bestitigt. Um einen ersten Uberblick iiber das Potential
in vivo zu erhalten, wurde scFv2112-SNAP in einem subkutanen Prostatakarzinom-
Mausmodell als NIR-Bildgebungssonde erfolgreich eingesetzt. Als ,,proof of concept™ wurden
nach der funktionellen Charakterisierung beide scFvs mit einer verkiirzten Form des
bakteriellen Toxins Pseudomonas Exotoxin A (ETA') fusioniert. Mit Zelllinien

unterschiedlicher Tumorentititen und EGFR-Expressionsraten, wurden nach spezifischer



Bindung und Internalisierung innerhalb von 30-60 min, ICso-Werte im pikomolaren Bereich (4-
460 pM je nach Zelllinie) erzielt. Die Zelllinie mit der am hdchsten bestimmten EGFR-
Rezeptordichte wurde in Zellviabilitdtstests am effizientesten eliminiert. Beide IT induzierten
ebenfalls statistisch signifikant Apoptose zwischen 60% und 80% gemessenen apoptotischen
Zellen. Zusétzlich zeigten sie spezifische Bindung auf humanen Tumorbiopsien. Das Ziel dieser
Arbeit, die Entwicklung und Evaluierung eines hCFP fiir die Behandlung solider Tumore,
wurde mit GbR201K-scFv1711 unter Einsatz einer Serpin B9-resistenten GrB-Mutante,
erfolgreich dargestellt. Nach der Expression mit Ausbeuten im Bereich von 17-30 mg/L wurden
die spezifische Bindung und Internalisierung nach enzymatischer Aktivierung von GbR201K-
scFv1711 auf ausgewéhlten Zelllinien nachgewiesen. Das hCFP zeigte hohe Serumstabilitét
auch nach 72h. Signifikante apoptotische (30% apoptotische Zellen) und anti-proliferative
Effekte (ICso = 133,3 nM) wurden mit GbR201K-scFv1711 auf A431-Zellen
(Plattenepithelkarzinom) demonstriert. Unter FEinsatz der endosomolytischen Substanz
Chloroquin (CQ) wurde auch mit RD-Zellen (RMS) neben einer Apoptose-Induktion ein ICso-
Wert von 21 nM und mit A431-Zellen eine Verbesserung auf 45 nM bestitigt. Weiterhin wurde
die spezifische Bindung auf humanen RMS-Biopsien nachgewiesen. Die vorliegenden Daten
bestitigen, dass gerade dieses neuartige hCFP ein sehr interessanter Kandidat fiir weitere

préklinische Untersuchungen ist.
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Summary

Solid tumors are difficult to treat, especially when they reach a metastatic stage. Standard
therapies often show severe side-effects. Therefore, the evaluation of new and efficient
treatment options are in urgent need. With targeted therapies using immunotoxins (IT) or in
best case human cytolytic fusion proteins (hCFP), tumor cells could be killed specifically
without affecting healthy cells. Hence, this work was focused on the evaluation of a Granzyme
B (GrB)-based hCFP, which could induce apoptotic signal-cascades in tumor cells. GrB was
fused to a cell-binding antibody-fragment, a new human epidermal growth factor receptor
(EGFR)-specific single-chain Fragment variable (scFv), to demonstrate binding and subsequent
internalization by receptor bearing cells. The EGFR is expressed on a variety of solid tumors
and is associated with poor prognosis. Rhabdomyosarcoma (RMS), pancreatic-, prostate-, and
epoidermoid carcinoma, as well as the breast cancer type triple negative breast cancer (TNBC)
are difficult to treat and were the main focus of this study. To initially analyze the functionality
of the human and a second EGFR-specific scFv, both were fused to the SNAP-Tag and
characterized. ScFv1711-SNAP was derived from Panitumumab and scFv2112-SNAP from
Cetuximab, which are established EGFR-specific monoclonal antibodies (mAb) in the clinic.
Both scFv-SNAP fusion proteins showed specific binding and internalization into the target
cells within minutes. A critical factor concerning ITs and hCFPs is the affinity constant of the
used scFvs. In order to use SPR for determining the affinity of the scFv-SNAP fusion proteins,
a regenerative system was established. For this purpose, the fast and easy coupling reaction of
BG-Biotin to the scFv-SNAP fusion was combined with the commercial available “Biotin
CAPture kit”, which works on the basis of Streptavidin/Biotin binding. Both scFvs show Kbp-
values of ~ 4 nM. Additionally the competitive behavior of the scFvs was tested and compared
to the parental mAbs, respectively. To get a first hint of the in vivo-potential, scFv2112-SNAP
was successfully tested as NIR-probe in a subcutaneous prostate cancer-mouse model. After
the functional characterization of the new scFvs, both were fused to a truncated version of
Pseudomonas Exotoxin A (ETA") as proof of concept. Using cell lines from different tumor
entities and with varying EGFR-expression levels, specific binding, internalization within 30-
60 min, as well as ICso-values in the picomolar range (4-460 pM depending on the cell line)
were determined. The cell line with the highest EGFR-expression level was most efficiently
eliminated in cell viability assays. Both ITs also induced statistically significant apoptosis. In
addition, specific binding on human tumor biopsies could be confirmed. The aim of the study

was to develop and evaluate an hCFP for the treatment of solid tumors. This was demonstrated
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by using GbR201K-scFv1711 with a Serpin B9-resistent mutated GrB-variant. After expression
and purification with yields in the range of 17-30 mg/l protein, specific binding and
internalization was confirmed on selected cell lines, by using enzymatically activated
GbR201K-scFv1711. GbR201K-scFv1711 demonstrated a high serum stability, even after 72h.
Significant apoptotic and anti-proliferative effects (ICso= 133.3 nM) were reached with A431-
cells (epidermoid carcinoma). By using the endosomolytic substance Chloroquine (CQ)
induction of apoptosis and an ICso-value of 21 nM could be determined with RD-cells (RMS)
as well. The ICso-value of A431-cells improved to 45 nM. Furthermore, specific binding on
human RMS-biopsies was demonstrated. These data confirm that especially this novel hCFP is

an interesting candidate for further pre-clinical studies.
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Einleitung

Einleitung

.1 Solide Tumore und deren Therapieformen

Weltweit fithren Krebserkrankungen die Morbiditdts- und Mortalitdtsstatistiken an. Im Jahre
2012 wurden weltweit 14 Millionen neue Krankheitsfille und 8,2 Millionen Todesfille durch
Krebskrankheiten verursacht [1, 2]. Laut der Statistiken des Robert-Koch-Institutes sind in
Deutschland fiir das Jahr 2014 mehr als 500.000 neue Krebsfille aufgetreten. Unter den soliden
Tumoren war Brustkrebs in 2012 die hdufigste Krebsart bei Frauen und zeigte unter den
Krebserkrankungen die hochste Mortalitétsrate. Pankreaskrebs stand bei Frauen an sechster
Stelle und zeigte die viert-hdufigste Todesursache, sowohl bei Frauen als auch bei Ménnern.
Die am haufigsten vorkommende Krebsform bei Ménnern ist das Prostatakarzinom und in 2012
die dritt hdufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen (Zahlen nach Robert-Koch-
Institut, Berlin; DKFZ, Heidelberg; IARC, UK). Bei den genannten soliden Krebsarten stiegen
die Todesfille in der EU bei Minnern und Frauen von 2009 bis 2014 (prognostizierte
Todesfille) um 1000 bis 5000 Fille an (Tabelle I-1), auler beim Brustkrebs dort blieben die
Zahlen nahezu konstant.

Tabelle I-I Zahlen der prognostizierten Todesfille in der EU in 2014 im Vergleich zu 2009
Zahlen entnommen aus: [3]

Todesfille in 2009  Prognostizierte Todesfalle in 2014

Miénner  Pankreaskarzinom 39714 41300
Prostatakarzinom 69036 70100
alle Krebsarten 718355 742500
Frauen Pankreaskarzinom 36725 41000
Brustkrebs 89514 89300
alle Krebsarten 563418 581100

Neben den Karzinomen die bis zu 80% der soliden Tumorerkrankungen ausmachen, existieren
ebenso die sogenannten Sarkome, auch Weichteilsarkome genannt, welche vom Binde-
und/oder Stiitzgewebe sowie vom Knochen-und/oder Knorpelgewebe aus entstehen. Zu den am
héufigsten pédiatrisch vorkommenden Weichteilsarkomen gehort das Rhabdomyosarkom

(RMS) mit bis zu 4,5 Fillen pro einer Millionen Kinder [4, 5]. Im Gegensatz zu den zuvor
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aufgefiihrten soliden Tumorarten gehdrt das RMS zu den seltenen Krankheiten, da weniger als
15 Fille in einer Population von 100.000 Menschen vorkommen [6]. Beziiglich der Therapie
solider Tumore ist in den letzten Jahren die zielgerichtete Therapie immer mehr ins
Interessenspektrum geriickt. Eine Strategie der zielgerichteten Tumortherapie stiitzt sich unter
anderem auf das Anvisieren von auf Tumorzellen liberexprimierten Oberflichenmarkern, wie
beispielsweise die des Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR, epidermal growth

factor receptor, dt.: epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) [7].

.1.1 Der EGF-Rezeptor und seine Bedeutung bei soliden Tumoren

Etwa 30% aller humanen Tumore zeigen eine Uberexpression des EGFR [8]. Der EGFR, auch
ErbB1 genannt, ist einer der am besten charakterisierten Tyrosinkinase-Rezeptoren und gehdort
zur Familie der ErbB-Membran-Rezeptoren. Diese beinhalten ebenso HER-2/ErbB2, HER-
3/ErbB3 und HER-4/ErbB4 [9]. Der EGFR, ein 170 kDa groBle Glykoprotein, ist einer der
ersten Rezeptoren der mit humanen Krebserkrankungen in Zusammenhang gebracht wurde [10-
12]. Erstmals beschrieben wurde der EGFR von Stanley Cohen (Vanderbilt Universitdt) der
zusammen mit Rita Levi-Montalcini im Jahre 1986 den Nobelpreis fiir diese Entdeckung
gewann [13, 14]. Rezeptoren der ErbB-Familie bestehen aus einer N-terminalen extrazelluldren
Doméne, welche in vier Untereinheiten (DI-DIV) unterteilt ist, einer kurzen transmembran-
Domine und einer intrazelluldren katalytischen Tyrosinkinase-Domine mit mehreren freien
Tyrosinresten [7]. Nach der Liganden-Bindung kommt es im Rezeptor zu Konformations-
Anderungen der intrazelluliren Doméinen DI und DIII, sie werden zusammengefiihrt und eine
intrinsische Kinase-Aktivierung wird ausgelost, sowie eine Liganden-Binde Tasche ausgebildet
[7, 15, 16]. Die Liganden-Bindung und Aktivierung des Rezeptors fordert auch die Hetero- oder
Homodimerisierung, die zur Stimulierung der Zellproliferation und zur Autophosphorilierung
der Tyrosinreste in der intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne fiihrt [17]. Diese Tyrosinreste
dienen als Bindungsstellen fiir die Rekrutierung von Signal-Ubertréigeren und Aktivatoren der
Transkription (STATS) und Downstream-Adapterproteinen, wie z.B. ras oder auch Enzymen,
wie der Phospholipase-C. Diese stimulieren eine intrazelluldre Signal-Transduktions-Kaskade
welche unter anderem zu zelluldrer Adhdsion, Apoptose und Differenzierung fiihrt [8]. Bisher
sind sieben Liganden bekannt die an den EGFR binden, der epidermale Wachstumsfaktor
(EGF), der transformierende Wachstumsfaktor a (TGFa), der Heparin-bindende EGF-dhnliche
Wachstumsfaktor (HB-EGF), sowie Amphiregulin, Epiregulin, Betazellulin und Epigen [17,
18]. Normale bzw. gesunde Zellen exprimieren bis zu 1 x 10° EGF-Rezeptoren pro Zelle,

Tumorzellen aber kénnen das bis zu 200-fache dessen exprimieren [7, 8]. Diese Uberexpression
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fiihrt unter anderem zu einer erhohten Aktivierung des EGFR-Signalwegs, welche wiederum
aggressiveres Zellwachstum, hohere Liganden-Verfligbarkeit und erhohte EGFR-
Genexpression zur Folge hat [12, 19]. Ebenso kénnen Mutationen im EGFR-Gen zu einem
dauerhaft aktivierten Rezeptor fiihren [15, 16, 18, 20]. Beides fiihrt zu einer schlechteren
Prognose, einem hoheren Risiko filir metastasierende Phinotypen und ebenso der Entwicklung

einer Resistenz gegeniiber gingiger Chemotherapeutika [21-23].

Viele Formen des Prostatakarzinoms zeigen ein erhohtes EGFR-Expressionslevel. Zudem
steigt die EGFR-Expression rapide an, wenn die Krankheit von der lokalisierten Form in die
metastasierende Form iibergeht. Ebenso ist ein stark erhohtes EGFR-Expressionslevel in
Androgen-unabhdngigen Stadien des Prostatakarzinoms zu beobachten [24, 25]. Ein schwer zu
therapierender Brustkrebstyp ist der TNBC (triple-negative breast cancer), der bei bis zu 20%
der Brustkrebspatientinnen diagnostiziert wird. Diese Form des Brustkrebses ist negativ fiir drei
wichtige therapeutische Zielantigene: den Estrogen-Rezeptor, den Progesteron-Rezeptor und
HER-2 [26]. Immunhistochemische- und Genexpressions-Studien haben gezeigt, dass bei 40-
60% der TNBC-Fille eine EGFR-Uberexpression vorliegt und nur sehr selten EGFR-
Mutationen [13]. Deswegen sind therapeutische und diagnostische Ansétze mit dem EGFR als
Zielantigen fir TNBC eine potentiell effektive Alternative, da weder auf HER-2-gerichtete
etablierte Therapieansitze noch auf hormonelle-Therapien zuriickgegriffen werden kann [27].
Das Pankreaskarzinom ist eine sehr aggressive und hoch maligne solide Krebsform mit einer
5-Jahres-Uberlebensrate von weniger als 5%. Diese hohe Mortalitiit entsteht durch die oftmals
spate Diagnose im bereits fortgeschrittenen Stadium, durch eine frithe Metastasen-Entwicklung
in den Lymphknoten oder der Leber und dem spéten Auftreten von ersten Symptomen [23, 28].
Eine Uberexpression des EGFR in Fillen von Pankreaskrebs steht im Zusammenhang mit der
malignen Transformation und dem Ausbilden von Metastasen, besonders von Leber-
Metastasen, sowie dem Wiederauftreten von Pankreaskrebs nach Remission [29]. Das RMS ist
unterteilt in die embryonale Form (ERMS) und die alveolare Form (ARMS), beide
hauptséchlich bei Kindern vorkommend, sowie in die pleomorphische Form (PRMS), welche
iiberwiegend bei Erwachsenen auftritt [30, 31]. Mit bis zu 70% ist ERMS die am haufigsten
vorkommende Form und obwohl die 5-Jahres Uberlebensrate in den letzten Jahren von 25%
auf bis zu 70% gestiegen ist, liegt diese flir das ARMS immer noch bei nur 20-30%. Daher gilt
das RMS als Erkrankung mit einer schlechten Prognose. Bisher sind nur sehr wenige
Zielantigene fiir die zielgerichtete RMS-Tumortherapie validiert, wie beispielsweise der fetale

Acetylcholinrezeptor (fAChR) [32]. AuBerdem wurden erste Ergebnisse mit CSPG-4
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(chondroitin sulfate proteoglycan-4) als Zielantigen publiziert [33]. Es konnte aber auch
nachgewiesen werden, dass der EGFR in bis zu 76% der ERMS-Fille und in bis zu 50% der
aggressiveren ARMS-Form hoch exprimiert ist [6, 32, 34, 35]. Besonders aufgrund der
minimalen Anzahl an zielgerichteten therapeutischen und diagnostischen Ansétzen fiir RMS ist

der EGFR ein hoch interessantes Zielantigen fiir diese seltene Krebsart [5, 36].

.1.2 Monoklonale Antikorper, Antikorperfragmente und andere
Therapeutika gerichtet gegen den EGFR

Der Ursprung der zielgerichteten Krebstherapie geht auf Paul Ehrlich zuriick, der vor iiber
einem Jahrhundert das Konzept der Benutzung von sogenannten ,,magischen Kugeln* auch
unter ,,magic bullet“ bekannt, zur selektiven zielgerichteten Therapie von beispielsweise
Tumoren diskutierte [37]. Das Konzept beruht urspriinglich auf der Anwendung von
zielgerichteten Liganden, wie Antikorpern (Ak), aber auch deren Derivaten, welche spezifisch
an einen Rezeptor binden der entweder einzigartig oder iiberexprimiert auf der Zielzelle ist.
Wichtige Schliisselfaktoren fiir die jeweiligen Liganden sind hierbei eine hohe
Bindungsaktivitit bzw. Affinitit. Als 1975 die Hybridoma-Technologie zur Produktion
monoklonaler Antikorper (mAk) ihren Durchbruch hatte, folgten in den Jahrzehnten darauf
Fortschritte bei der Entwicklung von Plattformen fiir chimére, humanisierte und voll-humane
Ak (Abbildung I-1) [38, 39]. Chimire therapeutische mAk besitzen die konstanten Regionen
humaner Ak und die variablen Region aus der murinen Fab-Doméne (leichte und schwere
Kette), welche fiir die Antigenbindung verantwortlich ist. Diese genetisch verdnderten mAk
zeigen in der Anwendung gleichbleibende Spezifitit aber verminderte HAMA-Reaktionen
(human anti-mouse antibody response), welche bei der therapeutischen Anwendung von
murinen mAk im Menschen oft ein Problem darstellen [7, 8]. Humanisierte mAk werden meist
tiber DNA-Technologie und anschlieBender Expression in Sdugetierzellen hergestellt [8].
Weiterhin werden sie iiber die Methode des CDR-Austausches generiert, sodass nur noch die
hypervariablen Doménen murinen Ursprungs sind. Weiterhin werden auch gentechnisch
erzeugte transgene Mauslinien eingesetzt, in denen die mauseigenen Ak-Gene durch die
humanen Genloci der leichten und schweren Ketten ersetzt werden. Auch liber Phage-Display

konnen die V-Regionen von humanen Bibliotheken selektiert werden [40, 41].
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Abbildung I-1: Schematische Darstellung von Ak und Ak-Fragmenten

Das native IgG-Molekiil (A, muriner Ak) kann enzymatisch zu F(ab), (B) und Fab'-Fragmenten (C,
fragment antigen binding) verdaut werden. Ein chemisch gekoppeltes F(ab')),-Fragment ist ebenfalls
moglich. Zu den rekombinanten Ak-Fragmenten gehort der scFv (D, single-chain fragment variable) und
der bispezifische scFv (E, biscFv). Uber Hybridoma-Technologie hergestellte Ak sind in der Regel murin
(A). Inzwischen werden iiber verschiedene Techniken (z.B. Phage-Display oder Immunisierung von
transgenen Méusen) auch chimére (F, konstante humane und variable murine Doménen), humanisierte (G,
murine hypervariable Bereiche) oder komplett humane (H) Ak hergestellt. Abkiirzungen: Vi: variable
leichte Kette; Vyu: variable schwere Kette; Cr: konstante leichte Kette, Cyl-3: konstante Regionen der
schweren Kette; Fc.Domine: konstantes Fragment des mAk. Illustration abgewandelt nach [42, 43].

Momentan sind fiir die Krebstherapie siebzehn mAk zugelassen (Stand Januar 2015, US Food
and Drug Administration, FDA). Davon binden zwei an den EGFR (Cetuximab und
Panitumumab) [44]. Cetuximab (Erbitix®, Merck KGaA) ist ein chimdrer mAk (Typ IgG1)
zugelassen fiir die Therapie des kolorektalen Karzinoms und von Kopf-Hals-Tumoren [45, 46].
Panitumumab (Vectibix®, Amgen), der erste komplett humane mAk (Typ IgG2«) welcher von
der FDA zugelassen wurde, wird bei Patienten mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen
mit nicht-mutiertem (Wildtyp) KRAS-Gen eingesetzt, welche auf vorherige Medikation nicht
ansprachen [47, 48]. KRAS ist ein intrazelluldres Molekiil welches bei der Signalwirkung von
EGF eine Rolle spielt und der EGFR-Signalkaskade nachgeschaltet ist [49]. Die Wirkweise
beider mAk ist die folgende: nach Bindung an die extrazelluldre Domine des EGFR, verhindern
sie die Anlagerung der Liganden und damit die Aktivierung des Rezeptors, inhibieren den

Zellzyklus und die dazu gehorigen Signaltransduktionswege und zwingen so die Zielzelle in
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die Apoptose [9, 15]. Cetuximab inhibiert die EGFR-Aktivierung indem er direkt mit EGF um
seine Bindungsstelle an der Doméne III konkurriert und somit Liganden-Bindung verhindert.
Er bindet an den EGFR, induziert Internalisierung und Degradation iiber begleitende
Hochregulation von p27Kip1 und Blockierung des Zellzyklus in der G1 Phase. Apoptose wird
ausgelost, Angiogenese inhibiert und ADCC induziert [7]. ADCC (kurz fiir antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity, dt.: AntikOrper-vermittelte zelluldre Zytotoxizitit) ist ein
Mechanismus bei dem der Fc-Teil der bindenden mAk mit Fc-Rezeptoren, welche unter
anderem auf NK-Zellen (natiirliche Killer-Zellen) exprimiert sind, interagiert und so
Signalkaskaden ausldst. Diese fithren dazu, dass Inhalte zytotoxischer Granula (z.B. Perforin)
ausgeschiittet werden, welche dann in der Zielzelle Apoptose ausldsen [38]. ADCC und CDC
(kurz fir complement-dependent cytolysis/cytotoxicity, dt.: komplementabhingige
Zytolyse/Zytotoxizitét), welche direkt in das Abtdten der Zielzelle iiber die Ausbildung eines
MAC (membrane attack complex) resultieren kann, gelten als allgemeine Ak-Effektor-
Funktionen [38, 50, 51]. Cetuximab jedoch 16st hauptsdchlich ADCC aus und das Ausldsen von
CDC ist nur sehr gemafBigt bis gar nicht zu beobachten [52, 53]. Panitumumab blockiert, &hnlich
wie Cetuximab, komplett die Bindung von EGF und TGFa an den EGFR und inhibiert so die
Autophosphorylierung welche von den Liganden ausgeldst worden wére [7]. Als voll humaner
Isotyp Ig(G2 kann Panitumumab die genannten Effektorfunktionen ADCC und CDC nicht oder
nur schwach ausléosen und wirkt somit ausschlieBlich iiber die Inhibierung der EGFR-

Signalwege [38, 51, 54, 55].

Meist werden therapeutische mAk nicht als Einzelmedikation sondern in einer
Kombinationstherapie mit anderen immunmodulatorischen Ansétzen verwendet, z.B. Chemo-
und Radiotherapie, Vakzinen, anderen zielgerichteten Therapeutika oder auch Zytokinen [38].
Sowohl fiir das Prostata- und das Pankreaskarzinom als auch fiir TNBC gibt es bisher
Therapieansétze basierend auf beiden oder einen der beiden mAk. In einer klinischen Studie
der Phase-Il bei Patienten mit EGFR" metastasierenden Kastrations-resistenten
Prostatatumoren wurde gezeigt, das eine Kombinationstherapie von Cetuximab und Docetaxel
zu einem lingeren Uberleben ohne ein Fortschreiten des Tumors fiihrt [56]. Fiir TNBC gibt es
momentan klinische Studien der Phase-II bei der Cetuximab in Kombination mit Ixabepilone
oder Panitumumab, in einer Dreierkombination mit Gemcitabine und Carboplatin eingesetzt
wird [13, 57]. Cetuximab zeigte beim Pankreaskarzinom in Kombinationstherapie mit
Gemcitabine keinen besseren Therapieerfolg als Gemcitabine alleine [58]. In einer Studie der

klinischen Phase I jedoch zeigte die Kombination von Panitumumab mit Gemcitabine-basierter
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Chemo-Radiotherapie potentiellen klinischen Nutzen bei kontrollierbarer Toxizitdt [59]. Fiir
das RMS gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt nur in vitro Studien in der Cetuximab in
Kombination mit Actinomycin D auf RMS-Zelllinien eingesetzt wurde [60]. Ein weiterer
Ansatz der EGFR-gerichteten Therapie sind ADCs (Antibody-drug-conjugates). Diese
verbinden die zielgerichtete Spezifitit eines mAk mit der zelltoxischen Wirkung von z.B.
Chemotherapeutika, Zytokinen oder Radionukleotiden [61]. Hier existiert beispielsweise der
Ansatz von Panitumumab kovalent konjugiert an Liposomen mit eingekapseltem Doxorubicin

[62].

Obwohl einige mAk und ADC fiir den therapeutischen Einsatz in Menschen zugelassen sind,
gibt es dennoch Limitierungen. Zum einen die GroBe von mAk (150 kDa), welche unter
anderem zu schlechter Tumor-Penetration fiihren kann [23, 63]. Viele humane anti-Maus Ak
sind gegen die Fc-Doméne von therapeutischen mAk gerichtet, auf Grund dessen sind Ak-
Fragmente (z.B. scFvs) fiir viele Anwendungen oft die bessere oder alternative Wahl [64-66].
Zusétzlich werden Volllingen mAk oft von Fc-Rezeptor exprimierenden Zellen aufgenommen
und somit reduziert sich die Zahl von therapeutisch wirksamen mAk am Tumor. Daher sind
Arbeiten mit Ak-Fragmenten und anderen Zielmolekiilen in der Krebstherapie von groB3em
Interesse. An Ak-Fragmenten existieren unter anderem F(ab')2 und Fab', welche unter anderem
durch enzymatische Spaltung oder durch chemische Kopplung von Fab-Fragmenten hergestellt
werden, sowie scFvs oder auch bivalente scFvs welche tiber molekularbiologische Methoden
hergestellt werden [64, 67]. ScFvs bestehen aus den variablen Doménen der leichten und
schweren Kette des parentalen mAk, die {iber einen flexiblen Polypeptide-Linker verbunden
sind (Abbildung I-1). Mit einer Grofle von etwa 30 kDa erreichen die Molekiile im Vergleich
zu mAk, eine deutlich bessere Tumorpenetration [21, 68]. Beziiglich der Herstellung sind scFvs
in ihrer funktionellen Form einfach zu klonieren und kénnen sowohl pro-als auch eukaryotisch
exprimiert werden [64]. Fusionsproteine die auf scFvs und Toxinen basieren, nennt man
rekombinante Immuntoxine (IT) und diese Fusionen sind vielversprechende zielgerichtete

Krebstherapie-Alternativen [69].

1.1.3 Zielgerichtete Inmuntherapie solider Tumore
Die Entwicklung von Krebstherapeutika basiert aut den Markenzeichen von Krebszellen, den
sogenannten ,hallmarks of cancer und den damit zusammenhidngenden molekularen

Zielstrukturen. Die wichtigsten und als erste definierten ,,hallmarks of cancer* sind folgende:
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das Entkommen des programmierten Zelltods (Apoptose), die Proliferation, also die standige
Produktion wachstumsstimulierender Signale, gleichzeitig aber auch das Blockieren von
wachstumshemmenden Signalen, die Bildung von Metastasen, ermoglicht durch Wanderung in
zellfremdes Gewebe, das Auslosen von Angiogenese und das unbegrenzte Weitergeben von
schédlichen Informationen an Tochterzellen [70]. Paul Ehrlich setze mit seiner Idee des ,,magic
bullet den Anfang der zielgerichteten Therapie [70, 71]. Denn bakterielle oder pflanzliche
Toxine hemmen zwar die Proteinsynthese und 16sen Apoptose mit nur einer geringen Anzahl
an Molekiilen aus, aufgrund der Nebenwirkungen ist es aber nicht moglich sie direkt
einzusetzen. Daher miissen sie, um ein therapeutisches Fenster zu schaffen, iiber zielgerichtete

Ak-Fragmente oder Zytokine in die Zielzellen transportiert werden [63, 70].

.1.3.1 Immuntherapie uber IT und ihr Wirkmechanismus

Als IT werden rekombinante Fusionsproteine bezeichnet welche aus einer zielgerichteten
Doméne und einem Toxin bestehen. Die zielgerichtete Doméne ist fiir die spezifische Bindung
verantwortlich und wird meist durch Ak-Fragmente vertreten, kann aber auch von
Wachstumsfaktoren oder 16slichen Rezeptoren stammen. Die toxische Komponente stammt im
Allgemeinen entweder von Bakterien (Pseudomonas Exotoxin A, ETA oder Diphteria Toxin)
oder auch von Pflanzen (z.B. Ricin oder Gelonin) [72]. ETA besitzt drei Doménen: {iber
Doméne Ia bindet ETA an seinen nativen Rezeptor (a-2-Makroglobulinrezeptor) auf
eukaryotischen Zellen, Doméne II ist fiir die Translokation ins Zytosol verantwortlich und
Domine III ist eine katalytische Untereinheit welche den Elongationsfaktor-2 (EF-2) durch
ADP-Ribosylierung inaktiviert [70, 73]. In rekombinanten IT wird die Doméne Ia hiufig durch
tumor-spezifische Ak-Fragmente, z.B. scFvs, ersetzt und das verkiirzte Toxin als ETA'
bezeichnet [73]. Rekombinante scFv-ETA' basierte IT binden an die Zelloberflache und der
Signalweg beginnt mit der Internalisierung {iber Rezeptor-vermittelte Endozytose.
AnschlieBend bewegt sich das IT durch das endolysosomale System und erreicht den Golgi-
Apparat. Hier kommt es zum retrograden Transport zum Endoplasmatischen Retikulum (ER).
Innerhalb dieses Prozesses wird iiber proteolytische Spaltung das katalytische Fragment von
ETA' von der zellbindenden/zielgerichteten-Domine abgespalten. Nach diesem Schritt wird
das Toxin ins Zytosol freigesetzt und trifft dort auf den EF-2, der durch ADP-Ribosylierung
inaktiviert wird (Abbildung I-2). Der EF-2 spielt eine essentielle Rolle in der Proteinsynthese
und dessen Inaktivierung fiihrt zum Translationsstopp und Zelltod [74]. Innerhalb dieses
Prozesses wird auch Caspase-3 iiber einen nicht bekannten Mechanismus aktiviert. Caspase-3

katalysiert die Spaltung von PARP (poly(ADP-Ribose) Polymerase). Diese beiden Merkmale,
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die Aktivierung von Caspasen und die Caspase-katalysierte Spaltung von bestimmten
Substraten wie dem Kern-Reparaturenzym PARP, sind Zeichen des apoptotischen Zelltodes
[75, 76]. Das ETA-Toxin totet die Zelle also auf zwei Wegen, iiber die direkte Inhibierung der
Proteinsynthese und iiber die Induktion von Apoptose (Abbildung I-2).

toxische Doméne
(2.B. ETA")

Bindedomane
(scFv)

Abbildung I-2: Intrazelluléire Wirkweise von scFv-basierten IT

Das scFv-basierte IT bindet zielgerichtet an seinen Rezeptor auf der Zelloberfliche und wird iiber Rezeptor-
vermittelte Endozytose in die Zielzelle aufgenommen. Uber das trans-Golgi Netzwerk gelangt das IT zum
ER. Hier wird das Toxin proteolytisch gespalten und ins Zytosol freigesetzt, wo es eine irreversible
Ubertragung von ADP-Ribose auf den EF-2 (dunkelgriin) katalysiert. Dieser wird dadurch inaktiviert
(hellgriin), die Proteinsynthese wird gestoppt und es kommt zum Ausldsen des Zelltods. Ein zweiter
Mechanismus beschreibt den Apoptose-auslosenden Effekt iber die Aktivierung einer Gruppe von Cystein-
Proteasen, wie Caspase-3 und die durch Caspasen ausgeldste Spaltung des Reparaturenzyms PARP.
(Abkiirzungen: IT: Immuntoxin, EF-2: Elongationsfaktor-2, ER: endoplasmatisches Retikulum, PARP:
poly(ADP-ribose)-Polymerase). Illustration abgewandelt nach [72, 76, 77].

Einige der ersten gegen den EGFR gerichteten rekombinanten IT bestanden aus den Liganden
EGF oder TGFa und ETA als Effektordoméne [78, 79]. Inzwischen existieren mehrere EGFR-
spezifische scFv-ETA IT, wie D2C7-PE38KDEL welches sowohl an die extrazelluldre Doméne
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des EGFR Wildtyps, als auch an EGFRVIII, eine konstitutiv aktivierte Rezeptorvariante bindet.
Erste vorklinische Tests haben gezeigt, dass dieses Konstrukt aussichtsreich filir die Therapie
von Hirntumoren ist [80, 81]. Vielversprechende Ergebnisse wurden ebenfalls fiir das EGFR-
spezifische IT 425(scFv)-ETA' dargestellt. Dieses IT zeigte zytotoxische Aktivitit in vitro und
in vivo auf Pankreaskrebszellen und Plattenepithelkarzinomzellen. [82, 83].

Inzwischen wurden IT bis in die vierte Generation weiter entwickelt (Abbildung I-3). Bei den
IT der ersten Generation wurden die nativen Toxine chemisch an Ak gekoppelt. Diese IT waren
jedoch in vivo meist nicht effektiv, denn neben der Instabilitdt und der Immunogenitit dieser
IT, 16sen native Toxine schwere Nebenwirkungen in Patienten aus, da aufgrund ihrer
unspezifischen Bindung auch gesunde Zellen angegriffen wurden. IT der zweiten Generation
zeigten eine spezifischere Effektivitidt nachdem die zellbindende Doméne der Toxine deletiert
und verkiirzte Toxine fiir die Kopplung verwendet werden konnten. Diese IT mussten jedoch
kostenintensiv produziert werden und die Tumorpenetration war aufgrund der MolekiilgroB3e
weiterhin eher schlecht. Mit IT der dritten Generation wurden diese Limitierungen zum groéf3ten
Teil behoben (Abbildung I-3). Die zellbindende Doméne der toxischen Komponente wurde
durch ein Ak-Fragment (z.B. scFv) ersetzt und beide Teile rekombinant fusioniert. Diese IT,
mit einer nun geringeren MolekiilgroBBe, werden meist in E.coli produziert, was auch die
Herstellung groer Mengen in einem kostengiinstigen Rahmen erlaubt [77]. Aber auch diese IT
zeigen noch Limitierungen, wie z.B. die Immunogenitét. Durch den Einsatz von humanen Ak-
Fragmenten als Bindedoméne kann die Immunogenitit auf dieser Ebene im Gegensatz zu
murinen mAk reduziert werden, die toxische Doméne zeigte in klinischen Studien jedoch
aufgrund ihres bakteriellen (oder pflanzlichen) Ursprungs noch immer eine hohe
Immunogenitit (Abbildung I-3) [72]. Das ETA-Toxin ist ein relativ groBes Molekiil welches
schwer zu humanisieren ist. In hohen Konzentrationen kommt es oft zum sogenannten
»Vascular leak syndrom* (VLS) und unspezifischer Toxizitédt [84]. Auch eine Langzeittherapie
oder sich wiederholende Zyklen mit tolerableren Konzentrationen sind auf Grund der
Immunogenitit des nicht-humanen Toxins schwierig. Die Spanne zwischen der minimal
effektiven Dosis und der maximal tolerablen Dosis ist daher insbesondere bei soliden/Epithel-
Tumoren, welche oft auch das Zielantigen in geringen Mengen im umliegenden Gewebe
exprimieren, stark herabgesetzt. Um die Immunogenitit der nicht-humanen Toxine zu umgehen
wurde auf verschiedene Ansidtze wie der Einsatz von Immunsuppressiva, die chemische
Modifikation iiber PEGylation, sowie die Eliminierung von B-und T-Zellepitopen

zuriickgegriffen. Der Ansatz der Deletierung von B-und T-Zell-Epitopen resultiert in einer
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modifizierten und verkiirzten Form von ETA, dem PE38 welches aus den Aminosaduren 253-
334 besteht. PE38 als modifizierte Form beinhaltet eine Mutation welche ein T-Zell-Epitop
entfernt und acht Mutationen um die B-Zell-Epitope zu eliminieren [70]. Die Immunogenitit
von ETA-basierten IT konnte durch den Einsatz von PE38 zwar limitiert, aber nicht komplett
unterbunden werden. Aufgrund dessen wird an der Entwicklung von IT der vierten Generation
gearbeitet, die man als humane zytolytische Fusionsproteine (hCFP) bezeichnet. Diese hCFP
bestehen aus voll-humanen Ak-Fragmenten als Zellbindedoméne und zytotoxischen Domédnen

humanen Ursprungs um ein komplett humanes Konstrukt zu generieren [87].

1. Generation 2. Generation

/ natives bakterielles/ verkurztes
pflanzliches Toxin \ / Toxin

fffffffffffff Q@ ? o OGR! >
chemische Reduzierung von chemische Optimierung bei der Herstellung
Konjugation unspezifischen Effekten Konjugation und Tumorpenetration
3. Generation 4. Generation
verkurztes humane
i Effektordomane
Toxin [ N Proteasen
.0 Reduzierung der m ‘ Kinasen
rekombinant Immunogenitat rekombinant RNAsen

Abbildung I-3: Die verschiedenen Generationen von IT- von alt zu neu

IT der ersten Generation bestehen aus nativen Toxinen und nativen Vollldngen-Ak welche chemisch
konjugiert waren. Den IT der zweiten Generation fehlt die zellbindende Doméne des nun verkiirzten
Toxins. Bei IT der dritten Generation werden Ak-Fragmente {iber Klonierungsstrategien an modifizierte
Toxine fusioniert und rekombinante IT entstehen. IT der vierten Generation werden als humane
zytolytische Fusionsproteine (hCFP) bezeichnet, hier sind sowohl Effektor-als auch Bindedomine
humanen Ursprungs. Illustration abgewandelt nach [85].

1.1.3.2 Humane zytolytische Fusionsproteine und die Steigerung ihrer Effizienz
Rekombinante IT der dritten Generation fiihren effizient zum Zelltod der Zielzellen, dennoch
ist der klinische Durchbruch solcher Therapieansétze nicht immer gewdéhrleistet. Toxische

Komponenten nicht-humanen Ursprungs fithren wie beschrieben oft zu unerwiinschten
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Nebeneffekten. Der effizienteste Ansatz ist daher der Einsatz eines zytotoxischen Proteins
humanen Ursprungs [86]. Zum Einsatz kommen hier unter anderem Proteasen (wie Granzyme
B), RNasen (wie Angiogenin), Kinasen (wie die DAP-Kinase) oder auch das Microtubuli-
assoziierte Protein MAP [87-89]. Die Serinprotease Granzyme B (GrB) wird natiirlicherweise
in zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) und NK-Zellen exprimiert. Es existieren fiinf
verschiedene Granzyme-Arten im Menschen (A, B, H, K und M), wovon Granzyme B am
wichtigsten und einer der Hauptausldser von Apoptose im angeborenen Immunsystem ist [84].
Die Apoptose-auslosende Aktivitdt von GrB wurde bereits genutzt, um nach der Fusion mit
Ak-Fragmenten (scFv) oder Liganden als hCFP Krebszellen zu eliminieren [87, 90, 91]. GrB
wird in den Zellen als inaktives Vorldufer-Protein produziert. Um die enzymatisch aktive Form
zu erhalten wird das N-terminal gelegene Dipeptid Gly-Glu iiber die lysosomale Dipeptidyl-
Peptidase I abgespalten und der so entstandene Amino-Terminus induziert eine allosterische
Verianderung der Aktivierungsdomine [92]. Die aktivierte Form lagert zusammen mit anderen
Granzymes und Perforin in den lytischen Granula. Nach der Aktivierung der Effektorzellen
werden die lytischen Granula polarisiert, binden an die Plasmamembran und geben ihren Inhalt
in den synaptischen Spalt zwischen Effektor- und Zielzelle ab. Nach der Freisetzung dringt GrB
iber Perforin in die Zielzelle ein und induziert Apoptose [86] (Abbildung I-4). Die Induktion
der Apoptose durch GrB nach der Internalisierung erfolgt Caspase-abhidngig und unabhingig
und basiert auf der proteolytischen Spaltung verschiedener nachgelagerter Caspasen wie der
Pro-Caspase-3. Eine Prozessierung von Caspase-3 resultiert in der Spaltung einiger
nachgeschalteter Substrate, wie den Inhibitor Caspase-aktivierender DNase (ICAD), PARP, der
DNA-abhéngigen Proteinkinase (DNA-PK) und anderen. [40]. GrB kann sowohl Caspase-
Substrate als auch Caspase-unabhidngige Proteine wie Bid direkt spalten, welche zur
Ausschiittung  von  Cytochrom-C  und  einer erhdhten  Durchldssigkeit — der
Mitochondrienmembran fiihren [87]. Weiterhin spaltet GrB direkt Bestandteile des

Zytoskeletts, lamin B, PARP und Proteine die in die zelluldre Homdostase involviert sind. [86].

Die Behandlung von Krebszellen mit GrB-scFv-Fusionsproteinen resultiert in den typischen
morphologische Anderungen ausgeldst durch die Apoptose-Aktivierung, wie Chromatin
Kondensation, Membran-Durchldssigkeit, DNA-Fragmentierung oder Aktivierung von
Effektor-Caspasen. Um aber eine Toxizitdt im nanomolaren oder picomolaren Bereich zu
erreichen werden die Zellen hiufig mit endosomolytischen Substanzen behandelt, wie z.B. mit

Chloroquin (CQ) (Abbildung 1-4).
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P Perfgrin

(GrB-scFv)

1
1
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Granzyme B | zielgerichtetes hCFP
1
|
I

Freisetzung aus
dem Endosom

m + Chloroquin C%
> Dl (ca)

Spaltung intrazellulérer Substrate
Apoptose

Abbildung I-4: Zelluliire Aufnahme von GrB und GrB Fusionsproteinen (hCFP)

Perforin bindet an die Zielzellmembran, oligomerisiert und bildet durch Konformationsinderung
transmembrane Poren. Diese konnen zur direkten Diffusion von GrB fiithren oder es kommt zu einer Ko-
Internalisierung von Perforin und GrB in den vesikuldren Raum, gefolgt von Perforin-vermittelter
Freisetzung von GrB ins Zytosol (A). Zielgerichtete GrB-Fusionsproteine (GrB-scFv) binden spezifisch
iiber das Ak-Fragment an Oberflichenantigene wie den EGFR. Rezeptor-vermittelte Endozytose fiihrt zur
Aufnahme ins Endosom. Eine effiziente Freisetzung und Translokation ins Zytosol kann durch den Einsatz
von CQ erreicht werden. CQ reichert sich in Endosomen/Lysosomen an und wirkt auf das pH-
Gleichgewicht ein, was zum osmotischen Aufbrechen der Vesikel fiihrt. (B).

[lustration abgewandelt nach [86].

Der Einsatz von CQ als endosomolytische Substanz in Kombination mit Immuntherapeutika
hat einen groBen Vorteil. Schon seit 1947 wird CQ als effizientes Malaria-Medikament genutzt
und ebenfalls fiir Rheumatoide Arthritis, Lupus erythematosus oder Amobenhepatitis
eingesetzt. Im Gegensatz zu anderen Substanzen kann CQ somit in der Krebstherapie zum
Einsatz kommen ohne vorherige Austestung auf tierexperimenteller Ebene bzw. dem Zwang
einer Phase-I-Studie [93]. Als lysosomotrophische Substanz eingesetzt kann CQ die
Zytotoxizitidt von IT um das bis zu 2500-fache verbessern. Es hemmt lysosomale DNasen,
erhoht/neutralisiert den pH-Wert und macht die Zielzellen somit sensitiver fiir die IT-oder
hCFP-Applikation [93, 94] (Abbildung 1-4). Sowohl IT als auch hCFP basierend auf GrB
wurden bisher erfolgreich in Kombination mit CQ eingesetzt [91, 95, 96]. Somit kann das
Problem der endosomalen Freisetzung geldst und die Zytotoxizitit von hCFP basierend auf GrB

verbessert werden. Dennoch limitiert eine Eigenschaft von GrB seinen klinischen Einsatz als
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hCFP. Der natiirlich vorkommende, endogene GrB Inhibitor Serpin B-9 (PI-9) schiitzt
zytotoxische Lymphozyten vor fehlgesteuerten GrB-Molekiilen wihrend der Immunantwort.
PI-9 wird jedoch nachweislich unter anderem auch von Brustkrebs-, Pankreaskarzinom- und
Prostatakarzinomzellen {iberexprimiert, die dadurch der pro-apoptotischen und zytotoxischen
Wirkung von GrB-basierten hCFPs entkommen. [40]. Um diese Limitierung zu umgehen
wurden PI-9 resistente Mutanten entwickelt, wobei die Mutante R201K (Austausch von
Arginin gegen Lysin an Position 201) die am vielversprechendsten Ergebnisse zeigte [40, 97].
Mit GrBR201K-scFv basierten hCFP wurden zytotoxische Effekte auf PI-9 exprimierenden-

und nicht exprimierenden Krebszellen erreicht [97, 98].

.2 Diagnostik solider Tumore

Neben dem therapeutischen Ansatz ist die Diagnostik ein wichtiges und herausforderndes Feld
in der Onkologie. Die Diagnose und die Erkennung von Tumoren im Anfangsstadium sind
ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Therapie und das Langzeitiiberleben. Um die
Tumorentstehung, Entwicklung und Metastasierung darzustellen, existiert fiir solide Tumore
neben der Computer-Tomographie (CT), der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) oder
der Magnetresonanztomographie (MRI) als klassische Methoden, auch die optische molekulare
Bildgebung. Die Optische Bildgebung wird fiir das direkte Monitoring neuer Therapieformen,
die nicht-invasive FEinsichtnahme in lebende Organismen oder der Darstellung von
Metabolisierungsprozessen und der Tumorentwicklung, hauptsidchlich in der vor-klinischen
Entwicklung, eingesetzt [99, 100]. Damit kann die Darstellung bestimmter Prozesse die
charakteristisch fiir eine bestimmt Krankheit/Zelle sind, liber die Expression und Gegenwart
von spezifischen Markern visualisiert werden. Durch den Einsatz von Bildgebungssonden, die
solche Marker erkennen ist es moglich Krankheitsentwicklungen nicht-invasiv und in einen

frithen Stadium darzustellen [101, 102].

.2.1 Optische Bildgebung liber die SNAP-Tag Technologie

Eine Methode um Fusionsproteine spezifisch mit organischen Fluorophoren zu koppeln und so
ihre Verhalten in vivo zu demonstrieren ist die SNAP-Tag Technologie. Der SNAP-Tag ist ein
Derivat des humanen Reparatur-Enzymes O(6)-Alkylguanin DNA Alkyltransferase (AGT).
Substrate welche O(6)-Benzylguanin (BG) enthalten kénnen kovalent, schnell und &uBerst
spezifisch mit einer 1:1 Stochiometrie an den SNAP-Tag gebunden werden. Der SNAP-Tag
reagiert mit O(6)-BG-Derivaten durch die Ubertragung der Benzylgruppe iiber nukleophile
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Substitution, an sein aktives Zentrum und entldsst durch diese Reaktion freies Guanin [103,
104]. Diese Reaktion ist irreversibel. Der SNAP-Tag als optimierte und mutierte Form des AGT
besitzt eine 50-fach hohere Aktivitit gegeniiber BG als Wildtyp-AGT [105].

Momentan sind eine Vielzahl von BG-Fluoreszenzfarbstoffen, auch im nah-infraroten Bereich,
verfliigbar und die schnelle und dauerhafte Kopplungsmethode mit SNAP-Tag-
Fusionsproteinen, erlaubt die Visualisierung verschiedenster Prozesse auf einfachem Wege in
vitro und in vivo ohne die Bindungseigenschaft des Liganden zu beeinflussen. Die SNAP-Tag
Technologie erlaubt es Fusionspartner wie z.B. spezifische scFvs mit vielen verschiedenen
(Fluoreszenz)-Farbstoffen, Biotin, Effektormolekiilen, chemisch modifizierten Oberflichen
oder auch Nanopartikeln und Quantum-Dots zu koppeln und fiir verschiedenste Methoden,
inklusive der molekularen Bildgebung, einzusetzen (Abbildung I-5). Die Fusion von
Liganden/Ak-Fragmenten an den SNAP-Tag kann sowohl N-als auch C-terminal erfolgen
[106]. Internalisierungsstudien z.B. iiber Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelte Zielzell-spezifische
scFv-SNAP-Fusionsproteine, Bindungsstudien oder Kompetitionsmessungen sind ebenso
unkompliziert moglich, wie der Einsatz in vivo im Tiermodell. Verschiedene mit BG-Farbstoff-
markierte scFv-SNAP-Konstrukte wurden bereits erfolgreich in der optischen Bildgebung
eingesetzt [68, 83, 103]. Weiterhin konnen auch Nanopartikel oder dhnliche Komponenten an
SNAP-Fusionsproteine gebunden werden und sowohl in vitro als auch in vivo in der optischen
Bildgebung eingesetzt werden. Ein SNAP-scFv Fusionsprotein spezifisch fiir HER-2 wurde
bereits erfolgreich mit einem Magnetfluoreszenz-Nanopartikel (MFN2) gekoppelt und in vitro
getestet [107]. Ein weiteres interessantes Einsatzgebiet ist die gezielte Pharmakotherapie.
EGFR-spezifischen scFv-SNAP  Fusionsproteine  wurden  beispielsweise in  der

Photoimmuntherapie unter Einsatz von Chlorin e6 genutzt [108, 109].
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Abbildung I-5: Die SNAP-Tag Technologie und ihre Verwendung

0(6)-Benzylguanin (BG) Derivate werden liber die Benzylgruppen durch nukleophile Substitution an den
aktiven SNAP-Tag gebunden, wodurch Guanin frei wird. BG-modifizierte Farbstoffe/Fluorophore, aber
auch BG-Nanopartikel/Qdots oder BG-modifizierte Toxine konnen ohne die Ak-Aktivitdt zu beeinflussen
kovalent gebunden werden und sowohl in vitro als auch in vivo z.B. in der Bildgebung eingesetzt werden.
Weiterhin ist die Kopplung von scFv-SNAP Konstrukten an BG-modifizierte Oberfldchen (Biosensoren,
Microarrays) moglich. Ilustration abgewandelt nach [103].

Die SNAP-Tag Technologie kann aber auch dazu eingesetzt werden um z.B. neue scFvs zu
charakterisieren und zu evaluieren. Somit konnen mit dem System der SNAP-Tag Technologie
auch Ak-Fragmente/Liganden verschiedener Spezifitit einfach und schnell beziiglich ihrer

Funktionalitit und ihres therapeutischen oder diagnostischen Potentials evaluiert werden.
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.3 Zielsetzung der Arbeit

In Deutschland wird pro Jahr bei etwa 470.000 Menschen ein solider Tumor diagnostiziert. Die
Mehrzahl dieser Tumore zeigt eine Uberexpression des EGFR, wie die Brustkrebsform TNBC,
das Prostata-, das Pankreas- und das Plattenepithelkarzinom oder das Rhabdomyosarkom, eine
seltene oft bei Kleinkindern vorkommende Krebsart. Da der EGFR eine gut erforschte
Zielstruktur darstellt, sollte er in dieser Arbeit als Antigen fiir innovative und zielgerichtete
Therapieansitze eingesetzt werden. Von den beiden zugelassenen EGFR-spezifischen mAk
Cetuximab und Panitumumab sollten die scFv-Fragmente abgeleitet und als Bindedoméne
eingesetzt werden. Neben dem therapeutischen Aspekt spielt eine frithe und gezielte Diagnose
bei soliden Tumoren eine duBlerst wichtige Rolle. Daher sollten beide scFvs rekombinant an
den SNAP-Tag fusioniert und als Bildgebungssonden eingesetzt werden. Diese Fusionsproteine
sollten somit zum einen genutzt werden um, tiber den Nachweis der spezifischen Bindeaktivitét,
der Bestimmung der Affinitdt und des Kompetitionsverhalten im Vergleich zu den parentalen
mAk sowie der Internalisierungsrate, die in vitro Funktionalitit der neuen scFvs zu iiberpriifen.
Zum anderen sollte in einem subkutanen Tumormodell die in vivo Funktionalitdt mindestens
eines scFv fiir den Einsatz als mdgliche diagnostische Bildgebungssonde untersucht werden. In
einem immuntherapeutischen Ansatz sollten beide scFvs mit dem etablierten bakteriellen Toxin
ETA fusioniert und auf den beschriebenen Tumorentititen als ,,proof of concept™ getestet
werden. Da bakterielle Toxine aber auch nach vielen Jahren der Forschung und trotz
Verbesserungen noch immer den limitierenden Faktor der Immunogenitit aufweisen, sollte ein
komplett humanes IT, ein sogenanntes hCFP, entwickelt werden. Dazu sollte der humane scFv
abgeleitet von Panitumumab als Bindedomédne mit der humanen Serinprotease GrB fusioniert
werden. Hier sollte eine PI-9 resistente Mutante von GrB (R201K) eingesetzt werden, da
Serpin-B als natiirlicher Inhibitor von GrB von vielen soliden Tumoren {iberexprimiert wird.
Der Nachweis antiproliferativer und Apoptose-auslosender Effekte sollte dabei bei beiden
Ansitzen im Fokus stehen. Des Weiteren sollte die Bindeaktivitit auch ex vivo auf
Patiententumormaterial getestet werden. Um die Effizienz und zytosolische Freisetzung des
hCFP zu steigern, sollte zusitzlich die endosomolytische Substanz CQ auf ausgewihlten
Tumorentitdten eingesetzt und getestet werden. Ein komplett humaner therapeutischer Ansatz
basierend auf GrB sollte final vorliegen und auf ausgewihlten soliden Tumorentitéiten in vitro

und ex vivo fiir weiterfiihrenden experimentelle Studien etabliert werden.
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Evaluierung von zielgerichteten, spezifischen Konstrukten
fir die Therapie und die Diagnose
von soliden Tumoren
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Abbildung I-6: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufes als Flussdiagramm

Abkiirzungen: TNBC (triple negative breast cancer), RMS (Rhabdomyosarkom), EGFR (epidermaler
Wachstumsfaktor-Rezeptor), scFv (single-chain fragment variable), IT (Immuntoxine), hCFP (humanes
zytolytisches Fusionsprotein)
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Material und Methoden

1.1 Material

I1.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Alle verwendeten Chemikalien besalen mindestens den Reinheitsgrad p.a. und wurden in der
Regel von folgenden Firmen bezogen: Cambridge Research & Instrumentation, Licor
Bioscience (Lincoln, USA), Inc (CRI) (Woburn, USA), Roth (Karlsruhe), BioRad (Miinchen),
New England Biolabs (Frankfurt am Main), VWR (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Promega
(Mannheim), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), ICN (Eschwege), Gibco BRL
(Eggstein). BD Bioscience (Heidelberg), Invitrogen (San Diego, USA), Merck (Darmstadt),
Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

Die Verbrauchsmaterialien stammten in der Regel von folgenden Firmen: Eppendorf
(Hamburg), Amersham Pharmacia (Freiburg), Nunc (Wiesbaden), Biozym (Oldendorf),
Millipore (Eschborn), Whatman (Bender & Hobein, Bruchsal), Roth (Karlsruhe), Clontech
(Heidelberg), Biozym (Oldendorf), BD Bioscience (Heidelberg), Greiner Bio-One
(Frickenhausen), Invitrogen (San Diego, USA), Pierce Biotechnology (Rockford, USA),
Qiagen (Hilden), Schott (Mainz), Zeiss (Oberkochen).

Alle anderen nicht gesondert aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

entsprachen den tliblichen Laborstandards.

19



Material und Methoden

I.1.2 Enzyme, Standards und Reaktionskits
Die in folgender Tabelle aufgefiihrten Enzyme, Standards und Kits wurden in dieser Arbeit

verwendet:

Tabelle II-I Verwendete Enzyme, Standards und Reaktionskits

Bezeichnung Firmenname

Enzyme und Polymerasen

Restriktionsenzyme New England Biolabs (NEB), Frankfurt am Main
Enterokinase, rekombinant Novagen, iiber Merck, Darmstadt

Shrimps alkalische Phosphatase Roche, Mannheim

High Fidelity Taqg DNA Polymerase Roche, Mannheim

Phusion High Fidelity DNA-Polymerase = NEB, Frankfurt am Main

Quick-T4-DNA-Ligase oder T4-Ligase NEB, Frankfurt am Main

Standards
Prestained broadrange marker (Proteine) =~ NEB, Frankfurt am Main

Color prestained protein standard, broad NEB, Frankfurt am Main

range (Proteine)

2-log ladder (Nukleinséuren) NEB, Frankfurt am Main

Reaktionskits
NucleoSpin®Extract IT (DNA Reinigung) Macherey & Nagel

NucleoSpin Plasmid® (Plasmid Isolation) ~Macherey & Nagel
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I.1.3 Gerate- und Apparaturenliste

Autoklaven:

Biacore™-Technik:

Bildgebungsgerit:

Durchflusszytometer:

Eismaschine:

Elektrophorese:

Elisa Reader:
FPLC:
Heizblock:

Inkubatoren:

Kryopréservationsmodul:

Mikroskope:

Varioklav ~ (H+P) 135S (H+P  Labortechnik = GmbH
OberschleiBheim), Systec HX-430 (Systec, Wettenberg)

Oberflichenplasmonresonanz  (SPR), Biacore” T200 (GE
Healthcare, Freiburg), Software: Biacore” T200 Evaluation

Software V1

MAESTRO™ [n-vivo Imaging System CRi (Cambridge &
Instrumentation, Inc., Woburn, MA, USA)

FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg), FACSVerse
(Becton Dickinson, Heidelberg), Software: = BD Facsuite,
WinMDI 2.9, CellQuest, BD

Icematic D201 (Castel Mac, Castelfranco Veneto, Italien)

Mini-SUB® Cell GT (Bio-Rad, Miinchen) fiir Agarosegele,
Mini-Protean® 3 Cell (Bio-Rad, Miinchen) fiir Protein-Gele,
Mini Trans Blot® Cell (Bio-Rad, Miinchen) fiir Proteintransfer,
Netzteil: Power Pac Basis/HC (Bio-Rad, Miinchen)

Epoch (BioTek, Bad Friedrichshall)
AKTA Purifier (GE Healthcare, Freiburg)
QBT (Grant, Cambridge, UK)

Function Line Typ UTI12 (Heraeus, Hanau), CB210 (Binder,
Tuttlingen)

StrataCooler Cryo Preservation Module (Thermo Fisher

Scientific, Schwerte)

Leica DM2000 (Leica, Wetzlar), Leica TCS SP8
Konfokallasermikroskop (Leica, Wetzlar), Software: LAS AF,
Leica DMR-HC (Leica, Wetzlar), Software: Leica QWin
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MilliQ-Anlage:

Mikrowelle:
PCR-Thermocycler:

Pipetten/Pipettierhilfen:

pH-Meter:
Photometer:

Scanner:

Schiittel- und Mixgerite:

Sterilbanke:

Thermokonstantraume:

Ultraschallgeréte:

UV-Transilluminator:

Waagen:

Wasserbad:

Aquinta Ls Membra-Pure mit MemCapl, 0,2um PES

Reinstwasseranlage (Membra-Pure, Bodenheim)
OMV330D-M (OK, Imtron GmbH, Ingolstadt)
Primus 96 Plus (MWG-Biotech, Martinsried)

Transferpette -8/-12 electronic (Brand, Wertheim), CellMate 11
Pipettus (Matrix, Teil von Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), Pipetman Starter Kit (Gilson, Middleton, USA)

Basic Meter PB-11 (Sartorius, Goéttingen)
Biophotometer (Eppendorf, Hamburg)
HP Scanjet 4890 (Hewlett Packard, Boblingen)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, New York, USA),

Magnetriihrer RCT basic (IKA, Staufen), Thermomixer
,comfort” und ,,compact” (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf),
Innova TM 4430 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific,

Hamburg)

Biowizard 2 MSC (Kojair, Berkshire UK) mit Gasprofi 2 (WLD-
TEC, Gottingen), Herasafe Typ HS-9 (Heraeus, Hanau)

Krum-Schroder /Pfeiffer
JSP Digital Ultrasonic Cleaner, Model US21

Sonoplus, HD2070, Typ UW207 (Bandelin electronic GmbH &
Co. KG, Berlin)

Wellenldnge 302nm (Bio-Rad, Miinchen), Fotodokumentation
Gel Doc XR System (Bio-Rad, Miinchen)

Prazisions- und Analysewaagen, Talent:

TE31025, TE12000 (Sartorius, Gottingen)

TE6101, TE64,

TW20 (Julabo, Seelbach)
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Waschzentrifuge: Dade Serocent (Dade, Liederbach)

Rotolavit; Serial Nr. 20000756 (Hettich Lab Technology,

Tuttlingen)
Zellzéhler: Casyl1 Cell Counter (Schirfe System, Reutlingen)
Zentrifugen: Eppendorf-Tischzentrifuge 5415D und 5415R (Eppendorf,

Hamburg), Multifuge 1S und 3S-R (Heraeus, Hanau), Avanti J-
251 Zentrifuge (Beckman Coulter, Krefeld), Rotina 420 R
(Hettich Lab Technology, Tuttlingen), Biofuge Pico (Heraeus,

Hanau)

I.1.4 Puffer und Losungen
Die verschiedenen Puffer und Losungen wurden nach Sambrook et al. [110] mit Milli-Q-

Wasser hergestellt und sind im Folgenden aufgefiihrt.
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Tabelle II-1I Hiufig verwendete Puffer und Losungen

Puffername Zusammensetzung Konzentration
PBS (10x), pH 7,4 NaCl 1,37 M
KCL 27 mM
Na,HPO, x 12 H,O 1 mM
KH,PO4 15 mM
PBST, pH 7,4 Tween 20 (in PBS) 0,05% (v/v)
Tris-Puffer, pH 7,4 Tris-HC1 20 mM
NaCl 200 mM
TGS (1x), pH 8,3 Tris-HCI 25 mM
Glycin 192 mM

Natriumdodecylsulfat (SDS)

0,1% (w/v)

TAE-Puffer, pH 8,5 Tris-HCI 40 mM
Essigsdure 5,7% (v/v)
EDTA 10 mM

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

GrB Substratassaypuffer, pH 7,4 NaCl 100 mM
HEPES 50 mM
DTT 10 mM
EDTA 1 mM
Glycerin 10% (v/v)
CHAPS 0,1% (v/v)

Puffer und Losungen fiir die periplasmatische Stressexpression:

Lysepufter, pH 8,0 Tris-HC1 75 mM
NaCl 300 mM
EDTA 10 mM
Glycerin 10 % (v/v)
(DTT) (5 mM)

Puffer fiir die Reinigung von Proteinen {iber den Histidin-Tag:

Inkubationspuffer(4x),pH 8,0 Na,PO4 200 mM
NaCl 1.2M
Imidazol 40 mM
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Elutionspufter, pH 8,0

N212PO4
NaCl

Imidazol

50 mM
300 mM

250 mM

Puffer/Losungen fiir SDS-PAA-Gelelektrophorese und Coomassie Brilliant Blue Féarbung:

Trenngel, pH 8,8

Acrylamid/Bisacrylamid (30/1)
Tris-HCI (pH 8,8)

SDS (10% w/v)

TEMED

APS

12% (v/v)
375 mM
0,1% v/v
0,1% (v/v)
0,1% (v/v)

Sammelgel, pH 8,8

Acrylamid/Bisacrylamid (30/1)

Tris-HCI (pH 6.8)

5% (V/v)
150 mM

SDS (10% w/v) 0,1% (v/v)
TEMED 0,1% (v/v)
APS 0,1% (v/v)
Coomassie-Brilliant-Blue Coomassie Brilliant Blue G250 0,25% (W/v)
Firbelosung Methanol 50% (v/v)
Essigsdure 9% (V/V)
Puffer und Losungen fiir den Western Blot:
AP Puffer, pH 9,6 Tris-HCl 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 5 mM

NBT/BCIP

Nitro-Blau-Tetrazolium-Chlorid
(NBT)

5-Bromo-4-Chloro-3'-Indoly-

phosphat p-Toluidinsalz (BCIP) in

3,33% (W/v)

1,65% (W/v)

Dimethylformamid
Puffer fiir Apoptose-Assays:
Annexin-Puffer (10x), pH 7,4 Hepes 0,1 M
NaCl, 1,4M
CaCl 25 mM
HBS-EP Biacore™ -Laufpuffer Hepes 10 mM
NaCl 150 mM
EDTA 3 mM
Tween 20 0,005% (v/v)
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I.1.5 Nahrlésungen, Medien und Zusatze fiir Bakterien und die

Kultivierung eukaryotischer Zellen
Zur Sterilisierung der Naihrlosungen fiir Bakterien wurden diese autoklaviert und die

entsprechenden Antibiotika wurden vor Benutzung hinzu gegeben.

Nahrlosungen und Zusétze fur Bakterien:

LB-Medium, pH 7.0

1% (w/v) Bakto-Trypton, 1% (w/v) NaCl, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, ((fiir LB-Platten 1,5% (w/v)
Agar)

TB-Medium, pH 7.0

1,2% (w/v) Bakto-Trypton, 0,5% (v/v) Glycerin, 2,4% (w/v) Hefeextrakt
SOC-Medium

2,0% (w/v) Bakto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 25 mM KCI, 20 mM Glucose, 10 mM
NacCl, 10 mM MgClz, 10 mM MgSO4

Antibiotika-Zusitze:

- Ampicillin (100pg/ul Endkonzentration)
- Chloramphenicol (25ug/ul Endkonzentration)
- Kanamycin (50pg/ul Endkonzentration)

Medien und Zusitze fir die eukaryotische Zellkultivierung:

R-10 Medium

RPMI-1640 (Invitrogen) supplementiert mit 10% (v/v) fotales Kilberserum (FCS), 50 pg/ul
Penicillin und 100 pg/ul Streptomycin, 2 mM L-Glutamin (fiir die Kultivierung transfizierter
Zelllinien zusitzlich 100 pg/ul Zeocin)
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1.1.6 Antikorper, Antikorperfragmente und Antikorperkonjugate

Die folgenden aufgefiihrten Ak und ihre Fragmente wurden im Laufe dieser Arbeit zur

Detektion rekombinanter Proteine in Western Blot-Analysen (I1.2.2.4), Durchflusszytometrie

(I1.2.3.1) und immunhistochemischen Farbungen (I1.2.4.1), verwendet.

Tabelle II-III Ubersicht der verwendeten Ak

Abkiirzungen: WB = Western Blot, DZ = Durchflusszytometrie, IHC = Immunhistochemie, AP =
Alkalische Phosphatase, PE = Phycoerythin, FITC = Fluorescein, Ak = Antikorper.

Antikorperbezeichnung Abkiirzung Firmenname Anwendung
Penta-His AlexaFluor 488 a-His Alexa 488 Qiagen Dz

Maus anti-hexa-His, IgG2b a-His Thermo Scientific WB, I[HC
Ziege anti-Maus IgG, Fc spezifisch AP GaMA? Sigma-Aldrich WB, IHC
Ziege anti-Maus IgG F(ab*)2 PE GoMPE Dianova Dz

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) AP GaRAP Dianova WB

Ziege anti- Kaninchen IgG FITC GaRFITC Sigma-Aldrich Dz

Ziege anti-Maus IgG (H+L) FITC GaMFITe Dianova DZ

Maus anti-SNAP-tag a-SNAP Ak FhG-IME [111] WB, DZ
Maus anti-ETA (TC-1) TC-1 FhG-IME WB, DZ, IHC
Ziege anti-human IgG (H+L) F(ab’)2 FITC ~ GaHF™® Chemicon DZ

Ziege anti-human x-leichte Kette AP GaHA? Sigma-Aldrich IHC

Maus anti-Granzyme B, IgG1 (2C5) a-Gb Ak Santa Cruz WB, DZ
Kaninchen anti-human EGFR/ErbB1 (043)  A-EGFR Ak Sino Biological Inc. WB, DZ

Die beiden mAk Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) wurden
freundlicherweise =~ von  Dr.  Agnieszka  Weinandy,  Neurochirugische  Klinik,
Universitdtsklinkkum  Aachen und von Martina  Weichbrodt, = Pharmakologie,

Universitdtsklinikum Aachen, zur Verfiigung gestellt

1.1.7 Synthetische Oligonukleotide und Vektoren

Die synthetischen Oligonukleotide (Primer) wurden von MWG-Biotech synthetisiert und
sowohl zur DNA-Amplifikation iiber die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als auch fiir die
Sequenzierung verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind nachfolgend

aufgelistet.
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Tabelle II-IV Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Verwendung
scFv Pan rev TGGTGGTGGCACCAAAGTTGAAATTAAACG PCR,
Sequenzierung
scFv Pan fw CGGCCCAGGTTCAGCTGCAAGAAAGCG PCR,
Sequenzierung
HinterHis-for CCAACAGCTGGCCTCGCAGACAG Sequenzierung
(pPMS)
pMS-Nb GGCATGTACATCAAGTGTATCATATGCC Sequenzierung
T7-promotor TAATACGACTCACTATAG Sequenzierung
(PMT)
5'-pMT-Seq-for GCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGC Sequenzierung
5-ETA' CCTGCCACCTGCCGCTGG Sequenzierung
3-ETA' CCAGCGGCAGGTGGCAGG Sequenzierung
3'scFv2112 (Notl) CTAGCGGCCGCAGCCCGTTTTATTTCCAGCTTG PCR

5'scFv2112 (8fil) GTAGGCCCAGCCGGCCCAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTG PCR

In dieser Arbeit wurden neben dem pMT-Vektor fiir die periplasmatische Stress-Expression in
E.coli ebenso der pMS-Vektor fiir die Expression in HEK 293T-Zellen verwendet.
Zwischenklonierungsvektoren sind in den jeweiligen Methoden gesondert aufgefiihrt.
Urspriinglich stammt der pMT-Vektor vom bakteriellen Expressionsvektor pET-27b
(Novagen) ab. Im pMT-Vektor wird das IT iiber den N-terminalen pelB-Leader ins Periplasma
sekretiert und damit die Expression des Proteins in 16slicher Form ermoglicht. Ein N-terminaler
Hisio-Tag erlaubt die Reinigung iiber IMAC. Der Vektor enthélt somit N-terminal das Toxin
(ETA") und C-terminal den Liganden (scFv) [73, 112, 113].

Der pMS-Vektor ist ein Derivat des pSECTag2B-Vektors (Invitrogen) [114]. Zur Uberpriifung
der erfolgreichen Transfektion beinhaltet der pMS-Vektor eine IVS/IRES-EGFP Sequenz (aus
dem pIRESVektor). Die Igk-Sequenz fiir die gezielte Sekretion der Proteine in den
Zellkulturiiberstand geht der eigentlichen Klonierungsstelle voraus. Ebenso enthilt er am 3’
Ende des Leserahmens Sequenzen fiir den His- und den Myc-Tag zur Detektion und Reinigung.

Als Selektionsmarker enthélt der pMS-Vektor sowohl ein Ampicillin- (AmpR) als auch ein
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Zeocin-Resistenzgen (ZeoR). Die episomale Replikation der Plasmide in HEK 293T-Zellen
wird liber den SV40-Replikationsursprung (pSV40) ermdglicht.

Tabelle II-V Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren

Plasmid-Name Ursprung Verwendung
pMS-scFv2112-SNAP pSECTag2B zur Expression in Sdugetierzellen
pMS-scFv1711-SNAP pSECTag2B (HEK 293T)
pMS-(E)GbR201K-scFv1711 pSECTag2B
pMS-(E)GbR201K-scFvH22 pSECTag2B
pMS-425(scFv)-SNAP pSECTag2B
pMT-scFv2112-ETA' pET-27b zur Expression in E.coli
pMT-scFv1711-ETA' pET-27b
pMT-425(scFv)-ETA' pET-27b
pT2tdKat2 Perry B. Hackett zur stabilen Transfektion von
pCMVSBI1 (University of Minnesota) Zellen mit Tandem-Katushka

I1.1.8 Bakterienstamme
Fiir Klonierungsarbeiten und der Expression von Proteinen in E.coli wurden die nachfolgenden

Bakterienstimme eingesetzt.

Tabelle II-VI Verwendete Bakterienstimme

Name/Stamm Genotyp Anwendung Herkunft

DH5a F—®80lacZAM1S5 A(lacZY A-argF) U169 recAl endA1 hsdR17 Klonierung Invitrogen

(rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl

OneShot® F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A lacX74 Klonierung Invitrogen
TOP10

recAl araD139 A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG
BL21 F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dem rne131 (DE3) Expression Invitrogen
Star™(DE3)
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11.11.9 Zelllinien
Die nachfolgend aufgefiihrten Zelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Eine
kurze Beschreibung, die Expression der relevanten Oberfldchenrezeptoren und die Herkunft der

Zelllinien werden ebenfalls aufgefiihrt.

Tabelle II-VII Verwendete Zelllinien

Abkiirzungen: EGFR = Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor, TNBC = triple-negative breast cancer

Name Beschreibung Rezeptor Herkunft

HEK 293T Zur Transfektion geeignete Zelllinie, - ATCC, CRL-11268
abgeleitet von der humanen embryonalen

Nieren-Primér-Zelllinie 293

U937 Humane Lymphomzelllinie gewonnen aus CD64 DSMZ, ACC5
einem hystiozytischen Lymphom eines 37-

jéhrigen Mannes

L540cy L540cy ist eine Mutante der Zelllinie CD30 [115]
L540, gewonnen durch Rekultivierung
nach Injektion von L540-Zellen in

Nacktméusen

A431 Epidermoides Karzinom, Modellzelllinie EGFR DSMZ, ACC91
mit hoher EGFR-Expression

L3.6pl Humane Pankreaskarzinomzelllinie, stark EGFR [116]

metastasierend

MDA-MB-468 Isoliert aus einem Pleuraerguss einer 51- EGFR ATCC, HTB-132
jéhrigen Frau mit metastasierendem Brust-

Adenokarzinom (TNBC)

RD humane embryonale Rhabdomyosarkom- EGFR DKFZ, Dr. Anette Paschen
Zelllinie isoliert aus einer siebenjéhrigen

Patientin

PC-3 Prostatakarzinomzelllinie gewonnen aus EGFR ATCC, CRL-1435
Knochenmetastasen eines 62-jahrigen

Mannes (Adenokarzinom Grad IV)

C4-2 Subzelllinie von LNCaP, kultiviert aus EGFR Uniklinik Freiburg, Prof. Dr.
kastrierten Mé&usen nach Injektion von Elsdsser-Beile,
LNCaP Zellen
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11.1.10 Paraffinschnitte

Die verwendeten FFPE- (Formalin fixierte Paraffin eingebettete) Gewebeschnitte wurden aus
dem Institut fiir Pathologie des Universitéitsklinikums GieBen & Marburg (Standort Gie3en aus
der Abteilung Pathologie, Prof. Dr. Stefan Gattenlohner/Dr. Mehmet Kemal Tur) bezogen. In
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki von 1975 wurde das Primirmaterial
wihrend der tiglichen klinischen Routine am Universitétsklinikum Gie3en entnommen, unter
Zustimmung des zugehdrigen Ethikkomitees. Es wurden Mamakarzinomschnitte, embryonale
RMS-Schnitte, Prostatakarzinomschnitte und TURP-(transurethrale Resektion der Prostata)

Prostataschnitte von verschiedenen Patienten genutzt.

1.1.11 Versuchstiere und Spezial-Experimentalfutter

Fiir die in vivo Experimente wurden ménnliche Nacktmiuse (BALB-c-nu/nu, Charles River,
Wilmington, MA; USA) verwendet. Diese Versuchstiere sind immundefizient, besitzen keinen
Thymus, produzieren keine T-Zellen und werden vorwiegend in der Tumor- und
Xenograftbiologie zur Implantation korperfremden Gewebes eingesetzt. Die Tiere waren zu
Versuchsbeginn etwa 6-8 Wochen alt und wurden zuvor unter Pathogen-freien Bedingungen
gehalten. Einige Tage vor Versuchsbeginn wurden die Tiere mit folgendem Spezialfutter auf
Didt gesetzt: Ssniff EF R/M AIN 93G, 10mm Pellets. Unter Einsatz dieses Futters kann ein
mogliches Fluoreszenzsignal im Magen, ausgelost von herkdmmlichem Futter, limitiert
werden. Fiir alle Injektionen wurden folgende Spritzen verwendet: Micro-Fine, U-40 Insulin 1
ml, BD Becton Dickinson AG. Die durchgefiihrten Tierversuche wurden vom Landesamt fiir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt
(Aktenzeichen: AZ 87-51.04.2010.A278) und fanden im Rahmen des Projektes ,,Forschungs-
Satellit-Tumor (ForSaTum): Qualitative und quantitative molekulare Bildgebung unter anti-

angiogener Therapie* statt.

11.1.12 Benzylguanin (BG) - modifizierte Fluoreszenzfarbstoffe und
BG-Biotin

In dieser Arbeit wurden die folgenden Fluoreszenzfarbstoffe bzw. Biotin-Markierungen (alle

von New England Biolabs bezogen) verwendet und iiber das Standardprotokoll (I1.2.2.6) an

scFv-SNAP Fusionsproteine gekoppelt:

31



Material und Methoden

Tabelle II-VIII Verwendete BG-Farbstoffe und BG-Biotin
Alle BG-Farbstoffe und BG-Biotin bezogen von:

New England Biolabs (NEB), Frankfurt am Main.

Farbstoffname Abkiirzung

SNAP-Surface®AlexaFluor®488 BG-488

SNAP-Surface®AlexaFluor®647 BG-647

SNAP-Surface®747 BG-747
BG-IRDye 800CW BG-800CW
SNAP-Biotin® BG-Biotin

1.2 Methoden

I.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die aufgefiihrten Methoden wurden grundlegend nach standardisierten Techniken und
Vorlagen nach Sambrook und Russel durchgefiihrt [110]. Gentechnischen Arbeiten unter der
Sicherheitsstufe S2 wurden am Fraunhofer IME in der gentechnischen Anlage 64-K-1.50/05
(Anlagennummer 992) und unter der Sicherheitsstufe S1 in der gentechnischen Anlage 64-K-
1.51/05 (Anlagennummer 993) durchgefiihrt.

1.2.1.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA im Mini-Ma@stab wurde anhand der Herstellerangaben des
NucleoSpin Plasmid Kits (II.1.2) durchgefiihrt. Hierfiir wurden 3-5 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin oder Kanamycin) mit Einzelkolonien der
zuvor transformierten Bakterien beimpft und diese bei 37°C {iiber Nacht in einem
Rotationsinkubator inkubiert. Die isolierte Plasmid-DNA wurde durch anschlieende
Kontrollrestriktion verifiziert und die geschnittenen Fragmente iiber Agarosegelelektrophorese

(I1.2.1.3) separiert.

1.2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Kolonie-PCR

Die PCR wurde zur Klonierung des scFv2112-Konstruktes verwendet um geeignete
Restriktionsschnittstellen am 5' und 3'-Ende iiber definierte Primer anzufiigen. So wurde die
Klonierung in das pMS-Vektorsystem ermoglicht. Die Primersequenzen sind in Tabelle II-1V

aufgefiihrt. Die Sequenz des scFv2112 wurde wie in I1.2.1.11 beschrieben, von Life
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Technologies™ GeneArt® synthetisiert. Ein Zwischenklonierungsschritt mit dem Zero Blunt®

TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben erfolgte nach dem Anfiigen der

Restriktionsschnittstellen durch die erste PCR.

Tabelle II-IX PCR Reaktions-und Pipettierschema

Reaktionskomponente Finale Konzentration
5'-Primer 10 pM

3'-Primer 10 pM

dNTP-Mix (10mM) 500 uM

Phusion HF buffer (5x) Ix

Phusion DNA Polymerase 0,02 U/ul
Template-DNA 20 ng

ddH,O auf 50 ul

Alle PCR-Reaktionen wurden in 0,5 ml PCR Gefdllen in einem PCR-Thermocycler

durchgefiihrt, der auf folgendes Programm eingestellt war:

Tabelle II-X PCR-Cycler Einstellungen

Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklen

Initiale Denaturierung 98°C 30s Ix

Denaturierung 98°C 10s 25-35x
Annealing 55-65°C 30s 25-35x
Elongation 72° 30 s/kb

Finale Elongation 72°C 5 min 1x

Pause 4°C unendlich 1x

Zur Kontrolle der

erfolgreichen DNA-Amplifikation wurde im Anschluss

eine

Agarosegelelektrophorese (I1.2.1.3) des PCR-Produktes durchgefiihrt (0,8-1,2 % (w/v)

Agarosegel).
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Bei einer Kolonie-PCR wurde jeweils 20 pul ddH20 in die PCR-Reaktionsgefdlle vorgelegt und
eine Einzelkolonie von den bewachsenen LB-Agar-Platten gepickt und eingesetzt. Nach einer
Inkubationsphase von 15 min bei 95°C im PCR-Cycler wurden 10 pl dieses Ansatzes wie in

der oben beschriebenen PCR-Reaktion als Template eingesetzt.

1.2.1.3 Agarosegelelektrophorese

Es wird zwischen analytischer und préaparativer Agarosegelelektrophorese unterschieden. In der
analytischen Gelelektrophorese wurden PCR-Produkte (I1.2.1.2), Plasmid-DNA (I1.2.1.1) oder
Restriktionsfragmente (I1.2.1.5) tiber 0,8% oder 1,2% (w/v) Agarose-Gele elektrophoretisch
separiert. Die Auftrennung erfolgte in TAE-Puffer welcher 0,5 pg/ml Ethidiumbromid enthielt.
Um eine GroBenabschitzung zu ermoglichen wurden Liangenstandards mit auf das Gel
aufgetragen (2-log Marker, NEB). Fotodokumentation und Visualisierung der Banden erfolgte
mittels des Gel Doc XR Systems (BioRad).

Wurde die Agarosegelelektrophorese fiir préparative Zwecke eingesetzt, wurden jeweils
groBerer Mengen an DNA geladen und separiert. Dies diente dazu das gewiinschte DNA-
Fragment nach der Enzym-Restriktion von unerwiinschten Nebenprodukten zu separieren.
Dazu wurde das jeweilige DNA-Fragment unter einem UV-Transilluminator mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. AnschlieBend wurde die DNA iiber das NucleoSpin
Extract II Kit (Macherey-Nagel) extrahiert, gereinigt und bei -20°C gelagert.

1.2.1.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA (II.2.1.1) wurde bei OD26onm photometrisch mit einem Epoch
ELISA Reader (BioTek, Bad Friedrichshall) bestimmt. Die Reinheit der DNA wurde anhand
der Messung bei ODason2sonm bestimmt, welche sich aus den Absorptionsquotienten der

Messungen bei beiden Wellenlédngen ergibt. Dieser Wert sollte fiir reine DNA iiber 1,8 liegen.

11.2.1.5 Restriktion von DNA

Fir den Restriktionsverdau wurden bis zu 10 pg DNA (IL2.1.1) mit 5-10 Units
Restriktionsenzym 2-3 h oder iiber Nacht bei 37°C in einem Thermoblock inkubiert. Die
Restriktions-Endonukleasen und die dazugehorigen 10x Puffer sowie das BSA
(Rinderserumalbumin) wurden von New England Biolabs bezogen. Die Restriktion mit dem
Enzym Sfil erfolgte bei 50°C. Die Restriktion von DNA erfolgte zum einen zur Kontrolle der
erfolgreichen Klonierung, sodass Restriktionsmuster nach Verdau mit den gewdhlten Enzymen

entstanden oder zum anderen zur Vorbereitung der DNA-Fragmente fiir die Ligation (I1.2.1.7).
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1.2.1.6 Reinigung der DNA

Das NucleoSpin Extract II Kit (II.1.2) wurde zur Reinigung der DNA-Fragmente nach PCR

(I1.2.1.2) oder Restriktionsverdau (I1.2.1.5), wie vom Hersteller vorgegeben, eingesetzt.

1.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente (II.2.1.1) und korrespondierende Vektoren wurden entweder iiber T4-DNA
Ligase (New England Biolabs) oder tiber Quick-T4-Ligase (New England Biolabs) in dem vom
Hersteller vorgeschlagenen Puffersystem in einem Gesamtvolumen von 20 pl ligiert. In der
Regel wurde ein dreifach molarer Uberschuss von DNA-Fragment zu Vektor-DNA eingesetzt,
um eine erfolgreiche Ligation zu erreichen. Bei Verwendung der Quick-T4-Ligase erfolgte die
Inkubation 5 min bei Raumtemperatur (RT), bei der Verwendung der T4-DNA Ligase 1 h bei
RT oder iiber Nacht bei 16°C. AnschlieBend wurde der komplette oder Teile des
Ligationsansatzes in Hitzeschock-kompetente Bakterien transformiert. Zur Kontrolle wurde
auch eine Re-Ligation der Vektoren durchgefiihrt, bei der statt dem Insert Wasser eingesetzt

wurde.

1.2.1.8 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakterien (E.coli)

Hitzeschock-kompetente E.coli DH5a oder TOP10 wurden nach Hanahan et al [117]
hergestellt und bei —80°C gelagert. Kompetente E.coli BL21 (DE3) und BL21 (DE3) pLysS
wurden von Novagen (liber Merck, Darmstadt) bezogen und bei -80°C in 6 pl Aliquots gelagert.

1.2.1.9 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien

Fiir die Hitzeschock-Transformation wurde ein Aliquot (100ul) kompetente E.coli Zellen auf
Eis aufgetaut und entweder der Ligationsansatz (I1.2.1.7) oder 50-100 ng Plasmid-DNA
zugegeben (I1.2.1.1). Nachdem der Mix fiir 30 min auf Eis inkubiert wurde, erfolgte ein
Hitzeschock bei 42°C fiir 30 s im Wasserbad. Nach einer zwei-miniitigen Inkubation auf Eis
wurden dem Mix 900 pl SOC-Medium (II.1.5) hinzu pipettiert. Fiir die Transformation von
BL21 (DE3) Zellen wurden 3 pl kompetente Zellen pro Ansatz eingesetzt und mit nur 50 pl
SOC-Medium versetzt. Der Transformationsansatz wurde 60 min auf einem Rotationsinkubator
bei 37°C inkubiert. SchlieBlich wurde entweder der komplette Ansatz durch Zentrifugation
sedimentiert und das Zellpellet auf LB-Agarplatten ausplattiert oder verschiedene Volumina
des Ansatzes auf einzelne Platten ausplattiert. Die LB-Agar Platten mit den jeweiligen

Antibiotika wurden bei 37°C uiber Nacht inkubiert.
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11.2.1.10 Sequenzierung der DNA-Fragmente

Sequenzierungsanalysen wurden an der ,,Sequencing Facility” am Fraunhofer IME in Aachen
unter Benutzung eines ,,ABI Prism 3700 Capillary-Sequencer* (Applied Biosystems) und dem
,BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit“ durchgefiihrt. Das Programm ,,Applied
Biosystems Sequencing Analysis® wurde zur Auswertung genutzt. Sequenzierungen erfolgten
nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach Sanger [118]. Fiir eine Sequenzzierreaktion
wurden 400-600 ng Plasmid-DNA (I1.2.1.1) oder 140-160 ng/kb mit 20 pmol des jeweiligen

Sequenzzier-Primers (I1.1.7) in einem Gesamtvolumen von 30 pl eingesetzt.

1.2.1.11 Herstellung von scFv-Ak-Fragmenten tiber Synthetisierung

Die beiden scFvs (scFv2112 und scFv1711) wurden von Life Technologies™ GeneArt®
synthetisiert. Um eine maximale Effizienz der Expression in E.coli zu erreichen wurde die
scFv-Sequenz mittels der GeneOptimizer® Software optimiert. Die Sequenz des scFv2112
wurde komplett aus folgenden Patent entnommen: US Patent 6,217,866 B1, 2001 [45]. Die
CDR-Regionen der Sequenz des scFv1711 wurden aus folgendem Patent entnommen: US
Patent 6,235,883 B1, 2001 [47]. Fehlende Sequenzen in den Keimbahn-Regionen wurden durch
Aminosduren aus den passenden Keimbahn-Regionen angepasst. Bei der Sequenz des
scFv1711 wurden die Schnittstellen Sfil und Notl direkt mitsynthetisiert, bei der Sequenz des
scFv2112 wurden diese iiber PCR-Amplifikation angefiigt (I11.2.1.2).

11.2.1.12 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle eingesetzten Zelllinien wurden in R-10 Medium (II.1.5) unter sterilen Bedingungen bei
37°C und 5% CO2 kultiviert. Die Passagierung erfolgte zweimal pro Woche, je nach Zustand
der Zellen. Adhdrent wachsende Zellen wurden mit sterilem PBS (Gibco, Invitrogen, San
Diego, USA) gewaschen und mit Tryple Express (Invitrogen, San Diego, USA) oder Accutase
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) behandelt (~5 min Inkubation im Brutschrank). Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 8 ml R-10 Medium gestoppt. Anschlieend wurden die Zellen in
einem Verhéltnis von 1:5-1:10 mit frischem Medium versetzt. Um die Zellzahl zu bestimmen
wurde der ,,Casyl Cell Counter (Schaerfe System, Reutlingen) nach den Herstellerangeben

eingesetzt.

11.2.1.13 Transfektion von Plasmid-DNA in HEK 293T-Zellen

HEK 293T-Zellen (I1.1.9) wurden zur Expression rekombinanter Proteine (scFv2112-SNAP,
scFv1711-SNAP, 425(scFv)-SNAP und GbR201K-scFv1711) mit den fiir die Proteine
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codierenden pMS-Plasmidvektoren transient transfiziert. Hierzu wurden am Vortrag der
Transfektion HEK 293T-Zellen mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml pro Vertiefung in 12-
Well Platten ausgesit. Die transiente Transfektion der Plasmid-DNA erfolgte am nédchsten Tag
mit Roti®-Fect (Roth, Karlsruhe) nach Herstellerangaben. Das DNA-Roti®-Fect Gemisch
wurde 20-30 min bei RT inkubiert und anschlieBend auf die ausgesdten HEK 293T-Zellen
gegeben. Nach 3-4 stiindiger Inkubation wurde das serumfreie Medium mit serumhaltigen
Medium ersetzt und die 12-Well Platte fiir bis zu drei Tage im Brutschrank inkubiert.
Nachfolgend wurden die frisch transfizierten HEK 293T-Zellen zur Anreicherung
proteinproduzierender Zellen unter Selektionsdruck ((R10-Medium + Zeocin (I1.1.5)) gesetzt.
Der Selektionsdruck wurde mehrere Wochen aufrechterhalten, der Uberstand gesammelt und
steril aufbewahrt, bevor er mittels immobilisierter-Metall-Affinitits-Chromatographie (IMAC)

(I1.2.2.2) gereinigt wurde.

11.2.1.14 Stabile Transfektion von Prostatakarzinomzelllinien

Um Prostatakarzinomzelllinien (C4-2) stabil mit ,,Katushka/TurboFP635“ zu transfizieren
wurden diese dhnlich wie bei der zuvor beschriebenen transienten Transfektion (I1.2.1.13) mit
pT2tdKat2 und zusidtzlich mit dem Helferplasmid pCMVSBI11 ko-transfiziert, welches in
zehnfach geringerer Menge eingesetzt wurde. Mit dem Helferplasmid wurde die stabile
Integration des pT2tdKat2-Plasmids in die genomische DNA vermittelt. Um eine optimale
Leuchtkraft der Zellen zu gewihrleisten, wurden dieses nach Transfektion Fluoreszenz-

abhingig sortiert (I1[.2.1.15).

11.2.1.15 Zellsortierung

Zur Zellsortierung wurde der FACSVantage Zellsortierer (Becton Dickinson, Heidelberg)
eingesetzt. Sortiert wurden die ,,Katushka“-transfizierten Zelllinien (II.2.1.14) anhand ihrer
Fluoreszenzintensitdt. Die leuchtenden Zellen wurden in eine 96-Well Platte sortiert, als
Einzelzellen; fiinf, zehn und mehr Zellen pro Vertiefung/Well. AnschlieBend wurden die

sortierten Zellen nach Standardbedingungen kultiviert (I1.2.1.12).
1.2.2 Reinigung und Analyse von rekombinanten Proteinen

1.2.2.1 Periplasmatische Stressexpression und Zellaufschluss von
rekombinanten IT

Nach der Transformation (I1.2.1.9) wurden die rekombinante Proteine (scFv2112-ETA' und

scFv1711-ETA") im Periplasma des E.coli Stamms BI21 (DE3) Star unter Stressbedingungen
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exprimiert. Dies erfolgte unter Anwesenheit kompatibler geloster Stoffe in Anlehnung an Barth
et al. [119]. In Kiirze: Erreichten die Bakterien eine ODeoo von 1,6 wurden 0,5 M Sorbitol, 10
mM Betain und 4% (w/w) NaCl zugesetzt, um osmotischen Stress zu induzieren. Die
Inkubation erfolgte bei 26°C fiir 30 min unter Schiitteln bei 170 rpm. Die Proteinexpression
wurde durch Zugabe von 2 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und die
Zellen wurden nach 16 h Inkubation unter Schiitteln bei 26°C geerntet. Dazu wurden sie
zentrifugiert (4000 x g, 20 min, 4°C) und das Pellet bei -80°C iiber Nacht gelagert.
AnschlieBend wurde das Pellet in Lysepuffer (II.1.4) mit Proteaseinhibitor (1 Tablette/50 ml;
Roche, Mannheim) bei 4°C resuspendiert. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte durch
Ultraschall (6 Zyklen; 60 s; 200 W). Nach Zentrifugation (30.000 x g, 30 min, 4°C) der
Zelltrimmer wurde der Uberstand zur Vorbereitung auf die Reinigung des rekombinanten
Proteins (I1.2.2.2) iiber Nacht gegen PBS (II.1.4) dialysiert. Falls Lysepuffer ohne DTT und
EDTA-freie Protease-Inhibitortabletten genutzt wurden, erfolgte die Reinigung direkt ohne

vorherige Dialyse.

1.2.2.2 Proteinreinigung IMAC

Die Reinigung der rekombinanten Proteine (prokaryotisch oder eukaryotisch exprimiert
11.2.1.13 und 11.2.2.1) erfolgte mittels des His-Tags iiber IMAC. Uber den His-Tag binden die
rekombinanten Proteine an die Nickel-Ionen einer Nitrilotriessigsdure-(NTA)-Matrix (NiNTA)
und konnen so iiber das Histidinanalog Imidazol eluiert werden. Zur Reinigung von
Bakterienlysat wurde die ,, XK 16/20 Column®, gepackt mit ,,Sepharose 6 Fast Flow Matrix*
(beides GE-Healthcare, Freiburg) und fiir die Reinigung von HEK 293T-Zellkulturiiberstdnden
die Siule ,,NiNTA-Superflow Cartridge 5 x Iml“ (Qiagen, Hilden) verwendet. Die
rekombinanten Proteine wurden iiber ein ,,Akta Purifier System (GE-Healthcare, Freiburg)
gereinigt. Vor dem Auftragen wurden das Bakterienlysat bzw. der Zellkulturiiberstand
zentrifugiert (400 x g, 10-20 min, 4°C), iiber Filtration (Cellulose-acetate Filter 2-4,5 pm
Porengrofle) von noch vorhandenen Zelltrimmern gereinigt und anschliefend mit 4-fach
Inkubationspuffer (I1.1.4) 1:3 versetzt. Die Flussrate bzw. Auftragsgeschwindigkeit betrug 1-6
ml/min. Nach dem kompletten Probenauftrag erfolgten Waschschritte mit 1x-Inkubationspuffer
mit einer Imidazolkonzentration von 10 mM, bis eine stabile Basislinie erreicht wurde. Ein
nachfolgender Waschschritt erfolgte in der Regel mit Inkubationspuffer (II.1.4) mit 40 mM
Imidazol, um noch auf der Sédule verbliebene unspezifisch gebundene Proteine abzuwaschen.
Der Elutionsschritt erfolgte mit 100% Elutionspuffer (II.1.4) mit einer Imidazolkonzentration

von 250 mM. Die Elutionsfraktionen wurden gegen 1x PBS (scFv-ETA' und scFv-SNAP) oder
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gegen  Tris-Puffer (GbR201K-scFv) iiber Nacht in einem  Dialyseschlauch
(Spectra/PorSpectrum Laboratories) dialysiert und falls notig eingeengt (Vivaspin 2, 10,000
MWCO PES, GE Healthcare).

1.2.2.3 Detektion von Proteinen uber Sodium Dodecylsulfat Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-Farbung

Zur Detektion und Auftrennung von Proteinen (I1.2.2.2) wurde eine denaturierende
diskontinuierliche SDS-PAGE genutzt. In der Regel wurden 12%ige SDS-Gele verwendet, die
sich aus Sammel-und Trenngel zusammensetzen (I1.1.4). Vor dem Laden der Proteinproben auf
das SDS-Gel wurden diese mit 5 x Protein Lade-Puffer versetzt und bei 100°C fiir 5 min
aufgekocht. Die Proteine wurden elektrophoretisch bei 150 V und einer Laufzeit von 60-70 min
in Protean-II-Zellen unter Einsatz von 1 x Laufpuffer/TGS (II.1.4) aufgetrennt. Als
GroBenstandrad wurde der ,,Prestained Protein Marker, Broad Range* (7-175 kDa, NEB,
Frankfurt am Main) oder ein ,,Color Prestained Protein Standard, Broad Range* (11-245 kDa,
NEB, Frankfurt am Main) zusdtzlich geladen. Die Darstellung der Proteinbanden erfolgte
anschlieend iiber ,,Coomassie Brilliant Blue*“-Farbung (II.1.4) nach 20 min Inkubation bei RT.
Unspezifische Hintergrundfiarbungen wurden iiber Waschschritte mit Wasser entfernt, bis die
Proteinbanden klar sichtbar wurden. Zur Dokumentation wurden die Gele mit einem HP Scanjet

4890 aufgenommen und digital abgelegt.

1.2.2.4 Nachweis der gereinigten Proteine mittels Western Blot-Analyse

Die Western Bot (WB)-Analyse wurde genutzt, um Proteine von Interesse (I1.2.2.2) spezifisch
tiber Ak nachzuweisen. Fiir den Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran wurde
das ,Mini-Protean II Trans Blot-Modul“ von Bio-Rad verwendet. Dies erfolgte in
Transferpuffer (II.1.4) bei 250 mA fiir 45-60 min bei 4°C. Nachfolgend wurde die Membran
fiir eine Stunde bei RT oder bei 4°C iiber Nacht in Roti®-Block Losung (Roth, Karlsruhe) auf
einer Wippe inkubiert. Nach der Blockierung wurde die Membran dreimal mit 1 x PBST (I1.1.4)
gewaschen und mit dem jeweiligen Erst-Ak fiir 60 min bei RT inkubiert (a-his, a-SNAP Ak,
a-Gb Ak, TC-1, alle 1:5000 verdiinnt in PBS). Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte die
Inkubation mit dem Sekundir-Ak (GaM*?,1:5000 in PBS). Die Visualisierung des Proteins
erfolgte iiber den Umsatz des Substrates NBT/BCIP (1:100 in AP-Puffer, II.1.4) fiir 5 min bei

RT. Die Membran wurde wie oben beschrieben gescannt.
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1.2.2.5 Quantifizierung und Konzentrationsbestimmung gereinigter
rekombinanter Proteine

Fiir die densitometrische Konzentrationsbestimmung wurde zusétzlich zu den zu bestimmenden
Proteinen, eine BSA-Standardreihe (200-2000 ng) auf ein SDS-Gel (I1.2.2.3) aufgetragen und
nach ,,Coomassie Brilliant Blue*- Farbung miteinander verglichen. Die Auswertung erfolgte
mit der AIDA Image Analyzer Software (v.4.27.039). Zum anderen wurde die Konzentration
der Proteine mit dem Bradford-Assay oder der BCA-Assay-Methode (Bicinchoninic acid
assay) nach Herstellerangaben bestimmt. Hierfiir wurde neben den Proben eine Eichreihe
bekannter BSA-Konzentrationen eingesetzt und die Proteinkonzentration iiber die Messung der
Extinktion (E) bei 630 nm in einem ,,ELISA-Reader gemessen. Die Auswertung der Daten
anhand der BSA-Standardreihe erfolgte liber die Microsoft Office Excel 2010 Software, wobei
der Quotient aus 280/260 nm ermittelt wurde. Weiterhin wurde die Bradford dhnliche Methode
mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit per Mikrowellplattenprozedur nach Herstellerangaben

durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte analog zum Bradford-Assay.

1.2.2.6 Markierung von scFv-SNAP Fusionsproteinen mit
Fluoreszenzfarbstoffen — Kopplungsreaktion

Die verwendeten scFv-SNAP-Fusionsproteine (I1.2.2.2) wurden mit verschiedenen BG-
Fluoreszenzfarbstoffen und mit BG-Biotin konjugiert, welche in Tabelle II-VIII aufgelistet
sind. Alle Farbstoffe wurden in DMSO nach Herstellerangaben geldst und die scFv-SNAP
Fusionsproteine vor der Kopplung mit 1 mM DTT versetzt um die Effizienz der Kopplung zu
erhdhen. In der Regel wurden die Farbstoffe oder BG-Biotin in einem 1,5 molaren Uberschuss
zum Protein eingesetzt und mindestens 3 h bei RT und/oder tiber Nacht bei 4°C lichtgeschiitzt
inkubiert. Um ungebundenen Farbstoff oder BG-Biotin zu entfernen, wurden die gekoppelten
Konstrukte auf verschiedene Weise, je nach Volumen, behandelt. Bei Volumina ab 500 pl
wurde ungebundener Farbstoff mit Hilfe von PD-10 Entsalzungssidulen (GE Healthcare,
Freiburg) nach Herstellerangeben entfernt. Bei kleineren Volumina wurde mit
Dialysemembranen iiber Nacht gegen PBS dialysiert oder Zeba™ Spin Entsalzungssédulen 0,5
ml (Thermo Fisher/Life Technologies, Schwerte) verwendet. Die gekoppelten Proben wurden
bei -20°C oder bei -80°C gelagert. Die Kopplungseffizienz wurde photometrisch bestimmt
indem der Absorptionsgrad bei der Wellenldnge des jeweiligen Farbstoffs und der
Absorptionsgrad des Proteins bei 280 nm ermittelt wurde. Die finale Kalkulation der
Kopplungseffizienz erfolgte nach Herstellerangeben der Protokolle von New England Biolabs,

Frankfurt am Main. Um eine erfolgreiche Kopplung darzustellen wurden die Proben auf ein
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SDS-Gel geladen und vor der Coomassie-Farbung (11.2.2.3) mit dem MAESTRO™ In-vivo
Imaging System CRi (Cambridge & Instrumentation, Inc., Woburn, MA, USA) unter
Benutzung der folgenden Filtersets aufgenommen: blaues Filterset, 500-720 nm, gelbes
Filterset, 630-850 nm, tiefrotes Filterset, 700-950 nm und dem nah-infraroten Filterset 710-760
nm - 800 nm. Die Lagerung der EGFR-spezifischen scFv-SNAP Fluoreszenzfarbstoff/Biotin-

markierten Konstrukte erfolgte bei -80°C oder bei 4°C zur Kurzzeitlagerung.

1.2.2.7 Enterokinase (EK)-Verdau

Ein EK-Verdau wurde zur Aktivierung des GrB durchgefiihrt. Zur Freisetzung von GrB
verfligen die GrB-scFv-Fusionsproteine (I1.2.2.2) {iber eine Enterokinase-Erkennungssequenz.
Das GrB-Konstrukt GbR201K-scFv1711 wurde nach der Reinigung iiber IMAC (11.2.2.2)
gegen Tris-Puffer (20 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl) dialysiert (Dialyseschlauch, Spectra/Por,
Spectrum Laboratories) und bei -80°C gelagert. Die EK (Novagen/Merck, Darmstadt) wurde
mit einer Konzentration von 0,06 U/ug Protein eingesetzt. Zusétzlich wurden 2 mM CaClz
zugegeben. Die Inkubation wurde bei 23°C iiber Nacht durchgefiihrt. Der Nachweis der
Aktivitdt erfolgte iliber einen Substratassay (I1.2.2.8). In der Regel wurden die verdauten

Proteine sofort ohne Zwischenlagerung verwendet.

1.2.2.8 Kolorimetrischer GrB-Substratassay

Die Aktivitdit der GbR201K-scFv Konstrukte nach EK-Verdau wurde {iber den
kolorimetrischen Substratassay nachgewiesen. Dieser basiert auf dem Protokoll des Caspase-8
Assay Kits (Calbiochem/Merck, Darmstadt) in dem {iber die Spaltung von 200 uM des
synthetischen Substrates Ac-IETD-pNA (Calbiochem/Merck, Darmstadt) die Spaltprodukte
von Pro-Caspase 3 nachgeahmt werden. In 96-Well-Platten wurden 100-200 nM des
GbR201K-scFv-Konstruktes und des unverdauten (E)GbR201K-scFv-Konstruktes eingesetzt.
Substratassaypuffer (II.1.4) und ein GrB-Standard (GrB human recombinant,
Clabiochem/Merck, Darmstadt) wurden als Kontrollen zusétzlich mitgefiihrt. Die Reaktion
wurde in einem ELISA-Reader bei 37°C fiir 1 h in 2 min Intervallen als Kinetik ausgelesen.
AnschlieBend wurde die Zeit gegen die gemessene Absorption aufgetragen, um die Anderungen

in der Aktivitat darzustellen.
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1.2.3 Immunologische Methoden und Assays

1.2.3.1 Durchflusszytometrische Methoden

Alle durchflusszytometrischen Methoden wurden am BD FACSVERSE (BD Bioscience,
Franklin Lakes, NJ, USA) oder am FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) unter
Benutzung der dazugehorigen Software durchgefiihrt (WinMDI, v2.8 fiir die Messung am
FACSCalibur und FACSSuite Software fiir die Messung am BD FACSVERSE). Fiir alle
Experimente wurden FACS-Rohrchen (Round Bottom-tubes, BD Falcon Bioscience)

verwendet

11.2.3.1.1 Durchflusszytometrie zum Nachweis der Bindung der rekombinanten
Proteine an die Zielzellen

Die spezifische Bindung der rekombinanten Fusionsproteine (I1.2.2.2) an die Oberfldche der
Zielzellen wurde wie folgt durchflusszytometrisch nachgewiesen: 4 x 10° Zellen/ml wurden mit
500-800 ng (70-170 nM je nach Konstrukt) scFv-ETA', scFv-SNAP oder GbR201K-scFv-
Fusionsproteinen in PBS (I1.1.4) fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
PBS erfolgte die Inkubation mit dem Erst-Ak (TC-1 fiir scFv-ETA'-Fusionsproteine oder a-
SNAP-Ak fiir scFv-SNAP-Fusionsproteine) oder dem direkt fluoreszenzmarkierten a-His
Alexa 488 fiir GbR201K-scFv-Fusionsproteine, fiir 30 min auf Eis. Die parentalen mAk
Cetuximab und Panitumumab wurden ebenfalls iiber einen direkt markierten Ak nachgewiesen,
dem GaH''™. Alle Nachweis-Ak wurden 1:100 in 50ul PBS verdiinnt eingesetzt. Nach einem
weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit dem Detektions-/Zweit-Ak ebenfalls fiir
30 min auf Eis inkubiert (GaMPE oder GoM!'™C fiir die scFv-ETA'-und scFv-SNAP-
Konstrukte) und nach einem weiteren Waschschritt fiir die Messung vorbereitet. Als Kontrolle
wurde bei jeder Messung eine Probe ohne Protein aber mit Sekundir/Detektions-Ak

mitgemessen, um einen unspezifische Hintergrundbindung auszuschlie3en.

11.2.3.1.2 Bestimmung der Rezeptordichte auf der Oberflache der Zielzellen

Die Bestimmung der Rezeptordichte der EGFR- exprimierenden Zielzellen erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem QifiKit (Dako, Hamburg). Die Zellen wurden wie in 11.2.3.1.1
beschrieben mit den a-EGFR-SNAP Konstrukten behandelt.

11.2.3.1.3 Kompetitionsassays
Kompetitionsassays wurden mit den mAk Cetuximab und Panitumumab und den EGFR-

spezifischen scFvs, scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP durchgefiihrt. Die mAk wurden im
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Voraus nach Herstellerangaben mit ,,EZ-Link®Hydrazide Biotins* (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte) biotinyliert. Die scFv-SNAP Konstrukte wurden, wie in 11.2.2.6 beschrieben, mit
BG-Farbstoffen gekoppelt.

Fiir die Messung wurden die Zielzellen entweder mit einer konstanten oder mit steigenden
Konzentrationen von nicht markiertem scFv-SNAP oder mAk als Kompetitor vor-inkubiert.
AnschlieBend wurde eine konstante Konzentration im 5-10 fachen molaren Uberschuss von
biotinylierten mAk oder fluoreszenzmarkierten-scFv-SNAP Konstrukten eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte jeweils 30 min bei 4°C. Im Folgenden wurde wie in I1.2.3.1.1 beschrieben
verfahren. Die biotinylierten mAk wurden {iber das Streptavidin Fluorescein Isothiocyanate
(FITC) Konjugat (Life Technologies, Schwerte) detektiert, im folgenden Streptavidin-FITC
genannt. Die Detektion der scFv-SNAP Fusionen erfolgte direkt iiber die Farbstoffmarkierung.

11.2.3.1.4 Internalisierung von IT

Die Internalisierungsrate der IT (I1.2.2.1) und hCFP (I1.2.2.2) wurde nach einem Protokoll von
Cizeau et al. bestimmt [120]. 4 x 10° Zellen/ml wurden mit denselben Konzentrationen der
verschiedenen IT (800 ng/100 nM) fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
PBS folgte eine Inkubation fiir verschiedene Zeitpunkte (15, 30, 60, 120, 180 und 240 min) bei
37°C in Zellkulturmedium (I1.1.5). Die Proben wurden nach Ablauf der jeweiligen Zeiten, bis
zur Messung bei 4°C gelagert, um die Internalisierung zu stoppen. Eine Probe wurde als
Referenzprobe durchgehend bei 4°C inkubiert. Zur Detektion wurden dieselben Ak wie in
I1.2.3.1.1 genutzt. Um das noch an der Oberfldache befindliche Protein zu messen wurde wie in
11.2.3.1.1 verfahren. Als FErgebnisse wurde die prozentuale Anderung der mittleren
Fluoreszenzintensitit (MFI; geo mean fluorescence intensity) liber die Zeit dargestellt. Dabei
galt der MFI-Wert der 4°C-Kontrolle bei der Berechnung als 100% Referenz-Wert, der Wert

der Sekundérantikorperkontrolle wurde als 0 min Wert aufgetragen.

11.2.3.1.5 Serumstabilitatstest

Um die Serumstabilitdt der hCFPs zu iiberpriifen wurden diese mit 50% humanen Serum
(Sigma, human male AB plasma) in einem Ansatz mit 500 ng Protein zu verschiedenen
Zeitpunkten bei 37°C inkubiert. Von diesem Ansatz wurde eine 100-fache Verdiinnung zu den
Zielzellen gegeben und eine durchflusszytometrische Messung wie in 11.2.3.1.1 beschrieben
durchgefiihrt. Der MFI-Wert einer frisch angesetzten Probe wurde als 100% Bindung definiert.
Die prozentuale Menge an bindendem Protein nach Inkubation im Serum wurde anhand dieser

Referenz ermittelt.
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1.2.3.2 Zellviabilitatstest/Proliferationsassay

Die zytotoxische Aktivitit und Wirkung der IT scFv1711-ETA', scFv2112-ETA' und
425(scFv)-ETA', sowie des hCFP GbR201K-scFv1711 wurden in einem Zell-Proliferationstest
mittels XTT-Substratumsetzung untersucht. Die Durchfiihrung erfolgte in angepasster Form
wie bereits beschrieben [87]. Hierfiir wurden 1 x 10° Zellen/ml in eine 96-well Mikrotiterplatte
ausgesit und mit verschiedenen Verdiinnungsreihen der IT und hCFP fiir 72 h bei 37°C, 5%
COz2und 100% relativer Luftfeuchtigkeit in einem Zellkulturinkubator inkubiert. Fiir die hCFP
wurden zusétzlich CQ behandelte Zellen eingesetzt. Diese wurde mit 50 uM CQ versetzt und
die Inkubation erfolgte wie beschrieben. Unbehandelte Zellen, die jeweiligen scFv-SNAP
Konstrukte, mock-ETA' und GbR201K-mock Konstrukte, sowie die parentalen mAk
Cetuximab und Panitumumab wurden als Kontrollen verwendet und dquivalent behandelt. Zum
Auslesen des Zellviabilitétstests wurde die Substratumsetzung nach der Zugabe von 50 pul
XTT/phenanzine methosulfate (100:1, Serva und Sigma, Steinheim) in jeder Vertiefung der
Mikrotiterplatte gemessen. Die Platten wurden 2-4 h, je nach Zelllinie, bei 37°C inkubiert. Der
Absorptionsgrad wurde bei 450 nm und 630 nm Referenzwellenlinge in einem Epoch
Mikroplatten Spektrophotometer (Biotek, Bad Friedrichshall) gemessen. Alle Experimente
wurden mindestens drei-bis viermal in Duplikaten, Triplikaten oder in Vierfachbestimmungen
durchgefiihrt. Die Konzentration welche notwendig war um eine 50%ige Herabsetzung der
Proteinsynthese in Relation zu den unbehandelten Kontrollzellen (ICso) zu erreichen, wurde
tiber die Hill-Gleichung mit der GraphPad Prism v5 Software bestimmt. Mit dieser Software

wurde auch das Konfidenzintervall (95% CI, confidence interval) der Werte bestimmt.

1.2.3.3 Apoptose-Assay mittels AnnexinV-Bindung

Mit dem AnnexinV (AV)-Apoptose Assay kann der Nachweis eines pro-apoptotischen Effektes
der IT (I1.2.2.1) und hCFP (I1.2.2.2) bestimmt werden. Beim programmierten Zelltod, der
Apoptose, wird Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran auf die AufBenseite
umgelagert und kann iiber die spezifische kalziumabhingige Bindung von AV an
Phosphatidylserin nachgewiesen werden. In diesem Fall konnen somit die apoptotischen Zellen
durchflusszytometrisch liber die Markierung mit AV-GFP detektiert werden [90]. Dazu wurden
4 x 10°-7,5 x 10* Zellen/ml in 300 pl Medium in 24-well Platten ausgesit und mit definierten
Konzentration von IT (80 nM) oder hCFP (100-300 nM, 300 nM entspricht Sug/ml) fiir 48 h
bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit in einem Zellkulturinkubator inkubiert. Als
Negativ-Kontrollen dienten die parentalen mAk, mock-ETA' oder GbR201K-mock, PBS oder
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Tris-Puffer, sowie die EGFR™-Zelllinie U937 und als Positivkontrolle Camptothecin oder
Zeocin. Nach der Inkubation wurden die Zellen vorsichtig mittels Trypsin- oder
Accutasebehandlung abgeldst und zusammen mit dem Uberstand in FACS-R6hrchen gegeben
und mit 1 x Annexinpuffer (II.1.4) in einer Rotina 420 R (Hettich Lab Technology, Tuttlingen)
Zentrifuge gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 450 ul AV-GFP und 50 pl 10 x
Annexinpuffer fiir 15-30 min bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Zellen in 1 x Annexinpuffer mit dem Zusatz von 1 pg/ml Propidiumiodid (PI) versetzt und
durchflusszytometrisch mit dem BD FACSVERSE-Gerit analysiert. Die Experimente wurden
unabhdngig voneinander mindestens dreimal in Duplikaten durchgefiihrt. Eine
Signifikanzbestimmung (two-tailed unpaired Student's ¢ test) erfolgte iiber GaphPad Prism v5
Software (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA).

11.2.3.4 Internalisierungsstudien liber Konfokalmikroskopie und den Opera®
Hochdurchsatz-Analysator

Um die Internalisierung und Bindung von scFv2112-, scFv1711- und 425(scFv)-SNAP
gekoppelt an BG-488 (11.2.2.6) nachzuweisen, wurden diese iiber Konfokalmikroskopie oder
Hochdurchsatzmessungen analysiert. Fiir die Messung iiber Konfokalmikroskopie wurden die
scFv-SNAP-Sonden in einer Konzentration von 1 pg in 200 pl (100 nM) zu den Zielzellen,
welche mit einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen/ml am Tag zuvor in 8-well ,,chamber slides*
(Thermo Scientific. Waltham, MA, USA) ausgesit worden, zugegeben. Die Inkubation der
,»chamber slides* erfolgte bei 37°C fiir 10-120 min oder bei 4°C, je nach Ansatz. AnschlieSend
wurde das Medium in den ,,chamber slides” durch frisches Medium ersetzt. Die Zellkerne
wurden mit Bisbenzimide Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) oder DRAQS™
(Biostatus, Leicestershire, UK) fiir die Konfokalmikroskopie oder iiber 4',6-diamidino-2-
phenylindole, (DAPI; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) fiir die Hochdurchsatzmessung
gegengefarbt. Die Internalisierung in den ,,chamber slides* wurde direkt mit dem LEICA TCS
SP8 Konfokalmikroskop mikroskopiert. Fiir die Hochdurchsatzmessung am ,,PerkinElmer
Opera® automated image acquisition system® wurden die Zellen in schwarze 96-well
Zellkulturmikrotiterplatten (Greiner Bio-one, Frickenhausen) ausplattiert, mit derselben
Konzentration an scFv-SNAP wie oben inkubiert und mit der zugehdrigen ,,A Capella
Software” aufgenommen und vermessen. Die Hochdurchsatzmessung ermdglicht eine

vollautomatische Zellanalyse in subzelluldrer Auflosung.
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1.2.3.5 Affinitatsbestimmung uber Oberflachenplasmonresonanz-
Spektroskopie (SPR)

Fiir die Affinitdtsbestimmung der scFv-SNAP Konstrukte und der parentalen mAk (Cetuximab
und Panitumumab) wurde das Biacore T200 Instrument (Biacore, GE Healthcare, Freiburg)
verwendet. Alle Messungen erfolgten in HBS-EP Puffer als Laufpuffer (II.1.4) bei 10°C. Die
Messdaten wurden iiber die Biacore T200 Evaluation Software (GE Healthcare) ausgewertet
und bearbeitet. Fiir die mAk wurde der CM5-S-Series Sensor Chip funktionalisiert mit Protein-
A (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), gemif3 Standardeinstellungen verwendet. Als Antigen wurde
EGFR-his genutzt, welches von Magdalena Bialon am Fraunhofer IME aus der mRNA von
A431 Zellen hergestellt und in HEK 293T-Zellen exprimiert wurde. Verschiedene
Konzentrationen von EGFR-his (120 nM, 1:2 seriell verdiinnt bis zu 0,94 nM) wurden bei einer
Flussrate von 30 pl/min fiir 150 s injiziert. Die Dissoziation folgte fiir 480 s. Zwischen den
Messungen wurde die Oberflache des CM5-S-Series Sensor Chip mit 30 mM HCI regeneriert.
Fiir die Messung der scFv-SNAP Konstrukte (scFv1711-SNAP und scFv2112-SNAP) wurde
das Biotin CAPture Kit (GE Healthcare, Freiburg) verwendet. Dazu wurden die scFv-SNAP
Konstrukte zuvor mit BG-Biotin gekoppelt (I1.2.2.6). Das Biotin CAPture Kit besteht aus einem
Sensor Chip CAP, der Biotin-CAPture-Reagenz und zwei Regenerationslosungen. Der Sensor
Chip ist aus einer carboxymethylierten Dextran-Matrix aufgebaut, auf der ein Einzelstrang-
DNA Molekiile vorimmobilisiert wurde. Das Biotin-CAPture-Reagenz besteht aus Streptavidin
konjugiert mit dem komplementéren Einzelstrang-DNA-Molekiil. Bei der Kopplungsprozedur
wird zuerst das Biotin CAPture—Reagenz injiziert und auf der Oberfliche des Sensor-Chips
hybridisiert. AnschlieBend wird das biotinylierte scFv-SNAP-Fusionsprotein injiziert und
gefangen. AbschlieBend wird das Antigen EGFR-his injiziert. Dissoziations- und Assoziations-
Flussraten sowie die Konzentrationen des Antigens EGFR-his wurden wie bei der Messung der

mAk iiber den Protein-A konjugierten Chip beibehalten.
11.2.4 Humanes Patientenmaterial

I.2.4.1 Ex vivo Bindung auf humanen Paraffinschnitten

FFPE-Gewebeschnitte wurden zur Entparaffinierung wie beschrieben behandelt [5, 121].
Nachfolgend wurden die Gewebeschnitte mit einem speziellen Stift, dem Dako-pen (Dako,
Hamburg), eingekreist. Die Schnitte wurden fiir eine Stunde in Blockierungsldsung (PBS + 1%
(v/v) Ziegenserum) inkubiert und danach abgeklopft. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
den IT (I1.2.2.1), den hCFP (I1.2.2.2) oder den parentalen mAk (fiir alle 1 pg in 200ul PBS)
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iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation folgten drei Waschritte mit PBS fiir jeweils
5 min. Die Schnitte markiert mit den IT wurden nun mit dem Primdr-Ak TC-1 (1:40 in
Blockierungslosung) fiir bis zu 12 h bei 16°C inkubiert, gefolgt von einem weiteren
Waschschritt mit PBS. Hier folgte ein zweiter Inkubationsschritt mit einem GaM”P-Ak (1:50
in Blockierungslosung) bei 4°C {iber Nacht. Die hCFP wurden mit einem a-his-Ak als Primér-
Ak inkubiert. Als Sekundér-Ak diente ebenfalls der GaM*F. Die parentalen mAk wurden mit
dem direkt markierten GaH”" (1:50 in Blockierungslosung) ebenfalls iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit PBS. Die AP-Aktivitdt wurde liber das Substrat
Naphtol AS-Bi Phosphat (Natriumsalz 50 mg/100 ml; Sigma-Aldrich. Taufkirchen) und New
Fuchsin (gelost in 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5; Merck, Darmstadt) als Chromogen nachgewiesen.
Die endogene AP-Aktivitdt wurde durch die Zugabe von 0,35 mg/ml Levamisole (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) inhibiert. SchlieSlich wurden die Schnitte mit Himatoxylin und Eosin
(H&E; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gegengefdrbt. Die Analyse erfolgte mit einem Leica
DMR-HC Licht-Mikroskop und der dazugehorigen Software Leica QWin (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar).

I1.2.4.2 Subkutanes Mausmodell

Beim subkutanen Mausmodell (I1.1.11) wurde zw®lf Tieren 1 x 107 C4-2-Zellen/ml (Katushka-
transfiziert 11.2.1.14) in beide Flanken injiziert, zwolf Tieren 5 x 10° Zellen/ml PC3-Zellen in
beide Hinterldufe und fiinf Tieren 6 x 107 L540-Zellen/ml geldst in BD-Matrigel™-Matrix (BD
Bioscience, Heidelberg) in je einen Hinterlauf injiziert. Die Tiere wurden fortwdhrend
beobachtet und nach 14-16 Tagen Tumorwachstum, je nach Zelllinie, wurde mit der Injektion
der Bildgebungssonden (scFv-SNAP Fusionsproteine) begonnen [68]. Die Bildgebungssonden
(2 nmol) wurden intravends retro-orbital in den Sinus plexus (Plexus caroticus internus) des
rechten Auges injiziert. Die Injektion der Sonden erfolgte nur in Versuchstiere mit sichtbarem

Tumor:
Gruppe 1 - PC-3, Tumorinjektion:

- 6 Versuchstiere (von 12), Injektion von scFv2112-SNAP BG-800, rechtes Auge

Gruppe 2 - L540cy, Tumorinjektion:

- 3 Versuchstiere (von 5 ), Injektion scFv2112-SNAP BG-747, rechtes Auge

Gruppe 3 - C4-2 Katushka, Tumorinjektion:
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- kein Tier hat einen sichtbaren Tumor entwickelt

Die Messzeitpunkte nach Injektion der Bildgebungssonden waren 30 min, 10 h, 24 h, 36 h und
72 h. Danach oder friiher, je nach Tumorgréfle, wurden die Versuchstiere geopfert, Organe und
Tumore in PBS gewaschen und in Einbettmedium (Jung Tissue Freezing medium, Leica
Biosystems, Nussloch GmbH) gegeben und schlielich in fliissigem Stickstoff fiir die Lagerung
bei -80°C vorbereitet. PC-3 Tumore wurde re-kultiviert und die angewachsene daraus

entstandene Zelllinie kryokonserviert.

Um die Akkumulation und optische Signalstérke der Bildgebungssonde scFv2112-SNAP BG-
800 an den subkutanen Tumoren darzustellen und zu messen wurde das MAESTRO™ [n-vivo
Imaging System CRi (Cambridge & Instrumentation, Inc., Woburn, MA, USA) genutzt, im
folgenden Maestro-Gerit genannt. Fiir die Aufnahmen der Bildgebungssonde scFv2112-SNAP
BG-800 wurde das Nah-infrarot-Filterset mit 710-760 nm (Anregung) und 800 nm (longpass,
Emission) genutzt und fiir BG-747 das tiefrote Filterset 616-661 nm (Anregung) und 700 nm
(longpass, Emission). Fiir ein mogliches Katushka-Signal sollte das gelbe Filterset mit 575-605
nm (Anregung) und 645 nm (longpass, Emission) eingesetzt werden. Die Messungen erfolgten
entsprechend der empfohlenen Einstellungen und Arbeitsschritte des Maestro-Gerétes CRI Inc.
Die Cube-Aufnahmen (von Computersoftware verarbeitete zusammengesetzte Bilder im
jeweiligen Wellenldngenbereich in 10 nm Schritten) wurde mit einer Belichtungszeit von 1000
und 5000 ms aufgenommen. Zu jeder Aufnahme wurde jeweils ein WeiBlichtbild
aufgenommen. Die Bildbearbeitung und Auswertung der Fluoreszenzdaten erfolgte nach

Bedienungsanleitung mit der Maestro Software 2.6.0.

I1.2.5 Statistische Analysen und Auswertungen

Statistische Auswertungen erfolgten mit dem Programm Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, USA) und Microsoft Excel 2010. Es wurde sowohl die Standardabweichung (+ SD)
oder der Fehler des Mittelwertes (£ SEM) berechnet. Fiir die statistischen Auswertungen wurde
der studentische #-Test verwendet (p*<0,05, p**<0,01 und p***<0,001, Anderungen sind

einzeln aufgefiihrt).

1.2.6 Bildbearbeitung
Die Bildbearbeitung der Konfokalaufnahmen und die der Opera®-Messung erfolgte mit der
Software Image J 1,49 (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Mit dieser

Software wurden die einzelnen Bilder von Zellkern und Zelle der Opera®-Messung
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iibereinandergelegt und wie auch bei der Konfokalmikroskopie die MaB3stabskala nach Eingabe

der Meta-Daten der jeweiligen Aufnahme eingefiigt.

Die Aufnahmen der Gewebeschnitte wurden mit Adobe Photoshop CS5.1 Extended Software
bearbeitet. Hier wurde zur besseren Darstellung die rote Farbe (positive Farbung) markiert,

ausgewdhlt und der Hintergrund abgezogen.
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Ergebnisse

lll.1 Der EGFR als Zielantigen flir solide Tumore —

Funktionalitatstest der gegen den EGFR gerichteten scFvs
Der EGFR welcher auf unterschiedlichen, schwer zu therapierenden, soliden Tumoren hoch
exprimiert wird wurde als Zielantigen fiir die Entwicklung neuer Ak-abgeleiteter
Therapieansidtze ausgewihlt. Von den beiden bereits in der Klinik eingesetzten EGFR-
spezifischen mAk Cetuximab und Panitumumab wurden die Vi - und Vi-Sequenzen
identifiziert, generiert und in vorhandene Vektorsysteme kloniert. So wurden sowohl
diagnostisch, als auch therapeutisch relevante scFv-Fusionsproteine generiert, die im

Folgenden auf ihre Eigenschaften getestet wurden.

lll.1.1 Herstellung und Charakterisierung der neuen scFv-SNAP-
Fusionsproteine

Die von den mAk abgeleiteten Ak-Fragmente (scFvs) wurden wie in I1.2.1.11 beschrieben
hergestellt. Das vom chiméren Cetuximab abgeleitete Ak-Fragment wurde als scFv2112
bezeichnet und die geeigneten Schnittstellen Sfil und Notl tiber PCR angefiigt (I1.2.1.2). Das
als scFv1711 bezeichnete Ak-Fragment wurde vom humanen Panitumumab abgeleitet und die
im Patent fehlenden ,framework“-Regionen wurden, adaptiert an publizierte
Keimbahnregionen, eingefiigt. Die bendtigten Schnittstellen am 3'-und 5' Ende wurden {iber

Synthetisierung erginzt (I11.2.1.11).

Um EGFR-spezifische scFv-SNAP Fusionen zu erhalten wurde ein bereits vorhandener
Ausgangsvektor genutzt und die Liganden scFv2112 oder scFv1711 iiber Sfil/Notl-Restriktion
eingefiigt, sodass pMS-scFv2112-SNAP und pMS-scFv1711-SNAP als Konstrukte zur
Verfiigung standen (Abbildung III-1).
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Abbildung III-1: Expressionsvektor von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP

Die Kodierungssequenzen von scFv2112 oder scFv1711 wurden iiber Sfil/NofI-Restriktion in den pMS-
SNAP-Vektor eingefiigt. Uber die im Vektor vorhandene Ig, —Sequenz werden die Fusionsproteine nach
Transfektion in den Zellkulturiiberstand sekretiert (I1.2.1.13). Der C-terminale Histidin-Tag dient zur
Reinigung und Detektion der Fusionsproteine. Uber die eGFP-Fluoreszenz erfolgte eine visuelle Selektion
auf erfolgreich transfizierte Zellen. Abkiirzungen: pCMV: Cytomegalievirus-Promotor, IVS/IRES:
synthetisches Intron und interne ribosomale Eintrittsstelle zur Uberpriifung der Transkription, EGFP:
»enhanced green fluorescent protein‘/verstérktes griin fluoreszierendes Protein.

Uber die SNAP-Tag Technologie kann sowohl Bindungs- als auch Internalisierungsverhalten
der Fusionsproteine und somit ihre Verwendbarkeit fiir diagnostische und potentielle
therapeutische Ansétze gepriift werden. Hierfiir wurden scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP
in transient transfizierten HEK 293T-Zellen exprimiert (I1.2.1.13). Nach der Anreicherung der
Proteine wurden diese aus den gesammelten Zellkulturiiberstanden iiber den Hise-Tag mittels
IMAC gereinigt (I1.2.2.2). Die Proteinausbeute lag fiir scFv2112-SNAP bei etwa 5 mg/L
Zellkulturiiberstand und fiir scFv1711-SNAP bei bis zu 10 mg/L Zellkulturiiberstand, je nach
Reinigung. Die Reinheit lag jeweils zwischen 70% und 90%. Beide Parameter wurden
densitometrisch bestimmt (I1.2.2.5). Die Proteine der jeweiligen Elutionsfraktionen wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und die Gesamtproteine tiber Coomassie-Féarbung visualisiert
(I.2.2.3).  ScFv2112-SNAP und scFvl711-SNAP wurden mit BG-modifizierten
Fluoreszenzfarbstoffen kovalent markiert (I1.2.2.6) und die erfolgreiche Kopplungsreaktion
durch Aufnahme im Maestro-Gerdt nachgewiesen. Dabei entsprach die beobachtete Laufthdhe
der beiden Fusionsproteine dem kalkulierten Molekulargewicht von etwa 48 kDa. Abbildung
I11-2 zeigt neben der Coomassie-Farbung die beispielhafte Kopplung beider Konstrukte an BG-
488.
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Abbildung III-2: Reinigung von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP und Markierung mit BG-
Fluorophoren

Der Nachweis der Proteine und ihrer Reinheit nach Reinigung erfolgte {iber SDS-PAGE und ,,Coomassie
Brilliant Blue“-Farbung (11.2.2.3). Dazu wurden je 500 ng rekombinantes Protein geladen. Die Kopplung
an BG-488 wurde vor Coomassie-Farbung iiber Visualisierung mittels des Maestro-Bildgebungssystem
und der dazugehorigen Software nachgewiesen. Unter Einsatz des blauen Filtersets (500-720 nm) wurden
die markierten scFv2112-SNAP-BG-488 und scFv1711-SNAP-BG-488 Sonden mittels einer griinen Bande
sichtbar gemacht. Die kalkulierte Gro3e von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP liegt bei etwa 48 kDa.
[lustration abgewandelt nach [121].

lll.1.2 Spezifische Bindung an die Zielzellen

Die Fluoreszenzfarbstoff-markierten Konstrukte scFv2112-SNAP-BG-488 und scFv1711-
SNAP-BG-488 wurden auch fiir den direkten Nachweis der spezifischen Bindungsaktivitat
genutzt (II1.1.2). Die Bindungsaktivitit der Proteine wurde sowohl direkt tiber den kovalent
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff (Abbildung II1-3, A), als auch indirekt iiber die Detektion mit
dem SNAP-Tag spezifischen Ak a-SNAP (Abbildung III-3, B) nachgewiesen. Als Referenz
wurde in einigen Experimenten das bereits etablierte EGFR-spezifische Konstrukt 425(scFv)-
SNAP eingesetzt [68, 103]. Diese durchflusszytometrischen Messungen bestdtigen die
spezifische Bindung von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP auf folgenden EGFR-
exprimierenden Zelllinien verschiedener Tumorentititen: A431, MDA-MB-468, L3.6pl, C4-2
und RD (II.1.9). Fluoreszenzsignale der BG-488-Farbstoff gekoppelten Fusionsproteine und
der nicht gekoppelten Fusionsproteine wurden auf allen Zielzelllinien dargestellt, wohingegen

keine Bindungsaktivitdt auf der EGFR™ Zelllinie U937 detektiert wurde.
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Abbildung III-3: Durchflusszytometrischer Nachweis der Bindungsaktivitit der scFv2112-SNAP,
scFv1711-SNAP und 425(scFv)-SNAP Fusionsproteine

Die spezifische Bindungsaktivitit der scFv-SNAP Fusionsproteine (11.2.2.2) wurde {iber
Durchflusszytometrie nachgewiesen (11.2.3.1.1). Abbildung A zeigt die Bindung von scFv2112-SNAP und
scFv1711-SNAP iiber die Fluoreszenzmarkierung mit BG-488 im Fluoreszenzkanal 1 (FL-1/Alexa-488).
Die ausgefiillten grauen Kurven demonstrieren die unbehandelten Zellen, die schwarze Kurve zeigt die
Bindung von scFv2112-SNAP BG-488 und die gestrichelte Kurve demonstriert die Bindung von scFv1711-
SNAP BG-488. In Abbildung B ist die Bindung der Konstrukte iiber die indirekte Detektion mit a-
SNAP/GoM™® im Fluoreszenzkanal 2 (FL-2/PE) dargestellt. Die ausgefiillte graue Kurve zeigt die
unbehandelten Zellen, die ausgefiillte schwarze Kurve die Hintergrundkontrolle (Zellen inkubiert mit
Detektions-Ak). Die schwarze Kurve zeigt die spezifische Bindung von scFv2112-SNAP, die schwarz
gestrichelte die von scFv1711-SNAP und die graue Kurve die von 425(scFv)-SNAP.

Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) war auf den mit scFv2112-SNAP-BG-488 oder
scFv1711-SNAP-BG-488 inkubierten Zielzellen 10-200 mal hdéher im Vergleich zur
Negativzelllinie oder der Hintergrundkontrolle. Bei der Bindungsanalyse der scFv-SNAP
Fusionsproteine iiber die Detektion mit den beschriebenen Nachweis-Ak (a-SNAP und
GaMP’®), wurden hohere MFI-Werte gemessen. Fiir scFv2112-SNAP 100-500 mal hoher im
Vergleich zur Negativzelllinie oder der Hintergrundkontrolle, fiir scFv1711-SNAP 50-500 mal
hoher und fiir 425(scFv)-SNAP 10-80 mal hoher.
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l11.1.3 Internalisierungsstudien

Nachdem die erfolgreiche Kopplung an BG-modifizierte Fluoreszenzfarbstoffe und die
spezifische Bindung von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP nachgewiesen werden konnte
(II1.1.2), wurde das Internalisierungsverhalten beider Konstrukte untersucht. Hierzu wurden
beide scFv-SNAP Fusionsproteine mit BG-488 markiert und mit unterschiedlichen EGFR"
Zelllinien inkubiert (I1.2.3.4). Die iiber Konfokalmikroskopie oder Hochdurchsatzmessungen
(I1.2.3.4) erstellten Internalisierungsaufnahmen zeigten fiir scFv2112-SNAP (Abbildung I11-4,
A) und scFvl1711-SNAP (Abbildung III-4, B) nach 60 min Inkubation bei 37°C,
Internalisierung in die Zielzellen. Die Internalisierung fiir das Referenzkonstrukt 425(scFv)-
SNAP wurde nach 80 min Inkubation bei 37°C nachgewiesen (Abbildung I1I-4, C). Es wurde
keine Internalisierung in die EGFR™-Zelllinie U937 detektiert. Dies ist exemplarisch fiir
scFv2112-SNAP dargestellt (Abbildung I1I-4, D). Ebenso wurde keine Internalisierung nach
Inkubation bei 4°C gemessen, beispielhaft fiir 425(scFv)-SNAP auf RD Zellen in Abbildung
III-4, C dargestellt. Die schnellste Internalisierungsrate aller scFv-SNAP Fusionsproteine
wurde mit RD-Zellen beobachtet, da hier nach 60 min kaum noch Membranfarbung sichtbar

war.
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Abbildung III-4: Internalisierungsverhalten von scFv2112-SNAP, scFv1711-SNAP und 425(scFv)-
SNAP

Die Internalisierung von scFv2112-SNAP, scFv1711-SNAP und 425(scFv)-SNAP markiert mit BG-488
(I1.2.2.6) in verschiedene EGFR" Zelllinien (II.1.9) wurde entweder iiber Konfokalmikroskopie oder
Hochdurchsatzmessungen aufgenommen (11.2.3.4). Die Zellkerne (in blau) wurden iiber Gegenfarbung mit
Hoechst 3342 oder DAPI visualisiert. Die Internalisierung von scFv2112-SNAP (A) und scFv1711-SNAP
(B) wurde nach 60 min Inkubation bei 37°C aufgenommen. Fiir das als Kontrollkonstrukt eingesetzte
425(scFv)-SNAP Fusionsprotein, wurde die Internalisierung nach 80 min bei 37°C und nach 30 min bei
4°C (Nicht-Internalisierungskontrolle) gemessen (C). In Abbildung D ist die Negativzelllinie U937
inkubiert mit scFv2112-SNAP dargestellt (MaB3stabskala: 10 um). Illustration abgewandelt nach [121].
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.1.4 Kompetitionsverhalten und Affinitatsbestimmung im Vergleich zu

den Volllangen-Ak

1.4.1 Kompetitionsverhalten der scFvs und parentalen mAk untereinander

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung der neuen scFvs wurden sowohl das

Kompetitionsverhalten als auch die Affinitidten im Vergleich zu den parentalen Vollldngen-Ak

bestimmt. Cetuximab und Panitumumab binden iiberlappende oder benachbarte Epitope,

welche aber nicht identisch sind [9, 122]. Das Kompetitionsverhalten wurde wie in 11.2.3.1.3

beschrieben iiber durchflusszytometrische Messungen, beispielhaft auf MDA-MB-468 Zellen,

untersucht. Die biotinylierten parentalen mAk wurden {iber Streptavidin-FITC detektiert. Die
Bindung der scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP Fusionsproteine wurde direkt iiber die

Kopplung von Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen. Cetuximab/Panitumumab und scFv2112-

SNAP/scFv1711-SNAP, ebenso in umgekehrter Reihenfolge, inhibierten sich gegenseitig. Bei

einer Prdinkubation mit Cetuximab bzw. scFv2112-SNAP als Kompetitor wurde ein

schwicherer Effekt beobachtet (Abbildung III-5).
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Abbildung I1I-5: Bestimmung des Kompetitionsverhaltens der Vollléingen-Ak und der abgeleiteten
scFvs

MDA-MB-468 Zellen wurden zur Kompetitionsmessung wie in 11.2.3.1.3 beschrieben behandelt. Die
Bindung wurde jeweils mit ungefirbtem Ak oder scFv im Uberschuss kompetitiert. Die biotinylierten mAk
(dunkelgrau, linkes und mittleres Histogramm) oder Farbstoff-markierten scFv2112-SNAP und scFv1711-
SNAP-Konstrukte (hellgrau, rechtes Histogramm) wurden jeweils gesondert bei den Messungen
mitgetestet, um unvollstindige Biotin-und/oder Fluoreszenzfarbstoffkopplungen auszuschlieen und als
Referenz fiir die nicht kompetitive Bindung. Gemessen wurde im Fluoreszenzkanal FL-1.
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lll.1.4.2 Bestimmung der Affinitat der scFvs und der parentalen mAk

Die Aviditdt/Gesamtbindungsstidrke nimmt ab wenn von einem parentalen Ak das scFv-Format
generiert wird. Ebenso ist bekannt, dass sich die Affinitdit von scFvs als Teil von
Fusionsproteinen aufgrund einer moglichen Konformationsdnderung verschlechtern kann.
Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Messung iiber das ,,Biotin CAPture Kit* etabliert,
um die Affinitdt von scFv-SNAP Fusionsproteinen direkt iiber SPR-Messungen mit dem
Biacore T200 Instrument darzustellen (I1.2.3.5). Hierfiir wurden die scFv-SNAP
Fusionsproteine mit BG-Biotin markiert (I1.2.2.6). Die Vorgehensweise unter Benutzung des
,»Biotin CAPture Kits* und der Versuchsablauf sind in Abbildung III-6 schematisch dargestellt
und in II.2.3.5 beschrieben. Als Antigen wurde die extrazellulire Doméine des EGFR (EGFR-
Hise) verwendet. Die Oberfldche der Sensor Chips trigt einzelstringige DNA welche kovalent
an eine Dextran-Matrix angefiigt ist. Die ,,Biotin CAPture“-Reagenz beinhaltet Streptavidin
konjugiert mit dem komplementéiren ss-DNA-Molekiil. Der Prozess besteht aus Injektion und
Hybridisierung der Reagenz auf der Sensorchip-Oberfldche, der Injektion und dem Fangen des
biotinylierten scFv-SNAP Konstruktes und der nachfolgenden Injektion des Analyten/Antigens
(Abbildung II1-6).

EGFR-His6

a-EGFR-scFv-SNAP

a-EGFR-scFv-SNAP

Biotin CAPture
Reagenz

BG-Biotin

gensor Chip CAP

AP r7s A7/

I. Injektion der Biotin Il. Injektion und Fangen Ill. Injektion und Fangen
CAPture Reagenzund des biotinylierten Liganden des Analyten (EGFR-His-6)
Hybridisierung auf der (scFv)

Sensor-Chip Oberflache

IV. Regeneration

Abbildung III-6: Schematische Darstellung der Affinititsbestimmung der abgeleiteten scFv-SNAP
Fusionsproteine iiber das ,,Biotin CAPture Kit*

Der Versuchsaufbau fiir die Messung der Affinitét der scFv-SNAP Fusionsproteine iiber SPR mit dem
Biotin CAPture Kit (I1.2.3.5) ist graphisch dargestellt. Das System ist regenerierbar. Das Biotin CAPture
Reagenz besteht aus Streptavidin konjugiert an ss-DNA komplementér zu einzelstrangiger DNA auf der
Chip-Oberfléche.

Das Messsignal entsteht aus der Massezunahme nach Bindung des Antigens an das

immobilisierte Ak-Fragment. Die Signalstdrke ist direkt proportional zur gebundenen Masse
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auf der Sensoroberfliche und wird als Response Unit (RU) angegeben und zeitabhingig
dargestellt (Abbildung III-7). Aus den erhaltenen Bindungskinetiken konnen die
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten (Kp) ermittelt werden. Die Ergebnisse der Messungen
sind in Tabelle III-I aufgelistet. Fiir scFv2112-SNAP wurde ein Kp-Wert von 3,95 nM und fiir
scFv1711-SNAP ein Kp-Wert von 3,99 nM bestimmt (Tabelle I11-I).
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Abbildung III-7: SPR-Sensogramm von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP — Biotin CAPture Kit

Das Sensogramm der kinetischen Messung von scFv2112-SNAP ist in A dargestellt und von scFv1711-
SNAP in B (I.2.3.5). Die farbigen Kurven demonstrieren die verschiedenen Konzentrationen von
eingesetztem Analyten (EGFR-Hise), mit einer Startkonzentration von 120 nM, 1:2 seriell verdiinnt bis zu
einer Konzentration von 0,94 nM. Die Messung wurde als zeitabhéingige Anderung der Signalintensitit,
die als Response Unit (RU) angegeben wurde, dargestellt. Die theoretischen Kurvenverldufe des
mathematischen Fittings sind in schwarz zusitzlich zu den gemessenen farbigen Kurven dargestellt (die
untersten Kurven zeigen die niedrigste Konzentration). Alle Messungen erfolgten bei einer Flussrate von
30 pl/min.
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Die SPR-Messungen iiber den mit Protein-A funktionalisierten Chip (I1.2.3.5) fiir die
parentalen Vollldngen-Ak ergaben fiir Cetuximab einen Kp-Wert von 1,67 nM und fiir
Panitumumab einen Kp-Wert von 1,25 nM (Tabelle I1I-1). Die gefangenen ,,Response Units*
lagen bei 30 RU fiir Cetuximab und 34 RU fiir Panitumumab (Abbildung III-8).
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Abbildung III-8: SPR-Sensogramm von Cetuximab und Panitumumab — Protein A Chip

In A ist das Sensogramm von Cetuximab und in B das von Panitumumab dargestellt, nach der Messung
iiber SPR (11.2.3.5). Von Cetuximab wurden 30 RU und von Panitumumab 34 RU auf der immobilisierten
Protein A Oberfldche gefangen. EGFR-Hiss-wurde wie vorher in einer seriellen 1:2 Verdiinnung eingesetzt
(I1.2.3.5). Die zeitabhingige Anderung der Signalintensitit (RU) ist graphisch dargestellt. In dem
Sensogramm von Panitumumab fehlt die geringste Konzentration von 0,94 nM EGFR-Hise aufgrund eines
Messfehlers.
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Die aus den SPR-Messungen hervorgegangenen Werte der Assoziationskonstante (ka), der

Dissoziationskonstante (kd), der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten/Affinitdtskonstante

(Kp; ka/kd) und der theoretischen und gefitteten Rmax-Werte (in RU) sind in Tabelle III-I

aufgelistet.

Tabelle ITII-I Auflistung der Werte nach Affinitéitsbestimmung iiber SPR-Analyse

Abkiirzungserklarungen: ka (Assoziationskonstante), kd (Dissoziationskonstante), RU (Response Unit), Kp

(Affinitatskonstante (ka/kd))

Konstrukt ka (1/Ms)  kd (1/s) Kb (nM) Rmax (RU) Rmax (RU) Chi? (RU?)
gefitted theoretisch

Cetuximab 877200 0,001468 1,67 29,6 41,2 1,25

scFv2112-SNAP 138900 0,000549 3,95 33,62 36,9 0,178

Panitumumab 435500 0,0005454 1,25 22,95 30,1 1,01

scFv1711-SNAP 187400 0,0007476 3,99 71,15 75,3 1,65

Die gemessenen Kp-Werte der beiden neuen scFvs waren nahezu identisch und auch die der

parentalen mAk lagen in einem vergleichbaren Bereich (Tabelle I1I-1).
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11.1.5 In vivo Funktionalitat von scFv2112-SNAP

Um einen potentiellen diagnostischen Nutzen der generierten a-EGFR spezifischen scFv-
SNAP Sonden nachzuweisen, wurde scFv2112-SNAP beispielhaft in einem subkutanen
Prostata-Tumormodell in vivo getestet (I11.2.4.2). Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden bereits
subkutane Tumormodelle mit den EGFR" Zelllinien A413 und L3.6pl Zellen etabliert. [68, 82,
83, 88], sowie im Rahmen anderer Dissertationen subkutane RMS-und TNBC-Tumormodelle
(u.a. mit RD-und MDA-MB-468-Zellen, nicht publizierte Daten). Fiir die Etablierung eines
Prostata-Tumormodells wurde die ebenfalls EGFR-exprimierende Zelllinie PC-3 eingesetzt.
Mit der zuvor in den Experimenten verwendeten Zelllinie C4-2 kam es in den Méusen zu
keinem Tumorwachstum. Die vorbereitenden in vitro Daten von scFv2112-SNAP auf PC-3
Zellen sind in Abbildung II1-9 dargestellt. Das Fusionsprotein scFv2112-SNAP wurde mit BG-
800 (blaue Bande im SDS-Gel, Abbildung III-9, A) und BG-747 (rote Bande) gekoppelt. Der
BG-800 und der BG-747 Farbstoff wurden fiir die in vivo-Anwendung ausgewihlt, da im nah-
infraroten Wellenldngenbereich der Absorptionskoeffizient von Gewebe niedriger und die
Gewebspenetration besser ist [68]. Neben der Kopplung mit den langwelligen
Fluoreszenzfarbstoff ist in Abbildung III-9, B die erfolgreiche Internalisierung (I1.2.3.4) von
scFv2112-SNAP in PC-3 Zellen nach 30 min Inkubation bei 37°C gezeigt. Hierfiir wurde das
mit BG-488 markierte scFv2112-SNAP Konstrukt eingesetzt, welches schon in I11.1.3 fiir die
Internalisierungsstudien verwendet wurde. In Abbildung II1-9, C ist die durchflusszytometrisch
bestimmte spezifische Bindung beispielhaft von scFv2112-SNAP BG-800 auf PC-3 Zellen
dargestellt. Die Detektion erfolgte in diesem Fall iiber a-SNAP/GoM'E, da der BG-800- und
der BG-747 Fluoreszenzfarbstoff iiber das Durchflusszytometer FACSVerse™ (Becton
Dickinson, Heidelberg) auf Grund der Filterkapazitit, nicht detektiert werden konnen. Als
Negativzelllinie wurde die CD-30 exprimierende Hodgkin Lymphom Zelllinie L540cy
eingesetzt, mit der keine unspezifische Bindungsaktivitdt detektiert wurde. L540cy sollte als
EGFR -Negativzelllinie im subkutanen Tumormodell eingesetzt werden, da diese intern bereits
in vivo etabliert wurde [123]. Mit dieser Zelllinie wurde scFv2112-SNAP mit BG-747
gekoppelt eingesetzt.
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Abbildung III-9: In vitro Binde-und Internalisierungseigenschaften von scFv2112-SNAP mit PC-3
Zellen

In A ist scFv2112-SNAP markiert mit BG-747 (rote Bande) und BG-800 (blaue Bande) dargestellt
(I1.2.2.6), aufgenommen nach ,,Coomassie Brilliant Blue“-Farbung (links) und im Maestro-
Bildgebungsgerit (rechts). Die Internalisierung von scFv2112-SNAP gekoppelt an BG-488 ist mit PC-3
Zellen nach 30 min bei 37°C in B dargestellt. Der Zellkern wurde mit Draq5 gegengefarbt (blau) und die
Aufnahme erfolgte iiber Konfokalmikroskopie (I1.2.3.4). Die Bindungseigenschaften der scFv2112-SNAP
BG-800 Sonde auf PC-3 Zellen detektiert iiber a-SNAP/GoM™E ist in C dargestellt. Die hellgraue
ausgefiillte Kurve =zeigt die unbehandelten Zellen, die dunkelgraue ausgefiillte Kurve die
Hintergrundkontrolle (Zellen inkubiert mit den Detektions-Ak) und die dunkelgraue Linie demonstriert die
Fluoreszenzintensitit von PC-3 und L540cy-Zellen inkubiert mit scFv2112-SNAP-BG-800.

Nachdem den Versuchstieren wie in 11.2.4.2 beschrieben, PC-3- und L540cy Zellen subkutan
injiziert wurden und die Tumore eine fiir die optische Bildgebung adiquate GroBe erreicht
hatten, wurde mit der retro-orbitalen Injektion der scFv-SNAP Sonden begonnen. Das
subkutane Tumorwachstum von PC-3 Zellen an beiden Hinterldufen der Versuchsstiere ist mit
Pfeilen in Abbildung III-10, A markiert, ebenso wie das der L540cy Zellen. Jedoch wurde hier
eine Tumorinjektion nur an einem Hinterlauf durchgefiihrt (Abbildung I1I-10, C). Es wurden
Aufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten (0,5 h, 10 h, 24 h, 36 h und 72 h) nach Injektion
unter Benutzung des nah infraroten (NIR)- und tief-roten Filtersets durchgefiihrt. Die
Akkumulation der Bildgebungssonde scFv2112-SNAP BG-800 an den PC-3 subkutanen
Tumoren ist beispielhaft in Abbildung I1I-10, A optisch dargestellt. Auch nach 72 h wurde noch
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ein Signal am Tumor nachgewiesen, eine vergroflerte Aufnahme dazu und die Resektion des
Tumors zeigt Abbildung III-10, B. Eine Akkumulation des Fluoreszenzsignals in den Nieren
war direkt (0,5 h) nach Injektion der Sonden zu erkennen. Abbildung I11-10, C zeigt ein L540cy-
subkutan Tumor-tragendes Versuchstier, aufgenommen mit dem tief-roten-Filterset. Keine
unspezifischen Akkumulationen der scFv2112-SNAP-BG-747 Sonde wurde nachgewiesen
(kein Fluoreszenzsignal am Tumor, Abbildung III-10, C). Hier ist neben der 10 h, der 24 h und
der 36 h Aufnahme auch die 0,5 h Aufnahme aufgefiihrt. Aufgrund der TumorgréB3e mussten
die L540cy-Tumor tragenden Tiere vor der Aufnahme des 72 h-Wertes geopfert werden. Auch
hier wurde ein Fluoreszenzsignal in den Nieren kurz nach Injektion der Sonde nachgewiesen,

welches sich nach 36 h abschwichte.

PC-3 subkutaner Tumor; NIR-Signhal von scFv2112-SNAP BG-800
NIR, 10h NIR, 24h

NIR, 36h NIR, 72h

L540cy subkutaner Tumor; NIR-Signal von scFv2112-SNAP BG-747

wil, 0,5h NIR, 0,5h NIR, 10h

A 2 p

wi, 2ah NIR, 24h wi, 36h NIR, 36h

Abbildung III-10: In vivo Fluoreszenz-Bildgebung von PC-3 und L540cy subkutanen Tumoren

ScFv2112-SNAP-BG-800 (I1.2.2.6) wurde retro-orbital in PC-3- und scFv2112-SNAP-BG-747 in L540cy-
Tumor-tragende Versuchstiere injiziert und die Aufnahmen erfolgten 0,5 h bis 72 h nach Sondeninjektion
(I1.2.4.2). Die Messung wurde am MAESTRO™ [n-vivo Imaging System durchgefiihrt. Es sind die
Durchlichtaufnahmen (wl) und die Aufnahmen mit dem nah-infrarotem-Filterset (NIR) sowie mit dem
tiefroten Filterset dargestellt. Die Akkumulation der scFv2112-SNAP BG-800 Sonde an den
Tumorzellen/subkutanen Tumoren der EGFR-exprimierenden PC-3 Zellen, ist in A durch Markierung mit
Pfeilen dargestellt. Abbildung B demonstriert eine vergroere Aufnahme der 72 h Aufnahme, sowie die
Resektion des Tumors nach dem Ende der Messreihe. In C ist ein L540cy-Tumor tragendes Tier nach
Injektion von scFv2112-SNAP-BG-747 iiber die Zeitpunkte 0,5 h, 10 h, 24 h und 36 h dargestellt, die
Lokalisation des Tumors ist ebenfalls mit einem Pfeil markiert.
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Mit diesem Datensatz wurde die Vertrdglichkeit und ein erfolgreicher in vivo Einsatz

beispielhaft fiir einen der neuen scFvs, den scFv2112-SNAP, dargestellt.

lll.2 Der EGFR als Zielantigen fur solide Tumore — Herstellung und

funktionelle Charakterisierung von ETA'-basierten IT

Fiir einen potentiell therapeutischen Einsatz wurden ETA'-basierte IT mit scFv2112 und
scFv1711 generiert und sowohl in vitro als auch ex vivo charakterisiert, um im finalen Schritt
ein humanes zytolytisches Fusionsprotein zu entwickeln. Hierzu wurde eine etablierte verkiirzte
Form von Pseudomonas Exotoxin A, ETA', eingesetzt [23]. Ahnlich wie bei den SNAP-
Fusionsproteinen wurde auch hier eine interne Referenz, das bereits etablierte und eingehend

charakterisierte IT 425(scFv)-ETA' mitgefiihrt [23, 82, 83].

lll.2.1 Generierung, Expression und Reinigung von scFv2112-ETA' und
scFv1711-ETA’

Die beiden IT scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA' wurden in den sogenannten pMT-
Expressionsvektor kloniert [112, 119]. Durch die N-terminale pelB-Leader-Sequenz werden
die IT ins Periplasma transportiert und die Proteine konnen in 18slicher Form exprimiert
werden. Um  scFv2112-ETA' wund scFvl711-ETA" zu erhalten wurden im
Ausgangsvektorkonstrukt (425(scFv)-ETA") die scFvs iiber Sfil und Notl Verdau ausgetauscht
(Abbildung I1I-11, A).

Sowohl scFv2112-ETA' als auch scFv1711-ETA' wurden nach dem Protokoll zur
periplasmatischen Stressexpression (I1.2.2.1) in E.coli BL-21 Star (DE3) exprimiert. Beide
Proteine wurden erfolgreich unter nativen Bedingungen mittels IMAC iiber den Hisio-Tag
gereinigt (I1.2.2.2). Die Reinheit der angereicherten Fusionsproteine wurde iiber SDS-PAGE
und WB-Analyse ermittelt. Beide IT wurden im WB iiber den ETA'-spezifischen Ak TC-1
nachgewiesen (Abbildung I1I-11, B). Das erwartete Molekulargewicht fiir die beiden IT lag bei
etwa 72 kDa und eine Bande auf der korrekten Hohe wurde sowohl im SDS-Gel als auch in der

WB-Analyse detektiert.
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Abbildung III-11: Schema des scFv-ETA' Expressionsvektors, SDS-PAGE und WB-Analyse der
gereinigten IT

A: Der Expressionsvektor (I1.1.7) fiir scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA' enthélt einen T7-Promotor und
eine N-terminale pelB-Leader-Sequenz zur Einschleusung des IT ins Periplasma. Der Hisjo-Tag dient zur
Reinigung iiber IMAC (I1.2.2.2) und zur Detektion.

B: Nach der periplasmatischen Expression wurden die IT iiber IMAC (I1.2.2.2) gereinigt. Die Reinheit von
scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA'" wurde iiber SDS-PAGE und ,,Coomassie Brilliant Blue*“- Farbung
iiberpriift (Coo) (I1.2.2.3). Die Anreicherung der beiden IT wurde iber WB-Analyse bestitigt (WB) und
mittels TC-1/GaMA”? detektiert (I1.2.2.4). Die erwartete Grofe beider Konstrukte liegt bei etwa 72 kDa.
[lustration abgewandelt nach [121].

Die Ausbeute fiir scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA' lag im Bereich von 0,2-0,3 mg/L

Bakterienkultur, die Konzentration wurde densitometrisch bestimmt (I1.2.2.5).
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111.2.2 In vitro Funktionalitat der IT

lll.2.3 Bindungseigenschaften der IT und Rezeptorexpression auf den

Zielzellen
Um einen Uberblick iiber die Expressionsrate des EGFR auf den eingesetzten Zelllinien zu
erhalten, wurde die Zelloberflachendichte jeder Zelllinie iiber ein kommerziell erhiltliches Kit
bestimmt (QifiKit®, DAKO; 11.2.3.1.2). Mit etwa 150.000 Rezeptoren pro Zelle wurde das
hochste EGFR-Expressionslevel auf A431 Zellen nachgewiesen, gefolgt von MDA-MB-468,
C4-2, L3.6pl und RD-Zellen (Tabelle III-1T).

Tabelle III-II EGFR Expressions-Level

Anzahl der EGF-Rezeptoren pro Zelle (11.2.3.1.2). Abkiirzungen: SD (standard deviation/
Standardabweichung).

Zelllinie A431 MDA-MB-468 C4-2 L3.6pl RD U937

EGFR- 148.723 85.891 22.902 21.290 12.490 54

Expression | (+15.992SD) (£17.973SD)  (£2775SD) (£5257SD) (+4220SD) (+23 SD)

Die Bindungseigenschaften der rekombinanten IT scFv2112-ETA"' und scFv1711-ETA' wurden
iiber Durchflusszytometrie bestimmt (I1.2.3.1.1). Die spezifische Bindungsaktivitit von
scFv2112-ETA"' und scFv1711-ETA" auf den EGFR"-Zelllinien A431, MDA-MB-468, L3.6pl,
C4-2 und RD wurde erfolgreich nachgewiesen. Die spezifische Bindung der Referenz
425(scFv)-ETA' ist repriasentativ auf A431-Zellen dargestellt (Abbildung III-12). Keine
unspezifische Bindung wurde auf der EGFR™-Zelllinie U937 detektiert. Die MFI war auf den
mit IT inkubierten Zielzellen im Vergleich zu der Negativ-Zelllinie U937 oder zur
Hintergrundkontrolle (Detektions-Ak Kontrolle) 15-200 mal stirker. Die differierenden MFI-
Werte hdngen von Zelllinie und EGFR-Expressionslevel ab (Abbildung III-12). Auch die
parentalen Antikorper Cetuximab und Panitumumab wurden als Positivkontrolle gemessen.
Diese bestitigten die Ergebnisse der IT und zeigten ebenfalls keine unspezifischen

Bindungseigenschaften auf der Negativzelllinie (Abbildung III-12).
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Abbildung III-12: Spezifische Bindungseigenschaften der rekombinanten IT und der parentalen
mAk

Die rekombinanten IT scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA' (I1.2.2.2) wurden iiber den ETA-spezifischen
Ak TC-1 und GaM™ € und die parentalen mAk direkt iiber GaH'TC detektiert. Die Aufnahmen erfolgten
im Fluoreszenzkanal FL-1. Kurve (a) zeigt die Hintergrundkontrolle. Die spezifische Bindung von
scFv2112-ETA'" ist durch Kurve (b) und die von scFv1711-ETA' durch Kurve (c) dargestellt. Auf A431und
U937 wurde beispielhaft die spezifische Bindung von 425(scFv)-ETA' gemessen (d). Die graue ausgefiillte
Kurve (e) demonstriert die Hintergrundkontrolle fiir die Bindungsanalyse der parentalen mAk. Kurve (f)
zeigt die Bindung von Cetuximab, Kurve (g) die von Panitumumab. Illustration abgewandelt nach [121].

lll.2.3.1.1Internalisierungsverhalten der IT

Nachdem die spezifische Bindung an die Zielzellen nachgewiesen werden konnte, wurde das
Internalisierungsverhalten der IT bestimmt, denn Voraussetzung fiir ein effizientes IT ist eine
schnelle und effektive Internalisierung. Um dies zu untersuchen wurden EGFR'- Zelllinien mit

den IT auf Eis vor-inkubiert und nach einem Waschschritt iiber verschiedene Zeitpunkte bei
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37°C in Zellkulturmedium inkubiert. Die bei 37°C inkubierten Proben wurden beziiglich ihres
Internalisierungsverhaltens analysiert. Als Referenz und Nicht-Internalisierungskontrolle
dienten Zellen die mit den IT durchgingig bei 4°C inkubiert wurden. Die von der 4°C-Referenz
im Durchflusszytometer gemessene Signalstirke wurde als 100% MFI-Wert definiert und alle
nachfolgenden Werte relativ zu dieser Kontrolle berechnet (11.2.3.1.4). RD-Zellen
internalisieren bis zu 90% von scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA' innerhalb von 60 min,
jedoch wurden nur etwa 50% von 425(scFv)-ETA' innerhalb dieser Zeit aufgenommen. Nach
60 min wurden iiber die C4-2 Zelllinie etwa 60% scFv2112-ETA" und etwa 50% scFv1711-
ETA' aufgenommen, die Internalisierung von 425(scFv)-ETA' war auch hier langsamer. L.3.6pl
internalisieren nach 60 min etwa 60% beider neuen IT und MDA-MB-468 etwa 60% scFv2112-
ETA' und etwa 50% scFv1711-ETA'. 425(scFv)-ETA' wurde wiederum deutlich langsamer
internalisiert (Abbildung II1-13). Die Modellzelllinie A431 zeigte im Gegensatz zu den {ibrigen
Zelllinien ein anderes Verhalten. Hier wurden nach 60 min etwa 80% von scFv2112-ETA' und

60 % von 425(scFv)-ETA', aber nur 40% von scFv1711-ETA', aufgenommen.

A A431
= S

NDA-VB-468 C4-2
1 1 1
A scPU25-ETA
1 & sch2112eA 1 1
- scP711-ETA
o+ T T T o T ; T
0 50 100 150 200 1] 50 100 150

T 1
150 200

L3.6pl RD

mittlere Fluoreszenzintensitit [%]

0

>

Zeit [min]

Abbildung III-13: Zeitlicher Verlauf der Internalisierung von scFv2112-ETA’, scFv1711-ETA" und
425(scFv)-ETA' in verschiedene EGFR* - Zelllinien

Die Internalisierungseffizienz von scFv2112-ETA', scFv1711-ETA" und des Standards 425(scFv)-ETA'
(I1.2.2.2) wurde iiber Durchflusszytometrie bestimmt (11.2.3.1.4). Der Mittelwert der gemessen MFI von
verschiedenen Messungen ist nach den fiinf gemessenen Zeitpunkten prozentual aufgetragen. Zellen
inkubiert mit den IT bei 4°C wurden als 100% Wert gesetzt. Die Detektion der IT erfolgte mit dem ETA-
spezifischen TC-1 Ak und GoMF'"¢ als Sekundir-Ak. Illustration abgewandelt nach [121].
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111.2.3.2 Anti-proliferative Wirkung der IT

Die neuen IT scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA' zeigten auf allen fiinf ausgewéhlten EGFR -
Zelllinien spezifische Bindung und Internalisierung. Im nédchsten Schritt wurde das
zytotoxische Potential in vitro analysiert. Hierfiir wurde ein XTT-basierter kolorimetrischer
Zellviabilitétstest durchgefiihrt um den spezifischen anti-proliferativen Effekt der IT zu messen.
Die Proliferation wurde in Relation zu unbehandelten Kontrollzellen nach einer Inkubation von
72 h bei 37°C gemessen. Dieser Proliferationstest basiert darauf, dass nur lebende Zellen das
XTT-Tetrazoliumsalz in den Farbstoff Formazan umsetzten und der entstandene Farbumschlag
photometrisch bestimmt werden kann (I1.2.3.2). Wie in Abbildung I1I-14, A dargestellt, wurde
die Vitalitit der Zielzellen in Gegenwart der IT dosisabhingig reduziert, wohingegen die
EGFR™-Zelllinie U937 in ihrer Proliferationsrate nahezu unbeeinflusst blieb. In einem direkten
Vergleich zur Uberpriifung des spezifischen zytotoxischen Einflusses der beiden neuen IT auf
den Zelllinien, wurde ebenfalls ein nicht-EGFR-bindendes IT (mock-ETA') eingesetzt.
Dadurch kann ein potentiell unspezifischer, ETA'-vermittelter, anti-proliferativer Effekt
ausgeschlossen werden. Bei diesem Konstrukt handelte es sich um das bereits etablierte
H22(scFv)-ETA' [112, 124]. Weiterhin wurden beide scFv-SNAP Fusionsproteine und die
dazugehorigen parentalen mAk als Kontrollen eingesetzt (Abbildung I11-14, B). Da von keinem
der aufgefiihrten Kontrollen eine nennenswerte Toxizitdt ausging, wurde eine unspezifische

zytotoxische Wirkung des Toxins ETA' und der scFvs ausgeschlossen (Abbildung I1I-14, B).
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Abbildung I11-14: XTT-Zytotoxizititsstudien von scFv2112-ETA’, scFv1711-ETA' und der Referenz

425(scFv)-ETA" auf verschiedenen Zelllinien

Die Toxizitat der IT (I1.2.2.2) wurde iiber einen Zellviabilitits-XTT-Assay bestimmt (11.2.3.2). Die
bendtigte Konzentration um eine 50-prozentige Reduktion der Proteinsynthese (ICso) relativ zu den
unbehandelten Zellen zu erhalten wurde iiber die GraphPad Prism Software bestimmt. Dosisabhéngige
Toxizitdt beider IT und der Referenz wurde mit allen Zelllinien bestdtigt (A), jedoch nicht mit der
Negativzelllinie U937. Keine unspezifischen Effekte der parentalen Ak, der scFv-SNAP Fusionsproteine
und eines mock-ETA" Konstruktes wurde nachgewiesen (B). In B sind pro Konstrukt alle Zelllinien in
einem Graphen zusammengefasst dargestellt. Die Messungen wurden in unabhingigen Experimenten in
einer Dreifach- oder Vierfachbestimmung durchgefiihrt und mindestens viermal wiederholt (n=4). Die
Daten sind als Mittelwerte = SEM angegeben (standard error of mean). Illustration abgewandelt nach [121].
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Die erzielten ICso-Werte fiir scFv2112-ETA' lagen zwischen 4 pM auf A431 Zellen und 11 pM
auf MDA-MB-468 Zellen, welche beide eine hohe EGFR-Expression aufweisen. Auf RD
Zellen, den Zellen mit der niedrigsten gemessen Rezeptorexpression, lag der Wert bei 460 pM
(Tabelle III-1T und Tabelle III-I11). Die ICso—Werte fiir scFv1711-ETA' reichen von 18 pM auf
A431 Zellen und 32 pM auf MDA-MB-468 Zellen bis zu 240 pM auf RD Zellen. Das als
Referenz eingesetzte 425(scFv)-ETA'-Konstrukt zeigte vergleichbare Werte. Die hochste
eingesetzte Startkonzentration der IT lag bei 80 nM, bei dieser Konzentration wurden keine
unspezifischen Effekte auf der EGFR™-Zelllinie U937 nachgewiesen. Bei hoheren IT-
Konzentrationen als 80 nM ebenfalls nicht (Abbildung III-14, B).

Tabelle ITI-III IC50-Werte von scFv2112-ETA', scFv1711-ETA"' und 425(scFv)-ETA'

Abkiirzungen: IC50 ( mittlere inhibierende Konzentration), CI (Konfidenzintervall).

Konstrukt A431 MDA-MB-468 C4-2 L3.6pl RD
ICs0 (pM) ICso (pM) ICso0 (pM) ICso (pM) ICso (pM)
[95% CI] [95% CI] [95% CI] [95% CI] [95% CI]
scFv2112-ETA'’ 4 [3-7] 11 [9-14] 55 [18-165] 290 [170-497] 460 [266-487]
scFv1711-ETA'’ 18 [12-34] 32[26-39] 192 [143-258] 260 [186-385] 240 [132-427]
425(scFv)-ETA' 2[1-2] 4 [3-4] 35 [10-121] 80 [46-134] 598 [288-1245]
EGFR Expression  hoch > moderat

111.2.3.3 Spezifische Apoptose-Induktion der IT

Um zu tiberpriifen ob der beobachtete inhibierende Effekt der IT auf einer Apoptose-Induktion
in den Zielzellen zuriick zu fiihren war, wurden die Konstrukte in einem AV/PI-Assay getestet.
Die Zellen wurden wie beschrieben (I1.2.3.3) mit scFv2112-ETA', scFv1711-ETA" und
425(scFv)-ETA' fiir 48 h inkubiert, um Zellen nach AV-EGFP und PI-Féarbung in der friih-und
spatapoptotischen/nekrotischen Phase zu detektieren. Beide neu generierten IT reduzierten
statistisch signifikant die Zellzahl in einer Konzentration von 80 nM (entspricht 1,4 pg/ml)
(Abbildung III-15). Exemplarisch sind die ,,dot blots* der Messung fiir die Zelllinie A431
aufgefiihrt. Der untere linke Quadrant demonstriert die lebenden Zellen, der untere rechte die
frithapoptotischen und der obere rechte die spatapoptotischen/nekrotischen Zellen (Abbildung
III-15, A). Die Population frith-und spatapoptotischer Zellen stieg nach Inkubation mit den IT
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statistisch signifikant an (Abbildung III-15, B). Somit wurde ein pro-apoptotischer Effekt

bestitigt.
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Abbildung ITI-15: Bestimmung der pro-apoptotischen Aktivitit von scFv2112-ETA", scFv1711-ETA'
und 425(scFv)-ETA" iiber AV-EGFP/PI-Firbung

Alle Zelllinien wurden fiir 48 h mit den IT, der Pufferkontrolle PBS und dem mock-ETA' Konstrukt als
Negativkontrolle und Camptothecin als Positivkontrolle inkubiert. Als zusétzliche Kontrollen wurden die
Volllangen-Ak eingesetzt (I1.2.3.3). Frith-und spitapoptotische Effekte sind in einem Balkendiagramm fiir
die jeweilige Zelllinie zusammengefasst (B) und eine beispielhafte Darstellung der ,,dot blots* ist in A
aufgefiihrt. Hier gibt die Zahl in jedem der vier Quadranten die prozentuale Zellpopulation in der jeweiligen
Kategorie an (unten links: lebende Zellen, unten rechts: frith-apoptotische Zellen und oben rechts
spatapoptotische/nekrotische Zellen). Die Daten sind als Mittelwerte dargestellt (:SEM). Die statistische
Signifikanz wurde tiber einen ,,unpaired two-tailed student’s ¢-test* evaluiert (**p < 0,01, *** p < 0,001).
Alle Experimente wurden in Duplikaten durchgefiihrt und mindestens viermal wiederholt (n=4). Illustration
abgewandelt nach [121].
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Sowohl scFv2112-ETA'" als auch scFv1711-ETA' zeigten auf etwa 60% der A431 und MDA-
MB-468 Zellen einen apoptotischen Effekt. Nach 48 Stunden wurden bis zu 80% der C4-2
Zellen eliminiert. Auf L3.6pl-Zellen wurden nach Inkubation mit scFv2112-ETA' bis zu 80%
apoptotische Zellen gemessen und mit scFv1711-ETA' bis zu 60%. In RD-Zellen verhielten
sich alle eingesetzten IT &hnlich und erreichten eine etwa 70%ige Apoptose-Induktion
(Abbildung III-15, B). Beide IT =zeigten keine Apoptose-auslosenden Effekte mit der
Negativzelllinie U937. Die Pufferkontrolle (PBS), die parentalen mAk und das mock-ETA'-
Konstrukt zeigten entweder keine oder nur geringe Effekte, die jedoch nicht statistisch

signifikant waren.

lll.2.4 Ex vivo Bindung der IT und der parentalen mAk auf Tumor-
Biopsien

Um weitere Information iiber die klinische Relevanz der neu etablierten IT scFv2112-ETA' und
scFv1711-ETA' zu erhalten, wurde deren Bindungseigenschaften auf Primérzellen von FFPE-
Schnitten von Brust-, Prostata- und RMS-Biopsien untersucht. Die EGFR-spezifische Bindung
der IT wurde iiber die Firbung mit New Fuchsin nachgewiesen. New Fuchsin fiihrt zu einer
unloslichen Rot/Magenta-Farbung an der Bindungsstelle des Zielantigens. Durch die Zugabe
von Levamisol werden unspezifische Farbungen, die aufgrund der endogenen AP-Aktivitét in
AP-basierten IHC-Farbungen entstehen konnen, unterbunden. Eine Farbung mit H&E bestétigt
das Vorhandensein von Tumorzellen. Die Schnitte wurden mit den IT und den Detektions-Ak
(TC-1 Ak und GaM??) wie in 11.2.4.1 beschrieben behandelt und inkubiert. Beide IT zeigten
spezifische Bindung auf den drei Tumorentititen, was durch die Kontrollen (Inkubation ohne
IT aber mit Detektionsantikorper) bestitigt wurde (Abbildung III-16, A), da keine
Rot/Magenta-Firbung nach New Fuchsin Behandlung sichtbar war. Exemplarisch wurde auch
die Bindung der parentalen mAk auf einer Tumorentitit (Brustkrebs) untersucht (Abbildung
[1I-16, B).
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Abbildung I1I-16: Bindung der neuen IT scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA' und der parentalen
mAKk auf Primirmaterial

Tumorbiopsien (II.1.10) von verschiedenen Patienten und Tumorentititen wurden getestet
(Prostatakarzinom, Brustkrebs und RMS) und ausgewéhlte Aufnahmen der Schnitte dargestellt. Nach
Inkubation mit den IT scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA' (I1.2.2.2) oder den parentalen mAk (II.1.6) und
der Féarbung mit New Fuchsin Substrat sowie H&E wurden die Schnitte mikroskopisch (Objektiv: 10x)
aufgenommen (I1.2.4.1). Die spezifische Bindung der beiden IT wurde durch eine Rot/Magenta-Farbung
der EGFR-positiven Tumorzellen nachgewiesen (A). Zur Detektion dienten der ET A-spezifische TC-1 Ak
und GaMA? (11.1.6), welche auch fiir die Kontrollschnitte in Abwesenheit der IT genutzt wurden um
unspezifische Farbungen auszuschlieBen (dritte Spalte, Kontrolle). Beispielhaft ist die spezifische Bindung
der parentalen mAk auf Brustkrebspatientenbiopsien dargestellt (B), welche mit GaHA® detektiert wurden.
Illustration abgewandelt nach [121].
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Ubereinstimmend mit den Bindungseigenschaften der IT in vitro (111.2.3) wurde somit auch die
spezifische Bindung von scFv2112-ETA', scFv1711-ETA" und der Referenz 425(scFv)-ETA'

(Abbildung I11-17) ex vivo auf ausgewéhltem Primdrmaterial bestétigt.

Abbildung III-17: Spezifische Bindung von 425(scFv)-ETA' auf RMS-Tumorbiopsien

Das Referenz-IT 425(scFv)-ETA' (I11.2.2.2) wurde wie in II1.2.4 beschrieben ebenfalls auf seine
Bindungseigenschaften ex vivo getestet. Beispielhaft ist hier die Bindung auf RMS-Tumorbiopsien
dargestellt, die Aufnahme rechts zeigt die Kontrolle, wie zuvor beschrieben (111.2.4).

lll.3 Entwicklung eines gegen den EGFR gerichteten humanen

zytolytischen Fusionsproteins
Nachdem ein potentiell therapeutischer Einsatz der beiden EGFR-spezifischen scFvs mit ETA'
als Goldstandard erfolgreich dargestellt wurde, sollte nun eine humanes zytolytisches
Fusionsprotein (hCFP) basierend auf scFv1711 generiert und charakterisiert werden. Als
Effektordomédne wurde eine modifizierte Version des humanen GrB gewihlt, GbR201K
genannt. Diese GrB-Variante ist aufgrund eines Aminosdurenaustausches an Position 201

resistent gegeniiber PI-9, dem natiirlichen Inhibitor von GrB [97].

lll.4 Herstellung und funktionelle Charakterisierung von GbR201K-

scFv1711
Zur Expression in HEK 293T-Zellen wurde das Konstrukt (E)GbR201K-scFv1711 in den pMS-

Expressionsvektor kloniert. Zur Generierung wurde in dem bereits etablierten Konstrukt
(E)GbR201K-scFvH22, iiber die Schnittstellen Sfil und Notl der scFvH22 durch den scFv1711
ersetzt (Abbildung II1-18; A). Da sich die HEK 293T-Zelllinie fiir die Expression von GrB-

basierten scFv-Fusionsproteinen am geeignetsten erwiesen hat, wurde das hCFP darin
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produziert (I1.2.1.13), wie auch die scFv-SNAP Fusionsproteine (III.1.1). Die Reinigung aus
dem Zellkulturiiberstand erfolgte iber IMAC (I11.2.2.2). Es wurden fiir (E)GbR201K-scFv1711
hohe Expressionsraten mit einer Ausbeute von 17-30 mg/L Zellkulturiiberstand, je nach
Expression und Reinigung und einer Reinheit zwischen 70 und 80%, erreicht. Die Anreicherung

von GbR201K-scFv1711 wurde iiber SDS-PAGE und WB analysiert (Abbildung III-18).

Wie zuvor fiir die ETA'-basierten IT beschrieben (I11.2.3.2), wurde auch fiir das hCFP ein nicht-
bindendes Kontrollkonstrukt eingesetzt. Auch hier wurde auf das, bereits fiir die Klonierung
verwendete, GbR201K-scFvH22 als GbR201K-mock Konstrukt zuriickgegriffen und in den
verschiedenen Experimenten eingesetzt [98]. Das Konstrukt wurde aus laufenden Versuchen

der Pharmedartis GmbH am Fraunhofer IME zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung III-18: Expressionsvektor von GbR201K-scFv1711, Analyse iiber SDS-PAGE und WB

In A ist schematisch die Struktur des eukaryotischen Expressionsvektors pMS-GbR201K-scFv1711 (I1.1.7)
dargestellt. pCMV: Cytomegalievirus-Promotor Igk: Igk Signalsequenz zur gezielten Sekretion in den
Zellkulturiiberstand, ECS: Enterokinase Spaltsequenz, GbR201K: mutierte GrB-Sequenz, Hise. 6x Histidin-
Tag, IVS/IRES: synthetisches Intron und interne ribosomale Eintrittsstelle zur Uberpriifung der
Transkription, EGFP: ,,enhanced green fluorescent protein“/verstérktes griin fluoreszierendes Protein

In B ist GbR201K-scFv1711 nach Expression in HEK 293T-Zellen (I1.2.1.13) und der Reinigung iiber
IMAC (11.2.2.2) in SDS-PAGE (11.2.2.3) nach ,,Coomassie Brilliant Blue“-Féarbung (Coo) und WB-Analyse
(11.2.2.4), detektiert mit a-his/GaMA? (Spur 2) oder a-Gb/ GaM*? (Spur 3), dargestellt. Die erwartete GroRe
von GbR201K-scFv1711 liegt bei etwa 59 kDa.
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l1l.4.1.1 Aktivierung des GrB — Fusionsproteins und seine Bindungsaktivitat

Die proteolytische Aktivitdt von GrB, beziehungsweise der in dieser Arbeit verwendeten GrB
Mutante GbR201K, ist maf3geblich von einem freien N-Terminus abhéngig. Daher wurde ein
EK-Verdau (I1.2.2.7) zur Aktivierung der proteolytischen Funktion von GbR201K
durchgefiihrt und in einem GrB-Substratassay bestdtigt. In diesem Assay wird die
proteolytische Aktivitét liber die Umsetzung des GrB-Substrates Ac-IETD-pNA, welches auf
der Protease-Erkennungssequenz von Procaspase-3 basiert, bestimmt. Die proteolytische
Freisetzung von p-Nitroaniline durch GrB kann bei OD-405nm in einem ELISA-Reader
spektrophotometrisch verfolgt werden. Durch einen parallelen Einsatz eines rekombinanten
GrB-Standards  (Calbiochem) sowie EK-verdautem- und unverdautem GbR201K-
Fusionsprotein wurde die proteolytische Aktivitit verglichen und fiir GbR201K-scFv1711
bestitigt (Abbildung III-19, A, GbR201K-scFvl1711 A). Um den Einfluss der
Lagerungsbedingungen des EK-verdauten GbR201K-scFv1711 zu prifen wurde die
Funktionalitit nach drei Monaten der Lagerung bei -80°C ebenfalls untersucht (Abbildung
II-19, GbR201K-scFv1711 B). Die Proteine und der in dquimolarer Menge eingesetzte GrB-
Standard verhielten sich in ihrer enzymatischen Aktivitdt nahezu gleich. Das nicht verdaute

Konstrukt EGbR201K-scFv1711 zeigte keine enzymatische Aktivitét.

Die GbR201K-Fusionsproteine wurden ebenfalls auf ihre Bindungsaktivitat auf ausgewihlten
Tumorzelllinien {iber Durchflusszytometrie getestet. Die Bindungsaktivitit von GbR201K-
scFv1711 wurde durch den EK-Verdau nicht beeinflusst (Abbildung III-19, B). Sowohl das
nicht verdaute EGbR201K-scFv1711 als auch das verdaute GbR201K-scFv1711 zeigten auf
den drei ausgewidhlten EGFR'-Zelllinien A431, L3.6pl und RD eine vergleichbare
Bindungsaktivitidt. Das als nicht-bindendes Kontrollkonstrukt eingesetzte GbR201K-mock
zeigte keine Bindung. Ebenso wurden keine unspezifischen Bindungseigenschaften aller

Konstrukte auf der Negativzelllinie U937 beobachtet.
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Abbildung III-19: Enzymatische Aktivitit von GDbR201K-scFv1711 und seine spezifische
Bindungseigenschaft

Die proteolytische Aktivitdit von aktiviertem GbR201K-scFv1711 (I1.2.2.2) wurde {iber einen
kolorimetrischen auf dem synthetischen GrB-Substrat Ac-IETD-pNA, basierenden Assay (I1.2.2.8),
getestet (A). In einem ELISA-Reader wurde die Kinetik iiber 1 h in 2 min Intervallen bei 405 nm gemessen
(I1.2.2.8). Die spezifische Bindungsaktivitit des EK-verdauten und nicht-verdauten (E)GbR201K-
scFv1711 sowie die von GbR201K-mock wurde iiber Durchflusszytometrie getestet (I11.2.3.1.1). Die
Konstrukte wurden mit den EGFR*-Zelllinien (A431, L3.6pl und RD) und den Kontrollzellen (U937)
inkubiert und mit o-his Alexa-488 detektiert (B).
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111.4.1.2 Serumstabilitat und Internalisierung

Nachdem der Erhalt der Funktionalitidt des hCFP nach EK-Verdau dargestellt werden konnte
(ITL.4.1.1), wurde das Internalisierungsverhalten und die Serumstabilitit von GbR201K-
scFv1711 experimentell untersucht. Die Internalisierung von GbR201K-scFv1711 wurde wie
in I1.2.3.1.4 beschrieben, durchflusszytometrisch bestimmt. Hier erfolgte die Detektion mit dem
o-his Alexa 488 Ak. Ahnlich wie auch schon fiir die scFv-ETA' IT beobachtet (I11.2.3.1.1),
zeigte sich auch fiir GbR201K-scFv1711 die schnellste Internalisierungsrate mit RD-Zellen,
gefolgt von L3.6pl und A431 (Abbildung III-20).
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Abbildung III-20: Zeitlicher Verlauf der Internalisierung von GbR201K-scFv1711

Die drei EGFR"-Zelllinien A431, L3.6pl und RD (I1.1.9) wurden mit 500 nM von GbR201K-scFv1711 bei
4°C fiir 30 min inkubiert und anschlielend iliber einen Zeitraum von 240 min bei 37°C inkubiert (11.2.3.1.4).
Detektiert wurde iiber a-his Alexa 488. Die als Kontrolle mitgefiihrte Probe, dauerhaft inkubiert bei 4°C,
wurde in der Auswertung als 100%-Wert gesetzt. Die Messungen erfolgten in Duplikaten und wurden
mindestens dreimal wiederholt, die Fehlerbalken stellen die Abweichung vom Mittelwert dar.

Die Stabilitdt von GbR201K-scFv1711 in humanem Serum wurde durchflusszytometrisch
untersucht. Die Bestimmung erfolgte indirekt iiber die residuelle Bindungsaktivitidt nach
Inkubation in Serum (II.2.3.1.5). Um die Bindung des hCFP nachzuweisen erfolgte die
Detektion iiber a-his Alexa 488, wie auch schon fiir die Messung der Bindungsaktivitét
(ITL.4.1.1) beschrieben. Nach einem Tag Inkubation mit Serum wurde noch etwa 85%
Bindungsaktivitit nachgewiesen. Auch nach 3 Tagen lag die Bindungsaktivitdt noch bei iiber

50%. (Tabelle ITI-TV).
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Tabelle III-IV Serumstabilitit von GbR201K-scFv1711 in humanem Serum

Abkiirzungen: SD (standard deviation/Standardabweichung)

Zeit (Tage) Bindungsaktivitét in %
1 84,930 (+ 13,309 SD)
2 67,519 (+ 3,562 SD)
3 53,690 (+ 0,012 SD)
4 37,845 (+ 11,749 SD)
5 7,131 (= 1,881 SD)

l11.4.2 Steigerung der Effizienz von GbR201K-scFv1711 Uber die
endosomolytische Substanz CQ

Um die Effizienz des hCFP GbR201K-scFv1711 zu steigern wurde die endosomolytische
Substanz CQ eingesetzt. Mit Hilfe von CQ sollte die endosomale Freisetzung von GbR201K-
scFv1711 verbessert und so eine gesteigerte Wirkung des hCFP im Zytosol erreicht werden. In
Vorversuchen wurden die zu verwendeten Zelllinien mit verschiedenen Konzentrationen an CQ
austitriert, um die Menge zu bestimmen bei der CQ keinen proliferationshemmenden Effekt auf
die hier eingesetzten Zelllinien hat. Dies war bei einer Konzentration von 50 uM der Fall (Daten
nicht gezeigt). In den nachfolgenden Experimenten zum Test der zytotoxischen Aktivitit des
neuen hCFP GbR201K-scFv1711 wurden jeweils die behandelten und unbehandelten Zellen
(nicht mit CQ inkubierten Zellen) verglichen.

l11.4.2.1 Nachweis der Einwirkung von GbR201K-scFv1711 auf die
Zellproliferation und die Apoptose-Induktion

Das zytotoxische Potential des neuen hCFP GbR201K-scFv1711 auf den ausgewdihlten
Zelllinien A431, L3.6pl und RD wurde zum einen iiber einen Zellviabilitits-Test und zum
anderen iiber einen AV/PI-Apoptose-Assay gemessen (I11.2.3.2). Fiir den Zelllviabilitétstest
wurden die drei EGFR™-Zelllinien und die Kontrollzelllinie fiir 72 h mit dem aktiven EK-
verdauten hCFP GbR201K-scFv1711 in verschiedenen Verdiinnungen inkubiert. Parallel
wurde zur Kontrolle auch das Ursprungs-Fusionsprotein EGbR201K-scFv1711, welches nicht

aktiviert wurde, sowie das GbR201K-mock Konstrukt eingesetzt. In jedem Experiment wurden
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unbehandelte und mit 50 pM CQ behandelte Zellen verwendet, um eine Anderung des
Proliferationsverhaltens bestimmen zu konnen. Eine gesteigerte Proliferationsinhibierung
durch GbR201K-scFv1711 auf A431 und RD Zellen wurde nach CQ-Behandlung
nachgewiesen (Abbildung III-21). Auf A431-Zellen wurde nach CQ-Behandlung ein etwa 3-
fach hoherer ICso-Wert erreicht (45,28 nM im Vergleich zu 133,3 nM; Tabelle I1I-V). Mit RD-
Zellen wurde ohne CQ Behandlung nur ein schwacher antiproliferativer Effekt von GbR201K-
scFv1711 gemessen. Ein ICso-Wert konnte nicht berechnet werden wohingegen mit CQ
behandelten RD-Zellen ein ICso-Wert von 21,13 nM erreicht wurde. Auf L3.6pl-Zellen wurde
ebenfalls ein Effekt von GbR201K-scFv1711 mit und ohne CQ-Behandlung gemessen. Dieser
jedoch war so gering, dass kein ICso-Wert bestimmt werden konnte. Die Proliferation der
EGFR-Zelllinie U937 wurde weder ohne noch mit CQ-Behandlung durch GbR201K-scFv1711
gehemmt (Abbildung II1-21). Das zum Vergleich und als Kontrolle eingesetzte EGbR201K-
scFv1711 zeigte auf mit CQ behandelten EGFR"-Zellen ebenfalls einen anti-proliferativen
Effekt, der jedoch im Vergleich zu GbR201K-scFv1711 schwicher war, ein ICso-Wert konnte

nicht bestimmt werden.
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Abbildung III-21: XTT-basierter Zellviabilititsassay von GbR201K-scFv1711 in Kombination mit
CQ

Die drei EGFR"-Zelllinien (A431, L3.6pl und RD) und U937 als Negativzelllinie (I.1.9) wurden mit
verschiedenen Verdiinnungen von EGbR201K-scFv1711 (ausgefiillter Kreis), GbR20K-scFv1711 (nicht-
ausgefiilltes Quadrat) und GbR201K-mock (ausgefiilltes Dreieck) fiir 72 h inkubiert (I1.2.3.2). Derselbe
Ansatz erfolgte auf mit 50 uM CQ behandelten Zellen (I1.2.3.2). Die Zellviabilitit wurde in Prozent im
Vergleich zu unbehandelten Zellen bestimmt. Alle Experimente wurden in Duplikaten bis zu viermal
durchgefiihrt (n=4). Der Standardfehler der Mittelwerte ist iiber die Fehlerbalken im Diagramm dargestellt.
In der rechten Spalte ist das Kontrollkonstrukt GbR201K-mock auf unbehandelten und behandelten
Zelllinien und ebenfalls die Pufferkontrolle auf CQ-behandelten Zellen dargestellt.
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Die rechte Spalte von Abbildung III-21 zeigt die Wirkung von GbR201K-mock auf CQ-
unbehandelten und behandelten Zellen. Zusitzlich ist die Pufferkontrolle mit CQ behandelten
Zellen aufgefiihrt. Diese wurde eingesetzt um einen Effekt von CQ auf nicht mit hCFP
inkubierten Zellen auszuschliefen, auch wenn diese zuvor austitriert wurden. Keine

unspezifischen Effekte auf die Zellproliferation wurden gemessen.

Tabelle ITI-V IC50-Werte von GbR201K-scFv1711 auf den EGFR*-Zelllinien

Abkiirzungen: n.d. (nicht definiert), CQ (Chloroquin), CI (Konfidenzintervall), IC50 (mittlere inhibierende
Konzentration).

Zelllinie: A431  [95% CI] RD  [95% CI]: L3.6pl  [95% CI:
ICso (nM): 1333 [82,28-216,1] nd.  nd n.d. n.d.
Zelllinie: A431 [95%CI]+CQ: RD  [95%CI]+CQ: L3.6pl  [95% CI] + CQ:
ICso+ CQ (nM): | 4528  [32,29-63,51] 21,13 [15,05-29,65] n.d. n.d.

Um das Auslosen von Apoptose von GbR201K-scFv1711 zu bestitigen, wurde neben dem
Zellviabilititstest ein AV/PI-Apoptose Assay durchgefiihrt. Durch eine spezifische Farbung
von Phosphatidylserin iiber AV-EGFP und eine Kombination mit PI-Farbung wurde wie in
(I1.2.3.3) beschrieben pro-apoptotische Effekte des hCFP nachgewiesen. Auch hier wurde
zwischen den unbehandelten und mit 50 uM CQ behandelten Zellen unterschieden und
verglichen. In Abbildung III-22 sind die pro-apoptotischen Effekte von EGbR201K-scFv1711,
GbR201K-scFv1711 und GbR201K-mock nach 48 h Inkubation auf den Zielzellen, beispielhaft
fiir eine Messreihe, dargestellt. Da zuvor auf L3.6pl-Zellen keine anti-proliferativen Effekte

nachgewiesen wurde, sind fiir den AV/PI-Apoptose Assay nur A431, RD und U937 aufgefiihrt.
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Abbildung ITI-22: Apoptoseinduktion von GbR201K-scFv1711 auf den EGFR* -Zelllinien mit und
ohne CQ-Behandlung

300 nM GbR201K-scFv1711, EGbR201K-scFv1711 und GbR201K-mock (I1.2.2.2) wurden fiir 48 h bei
37° auf mit CQ-behandelten (50 pM) und unbehandelten Zellen inkubiert. Die apoptotischen Effekte
wurden iiber AV/PI — Farbung durchflusszytometrisch gemessen (I11.2.3.3). Unterer linker Quadrant: vitale
Zellen; unterer rechter Quadrant: frith-apoptotische Zellen; oberer rechter Quadrant: spat-
apoptotische/nekrotische Zellen. Die Zahlen in den Quadranten geben den Prozentwert an Zellen in der
jeweiligen Kategorie an.
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In Abbildung I1I-23 sind die friith- und spétapoptotischen/nekrotischen Effekte der hCFP, der
Negativkontrolle GbR201K-mock und des Tris-Puffers sowie die der Positivkontrolle
(Camptothecin oder Zeocin) in Balkendiagrammen zusammengefasst dargestellt. Sowohl auf
den unbehandelten als auch auf den mit CQ-behandelten A413-Zellen wurde statistisch
signifikant Apoptose nachgewiesen. Auf RD-Zellen wurde auf unbehandelten Zellen kein
Effekt beobachtet, wohingegen auf CQ-behandelten RD-Zellen bis zu 80% apoptotische Zellen
gemessen wurden (entspricht ~ 30% hohere Apoptose-Induktion als bei GbR201K-mock und
~60 % hohere als beim Tris-Puffer). In beiden Zelllinien zeigte das nicht aktivierte EGbR201K-
scFv1711 auf CQ-behandelten Zellen ebenfalls einen erhdhten apoptotischen Effekt, welcher
aber nicht statistisch signifikant war. Auf beiden Zelllinien lag dieser Apoptose-auslosende
Effekt bei ca. 40%, wohingegen der Effekt nach Inkubation mit aktivierten GbR201K-
scFv1711 immer hoher lag (Abbildung I11-23).
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Abbildung III-23: Darstellung der friih- und spiit-apoptotischen Effekte von GbR201K-scFv1711

Die Balkendiagramme zeigen die Summe frith-und spétapoptotischer/nekrotischer Zellen (Abbildung
111-22) nach Behandlung mit EGbR201K-scFv1711, GbR201K-scFv1711, GbR201K-mock (11.2.2.2), der
Positivkontrolle oder Puffer. Die Experimente wurden in Duplikaten mindestens dreimal durchgefiihrt
(I1.2.3.3). Die Abweichung vom Mittelwert wird {iber die Fehlerbalken demonstriert. Statistische Analysen
wurden mittels des ,,two-tailed Student‘s # test™ durchgefiihrt, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 im Vergleich
zur jeweiligen Gb-mock Kontrolle. (n=3)
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Generell wurden nach Behandlung der Zellen mit 50 uM CQ auf allen Zelllinien inklusive der
EGFR™-Zelllinie U937, schon mit der Pufferkontrolle 20 % mehr Apoptose gemessen wie mit
unbehandelten Zellen. Dies war aufgrund der Apoptose-auslosenden Eigenschaft von CQ zu

erwarten.

1l.4.3 Ex vivo Bindungsbestatigung auf humanem Patientenmaterial

Die Bindungseigenschaft des neuen hCFPs auf Primdrmaterial (FFPE-Schnitte) wurde
beispielhaft auf RMS-Biopsien dargestellt. Es wurden aktiviertes GbR201K-scFv1711 und
nicht-aktiviertes EGbR201K-scFv1711 eingesetzt und auf den Schnitten inkubiert (I1.2.4.1).
Die Detektion erfolgte fiir EGbR201K-scFv1711 und GbR201K-scFv1711 iiber den a-his-Ak
und GaM*?. Die spezifische Bindung des hCFPs wurde iiber New Fuchsin-Firbung und das
Vorhandensein von Tumorzellen tiber H&E Farbung nachgewiesen. Die Negativ-Kontrolle

zeigte keine unspezifische Farbung (Abbildung I11-24).

k-scFv1711 GbR201k-scFv1711
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Abbildung I1I-24: Bindung von EGbR201K-scFv1711 und GbR201K-scFv1711 auf Primirmaterial

Darstellung der immunhistochemischen Farbung von Primértumormaterial mit EGbR201K-scFv1711 und
GbR201K-scFv1711 (I1.2.4.1). Die rot-gefarbten EGFR"-Tumorzellen der RMS-Biopsien sind tiber Pfeile
beispielhaft markiert. Als Kontrolle wurde nur der Detektions-Ak ohne hCFP inkubiert (a-his/GaMAF).
MafBstab: 100 pm, Objektiv: 10 x

Mit diesem Ergebnis wurde neben der beschriebenen spezifischen Bindungsaktivitit auf
verschiedenen ausgewihlten EGFR"-Zellen in vitro (111.4.1.1), die Bindung von GbR201K-

scFv1711 auch ex vivo auf einer ausgewdhlten Tumorentitit dargestellt.
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Diskussion

Diskussion

Der EGFR als Tumor-assoziiertes Oberflichenantigen eignet sich ideal als Zielstruktur fiir Ak-
basierte therapeutische und diagnostische Ansdtze, da der Rezeptor in einer Vielzahl von
soliden Tumoren iiberexprimiert, in gesunden Zellen aber nur gering exprimiert wird [48].
EGFR-spezifische mAk wie Cetuximab und Panitumumab sind als Therapeutikum zugelassen.
Um unter anderem die Gewebspenetration zu erhohen wurde im Rahmen dieser Arbeit von
diesen mAk abgeleitete scFvs konstruiert und ihr Potential fiir zielgerichtete diagnostische und
therapeutische Ansitze getestet. Die Funktionalitdt der neuen scFvs wurde in Fusion mit dem
SNAP-Tag in vitro und in vivo untersucht. Nach den erfolgreichen Funktionalititsstudien
wurden diese scFvs als ,,proof of concept® mit dem bereits etablierten Toxin ETA' fusioniert.
Rekombinante IT und hCFP auf Basis von Ak-Fragmenten wie scFvs sind als spezifische
zielgerichtete therapeutische Ansidtze in soliden Tumoren von grofem Interesse. Die
resultierenden IT scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA' verbanden die spezifischen
Bindungseigenschaften des Vollldngenantikorpers mit der zell-eliminierenden Funktion des
Toxins ETA'. Beide IT konnten in vitro und ex vivo auf diversen soliden Tumoren
charakterisiert werden, Zielzellen-spezifische Bindung, Zytotoxizitit und Apoptose-Induktion
wurden im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich nachgewiesen. Um die Immunogenitit zu
reduzieren wurde unter Benutzung des humanen Ak-Fragments, dem scFv1711, ein
Fusionsprotein mit der humanen Serinprotease GrB entwickelt. Somit wurde ein neues hCFP
das GbR201K-scFv1711 generiert, welches zytotoxische und pro-apoptotische Effekte auf

ausgewdhlten soliden Tumorzelllinien zeigte.

IV.1 Herstellung und funktionelle Charakterisierung der neuen

EGFR-spezifischen scFvs
Eine groBBe Herausforderung und ein Hindernis fiir die erfolgreiche Behandlung von soliden
Tumoren besteht in den ruhenden und meist Chemotherapie-resistenten Krebszellen bzw.
Tumorstammzellen welche Hauptgrund fiir das Wiederauftreten des Tumors und dem
Ausbilden von Metastasen sind [77, 125]. Die Entwicklung alternativer Therapieformen welche
gezielt Tumorzellen und Tumorstammezellen toten, ist daher von groBer Notwendigkeit. Zwar
finden die spezifisch an den EGFR bindende mAk Cetuximab und Panitumumab, in der Klinik
Verwendung, jedoch zeigt der Einsatz eines einzelnen mAk in Patienten mit soliden Tumoren
oft eine schlechte Therapie-Effizienz. An der Kombination von mAk mit Zell-eliminierenden

Komponenten wird daher gearbeitet [44, 82]. Rekombinante IT die als Bindedoméne einen scFv
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anstelle eines Volllingen-Ak besitzen sind gerade bei der Therapie von soliden Tumoren von
Vorteil. Neben der verbesserten Tumorpenetration, verursachen sie aufgrund der wegfallenden
Fc-Doméne weniger unerwiinschte Nebeneffekte, die Herstellung ist einfacher und die

spezifische Bindungseigenschaft des Volllaingen-Ak bleibt erhalten [7, 33, 126].

Aufgrund dessen wurden von den beiden zugelassenen mAk Panitumumab und Cetuximab die
scFv-Sequenzen abgeleitet und die entsprechenden DNA-Konstrukte synthetisiert. Um vor dem
therapeutischen Einsatz die Funktionalitit der neuen scFvs zu testen, wurden diese in N-
terminaler Orientierung mit dem SNAP-Tag fusioniert und erfolgreich in HEK 293T-Zellen
exprimiert. Die transiente Expression liber das pMS-Vektor-System erlaubt eine schnelle
Selektion der erfolgreich transfizierten und Protein-produzierenden Zellen. Das Vektorsystem
beinhaltet ein EGFP-Reportergen, welches mit dem Zielprotein auf einer bicistronischen Boten-
RNA (mRNA, messenger RNA) iiber eine interne risbosomale Eintrittsstelle ko-exprimiert
wird. So kann das Expressionslevel des Zielproteins direkt {iber die Korrelation der Expression
von EGFP abgeschitzt werden [114, 121]. Die Ausbeute fiir die gereinigten Proteine lag fiir
scFv2112-SNAP bei 5 mg/L und fiir scFv1711-SNAP bei bis zu 10 mg/L (Abbildung III-2,
[121]). Diese Ausbeuten liegen im gleichen Rahmen oder sind hoher wie die von bereits
publizierten, in HEK 293T-Zellen exprimierten scFv-SNAP Fusionsproteinen [103, 104].
SNAP-Tag Fusionsproteine wurden auch in prokaryotischen Zellen (E.coli) und Hefen
produziert, aber es konnten keine hohen Proteinausbeuten erreicht werden [127]. Mit den in
Hefen produzierten SNAP-scFv800EG6 spezifisch fiir HER-2 wurde eine geringe Ausbeute von
1,5 mg/L erreicht und es zeigten sich Probleme in der Protein-Expressionsrate und Stabilitét
[107]. Die neuen scFv-SNAP Fusionsproteine zeigten neben der besseren Ausbeute auch einen
hohen Reinheitsgrad von 70-90% je nach Reinigung und Konstrukt, was besonders fiir einen in
vivo Einsatz vorteilhaft ist und weiterhin zusétzliche Reinigungsschritte nicht zwingend
notwendig macht. Um das Potential von neuen scFvs zu bestimmen ist es wichtig ihre
spezifische Bindungseigenschaft und das Internalisierungsverhalten zu Beginn zu analysieren.
Fiir rekombinante scFv-basierte IT ist nach der spezifischen Bindung an die Zellmembran eine
effiziente Internalisierung ndtig um einen starken zytotoxischen Effekt in den Zielzellen zu
erreichen [72]. Genau zu diesem Zweck sollten beide scFvs als SNAP-Tag Fusionsproteine fiir
Funktionalitétstests vorliegen. Der SNAP-Tag erlaubt eine schnelle, einfache, spezifische und
flexible Methode, um Proteine stabil mit Fluorophoren kovalent zu koppeln und fiir
verschiedenen Fragestellungen einzusetzen [103, 105]. Die Aktivitdt des SNAP-Tags nach
Kopplung der beiden Fusionsproteine mit BG-488 wurde erfolgreich dargestellt. Die
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spezifische Bindeaktivitit an die verschiedenen Zielzellen wurde sowohl direkt {iber die
Farbstoffmarkierung mit BG-488 als auch iiber die indirekte Detektion mit dem SNAP-
spezifischen Ak im Durchflusszytometer nachgewiesen. Dabei wurden iiber die Detektion mit
den beschriebenen Nachweis-Ak im Vergleich zu den mit BG-488 markierten SNAP-Fusionen,
aufgrund der hoheren Fluoreszenzintensitit von PE stirkere Signale gemessen. Ein weiterer
Grund fiir die hoheren MFI-Werte ist die Amplifikation des Signals aufgrund mehrerer
Bindungsstellen bei der indirekten Detektion (Abbildung III-3). Es wurden Zelllinien von vier
verschiedenen soliden Tumorentititen getestet (Prostata- und Pankreaskarzinom, RMS und
Brustkrebs). A431 wurde zusétzlich als stark EGFR-exprimierende Plattenepithelkarzinom-
Modellzelllinie in allen Messungen mitgefiihrt. Keine unspezifische Reaktion wurde auf der
EGFR-Zelllinie U937 beobachtet. Beide neuen scFvs behielten also auch nach der Ubertragung
in das scFv-Format und nach der Fusion mit dem SNAP-Tag ihre spezifischen
Bindeeigenschaften bei und es kam nicht zu einer Konformationsdnderung die die
Bindeaktivitdt beeinflussen konnte. Weiterhin wurde Internalisierungsverhalten und Zeitpunkt
bestimmt. Sowohl bei scFv1711-SNAP als auch bei scFv2112-SNAP wurde bereits nach
weniger als 30 min Internalisierung in RD Zellen beobachtet. Nach 60 min zeigte sich
Internalisierung in allen Zelllinien (Abbildung I1I-4). Das als Referenzkonstrukt eingesetzte
425(scFv)-SNAP zeigte erst nach 80 min Internalisierung (Abbildung III-4, [121]). Ein
dhnliches Verhalten von 425(scFv)-SNAP wurde in vorangegangenen Studien bei der
Internalisierung in RD-Zellen dargestellt und mit L3.6pl Zellen wurde Internalisierung nach 60
min gemessen [5, 68]. Im Vergleich zu anderen scFv-SNAP Fusionsproteinen war die
Internalisierungszeit von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP vergleichbar oder schneller.
Beispielsweise zeigten Colombo et al. mit dem Konstrukt SSMFN (SNAP-scFv800E6
konjugiert an magnetische fluoreszierenden Nanokristalle, MFN) nach 60 min Inkubation
Internalisierung in HER-2 positive Brustkrebszelllinien [107]. Die im Vergleich dazu schnelle
Internalisierungsrate der neuen scFvs hat auch Auswirkungen auf den Einsatz der scFvs in IT

oder hCFP. Dies wird in Zusammenhang mit diesen Konstrukten spéter diskutiert.

IV.1.1 Vergleichende Studien mit den parentalen Volllangenantikorpern

Die Epitope die von Cetuximab und Panitumumab erkannt werden sind dhnlich aber nicht
vollkommen gleich. Cetuximab erkennt ein konformationelles Epitop der extrazelluldren
Domine III, wohingegen die exakte Bindungsstelle von Panitumumab bisher noch nicht
vollstindig entschliisselt wurde [122]. Beide mAk binden vermutlich benachbarte Epitope und

es wird vermutet, dass das von Panitumumab erkannte Epitop teilweise mit dem von Cetuximab
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iiberlappt [9, 122, 128]. Beziiglich des Kompetitionsverhaltens zeigten die neuen scFvs und die
parentalen mAk wie erwartet ein vergleichbares Verhalten. ScFv2112-SNAP und scFv1711-
SNAP inhibieren sich wie die mAk gegenseitig, bei beiden Paarungen auch in
entgegengesetzter Kombination (Abbildung III-5). Diese Beobachtung machten auch
Alvarenga et al. in SPR und ITC (isothermal titration calorimetry)-Studien, es wurde gezeigt,
dass beide mAk sich gegenseitig in Ihrer Bindung an die extrazelluldre EGFR-Doméne hindern
[128]. Jedoch war in unseren Messungen zu beobachten, dass bei einer Priinkubation eines 5-
10 fachen molaren Uberschusses von Cetuximab oder scFv2112-SNAP als Kompetitor ein
schwicherer Effekt der Inhibierung auftrat (Abbildung III-5). Um eine klare Aussage zu treffen
wieso dieser schwichere Inhibierungseffekt zu Stande kommt, sind weitere Experimente
besonders im Bereich der Epitopbestimmung nétig. Beziiglich der Affinitéten ist bekannt das
Panitumumab (50 pM) eine hohere Affinitdt aufweist als Cetuximab (200, 390 oder 490 pM)
[129-131]. Saxena et al. bestétigten das Panitumumab zwar eine hohere Affinitdt aufweist als
Cetuximab oder Necitumumab, einem weiteren humanen EGFR-spezifischen mAk, aber dies
fiihrte nicht zu einer verbesserten Blockierung der Rezeptoraktivierung [132, 133]. In unseren
Messungen mit einem rekombinanten EGFR-his-Antigen, dessen Sequenz aus A431-Zellen
isoliert wurde, erreichten wir fiir Panitumumab (1,25 nM) und Cetuximab (1,67 nM) hohere
Kp-Werte als beschrieben (Abbildung III-8). Die besten Messergebnisse mit den scFv-SNAP
Fragmenten wurden unter Benutzung von HBS-EP Laufpuffer an Stelle von PBS und bei 10°C
satt 37°C erreicht. Demnach wurden die SPR-Messungen der parentalen mAk an diese
Konditionen angepasst, was nicht unbedingt den Standard-SPR Bedingungen fiir die Messung
von therapeutischen Ak entsprach. Zudem wurden die publizierten Kp-Werte fiir Panitumumab
beispielsweise mit membran-stindigen EGFR, welches aus Bakulovirus-infizierten
Insektenzellen gewonnen wurde, gemessen und sind damit nicht direkt vergleichbar [134, 135].
Jedoch zeigte Alvarenga et al. in einer Messung fiir Cetuximab eine Kp von 1,24 nM und fiir
Panitumumab eine Kp von 0,95 nM. Die SPR-Messung erfolgte iiber einen Protein-A Chip und
mit der extrazelluliren Doméne des EGFR isoliert aus A431-Zellen [128]. Die Messungen
wurden unter dhnlichen Pufferbedingungen und &hnlichen Zeiten fiir das Fangen der mAk auf
der Protein-A-Oberfliche gemessen wie die unsrigen. Diese Werte ndhern sich den von uns
erzielten viel besser an als die zuvor genannten. Weiterhin ist ein Dimerisierungs-Effekt des
EGEFR bzw. der extrazelluliren Doméne nach Ligandenbindung bekannt und die Dimerisierung
kann einen Einfluss auf die Affinitdt haben [136]. Zusitzlich konnte die Reinigung der

extrazelluliren Doméne des EGFR iiber den His-tag, zu Problemen in der Protein-Aktivitit
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gefiihrt haben [137]. Die Werte von Alvarenga et al. wurden mit unseren Messungen bestatigt.
Die sonstigen hier aufgefiihrten Griinde kdnnten zu den Unterschieden der anderen publizierten

Werte und den hier beschriebenen gefiihrt haben.

Da scFvs im Gegensatz zu mAk nur eine Bindungsdoméne besitzen, reduziert dies die
Aviditdat/Gesamtbindungsstirke und somit wird auch eine geringere Affinititskonstante
erwartet [42, 64]. Je hoher die Affinitdt eines Liganden in einem Konjugat aus Ligand und
Toxin ist, desto niedriger wird die einzusetzende Konzentration des Konjugates. Ein scFv als
Teil eines IT mit einer nanomolaren Affinitdt belegt in einer bis zu 1000-fach geringeren
Konzentration die Rezeptor-Bindestellen als einer mit einer mikromolaren Affinitdt [138].
Srinivasarao et al. empfehlen das eine Kp welche geringer als ~ 10 nM ist, fiir Liganden die in
der zielgerichteten Therapie eingesetzt werden, angestrebt werden sollte [138]. Es existieren
Ansitze zur Bestimmung der Affinitdt von scFvs liber SPR, wie z.B. iiber die EDC/NHS -
Chemie und der direkten Immobilisierung des Sensor-Chips mit dem Antigen oder auch iiber
Biotin/Streptavidin-Kopplung [139, 140]. Ein System zur Ausnutzung des SNAP-Tags fiir die
Bestimmung der Affinitdt von scFvs stand bisher jedoch noch nicht zur Verfiigung. Daher war
ein Ziel dieser Arbeit ein simples, schnelles und regenerierbares System fiir diese Messung zu
etablieren. Es wurde ein System unter Benutzung des sogenannten ,,Biotin CAPture Kits*
eingesetzt. Die kovalente Markierung von scFv-SNAP Fusionsproteinen mit BG-Biotin ist eine
schnelle und einfache Reaktion und scFv-SNAP-BG-Biotin kann so auf der Oberflidche des
Sensorchips gefangen werden. Das System ist regenerierbar und wurde tliber die beiden
genutzten scFvs etabliert und die geeignetsten Messbedingungen austitriert, so dass einfach und
schnell viele weitere scFv-SNAP Fusionsproteine auf ihre Affinitit hin getestet werden
konnten. Die von scFv2112-SNAP und scFv1711-SNAP gemessenen Kp-Werte lagen fiir beide
in etwa bei 3,9 nM (Abbildung III-7), was fiir scFvs ein sehr guter Wert ist. Zhou et al.
verglichen Kp-Werte von acht verschiedenen EGFR-spezifischen scFvs, den dazugehorigen
Fab-Fragmenten und den Ak. Die Kp-Werte der scFvs lagen zwischen etwa 264 und 1 nM, die
dazugehorigen Kp-Werte der Ak lagen zwischen 1,17 und 0,006 nM [141]. Der C10 mAk zeigte
beispielsweise eine Kpvon 1,17 nM und der dazugehdrige scFv eine Kb von etwa 264 nM, P2/2
mAKk eine Kp von 0,0077 nM und P2/2-scFv eine Kp von 17,01 nM [141]. Der Verlust an
Affinitdt im Vergleich zu den mAk von scFv1711 und scFv2112 war nur sehr gering, nicht wie
bei Zhou et al. dargestellt. Der Aufbau des Assays ist aber auch nicht direkt vergleichbar. Die
Messung erfolgte iiber einen sogenannten ,,Kinetic exclusion Assay* auf A431 Zellen und nicht

iiber SPR-Messung. Weiterhin wurden in unseren Messungen zwei unterschiedliche Chip-
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Systeme verwendet. Zum einen ein Chip mit einer Protein-A Oberfliche fiir die mAk und zum
anderen der Sensor Chip-CAP des ,,Biotin CAPture* Kits fiir die scFv-SNAP Konstrukte, was
ein Grund fiir die geringen Unterschiede in den gemessenen Werten sein kann. Mit der
Bestimmung der Affinitit beider neuen scFvs wurde dennoch ein weiterer wichtiger

Funktionalitétstest etabliert.

IV.1.2Die SNAP-Tag Technologie und ihr Einsatz in der in vivo
Bildgebung

Fiir den Einsatz von scFv2112-SNAP in der in vivo Bildgebung sollte ein subkutanes
Prostatatumormodell etabliert werden. Laut Literatur existieren zwar einige Ansétze in der in
vivo optischen Bildgebung auf Basis des EGFR, aber nur wenige im Zusammenhang mit dem
Prostatakarzinom. Beispielsweise wurden Panitumumab, der natiirliche Ligand EGF und ein
EGFR-spezifischer ,,Affibody” mit dem IRDye-800CW Farbstoff markiert und in vivo
untersucht, sowohl als Bildgebungsprobe fiir den Wildtyp-EGFR als auch fiir die mutierte Form
EGFRVIIL. EGF-800CW wurde dariiber hinaus auch in orthotopen Prostatakarzinommodellen
mit PC-3M-LN4 Zellen eingesetzt [142, 143]. Cetuximab wurde ebenfalls sowohl als optische
Bildgebungssonde markiert mit Cy5.5 oder auch in der PET-oder SPECT-Bildgebung
analysiert [144]. Verschiedene scFvs wurden bereits mit Fluoreszenz-Markern oder Quantum
Dots gekoppelt und in vivo eingesetzt. Das Qdot-GRP78-scFv Konjugat beispielsweise wurde
in einem Brustkrebs-Xenograft Tumormodell erfolgreich evaluiert. GRP78 ist ein im ER
vorkommendes Protein welches eine wichtige Rolle in der Proliferation und Angiogenese von
Krebszellen spielt [145]. Der Einsatz von scFvs als Bildgebungssonde in Verbindung mit dem
SNAP-Tag in vivo hat mehrere Vorteile. Erstens zeigt ein scFv im Gegensatz zu anderen Ak-
Formaten, wie z.B. Volllingen-Ak, durch seine geringe Grof3e eine bessere Tumorpenetration.
Damit verbunden ist also auch eine gute Anreicherung im Tumorgewebe. Die schnelle
Internalisierung in vitro von scFv-SNAP Fusionen konnte ebenfalls zur erhohten Akkumulation
am Tumor beitragen [68]. Zweitens zeigen scFv-Fusionen eine schnelle Ausscheidung aus dem
Blutkreislauf innerhalb von Minuten bis Stunden [66]. Durch die Fusion mit dem SNAP-Tag
entsteht ein Molekiil mit einer Grofe von etwa 48 kDa. Proteine die kleiner als 60 kDa zeigen
im Allgemeinen eine schnellere renale Filtrationsrate als grofere Proteine [146]. Dies stellt
beispielsweise einen pharmakokinetischen Vorteil in der Radiotherapie gegeniiber mAk dar.
Die schnelle Ausscheidung minimiert den Kontakt von radioaktiven Proben mit gesundem
Gewebe und damit mogliche unerwiinschte Nebenwirkungen [66]. Drittens werden durch die

Fusion mit dem SNAP-Tag die Bindungseigenschaften des scFv nicht beeinflusst und es
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entstehen dadurch keine unspezifischen Bindeaktivititen [68, 108]. Volllingen-Ak werden
meist chemisch modifiziert und konjugiert um als Bildgebungssonden oder in der
Pharmakokinetik eingesetzt zu werden. Die chemische Modifikation iiber ,,cross-linking* ist
aber nicht ortsspezifisch (,,site-specific) und kann zu inhomogenen Produkten fiihren.
Weiterhin miissen bei diesen Kopplungsreaktionen oft reaktive Reagenzien eingesetzt werden,
um eine nukleophile Reaktion der Ak mit den Konjugat zu ermdglichen, diese aggressiven
Stoffe konnen moglicherweise zu einer Auffaltung fiihren. Dies kann negativen Einfluss auf
das Bindungs-und Internalisierungsverhalten der konjugierten mAk haben [68, 109]. Der
Einsatz von sogenannten ,,self-labeling Proteinen wie dem SNAP-Tag erlaubt somit eine
genaue und homogene Kopplung der Fusionsproteine mit Farbstoffen oder anderen

Konjugaten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein subkutanes Prostatakarzinom-Mausmodell gewéhlt.
Sowohl in Pankreas-Tumormodellen als auch in einem Tumormodell mit A431-Zellen wurden
bereits scFv-SNAP Fusionsproteine erfolgreich als Bildgebungssonden eingesetzt, unter
anderem auch das als Referenzkonstrukt eingesetzte 425(scFv)-SNAP Fusionsprotein [68, 83,
147]. Fiir das Prostatakarzinom-Modell wurde die, bereits in den in vitro Experimenten
eingesetzte C4-2 Zelllinie stabil mit dem rot fluoreszierenden Protein Katushka transfiziert. In
vorangegangenen Versuchen wurden ebenfalls Katushka-transfizierte oder GFP-transfizierte
Tumorzellen in subkutanen Tumormodellen erfolgreich eingesetzt [68, 83]. Uber die direkte
Fluoreszenzmarkierung der Tumorzellen und der Ko-Lokalisierung mit den scFv-SNAP
Sonden wird die Visualisierung des Tumorwachstums ermoglicht. Jedoch kam es weder mit
transfizierten C4-2 Zellen noch mit nicht-transfizierten Zellen zu einem Tumorakkumulation in
den Versuchstieren, auch nach Anderung der Zellzahl und dem Einsatz von Matrigel. C4-2
Zellen wurden bereits in vivo eingesetzt, jedoch in SCID-Méusen. In dieser Arbeit wurden
BALB-c nu/mu Tiere -eingesetzt, da bei Nacktmdusen nicht das Problem der
Hintergrundfluoreszenz des Fells auftritt. [148]. Im Unterschied zu SCID-Maiusen besitzen
BALB-c nu/nu Méuse funktionale B-Lymphozyten. Es kdnnte bei diesem Mausstamm also zu
einer Ak-Antwort gegen die Tumorzellen und damit zu einer Abstoung der Tumorzellen
kommen. Probleme beim Anwachsen von LNCaP-Zellen und deren Subzelllinien wie C4-2 im
Tiermodell, auch in BALB-c nu/nu Méusen, sind beschrieben und der Einsatz von z.B. Matrigel
(welches auch in den vorliegenden Experimenten eingesetzt wurde) wird empfohlen. Matrigel
ist eine basalmembranartige Matrix, die als Wachstumsgrundlage dient und die Effizienz des

Anwachsens von Tumorzellen in vivo erhhen kann [149]. Zusitzlich sind Unterschiede von in
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verschiedenen Laboren in vitro kultivierten LNCaP-Zellen bekannt [150]. Dies konnten Griinde
fiir das Nicht-Anwachsen der Zellen gewesen sein. Aufgrund dessen wurde eine alternative
EGFR-exprimierende Prostatakarzinomzelllinie eingesetzt, die aus Knochenmetastasen
isolierte Zelllinie PC-3. Mit dieser Zelllinie, welche nicht mit dem Katushka-Protein transfiziert
war, kam es zu einer Tumorakkumulation in den Versuchstieren. Die Verdopplungszeit von
PC-3- Zellen liegt bei etwa 38,5 h und die von LNCaP bei etwa 60 h. Weiterhin gilt PC-3 als
stark metastasierende Zelllinie und LNCaP als kaum metastasierend und nicht-invasive
Zelllinie [151]. Liu et al. untersuchten das Invasionsverhalten von PC-3 im Vergleich zu
LNCaP auf einem in vitro Gewebemodell und demonstrierten eine geringere Invasionsrate- und
Effizienz von LNCaP im Vergleich zu PC-3 [151]. Auch wenn dies nicht direkt mit einem in
vivo Modell vergleichbar ist, konnte es einen Anhaltspunkt beziiglich des Nicht-Anwachsens
der C4-2 Zellen und das Anwachsen der PC-3 Zellen sein. Ein direkter Vergleich von C4-2 und
PC-3 Zellen wurde in der Literatur nicht gefunden. Das scFv2112-SNAP Konstrukt wurde in
Vorversuchen mit der PC-3 Zelllinie in vitro getestet und zeigte spezifische Bindung und
schnelle Internalisierung (Abbildung II1-9). ScFv2112-SNAP wurde mit dem NIR-Farbstoff
BG-800CW und ebenfalls mit dem tief-roten Farbstoff BG-747 markiert. Die Injektion und
Messung liber das Maestro-Bildgebungsgerit erfolgte in Anlehnung an Kampmeier et al. [68].
Fluorophore im nah-infraroten und tief-roten Bereich haben eine hohe Gewebspenetration und
wenig Autofluoreszenz. Daher konnen Tumore und Metastasen auch in tieferen
Gewebsschichten optisch dargestellt werden [152]. Potentiell konnen das Katushka Signal
welches im rot fluoreszierenden Bereich liegt ( Ex 588 nm, Em 635 nm) und ein NIR-Signal
von BG-800CW (Ex 774 nm, Em 795 nm) optimal entmischt und voneinander unterschieden
werden, auch eine Entmischung mit dem BG-747 Farbstoff im tief-roten Bereich ist noch
moglich. Neben der EGFR" PC-3-Zelllinie wurde ebenfalls die EGFR™-Zelllinie L540cy als
Kontrollzelllinie eingesetzt. Nach der retro-orbitalen Injektion von scFv2112-SNAP-BG-
800CW wurde in der ersten Aufnahme im Maestro-Bildgebungsgeridt 30 min nach Injektion
eine Akkumulation in der Niere detektiert. Die Anreicherung von Fluoreszenzfarbstoffen in der
Niere deutet auf die typische Ausscheidung iiber die renale Filtration hin [68, 153]. Dariiber
hinaus wurden Signale in der Blase und im Urin nachgewiesen (Daten nicht gezeigt), das Signal
in den Nieren blieb bei den PC-3 tumortragenden Versuchstieren ldnger detektierbar als bei den
L540cy-tumortragenden Versuchstieren in denen scFv2112-SNAP-BG-747 eingesetzt wurde.
Der BG-747 Farbstoff scheint weniger Hintergrundfluoreszenz und eine kiirzere Verweilzeit zu

besitzen, denn ein Signal in den Nieren konnte nach 24h nicht mehr detektiert werden,
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wohingegen bei den PC-3-Tumortragenden Tieren mit scFv2112-BG-800CW noch nach 72 h
ein schwaches Signal in den Nieren detektiert wurde. Da der BG-747 Farbstoff kommerziell
nicht mehr verfiigbar war, stand der BG-800CW Farbstoff im Fokus der Versuche mit der
Positivzelllinie. Weiterhin war ein Signal im Bereich des Magens sichtbar (PC-3
Tumortragende Tiere, 10 h und 36 h Aufnahme, Abbildung III-10). Alle Versuchstiere wurden
zuvor auf eine Didt mit Spezialfutter gesetzt um die Hintergrundfluoreszenz im
Verdauungstrakt gering zu halten. Das trotzdem hier sichtbare Signal konnte dadurch erkléarbar
sein, dass in Sdugetieren Fluorophore, Toxine 0.4. stindig iiber die Leber abgebaut und tliber
die Galle abgesondert werden und so in den Verdauungstrakt gelangen konnen [68]. Der Erfolg
des subkutanen Modells in Kombination mit scFv2112-SNAP-BG-800CW konnte {iber die
Akkumulation und Detektion des BG-800CW-Signals in den subkutanen Tumoren in beiden
Flanken dokumentiert werden. Auch 72 h nach Injektion konnte noch ein schwaches Signal im
Tumor detektiert werden (Abbildung III-10). Der BG-800CW Farbstoff wies jedoch einen
unvorteilhaft hohen Hintergrund auf, so das eine vollstindige Entmischung und die
Bestimmung eines Tumor-zu-Hintergrund-Verhiltnisses nicht mdglich war. Die hohe
Hintergrundfluoreszenz unter Benutzung von BG-800CW im Gewebe wurde ebenfalls von
Gong et al. dokumentiert, hier wurde das Fusionsprotein SNAP-ADRRB2 (adrenerger Rezeptor)
mit BG-800CW in SK-OV-3 Xenograft Mausmodellen eingesetzt. SNAPr ist eine mutierte
»fast labeling* Variante des SNAP-Tags [154, 155].

Ein zusitzlicher Vorteil der SNAP-Tag Technologie ist der humane Ursprung des SNAP-Tags,
basierend auf dem humanen AGT-Protein. Dadurch wird das Risiko von Immunantworten
reduziert, denn scFv-SNAP Fusionsproteine konnen potentiell auch in der Theranostik, der
simultanen Diagnostik und Behandlung, eingesetzt werden [108, 109]. Photoimmun-
Theranostika-Ansétze wie das Konstrukt 425(scFv)-SNAP-Ce6 konnen iiber die SNAP-Tag
Technologie kontrolliert hergestellt werden und die molekulare Bildgebung kann mit der
Photoimmuntherapie verkniipft und kombiniert werden. Dieses Photoimmun-Theranostika
zeigte auf EGFR-exprimierenden Brustkrebs-Zelllinien und auf A431-Zellen nach Bestrahlung
mit NIR-Licht eine spezifische dosisabhidngige Inhibierung der Zellviabilitdt mit ICso-Werten
von 48 nM mit A431 oder 38 nM mit MDA-MB-468-Zellen. Caspase-abhéngige apoptotische
Effekte konnten ebenfalls nachgewiesen werden [108]. Weitere Ansédtze von scFv-SNAP
Fusionsproteinen im Bereich der Theranostik sind demnach durchaus denkbar. Ein weiterer
interessanter Ansatz ist das sogenannte Pre-Targeting [156]. Leonidova et al. evaluierten in

diesem Zusammenhang einen Ansatz mit Cetuximab. Dieser mAk wurde mit PNA (peptid
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nucleic acid) kombiniert und tumortragenden Maiusen (A431-Zellen) injiziert. Darauthin
reicherte sich das Ak-PNA-Konjugat am Tumor an. Danach erfolgte die Gabe des
komplementéren radioaktiv mit Technetium-99 markierten, PNA-Molekiil, welches mit dem
mAk-PNA-Konjugat am Tumor hybridisieren konnte. Diese schnelle und effiziente in vivo
Hybridisierung fiihrte zu hoch spezifischer Akkumulation am Tumor [156]. In einem anderen
Zusammenhang entwickelten Gholami et al. BG-modifizierte SNAP-PNA Konstrukte um das
Verklumpungs-Verhalten von Fusionsproteinen mit und ohne Fluoreszenzmarkierung zu
untersuchen [157]. Wiirde man beide Ansétze kombinieren, konnte man den SNAP-Tag und
moglicherweise auch scFv2112-SNAP oder scFv1711-SNAP in dem von Leonidova et al.

vorgestellten Pre-Targeting Ansatz effizient einsetzen.

IV.2 Herstellung und Charakterisierung von scFv-basierten IT

Der Einsatz von IT oder Immunkonjugaten, welche die Zielzellen nach Internalisierung direkt
in den Zelltod zwingen, hat in der zielgerichteten Therapie solider Krebsarten mehr und mehr
an Bedeutung gewonnen [69, 158]. Gerade solide Tumore sind schwer zu therapieren, da die
Tumorpenetration von grofen Molekiilen durch die physikalischen und biologischen
Eigenschaften von soliden Tumoren inhibiert wird, wie das Fehlen funktioneller Lymphgefal3e
oder unregelmifBige Vaskularisierung [159]. Durch die Entwicklung rekombinanter IT mit
scFvs als Bindedoméne konnte aufgrund ihrer Gréfle die schlechte Tumorpenetration von IT
der L. oder II. Generation oder auch die der mAk umgangen werden [71]. Aufgrund dessen
wurden beide neuen, liber die SNAP-Tag Technologie evaluierten, EGFR-spezifischen scFvs
als rekombinante IT mit einer verkiirzten Form der toxischen Domane ETA' fusioniert,
resultierend in scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA'. Da die Toxine Séugetierzellen toten
wiirden, miissen sie in anderen Systemen produziert werden. E.coli stellt dafiir ein {ibliches
Expressionssystem dar, da bakterielle Systeme resistent gegen die gingigen Toxine sind [69,
71]. Die funktionalen IT wurden dementsprechend aus dem Periplasma von E.coli unter
osmotischen Stressbedingungen erfolgreich isoliert. Die Ausbeute nach der Reinigung lag bei
0,2-0,3 mg/L Bakterienkultur (Abbildung III-11, [121]). Dies war vergleichbar oder hoher wie
die Ausbeuten von anderen rekombinanten scFv-ETA-IT [148, 160-162]. Die spezifische
Bindung an die fiinf ausgewéhlten Zelllinien konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Eine
unspezifische Bindung an EGFR™-Zellen wurde nicht beobachtet (Abbildung I1I-12, [121]).
Eine schnelle und effiziente Internalisierung in die Zielzellen ist wichtig fiir die Aktivitit von
rekombinanten IT. Folglich wurde die Aufnahme von scFv2112-ETA" und scFv1711-ETA' in

unterschiedliche Tumor-abgeleiteten Zelllinien {iber Durchflusszytometrie untersucht. MDA -
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MB-468, C4-2 und L3.6pl zeigten nach 60 min eine 50%ige Internalisierung von scFv2112-
ETA' und scFv1711-ETA', RD zeigten dies bereits nach 30 min und nach 180 min war eine
beinahe 90%ige Aufnahme nachzuweisen (Abbildung III-13). Die schnelle Internalisierung in
RD-Zellen wurde ebenfalls mit den korrespondierenden scFv-SNAP Fusionsprotein beobachtet
(Abbildung II1-4). Wiederum wurde mit dem Referenzkonstrukt 425(scFv)-ETA' eine
langsamere Internalisierungsrate (auBler auf A431) gemessen, wie auch schon zuvor in den
Konfokal-Messungen mit 425(scFv)-SNAP. Auf A431-Zellen wurde nach 60 min eine etwa
70%ige Aufnahme von scFv2112-ETA' und eine etwa 40%ige Aufnahme von scFv1711-ETA'
demonstriert (Abbildung III-13, [121]). Vergleichende Internalisierungszeiten wurden fiir
andere ETA-basierte IT beschriecben [33, 120]. Eine klare Korrelation von
Internalisierungsverhalten und Zytotoxizitdt wurde liberwiegend fiir Ricin- oder Gelonin-
basierte IT beschreiben [163, 164]. Beide neuen IT scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA'
zeigten die schnellste Internalisierungsarte in RD Zellen, in diesen Zellen aber einen héheren
ICso-Wert und damit niedrigere Zytotoxizitdt als in den Zelllinien mit einer langsameren
Internalisierungsrate. Dies weist auf ein unterschiedliches Ansprechen der Zelllinien im Bezug
auf Internalisierung und Zytotoxizitit hin. Mason-Osann et al. haben in dem Zusammenhang
der Internalisierung und des toxischen Potentials, eine vielversprechende
durchflusszytometrische Methode fiir die Untersuchung in vivo etabliert. Das IT RG7787
bestehend aus ETA und einem Ak-Fragment welches gegen Mesothelin gerichtet ist, wurde fiir
diese Studien eingesetzt. Uber die neue Methode wurde die Menge an zytotoxischen Molekiilen
von RG7787 bestimmt, die pro Zelle von seziertem Tumormaterial internalisiert wurde und so
wurde eine funktionelle Korrelation zwischen der Menge an IT welches in vivo internalisiert
wurde und der Aquivalentdosis in vitro bestimmt [159]. Dieser Assay konnte fiir in vivo Studien

mit IT oder insbesondere mit hCFPs interessant sein.

IV.2.1 Der EGFR als ideales Zielantigen fiir einen Therapieansatz mit IT

Nachdem die Bindedoméne, in diesem Fall scFv2112 und scFv1711, an den Rezeptor auf der
Krebszelloberfliche gebunden hat, erfolgt die Internalisierung des IT ins endozytotische
Kompartiment [72, 138]. Nach dieser Rezeptor-vermittelten Endozytose erfolgt die Freigabe in
den endozytotischen Raum, wie z.B: in regenerierbare Endosomen, in einem Kompartiment der
Abkopplung von Rezeptor und Ligand (CURL) oder in Lysosomen [138, 165]. Beim
sogenannten CURL (compartement of uncoupling of receptor and ligand) werden Rezeptor und
Ligand voneinander getrennt und dissoziieren in unterschiedliche intrazelluldre

Kompartimente. Dies fiihrt dazu, dass der Rezeptor entweder degradiert wird oder fiir eine

97



Diskussion

weitere Endozytose zuriick an die Zelloberfldche transportiert wird. Die Verfiigbarkeit von
Rezeptoren auf der Zelloberfldche hingt davon ab, wieviel ungebundene Rezeptoren von den
intrazelluliren Endosomen an die Oberflache zuriickkehren. Ein idealer Rezeptor wird also
dauerhaft recycelt oder schnell re-synthetisiert bzw. zu den Endosomen oder Lysosomen fiir
die Degradation transportiert, der EGFR gehort zu diesen Rezeptorformen [138, 166]. Neben
dieser Eigenschaft besitzt der EGFR eine weitere Funktion eines idealen Zielantigens fiir eine
Ak-basierte Therapie, ndmlich die Expression auf der Zelloberfldche und nicht im Zytoplasma
oder im Zellkern. Die dauerhafte Aktivierung des Rezeptors in Krebszellen fiihrt zu
verschiedenen Prozessen welche zu einem erhdhten Tumorwachstum fithren wie Proliferation,
Angiogenese, Metastasenbildung und die Inhibierung von Apoptose. Dies und die
Uberexpression in einer Vielzahl von soliden Tumoren machen ihn zusitzlich zu einem idealen

Zielantigen fiir den therapeutischen Einsatz [48, 167].

IV.2.2 Das toxische Potential von scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA’

Bei einem zielgerichteten Therapieansatz bei dem der Rezeptor iiberexprimiert wird, beim
EGFR bis zu 100-fach im Vergleich zu normalen Zellen, kommt es somit auch zu einer
stirkeren Ausschiittung des IT in die Krebszellen. Gesunde Zellen werden aufgrund der
geringeren Menge an verfiigbarem Rezeptor daher weniger angegriffen, ein deutlicher Vorteil
gegentiber nicht zielgerichteten Therapien [138]. IT sind unter anderem deshalb interessante
und vielversprechende therapeutische Ansétze, da aufgrund ihres katalytischen Verhaltens, nur
wenige Molekiile des Toxins ausreichen und von der Krebszelle aufgenommen werden miissen,
um diese zu eliminieren [42]. Ein IT-Molekiil mit einem Toxin pflanzlichen oder bakteriellen
Ursprungs kann beispielsweise mehr als 200 Ribosomen oder 200 EF-2-Molekiile pro Minute
inaktivieren und zeigt damit mehr Wirksamkeit als ein Chemotherapeutikum von dem 10*-10°
Molekiile bendtigt werden [71]. Die Affinitédt des bindenden Liganden bestimmt wie lange die
Bindung mit dem Zelloberfldchenantigen oder-Rezeptor bestehen bleibt. Demnach, je hoher die
Affinitdt je mehr aktives IT kann in die Zielzellen gelangen [69]. Die Affinitét beider scFvs
fusioniert mit dem SNAP-Tag wurde zuvor bestimmt und zeigte eine fiir scFvs sehr gute
Affinitét mit etwa 4 nM. Eine dhnliche Affinitit kann auch fiir die Fusion der scFvs mit ETA'
erwartet werden, denn gro3e Unterschiede in der Affinitdt bestehen in der Regel nur zwischen
dem Ak-Fragment alleine und einer Fusion. Stein et al. zeigten in diesem Zusammenhang
dhnliche Kp-Werte von 21 nM fiir die Fusion des scFvCD123 mit ETA und von 16 nM fiir die

Fusion mit einem weiteren scFv, dem scFvCD16 [162].
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Es wurde nachgewiesen das die beiden neuen IT scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA'
spezifische und hohe Zytotoxizitit gegen alle ausgewihlte EGFR'-Zelllinien zeigten, mit ICso-
Werten im pikomolaren Bereich. Mit A431-Zellen, der Zelllinie mit der hochsten EGFR-
Expressionsrate, zeigten beide IT mit 4 und 18 pM auch die beste Zytotoxizitit und auf L3.6pl
und RD-Zellen, Zelllinien mit einer geringeren EGFR-Expressionsrate, zeigten beide wie
erwartet die geringste Zytotoxizitit (Abbildung I1I-14, [121]). Ahnliche Ergebnisse beziiglich
der Korrelation von Rezeptorexpression und toxischen Potential, wurden fiir das EGFR-
spezifische IT SE, welches aus dem EGF-Ligand als Bindedomine und Saporin-3 als
Effektormolekiil besteht, gegen verschiedene humane Zervixkarzinom-Zelllinien, gezeigt
[168]. Diese Abhingigkeit von der Rezeptorexpression wurde auch von Hristodorov et al. mit
dem Referenzkonstrukt 425(scFv)-ETA" auf L3.6pl-Zellen im Vergleich zu einem EGF-
Liganden basierten hCFP bestitigt [169]. Die mit den neuen IT erreichten ICso-Werte waren
vergleichbar oder besser wie bereits publizierte Werte, die mit IT gerichtet gegen andere
Oberflachenrezeptoren erzielt wurden [33, 126, 170-173]. Neben ICso-Werten im pikomolaren
Bereich erreichten beide IT auBerdem eine signifikante Apoptose-Induktion in allen EGFR" -
Zielzellen, mit bis zu 80% gemessenen apoptotischen Zellen bei einer IT Konzentration von
1,4 pg/ml (Abbildung III-15, [121]). Sowohl im Zellviabilitétstest als auch im Apoptose-Assay
zeigte das nichtbindende mock-ETA'-Konstrukt keine oder nur sehr schwache Effekte,
ebenfalls zeigten die scFv-SNAP Fusionsproteinen keine zytotoxischen Aktivititen. Schwache
Effekte mit einer bis zu 100-fach héheren Konzentration im Gegensatz zu den spezifischen IT
sind fir den Einsatz von mock-ETA Konstrukten bekannt [174]. Verschiedene ETA-basierte
IT zeigten ebenfalls dhnliche apoptotische Effekte auf den jeweiligen Zielzellen, beispielsweise
wurde mit einem CD89(scFv)-ETA' IT bei Konzentration iiber 1 pg/ml bis zu 75% Apoptose
auf stimulierten HL-60 Zellen ausgeldst. [33, 79, 172]. Verschiedene Gruppen arbeiten mit
EGFR-spezifischen IT und darunter auch einem IT basierend auf der scFv-Sequenz des mAk
C225, dem Ursprungs-Ak des Cetuximab [80, 175]. Diese scFv-Sequenz wurde iiber cDNA-
Synthese aus 225-Hybridomazellen gewonnen. Fiir diese Arbeit wurde die Sequenz des
scFv2112 von der optimierten Cetuximab-Sequenz aus dem dazugehorigen Patent entnommen,
die sich von der des scFvC225 unterscheidet [45]. Einige rekombinante scFv-ETA basierte IT
befinden sich in der klinischen Evaluation, ebenfalls auch gegen die EGFR-Familie gerichtete
[63, 79, 158]. Das IT scFv(FRPS5)-ETA beispielsweise, spezifisch fiir HER-2/ErbB2, zeigte
ICso-Werte von ~10 pM bis 1 nM auf Plattenepithelkarzinomzellen [175]. Die ICso-Werte von
scFv1711-ETA" und scFv2112-ETA' lagen auf der Plattenepithelkarzinomzelllinie A431 bei 4
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pM und 18 pM, also im gleichen oder sogar besseren Bereich wie die von scFv(FRPS5)-ETA.
In einer klinischen Studie der Phase I in Patienten mit fortgeschrittenem solidem Malignom,
wurde scFv(FRP5)-ETA in einer Dosis von 12,5 pg/kg pro Tag erfolgreich eingesetzt [176].
Weiterhin zeigte ein scFv-basiertes EGFR-spezifisches IT auf Glioblastoma-Zellen potente
Wirkung (D2C7-(scdsFv)-PE38KDEL) [80, 81]. Momentan befinden sich mehrere IT in der
klinischen Phase, davon ist eines (Denileukin Difitox) von der FDA fiir die Behandlung von
kutaner T-Zell Leukdmie (CTCL) seit 2001 zugelassen. Die weiteren IT in offenen Studien der
Phase I-11I sind meist gegen hamatologische Krebsarten gerichtet, wie verschiedene Leukdmien
oder Non-Hodgkin Lymphome. Eine Ausnahme ist SS1P welches sich in der klinischen Phase
II befindet und als Therapie fiir das Mesotheliom, einem seltenen Bindegewebstumor Wirkung
zeigte [72, 158]. SS1P ist laut Alewine et al. aktuell das einzige IT welches sich fiir die Therapie
solider Tumore in der klinischen Phase befindet. Es ist zusammengesetzt aus ETA' und dem

Fv-Teil des Ak SS1 anti-Mesothelin (anti-MSLN) [72, 177].

Neben den mAk als zielgerichtete EGFR-spezifische Therapieform und IT existiert auch der
Ansatz der sogenannten Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI). TKI gehéren zu den sogenannten
,small molecules®”, die an die ATP-Bindestelle der Kinase-Doméine binden und so die
enzymatische Aktivitdt inhibieren. TKI ahmen ATP nach, welches als Phosphatquelle fiir den
Phosphorylierungsprozess dient. Sie binden entweder reversibel oder irreversibel und ihre
Spezifitit kann sowohl den EGFR alleine, verschiedene ErbB-Familienmitglieder oder
natiirlich auch andere Tyrosinkinasen betreffen [15, 20]. Gefitinib (ZD 1839, Iresa®) und
Erlotinib (OSI-774, Traceva®) sind reversible EGFR-spezifische TKI welche klinisch
zugelassen sind, sowohl fiir NSCLC (Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom) als auch fiir das
Pankreaskarzinom [20]. Mutationen in der intrazelluliren Kinasedomine des EGFR konnen
jedoch die Effizienz von Gefitinib oder Erlotinib negativ beeinflussen [178]. In Bezug auf das
RMS wurde auch dargestellt, das obwohl keine Mutationen des EGFR in Tumorbiopsien
detektiert wurden, Erlotinib trotzdem keinen hemmenden Einfluss auf das Tumorwachstum in
einem ARMS-Mausmodell hatte [34, 179]. Weiterhin zeigten Erlotinib oder Gefitinib keine
gesteigerte oder zusitzliche Wirkung wenn sie in Kombination mit Chemotherapeutika
eingesetzt wurden [54]. Im Gegensatz zu TKI wurde im Rahmen dieser Arbeit aber in vitro eine
Inhibition der Zellproliferation von RMS-Zellen iiber IT nachgewiesen. Generell sind im Bezug
auf das RMS in der Literatur wenig therapeutische Ansétze als rekombinante IT mit dem EGFR
als Zielantigen bekannt. Lediglich Ricci ef al. zeigte einen indirekten therapeutischen EGFR-

spezifischen IT-Ansatz beim RMS. Dieser bestand aus einem ersten murinen mAk spezifisch
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fiir den EGFR und einem zweiten F(ab'), anti-Maus Fragment welches mit Saporin-S6 iiber
eine Disulfid-Briicke verbunden war. In diesem Experiment wurden ICso-Werte von 950 pM
auf RD-Zellen gemessen [36]. Vielversprechende Zell-inhibierende Effekte wurden sowohl mit
425(scFv)-ETA' auf verschiedenen RMS-Zelllinien als auch mit scFv1711-ETA' und
scFv2112-ETA' auf der RMS-Zelllinie RD mit ICso-Werten von 240 und 460 pM, als Teil dieser
Arbeit, dargestellt [5, 121]. Eine Resistenz gegen Gefitinib, Erlotinib oder Lapatinib konnte
auch bei Glioblastoma Patienten nachgewiesen werden. Das bereits beschriebene IT D2C7-
(scdsFv)-PE38KDEL ist in seiner Wirkweise jedoch unabhidngig von der Tyrosinkinase
Signalkaskade die vom EGFR ausgelost wird und zeigte Wirkung in der Therapie von
Glioblastoma [80, 81]. Die Effizienz von IT ist also unabhingig von intrazelluldren
Tyrosinkinase-Mutationen [180]. Dies stellt einen weiteren Vorteil fiir den Einsatz von
rekombinanten IT in soliden Tumoren dar. Aus diesem Grund wurden IT in Kombination mit
TKI eingesetzt, um deren Effizienz zu steigern. TKI der Src-Familie wie SU6656 und Bosatinib
erhohten die Zell-eliminierende Funktion der ETA-basierten IT SSP1 mit Mesothelin-
exprimierenden Zellen und von HA22 mit CD-22 exprimierenden Zellen [181]. Src-Inhibitoren
ahmen den Knockdown-Effekt von HCK, einem Mitglied der Src-Familie, nach. Dieser Effekt
verbessert beispielsweise die Furin-Spaltung und kann so den Zell-eliminierenden Effekt von
SSP-1 erhdhen, denn {iber die Furin-Spaltung wird die toxische Doméne vom Fv-Teil getrennt
und ETA kann so seine Wirkung freisetzen [181]. In bestimmten Féllen ist es also moglich TKI
mit IT als Kombinationstherapie einzusetzen um die Effizienz der IT so zu erhdhen, dass

geringere Mengen an IT eingesetzt werden konnen.

IV.3 IT der vierten Generation — hCFPs

IV.3.1 hCFP im Vergleich zu IT der dritten Generation

Auch wenn IT der dritten Generation eine bedeutende Weiterentwicklung im Bereich der
zielgerichteten Therapie darstellen, gibt es dennoch Limitierungen. Bakterielle und pflanzliche
Toxine sind von Natur aus immunogen und konnen daher Immunantworten auslésen [70, 79,
182]. Der Einsatz von rekombinanten IT mit scFvs als Bindedoméine und die Verwendung
verkiirzter Sequenzen von ETA mit deletierten B-und T-Zell Epitopen setzten die
Immunogenitit stark herab. Zudem fiihrt die geringe GroBe der IT zu einer kiirzeren
Halbwertszeit im Blutkreislauf, was dazu fithrt das Schidden an Endothel-Zellen vermieden

werden und es somit seltener zum VLS kommt. In klinischen Studien zeigte sich zudem, das
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ETA-basierte IT mildere VLS-Symptome auslosten als beispielsweise Ricin-basierte IT [72].
Trotz der Verwendung von IT der dritten Generation zeigte sich nach einem ersten Einsatz in
Patienten mit soliden Tumor eine Immunogenitdt in 50-100% der Fille, im Vergleich zu nur 0-
40% bei Patienten mit hdmatologischen Tumoren. Bei letzteren bleibt die Bildung von anti-IT-
Ak meist aus, da diese Krebsformen sehr hdaufig mit einem stark eingeschriankten Immunsystem
der Patienten einhergehen. [72, 79]. Jedoch kann eine Vormedikation mit Dexamethason,
welches zu den Glukokortikoiden zahlt und immunsupprimierend wirkt, dazu fithren das VLS-
Symptome verringert werden [72, 183]. Ebenfalls wurde dargestellt, dass der Einsatz der
Lymphozyten-verringernden Agenzien, Pentostatin und Cyclophosphamid, die Bildung von
neutralisierenden anti-IT Ak in soliden Tumoren hemmte. In einer klinischen Pilotstudie wurde
gezeigt, dass bei acht von zehn Patienten durch diese Kombinationstherapie erstmals eine
wiederholte Gabe von IT (dem bereits beschriebenen SSP-1) bei Patienten mit soliden Tumoren
moglich war [71, 72, 184]. Weitere Limitierungen im klinischen Einsatz von rekombinanten IT
waren auch auf die nicht-humanen Bindedoménen zuriickzufiihren. Durch den Einsatz einer
humanen Bindedomine, wie in diesem Fall dem humanen scFv1711, kann die HAMA-Antwort
welche in Patienten oft durch den Einsatz von Ak-Fragmenten murinen Ursprungs ausgelost
wird, unterbunden werden [65]. Diese Immunantwort limitiert nicht nur die Therapieeffizienz,
sondern kann auch zu allergischen Reaktionen und schwerwiegenden Komplikationen beim
Patienten fiihren [40, 42]. Weiterhin zeigt das Fehlen der Fc-Region bei der Verwendung von

scFvs einen weiteren Vorteil fiir deren Einsatz in IT [64, 65].

IT der vierten Generation {iberwinden die Probleme der unerwiinschten Begleittoxizitit und der
Immunogenitit. Neben dem Einsatz von Bindedomédnen humanen Ursprungs, werden auch
toxische Domidnen humanen Ursprungs eingesetzt. Hier werden RNasen wie Angiogenin,
Kinasen wie DAPK2, Mikrotubuli-assoziierte Proteine oder die Serinprotease GrB eingesetzt
[71, 92]. Verschiedene Fusionen dieser Art mit scFvs oder Liganden sind bisher in vitro und in
vivo charakterisiert worden [87-91, 123, 124, 185]. Am Beispiel des EGFR wurde ein Konstrukt
bestehend aus dem humanen natiirlichen Liganden EGF und dem Mikrotubuli-assoziierten
Proteins MAP beschrieben, welches in vivo in einem L3.6pl subkutanen Mausmodell spezifisch

zu einer Tumorreduktion flihrte [169].

IV.3.2Der Einsatz von GrB in hCFP

Tumorzellen sind oft in der Lage der Apoptose-Induktion durch verschiedene Mechanismen zu

entgehen, was zu einer Verringerung der Effizienz von Tumortherapeutika fiihren kann.
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Tumorzellen regulieren Apoptose indem sie verschiedene anti-apoptotische Proteine
iberexprimieren, Proteine der Bcl-2 Familie die die Apoptose mitochondrial regulieren, IAPS
(inhibitor of apoptosis proteins) welche die Caspase-Aktivitdt inhibieren oder auch FLIPS
(FLICE-inhibitory proteins) welche in die Signaltransduktionswege von Effektorrezeptoren
eingreifen [40]. GrB jedoch nutzt, im Gegensatz zu anderen humanen pro-apoptotischen
Enzymen, unterschiedliche Apoptose-induzierende Mechanismen die es direkt aktiviert und
deswegen ist es wahrscheinlich, dass GrB die Resistenzen von Tumorzellen umgehen kann [40,
186]. Da GrB unter anderem diesen Vorteil mit sich bringt wurde es im Rahmen dieser Arbeit
als humane Effektordoméne ausgewihlt. Neben dieser Eigenschaft wirkt GrB unabhingig von
der Zellproliferation und kann damit im Gegensatz zu dem zuvor erwihnten MAP, welches nur
sich teilende Zellen totet, auch auf die ruhenden Tumorstammzellen einwirken [123]. Neben
seinen Vorteilen als humane Effektordoméne besitzt GrB aber auch eine strukturelle
Eigenschaft, die das therapeutische Potential limitieren kann. Der endogene GrB-Inhibitor
Serpin B-9, auch PI-9 genannt, schiitzt zytotoxische T-Lymphozyten vor fehlgesteuertem GrB
wihrend der Immunantwort. PI-9 inhibiert GrB irreversibel [40, 97, 187]. Einige solide
Tumorarten machen sich dies zu Nutze und exprimieren PI-9, darunter Pankreas- und
Prostatakarzinome, Brust- und Lungenkrebszellen oder auch Melanomzellen [40]. In
vorangegangenen Arbeiten wurde in Zelllysaten aus verschiedenen RMS-Zelllinien, darunter
auch RD, nach Detektion mit einem spezifischen PI-9 Ak, schwache Banden nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt). Um diesen Resistenzmechanismus zu umgehen, wurden von Losasso et
al. GrB-Mutanten entwickelt, welche eine reduzierte Bindung von PI-9 zeigten [97]. Die
Mutante mit den besten Eigenschaften, R201K, wurde demnach fiir die Evaluierung eines hCFP

mit scFv1711 eingesetzt.

Weiterhin ist die erfolgreiche Expression von GrB als Bestandteil von Fusionsproteinen in
verschiedenen Systemen bereits evaluiert und die zytotoxische Wirkung belegt. Neben den in
unserer Arbeitsgruppe publizierten CFPs Gb-H22(scFv) spezifisch fiir CD64 (verschiedene
Leukédmieformen), Gb-Ki4(scFv) spezifisch fiir CD30 (Hodgkin Lymphom) und Gb-2.44 als
anti-Malaria Therapieansatz sind in Tabelle IV-I GrB-Fusionsproteine aufgefiihrt welche bisher

in préklinischen Studien fiir die Behandlung solider Tumore evaluiert wurden [87, 90, 98, 188].
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Tabelle IV-I Publizierte GrB-basierte CFPs als Therapie-Ansatz in soliden Tumoren

Abkiirzungen:

Fnl4 =

Rezeptor

des

Zytokins TWEAK, VEGFR =

Wachstumsfaktor, hLHR = humaner luteinisierender Hormon Rezeptor, PEAII =

Pseudomonas Exotoxin A, Fdt = Furin Domine von Diphteria Toxin, Fpe =

Vaskular-endothelialer
zweite Doméne von
Furin Doméne von

Pseudomonas Exotoxin A, R9 = Poly-Arginin-Teil, Ag = Antigen, i.m. = intramuskuldr, n.d. = nicht

definiert.
CFP Name Bindedoméne/Ziel- ICso auf Zelllinie/Tumorentitit Status und Quelle
antigen

GrB-Fc-1T4 scFv: anti-Fn14 Fc-14: 37,2-17,2 nM (Pankreaskrebs), | /n vivo [189]

GrB-TWEAK Ligand: Fn14 121-13,5 nM (Lungenkrebs), 284-3,1 nM | (Orthotop, =~ MDA-
(Melanom), 34,7-3,4 nM (Brustkrebs), 23 | pMB-23 1)
nM (Darmkrebs) (Xenograft, HT-29,)
TWEAK: 169,5-31,2 nM, 152, 4-13,8
nM, 519-21,6 nM, 61-5-6,9 nM und 51,9
nM

GrB-TGFa Ligand: EGFR 0,25 nM + CQ (MDA-MB-468) In vitro [91]

GrB-scFv(FRPS)

scFv: ErbB2 (HER-2)

0,29 nM + CQ (MDA-MB-468)

GrB/VEGF12z1 VEGFR-1, VEGFR-2 | 10 nM (PAE/hVEGFR-2), 660 nM | In vivo [190, 191]
(KS1767), 27 nM (SK-N-SH), 190 nM (Xenograft, PC-3)
(TC-71), 500 nM (MDA-MB-231/luc)

GrB/4D5 scFv:HER-2/neu 4D5: 93,1-29,3 nM (Brustkrebs), 40,5 nM | In vivo [192]

GrB/4D5/26 scFv+Peptid 26 (Lungenkrebs), 90,4  (Magenkrebs) (Xenograft, BT474
4D5/26: 551,3-253,3 nM, 242,5 nM, | \p)
629,0 nM

GzmB-CD8 Peptid: Lewis Y Ag 1595 nM (SKBR3), 198 nM (MCF-7) In vitro [193]

B3-GzmB dscFv: Lewis Y Ag 98 nM (SKBR3), 140 nM (MCF-7)

GrB-scFvMEL gp240 20nM (A375-M), 50 nM (MEL-526), 150 | In vivo [194, 195]
nM (TXM-184) (Xenograft,A375-M)
GrB-YCG hLHR 0,16 uM (MA-10 murin) In vitro [196]
ImmunoGrB- HER-2 n.d., nur Uberstand eingesetzt Invivo [197]
PEAI (i.m., SK-BR-3)
e23scFv/PEAII/ | HER-2 n.d., nur Uberstand eingesetzt In vivo [198]
Fpe/Fdt/Ro- (Xenograft,
GrB/Casp3 SGC7901)
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IV.3.3 Charakterisierung von GbR201K-scFv1711

Da das zytotoxische Potential von GrB als Teil von Fusionsproteinen, wie in Tabelle IV-I
aufgelistet, schon mehrfach bestitigt wurde, sollte es in dieser Arbeit als humane
Effektordomine fiir die Charakterisierung und Evaluierung eines gegen den EGFR gerichteten
hCFPs genutzt werden. Bisher existieren keine bekannten Ansitze von GrB-Fusionsproteinen
fiir die Behandlung des RMS. Neben RMS und dem Plattenepithelkarzinom sollte auch das
Pankreaskarzinom im Fokus der Evaluierung des neuen hCFP stehen, da auch hierzu kaum

Ergebnisse aus der Literatur bekannt sind [40].

GrB konnte bisher erfolgreich in verschiedenen Expressionssystemen produziert werden,
darunter E.coli (z.B. AD494 DE3 pLysS), Hefen wie Pichia pastoris, den Insektenzellen Sf9 oder
auch in HEK 293T-Zellen [86, 187, 190]. Die Prozessierung von enzymatisch aktiven GrB ist
jedoch nicht einfach, da die aktive Form einen freien N-Terminus bendtigt. Es existieren
verschiedene Ansitze, um die korrekte in vitro und in vivo Prozessierung von rekombinantem
GrB zu erreichen [40, 86]. Ausreichende Mengen GrB und GrB-Fusionsprotein wurden nach
der Expression in E.coli erzielt. Das Protein lag nach Reinigung als inaktives Vorprodukt vor,
mit einer heterologen N-terminalen Proteindomdne Glutathione-S-Transferase, sodass eine
Riickfaltung und die in vitro Spaltung mit proteolytischen Enzymen nétig waren [193, 195].
Eine Generierung von sich selbst aktivierenden GrB nach E.coli-Expression wurde nur mit
Wildtyp-GrB jedoch nicht als Fusionsprotein erreicht. Dabei wurde die GrB-spezifische
Schnittstelle IEPD zwischen GrB und einer heterologen N-terminalen Pre-Pro-Domine
eingefiigt [199]. Das Pre-Pro-GrB trigt N-terminal ein Signalpeptid, welches iiber eine
Signalpeptidase im ER gespalten wird, um inaktives Proenzym mit N-terminalen Pro-Peptid zu
produzieren. Das Pro-Peptid muss zusitzlich entfernt werden um eine aktive Protease zu
erhalten. In GrB wird das Pro-Peptid iiber DPPI, auch Cathepsin-C genannt, abgespalten [40,
86].

Einige GrB-basierte hCFP wurden erfolgreich in der eukaryotischen Expressionszelllinie HEK
293T produziert [40, 87, 90, 98, 187]. Gehrmann et al. beschrieben, dass die Expression von
aktiven humanen GrB in HEK 293-Zellen zu einer Apoptose-Auslosung fiihrte bevor
ausreichenden Mengen erreicht wurden. Deswegen wurde die Expression von inaktiven GrB in
den Zellen angewendet [200]. HEK 293T-Zellen wurden ebenfalls fiir die Expression des in
dieser Arbeit zu evaluierenden hCFP EGbR201K-scFv1711 gewéhlt. Da die proteolytische

Aktivitit von GrB wie beschrieben jedoch von einem freien N-terminus abhédngt, wurde N-
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terminal eine Enterokinase-Erkennungssequenz (ECS) rekombinant fusioniert. Die
Sezernierung von EGbR201K-scFv1711 in das Zellkulturmedium nach erfolgreicher
Transfektion in HEK 293T-Zellen wurde durch die N-terminale Igk-Sequenz erreicht.
Zellkulturiiberstinde kénnen so, ohne den zuséitzlichen Aufwand eines Zellaufschlusses, der
potentiell zur Kontamination mit zelluldren Proteinen fithren konnte, fiir die Reinigung iiber
den His-Tag genutzt werden [201]. Nach der Reinigung tiber IMAC, wie zuvor fiir die scFv-
SNAP Fusionsproteinen dargestellt, wurde eine hohe Ausbeute von 17-30 mg/L mit einer bis
zu 80%igen Reinheit erreicht. Diese war deutlich hoher als fiir andere beschriebene GrB-
Fusionsproteine. Délken et al. zeigte mit dem in Hefen (Pichia pastoris) exprimierten GrB-
scFv(FRPS) Ausbeuten von 1-2 mg/L [91]. Mohamedali et al. konnte fiir das Fusionsprotein
GrB/VEGF121 nach Expression in HEK 293T-Zellen eine Ausbeute von 5 mg/L darstellen
[191] (siehe auch Tabelle IV-I). Fiir die Expression und Produktion von nativen GrB konnte
Gehrmann et al. ebenfalls darstellen, dass in HEK 293-Zellen, mit 4 mg/L eine deutlich hohere
Ausbeute erreicht wurde als in E.coli mit 0,5-1 mg/L, in Hefen mit 1-2 mg/L oder in

Insektenzellen mit 1,5 mg/L [199, 200, 202, 203].

Die Prozessierung in aktives GbR201K-scFv1711 wurde iiber den EK-Verdau nach der
Reinigung erreicht und die proteolytische Aktivitét iiber einen kolorimetrischen Substratassay
nachgewiesen. Nur das aktivierte/EK-verdaute GbR201K-scFv1711 zeigte eine vergleichbare
Aktivitit wie der eingesetzte GrB-Standard, wohingegen es bei dem nicht-aktivierten
EGbR201K-scFv1711 zu keiner Umsetzung des synthetischen Substrates kam. In
vorangegangenen Arbeiten wurde bereits erfolgreich nachgewiesen, dass die Mutation R201K
nicht zu signifikanten Unterschieden in der Aktivitdt fithrte [97, 187]. Da bei vorherigen
Experimenten in der Arbeitsgruppe oftmals beobachtete wurde, das aktiviertes GrB-
Fusionsprotein nach Lagerung rasch an Stabilitit und Aktivitit verlor, wurde ebenfalls ein Test
auf Aktivitdt/Substratumsetzung nach drei-monatiger Lagerung bei -80°C durchgefiihrt, der
kaum Verlust an Aktivitit zeigte (Abbildung II1-19).

Sowohl das nicht-aktivierte als auch das aktivierte GbR201K-scFv1711 zeigten spezifische
Bindung auf den ausgewihlten EGFR"-Zelllinien und keine unspezifische Reaktion mit der
Negativzelllinie (Abbildung III-19, B). Der EK-Verdau hatte also keine Einwirkung auf die
Bindeaktivitdt und -spezifitit des hCFPs. GrB besitzt eine positive Oberflichenladung und
einen hohen iso-elektrischen Punkt, was zu einer unspezifischen Bindung an negativ-geladene

Oberflachen bzw. Zelllinien fiihren konnte [40, 92, 204]. Mit den hier verwendeten Zelllinien
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wurde aber keine derartige Auswirkung auf die spezifische Bindung beobachtet. Ebenfalls

wurde in anderen Arbeiten mit GrB-Fusionsproteinen keine unspezifischen Wechselwirkungen

beobachtet [87, 91].

Neben den Bindungseigenschaften wurde ebenso die Internalisierungsgeschwindigkeit von
GbR201K-scFv1711 bestimmt. Wiederum zeigte sich ein schnelles Internalisierungsverhalten
in RD-Zellen (50 % Aufnahme nach 60 min und 60 % nach 120 min) und ein langsameres in
A431-Zellen (20% Aufnahme nach 60 min und 40% nach 120 min), dies war auch bei den
scFv-SNAP und scFv-ETA' Konstrukten zu beobachten [121]. In L3.6pl- Zellen wurde erst
nach 120 min eine 40%ige Aufnahme von GbR201K-scFv1711 bestimmt (Abbildung I11-20).
Cao et al. zeigte das Internalisierungsverhalten von GrB/4D5/26 (Tabelle IV-I) {iiber
Immunfluoreszenz und WB-Analyse, wobei GrB-Fusionsproteine primir im Zytosol
beobachtet wurden und die beginnende Internalisierung nach 30 min detektiert wurde [192].
Ebenfalls wurde fiir die Fusionsproteine GrB-TGFa und GrB-scFv(FRPS) Internalisierung in
auf Deckgldsern angewachsenen A431-Zellen nach Inkubation von 60 min und der Detektion
mit spezifischen Ak iiber Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Hier konnte die Lokalisation
der GrB-Fusionsproteine in den vesikuldren Strukturen wie den Endosomen dargestellt werden
[91]. Die Aufhahme von GbR201K-scFv1711 war aufgrund der Unterschiede der Assays nicht
direkt mit diesen Werten vergleichbar, dennoch wurde hier ebenfalls Internalisierung nach 60
min  beobachtet. Genaue Internalisierungszeitpunkte oder der Zeitpunkt des
Internalisierungsbeginns, wie in dem fiir GbR201K-scFv1711 genutzten Assay, wurden hier

aber nicht direkt bestimmt.

Ein weiterer wichtiger Parameter fiir therapeutisch wirksame Substanzen ist die Serumstabilitit,
welche mit dem GbR201K-scFv1711 in humanem Serum untersucht wurde. Hier zeigte sich
eine sehr gute Serumstabilitdt von GbR201K-scFv1711, im Vergleich zu anderen GbR201K-
Konstrukten, mit einer etwa 85%igen Bindeaktivitit nach 24 h Inkubation im Serum, etwa 68%
nach 48 h und noch einer iiber 50%igen Stabilitit nach 72 h (Tabelle III-IV). Schiffer et al.
zeigten mit GbR201K-H22(scFv) und Gb-H22(scFv) in humanem Patientenserum um die 60%
Bindeaktivitdt nach 24 h Inkubation mit beiden Konstrukten [98]. In Mausserum wurde fiir Gb-
Ki4(scFv) und GbR201K-Ki4(scFv) nach 24 h etwa 65% Bindeaktivitdt und nach 48 h noch
etwa 50% Bindeaktivitdt gemessen [187]. GbR201K-scFv1711 zeigte im Vergleich zu den
beiden anderen beschriebenen GbR201K-scFv hCFPs eine hohe Serumstabilitit, mit einer fiir

beide aufgefiihrten Zeitpunkte bis zu 20% hoheren Bindeaktivitét.
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IV.3.4 Das toxische Potential und die Steigerung der Effizienz von
GbR201K-scFv1711

Das antiproliferative und pro-apoptotische Potential des neuen hCFP GbR201K-scFv1711
wurde mit ausgewihlten EGFR™-Zellen bestimmt. Dabei wurden auf A431-Zellen ein ICso-
Wert von 133,3 nM erreicht und eine bis zu 30% hohere Apoptose-Induktion als in den
unbehandelten oder mit dem Kontroll-Konstrukt behandelten Zellen (Abbildung I11-23; Tabelle
[I-V). Mit RD und L3.6pl Zellen wurden zwar spezifische aber nur schwache zytotoxische
Effekte gemessen. In allen Zelllinien zeigte wie erwartet iiberwiegend nur die aktivierte Form
Wirkung. Diélken et al. konnte mit den EGFR und HER-2 spezifischen hCFPs keine
zytotoxische Effekte auf A431 oder verschiedenen Brustkrebszelllinien messen. Nur unter
Einsatz von CQ wurde proteolytische Aktivitit erreicht (siehe: Tabelle IV-I) [91]. Fiir beide
EGFR oder HER-2 spezifischen GrB-Fusionsproteine wurde gezeigt, dass sie in den
endosomalen Vesikeln nach der Rezeptor-vermittelten Aufnahme zurtickgehalten werden [91].
Diese hCFPs bendtigen also in jedem Fall ein Hilfsmittel zur endosomolytischen Freisetzung
um aktiv in den Zielzellen zu wirken. Das im Rahmen dieser Arbeit entstandene hCFP
GbR201K-scFv1711 wirkte zumindest auf A431-Zellen auch ohne ein zusatzliches Hilfsmittel
zur zytosolischen Freisetzung, wie dies bereits fiir andere GrB-Fusionsproteine beschrieben

wurde [187, 191, 192, 205].

GrB wurde als Effektormolekiil ausgewihlt, da seine Zytotoxizitit nach Internalisierung iiber
mehrere Mechanismen vermittelt wird. Einer ist die Aktivierung einer Caspase-Kaskade iiber
die Spaltung von Effektor-Caspasen iiber Pro-Caspasen, wie beispielsweise Caspase-3, gefolgt
von der Aktivierung von Caspase-7. Neben dem Caspase-Signalweg erfolgt auch tiber den BID-
Signalweg die Spaltung von Caspasen. Die erfolgreiche Prozessierung von Pro-Caspase-3 fiihrt
zur Entstehung einiger Effektor-Substrate, z.B. DNA-PK, was die typischen morphologischen
Verdanderungen wihrend der Apoptose auslost [40]. Ein anderer Apoptose-Mechanismus wirkt
iber die Cytochrom C Freisetzung aus den Mitochondrien und tiber Pro-Caspase 9 [92]. Zhou
et al. zeigte auf bestimmten Zielzellen nach Behandlung mit GrB-TWEAK mitochondriale
Membran-Depolimerisation. Ebenfalls zeigten sie iiber WB-Analyse, dass die Behandlung der
Zellen mit GrB-TWEAK zur Ausschiittung von Cytochrom C ins Zytoplasma fiihrte [189]. Mit
den Konstrukten GbR201K-H22(scFv) und GbR201K-Ki4(scFv) wurde die Aktivierung von
Caspase 3/7 nach Inkubation der Zielzellen mit dem jeweiligen hCFP nachgewiesen [98, 187].
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Die Effizienz zielgerichteter hCFP ist abhédngig von drei Hauptfaktoren: zum einen die
spezifische Bindung an den Oberflichenrezeptor, die Internalisierung tiiber Rezeptor-
vermittelte Endozytose und die direkte Ausschiittung ins Zytosol. Sowohl die spezifische
Bindung als auch die Internalisierung in die Zielzellen wurde mit GbR201K-scFv1711
erfolgreich nachgewiesen. Jedoch zeigte sich nur mit A431-Zellen eine deutliche Einwirkung
auf die Zellproliferation (Abbildung III-21). Eine allgemeine Limitierung von hCFP kann ein
ineffizienter Transfer des hCFP vom Endosom ins Zytosol darstellen. [40, 86, 92]. Dies fiihrt
letztendlich zur Aggregation und zum Abbau der internalisierten hCFP. Um dieses Problem zu
umgehen bzw. die endosomolytische Freisetzung von GbR201K-scFv1711 zu erreichen und
hohere anti-proliferative Effekte zu erzielen, wurde auf die Hilfe einer endosomolytischen
Substanz, dem CQ, zuriickgegriffen. CQ unterstiitzt die vesikuldre Freisetzung von
intrazellulirem GbR201K-scFv1711 nach der Rezeptorvermittelten Endozytose. Es reichert
sich in den sauren Zellbestandteilen wie Endosomen und Lysosomen an, wirkt auf das pH-
Gleichgewicht ein und fiithrt zum Aufbrechen der Vesikeln [86]. CQ Diphosphat ist ein weltweit
eingesetztes Anti-Malaria Medikament, das dariiber hinaus Inhibition von Zellwachstum in
Krebszellen zeigte. Ferner ist es auch niedrigdosiert fiir rheumatoide Athritis und Lupus
erythematodes zugelassen. Weiterhin wird es aber auch als endosomolytisches bzw.
lysosomotrophes Agens in der Kombination mit hCFP und IT eingesetzt um deren toxische
Effizienz zu erhohen [86, 93, 94]. Im Gegensatz zu anderen endosomolytischen Substanzen wie
L-Leucyl-L-Leucin-Methylester oder Ammoniumchlorid, welche auch zu erhéhten 1Cso —
Werten bei IT fiihrten, hat CQ den entscheidenden Vorteil, dass es aufgrund seiner Zulassung
als Medikament auch mit geringen Problemen in vivo eingesetzt werden kann [94]. CQ wurde
bereits in hohen Dosen als endosomolytische Reagenz in therapeutischen Tiermodellen
eingesetzt, dabei waren 75 mg/kg CQ die maximal tolerable Dosis bei einer einmaligen
intraperitonealen Injektion [206]. Im Menschen werden bei der Langzeit-Malariatherapie bei
einem 65 kg schweren Patienten 400 mg Hydroxy-CQ oder 250 mg CQ tiglich empfohlen
[207]. In einem immuntherapeutischen Ansatz bestimmten van Horssen ef al. zuerst das in vivo
Serum-Level von CQ und applizierten einen Tag vor Beginn der IT-Therapie entweder 0,25 mg
CQ direkt in die Versuchstiere oder 1 pl/h fiir 7 Tage iiber implantierte Mini-osmotische
Pumpen gefiillt mit 200 mg/ml CQ. Die osmotischen Pumpen wurden eingesetzt da bei der
direkten einmaligen Gabe von CQ keine konstanten IT-vermittelten Effekte nachgewiesen
wurden. Hier wurde im Gegensatz zu den in vitro Experimenten jedoch kein verbesserter

zytotoxischer Effekt in Kombination mit einem CD22-recRicinA IT erreicht [208]. Da solide
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Tumorzellen aufgrund der unterschiedlichen Aufnahme von CQ jedoch moglicherweise ein
anderes Ansprechen und ein anderes in vivo Serum-Level von CQ aufweisen als
hédmatologische Tumorzellen, wie in diesem Fall Burkitt Lymphom-Zellen, ist der Einsatz von
CQ in vivo trotzdem aussichtsreich. Momentan existiert aber keine aktuellere Literatur im
Zusammenhang mit CQ und dem kombinatorischen Einsatz von hCFPs in vivo. In Gegenwart
von CQ zeigte GbR201K-scFv1711 einen gesteigerten zytotoxischen Effekt auf RD-Zellen mit
21,13 nM, in denen ohne CQ-Behandlung kaum Zytotoxizitit nachgewiesen wurde. Derselbe
Effekt wurde im AV/PI-Assay bei der Apoptose-Induktion nachgewiesen. Hierbei wurde in
RD-Zellen die mit CQ und R201K-scFv1711 im Vergleich zu RD-Zellen die nur mit CQ
behandelt wurden 40% mehr Apoptose induziert (Abbildung I1I-22). Ebenso wurde mit A431-
Zellen ein dreifach besserer ICso—Wert nach CQ-Behandlung erreicht. Mit L.3.6pl Zellen zeigte
die CQ-Behandlung jedoch keine Verbesserung des zytotoxischen Potentials. Verschiedene
Zelllinien wurden beschrieben, die eine Resistenz gengeniiber IT zeigten. Schon in den
Anfingen der IT-Entwicklung wurde demonstriert, dass bestimmte Leukidmie-Zelllinien
resistent  gegeniiber Ricin sind und kiirzlich wurde die Resistenz einer
Pankreaskarzinomzelllinie gegen ein ET A-basiertes anti-Mesothelin IT beschrieben [209, 210].
Mit den ETA-basierten IT wurden jedoch Proliferations-hemmende Effekte auf L3.6pl
nachgewiesen. Die Zelllinie wurde zuvor mit der ndtigen CQ-Konzentration austitriert, diese
Konzentration konnte noch einmal gedndert werden und weiterfiihrende Experimente
durchgefiihrt werden um die Inaktivitdt von GbR201K-scFv1711 auf L3.6pl zu ergriinden.
Weiterhin wurden aber auch nach CQ-Behandlung keine unspezifischen Effekte mit der
Negativzelllinie beobachtet (Abbildung I11-21). Der Einsatz von CQ wurde im Zusammenhang
mit diversen GrB-Fusionsproteinen untersucht [86, 91, 193, 204]. Mit den HER-2 und EGFR
spezifischen GrB-Fusionsproteinen GrB-scFvFRP5 und GrB-TGFa konnten unter Einsatz von
50 uM CQ (die Menge die auch in den Experimenten mit GbR201K-scFv1711 eingesetzt
wurde), 1Cso —Werte von 5,8 nM fiir GrB-scFvFRPS5 und 3,5 nM fiir GrB-TGFo mit A431
Zellen, welche fiir beide Zielantigene positiv ist, erreicht werden [91, 204]. Im Vergleich dazu
lagen die korrespondierenden ETA-basierten IT scFvFRP5-ETA und TGFa-ETA mit 0,5 nM
und 0,02 nM auf A431 Zellen im Vergleich zu scFv1711-ETA mit 0,018 nM in einem dhnlichen
oder sogar schlechteren Bereich [86]. Im weiteren Vergleich waren die mit GbR201K-
scFv1711 erreichten ICso-Werte in einem dhnlichen oder teilweise besseren Rahmen wie die
bereits publizierter GrB-basierter Fusionsproteine (Ubersicht der ICso-Werte der Konstrukte

und dazugehodrigen Referenzen siehe Tabelle IV-I). RD-Zellen besitzen deutlich weniger
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EGFR-Rezeptoren auf der Oberfliche als A431, nur ~12.450 Rezeptoren im Vergleich zu
~149.000 auf A431-Zellen (Tabelle III-1I). Die Rezeptorexpression kann aber einen Einfluss
auf das zytotoxische Potential von zielgerichteten IT und hCFPs haben, wie bereits in 1V.2.2
diskutiert. Die Korrelation von EGFR-Expression und Zellproliferation wurde fiir die ETA-
Konstrukte klar dargestellt (Tabelle III-IIT). Unter Einsatz von CQ wurde auf RD jedoch ein
ICso-Wert von 21,3 nM mit GbR201K-scFv1711 erreicht, der im besseren Bereich als der fiir
A431 lag. Signifikante Apoptose-Induktion wurde sowohl fiir A431 mit und ohne CQ-
Behandlung und fiir RD in Korrelation zum XTT-Assay nur mit CQ erreicht (Abbildung I11-23).
Dilken et al. demonstrierte ebenfalls Apoptose-ausldsende Effekte von GrB-scFvFRPS5 (68%
apoptotische Zellen) nach 14 h Inkubation von 10 pg/ml des hCFP auf A431-Zellen, allerdings
nur nach Vorbehandlung der Zellen mit CQ [91]. Fir GbR201K-scFv1711 mit einer
Konzentration von 5 pg/ml wurde auf A431 auch ohne CQ-Vorbehandlung Apoptose induziert
(~50% apoptotische Zellen). Unter CQ-Behandlung wurden 60% apoptotische Zellen
gemessen, allerdings zeigte auch das nicht-aktivierte hCFP einen Effekt von etwa 40%
(Abbildung I11-23), was auf die CQ-Behandlung zuriickzufiihren ist, welche in weiteren
Versuchen erneut austitriert werden sollte. Auch die Bindeaktivitdt von GbR201K-scFv1711
auf RMS-Tumormaterial wurde erfolgreich nachgewiesen, was ein weiteres positives
Evaluierungsziel im Rahmen von GbR201K-scFv1711 als potentielles Therapeutikum des
RMS darstellt. GbR201K-scFv1711 ist somit ein hoch-interessantes neues hCFP, welches mit
hoher Ausbeute in einem humanen eukaryotischen Expressionssystem produziert wurde,
welches eine hohe Stabilitdt nach Lagerung bei -80°C und eine sehr gute Serumstabilitét zeigte,
Zytotoxizitidt im nanomolaren Bereich vermittelte und signifikant Apoptose in verschiedenen

EGFR-positiven Zelllinien induzierte.

IV.4 Ausblick

Die beiden neuen EGFR-spezifischen Ak-Fragmente scFv2112 und scFv1711 wurden unter
anderem mit Hilfe der SNAP-Tag Technologie charakterisiert. Wichtige Faktoren wie
spezifische Bindung der scFvs iiber Ak-Detektion oder mit direkt Farbstoff-markierten
Konstrukten, Internalisierungsverhalten sowie Affinitdt wurden bestimmt und erste in vivo
Tests erfolgreich durchgefiihrt. Ein interessanter Ansatz, der die Spezifitit und
Gesamtbindungsstirke der neuen scFv-Fusionsproteine erhdhen und verbessern konnte, ist das

sogenannte ,,duale Targeting® bzw. die Entwicklung bispezifischer oder bivalenter Konstrukte.
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Bivalente scFv-Fusionsproteine zeigen in der Regel eine hdhere Bindungsaffinitit als
monovalente scFv-Fusionsproteine, nah an der von mAk [211]. Bisher wurden bereits scFv-
SNAP Fusionsproteine als bivalente Konstrukte produziert (scFvC54-SNAP-scFv(C54).
Beziiglich Bindung und Internalisierung zeigte dieses Konstrukt im Vergleich zur monovalente
Variante eine 2-3-fach bessere Internalisierungs-und Bindeaktivitdt [104]. Es ist bekannt das
multivalente Ligandenbindung an Rezeptoren zu einer effizienteren Internalisierung der
Fusionsproteine fiihrt [104, 212]. Demnach ist nicht nur auf dem diagnostischen Ast die
Entwicklung eines bivalenten/bispezifischen Konstruktes interessant, sondern viel mehr die
Entwicklung eines solchen IT oder hCFP. Gerade der EGFR ist fiir diesen Ansatz, aufgrund der
Uberexpression in vielen Krebsarten ein sehr interessantes Zielantigen. Beim ,,dualen
Targeting™ existieren ein direkter und ein indirekter Mechanismus. Beim direkten
Mechanismus werden Oberflachenrezeptoren oder 16slichen Faktoren gebunden, was die
Neutralisierung von zwei Liganden oder Rezeptoren, der Aktivierung zweier verschiedener
Rezeptoren oder auch die Aktivierung eines Rezeptors und die Hemmung eines anderen zur
Folge haben kann. Beim indirekten Mechanismus wird das ,,duale Targeting* genutzt, um eine
therapeutisch aktive Substanz einzuschleusen [212]. Eine Weiterentwicklung konnte
beispielsweise ein bispezifisches Konstrukt zur Diagnose und/oder Behandlung des
Prostatakarzinoms mit EGFR- und PSMA (Prostata-membran spezifisches Antigen)-
spezifischen scFvs sein. Ein PSMA-spezifisches scFv-SNAP Konstrukt (scFvD7-SNAP)
wurde bereits evaluiert [104]. Ebenfalls sind fiir das RMS sowohl scFv-SNAP als auch ETA-
Konstrukte beschrieben, welche zum einen spezifisch fiir den fetalen Acetylcholin-Rezeptor
(scFv35-ETA/SNAP) oder fiir MCSP/CSPG-4 (Chondroitin-Sulfate-Proteoglycan-4,
scFvaMCSP-ETA/SNAP) sind. Auch diese konnten mit den neuen EGFR-spezifischen scFvs
als bispezifische Konstrukte fusioniert und fiir diagnostische oder therapeutische Ansétze
eingesetzt werden [33, 104, 174]. Mit dem ,,dualen Targeting* kann zusitzlich eine Resistenz
gegen bestimmte Ak umgangen werden, wenn sich eine solche in Krebszellen ausgebildet hat,
was besonders bei einem therapeutischen Ansatz interessant ist [213]. Weiterhin zeigen
bivalente scFv-rekombinante IT eine ldngere Zirkulation im Blutkreislauf (ti2 = ~ 40 min) als
monovalente scFv-rekombinante IT [71]. Ebenso konnen bispezifische scFv-basierte IT gegen
zwei verschiedene Zielantigene den therapeutischen Effekt am Tumorgewebe erheblich
erhohen, denn doppel-positive Zellen werden préferentiell gebunden im Gegensatz zu einfach-
positiven [214, 215]. Ansétze im ,,dualen Targeting* existieren sowohl bei der diagnostischen

Bildgebung als auch auf Ebene der Therapie unterschiedlicher Krebserkrankungen [212, 213,
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215-217]. Beispielsweise befinden sich bispezifische IT fiir himatologische und solide Tumore

in der priklinischen Entwicklung [80, 214, 218, 219].

Das Ziel, ein hCFP zu generieren und funktionell zu charakterisieren, wurde mit GbR201K-
scFv1711 in ersten in vitro und ex vivo Studien erfolgreich dargestellt. In weiterfithrenden
Studien, sollten zum einen zusédtzliche Tumorentititen getestet werden und im Falle des RMS
sollten zum anderem auch ARMS und PRMS-Zelllinien in die Experimente aufgenommen
werden. Da humanen Enzymen im Vergleich zu bakteriellen Toxinen eine endogene
Translokationsdomine fehlt, ist dies ein Nachteil bei der Freisetzung aus dem Endosom ins
Zytosol. Um dies zu optimieren wurden Protein Transduktions-Domdnen z.B. die
Translokationsdoméne von ETA (PEAII) zwischen die zellbindende- und die humane
zytotoxische Doméne in IT der vierten Generation eingesetzt [40]. Zhang et al. verwendeten
die PEAII-Doméne in einem GrB-basierten hCFP und erreichten dadurch ein verbessertes
therapeutisches Potential gegen HER-2-positive Tumorzellen [197]. Bei der Verwendung einer
solchen Translokationsdoméne entstehen jedoch wieder potentielle immunogene Regionen
aufgrund des bakteriellen Ursprungs. Weiterhin wurde gezeigt, dass der Einsatz von
multifunktionalen spaltbaren Adaptern die zytosolische Freisetzung verbessert und dadurch
eine Erhohung der Toxizitit bewirkt wird. Jedoch wurden nach dem Einfiigen dieser Adapter
auch Instabilitidten in den hCFP beobachtet [220, 221]. Beide Ansétze konnten erprobt werden,
allerdings wurde bereits unter dem Einsatz von CQ eine Verbesserung der Zytotoxizitit von
GbR201K-scFv1711 dargestellt und CQ besitzt den Vorteil, dass es in einem in vivo Einsatz

unkompliziert zusétzlich appliziert werden kann.

Die neuen IT scFv2112-ETA' und scFv1711-ETA' zeigten eine Inhibierung der
Zellproliferation verschiedener Tumorentititen im pikomolaren Bereich und ebenfalls eine
signifikante Induktion der Apoptose. Weiterhin wurde neben der spezifischen in vitro auch eine
spezifische ex vivo Bindung nachgewiesen [121]. Trotz der sehr guten Eigenschaften der beiden
Konstrukte wurde keine in vivo Testung durchgefiihrt, da das Ziel die Entwicklung eines hCFP
war. In diesem Zusammenhang wird immer wieder diskutiert ob der Faktor der Immunogenitét
in einem Tiermodell, welcher bei ETA-basierten rekombinanten IT durchaus im Vordergrund
steht, auch auf den Menschen iibertragen werden kann, da die Immunantwort oft Spezies-
abhédngig ist [71, 222]. Dennoch existieren verschiedene Tiermodell-Studien um eine
Immunogenitit von ETA-basierten IT vorherzusagen. Beispielsweise zeigte Pardo ef al. eine

Tumorreduzierung in Mausen mit A431-subkutanen Tumoren unter Einsatz von 425(scFv)-
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ETA', mit weniger beobachteten Nebenwirkungen als fiir das im Vergleich eingesetzte
Doxorubicin [83]. Ebenfalls zeigte das bispezifische IT D2C7-(scdsFv)-PE3S8KDEL
signifikante Tumorreduktion in einem orthotopen Glioblastoma-Mausmodell [80]. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde aber darauf verzichtet, da ein Tiermodell mit dem hCFP zielfithrender
wire. Da das hier entwickelte hCFP GbR201K-scFv1711 sehr erfolgsversprechende Ergebnisse
zeigte, sollte im néchsten experimentellen Schritt das Konstrukt in vivo eingesetzt werden. Hier
steht sowohl die Serumverweildauer als auch eine MTD-Studie (maximum tolerated dose) im
Tiermodell an erster Stelle. Darauf aufbauend sollte dann beispielsweise mit einem RMS-

Tumormodell die Tumorzell-eliminierende Wirkung von GbR201K-scFv1711 getestet werden.
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VI. Anhang

V1.1 Vektorkarten und Sequenzen

VI1.1.1 Vektorkarten
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Abbildung VI-1: Vektorkarte von pMT-scFv-ETA'

In diesem Vektor liegt N-terminal der scFv vor und C-terminal die toxische Doméne ETA'. Vor dem scFv
liegen der T7-Promotor, die pelB-Leader-Sequenz, der His-Tag (10x) und eine Enterokinase-
Erkennungssequenz. Das Kanamycinresistenzgen und lacl, die Gensequenz fiir den Lac-Inhibitor, sind
ebenfalls dargestellt. Hier kann scFv2112 oder scFv1711 iiber Sfil/Notl-Verdau eingesetzt werden.
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Abbildung VI-2: Vektorkarte pMS-(E)GbR201K-scFv1711

Der scFv1711 liegt im Vektor C-terminal vor und die Effektordoméane (E)GbR201K N-terminal. Vor dem
GbR201K befinden sich die Enterokinase-Schnittstelle (ECS), der Igk-Leader und der CMV-Promotor. Im
offenen Leseraster sind die Transkriptionsrichtungen iiber Pfeile dargestellt. C-terminal befindet sich der
His-Tag (6x), die IVS/IRES das synthetische Intron und die interne ribosomale Eintrittsstelle zur
Uberpriifung der Transkription sowie EGFP. Das Zeocinresistenzgen wird fiir die Kultivierung in
eukaryotischen Zellen genutzt und das Ampicillinresistenzgen fiir die Klonierung.
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Abbildung VI-3: Vektorkarte pMS-scFv-SNAP

Beispielhafte Darstellung der Vektorkarte fiir ein pMS-scFv-SNAP-Konstrukt, hier kann scFv212 als auch
scFv1711 iiber Sfil/Notl-Verdau eingesetzt werden. Der Vektor besteht aus denselben Bestandteilen wie in
Abbildung VI-2 beschrieben, bis auf die Enterokinaseschnittstelle. Der scFv liegt in diesem Vektor N-
terminal vor und der SNAP-Tag C-terminal.
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VI.1.2 Sequenzen der scFv-Ak-Fragmente
Im Folgenden werden die Sequenzen der in dieser Arbeit genutzten neuen scFvs scFv2112 und

scFv1711 aufgefiihrt, inklusive der angefiigten Schnittstellen.
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Abbildung VI-4: Sequenz des scFv2112

Dargestellt ist die Sequenz des scFv2112 (Vy-Vi-Orientierung) inklusive der Schnittstellen Sfil und Norl

und dem (G4S);-Linker.
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Abbildung VI-5: Sequenz des scFv1711

Die Sequenz des scFv1711 (Vu-Vi-Orientierung) inklusive der Schnittstellen Sfil und Notl und dem (G4S)s-

Linker ist dargestellt.
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V1.2 Abkiurzungsverzeichnis

o
ADC
ADCC
AGT
Ak
AP
ARMS
AV
BG
CDC
Cu

CI

CcQ
DNA
DTT
ECS
EK
EDTA
EGF
EGFR
EGFP
ER
ERMS
ETA
ETA'
EtBr
FACS
Fc
FDA
FITC
Gb
GrB

anti

,Antibody-Drug conjugates‘
Antikorper-vermittelte zelluldre Zytotoxizitét
0(6)-Alkylguanin DNA Alkyltransferase
Antikorper

Alkalische Phosphatase

alveolares Rhabdomyosarkom
AnnexinV

06-Benzylguanin
,complement-dependent cytolysis/cytotoxicity*
Konstante schwere Kette
Konfidenzintervall

Chloroquin

Desoxyribonukleinsiure

Dithiothreitol

Enterokinase-Schnittstelle

Enterokinase

Ethylendiamintetraacetat

»epidermal growth factor*
EGF-Rezeptor

Griin fluoreszierendes Protein
Endoplasmatisches Retikulum
Embryonales Rhabdomyosarkom
Pseudomonas Exotoxin A

ETA (mit Deletion der Zellbindedoméne)
Ethidiumbromid

,fluorescent activated cell sorting*
,Fragment crystallizable*

,»food and drug association*

Fluorescein isothiocyanate

Granzym B in Fusionsproteinen

Granzym B
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hCFP
HER-2
His

IT

mAk
MFI
NBT/BCIP
n.d.

NIR
NK-Zellen
NTA
PARP
PCR

PE

PI

RMS
rpm

RT

scFv
SDS
SDS-PAGE
SPR
TEMED
TKI
TNBC
iN

Vu

VL

v/v

WB

w/v

XTT

humanes zytolytisches Fusionsprotein

“human epidermal growth factor receptor-2”
Histidin

Immuntoxin

monoklonaler Antikorper

mittlere Fluoreszenzintensitit

Nitro-Blau Tetrazolium Chlorid/5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphat
nicht definiert

nah-infrarot

natlirliche Killer-Zellen

Nitrilotriessigsdure

poly(ADP-Ribose) Polymerase
Polymerasekettenreaktion

Phycoerythrin

Propidiumiodid

Rhabdomyosarkom

Rotationen pro Minute

Raumtemperatur

,single-chain Fragment variable*
Natriumdodecylsulfat/”’sodium dodecyl sulfat”
SDS-—Polyacrylamid Gelelektrophorese
“Surface Plasmon Resonance”

Acrylamid-N, N’-Methylen-bis-acrylamid-tetramethylendiamin
Tyrosin-Kinase Inhibitoren

“triple negative breast cancer”

Uber Nacht

variable schwere Kette

variable leichte Kette

Volumenprozent /“volume to volume*
Western Blot

Gewichtsprozent/“weight to volume*
Tetrazoliumsalz (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-

Tetrazolium-5-Carboxanilide)
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