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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tumorantigene der CEACAM-Familie

1.1.1 Arten von Zelladhasionsmolekilen

Die Fahigkeit zur Ausbildung zusammenhangender Gewebestrukturen mit bestimmten
Funktionen verdanken die Zellen vielzelliger Lebewesen dem Oberflachenbesatz mit
verschiedenen Zelladhasionsmolekilen (CAMs, cell adhesion molecules). Bei diesen handelt
es sich um Proteinmolekile mit unterschiedlicher Struktur bzw. posttranslationaler
Modifikation, die entweder durch eine transmembrantése Doméane oder einen sogenannten
GPI (Glycosylphosphatidylinositol)-Anker mit der Membran verbunden sind (Butikofer et al.,
2001; Wedepohl et al., 2012). Die extrazellulare Doméne der Zelladh&dsionsmolekiile
vermittelt dabei je nach Art und Beschaffenheit Kontakte zu den Oberflachen anderer Zellen
oder zu Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM). Bei Vorhandensein einer
zytoplasmatischen Domaéne, die in der Regel mit assoziierten Proteinen bzw. dem
Zytoskelett in Verbindung steht, besteht zudem die Mdglichkeit, dass Ereignisse an den
Zelloberflachenmolekilen ausserhalb der Zelle (z.B. Ligandenbindung, Modifikation,
Degradation) Einfluss auf die inneren Ablaufe bzw. das Verhalten der betreffenden Zelle
nehmen hinsichtlich deren Morphologie, Motilitat, Proliferation bzw. Uberleben (Aplin et al.,
1998).

Mucin-like
CAMs

Cadherin
(E-cadherin)

(

\

Ig-superfamily CAMs
(N-CAM)

Integrin
(o3 B4)

\

|

Carbohydrate

Ca?*-binding
sites
Abb. 1.1:

Schematische Darstellung der
vier wesentlichen Gruppen von

Lectin domain {
Ig domains
Type lll Fibronectin
fibronectin
repeats
g Selectins
(P-selectin)

| |
I

Homophilic interactions Heterophilic interactions

Zelladhasionsmolekilen, die in
vielzelligen Organismen Zell-
Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte
vermitteln (Abb. aus Lodish et
al., 2000).

Wie in Abb.1.1 gezeigt ist, unterscheidet man vier wesentliche Homologie-Gruppen von
verschiedenen  Zelladhasionsmolekilen: Cadherine, Zelladhasionsmolekile  der
Immunglobulin-Superfamilie, Selektine und Integrine.



1 Einleitung

Die Cadherine sind transmembrandse Glykoproteine mit in der Regel funf Untereinheiten in
der extrazellularen Doméne, deren Adhasionsfahigkeit in wesentlichem Mal3e von
gebundenen Ca*-lonen abh&ngt. Man unterscheidet dabei weiter die Untergruppen der E-
Cadherine (epithelial), N-Cadherine (neuronal), P-Cadherine (plazental) und VE-Cadherine
(vaskular-endothelial). Die Funktionen von Cadherinen liegen neben der Vermittlung und
Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten in der Erhaltung der Zellpolaritat, der
Signaltransduktion und der Morphogenese wéahrend der Embryonalentwicklung. Die
Signaltransduktion fur Cadherine wird auf intrazellularer Ebene durch die sogenannten
Catenine vermittelt, die auch als Transkriptionsfaktoren auftreten kénnen (Takeichi, 1988;
Nollet et al., 2000; Gumbiner, 2005).

Die Familie der Selektine (oder CD62) besteht aus einzelkettigen, transmembranfsen
Glykoproteinen, die wie C-Typ Lektine eine N-terminale CRD (carbohydrate recognition
domain) besitzen, welche in Abhangigkeit von Calcium-lonen verschiedene Glykostrukturen
bindet. Man unterscheidet E-Selektine (endothelial), L-Selektine (leukozytar) und P-Selektine
(von platelets, thrombozytar und endothelial). Selektine sind involviert in das Andocken von
Lymphozyten an Zielstrukturen wie Mucine bzw. die Bewegung von Leukozyten auf den
Innenwanden von GefaRen (leukocyte rolling) sowie in die Vermittlung von akuten und
chronischen Entziindungsprozessen (Cotran, 1999; Ley, 2003; Nimrichter et al., 2008).

Die Integrine sind Transmembranproteine, die auf allen tierischen Zellen aulRer Erythrozyten
vorkommen. Sie treten stets als Heterodimere in der Kombination von je einer von
verschiedenen a- und B-Untereinheiten auf. Je nach Kombination binden die Integrine
extrazellular u.a. Fibrinogen, Fibronectin, Laminin sowie Kollagene und vermitteln damit
einen bedeutenden Teil der Zell-Matrix-Kontakte. Uber Rekrutierung von Talin, Paxillin und
FAK (focal adhesion kinase) sowie weiterer Effektoren an der intrazellularen Doméane von
B1-Integrinen lasst sich fur die Zelle eine nach innen wie aufl3en gerichtete Signaltransduktion
beobachten (Humphries, 2000; Hynes, 2002).

Die Immunglobulin-Superfamilie stellt eine grof3e Gruppe von Zelloberflachen- sowie
I6slichen Proteinen dar, die im Wesentlichen in Erkennung und Bindung von Zielstrukturen
sowie in Zelladhasionen involviert sind. Charakteristisch fir diese Gruppe sind die
gemeinsamen Strukturmotive von Immunglobulinen, aus denen sich die Mitglieder
zusammensetzen. Diese sogenannten Ig-like Domanen bestehen aus mehreren Varianten
von zwei antiparallelen B-Faltblattstrukturen, die durch hydrophobe Interaktionen und
Disulfidbriicken stabilisiert werden (Barclay, 2003). Die Gruppe der Ig-like Doméanen lasst
sich weiter in IgV (variable), IgC1 und 2 (constant) sowie Igl (intermediate) unterteilen
(Harpaz und Chothia, 1994). Auch die CEACAM-Familie (carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecules), die wesentlicher Gegenstand dieser Arbeit ist, gehort zu den
Mitgliedern der Ig-Superfamilie.
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1.1.2 Die CEACAM-Familie der Zelladhasionsmolekiile

Die CEACAM-Familie der Zelladh&sionsmolekule leitet sich von CEA (carcinoembryonic
antigen; auch CD66e oder CEACAMS) ab, welches als erster Vertreter dieser Gruppe
entdeckt und als Tumorantigen in kolorektalen Karzinomen beschrieben wurde (Gold und
Freedman, 1965*). Der Name leitet sich von der Annahme ab, dass es sich um ein Antigen
aus dem Zusammenhang der Embryogenese handelt, welches in gesunden adulten
Organismen nicht mehr exprimiert wird bzw. nur im Rahmen maligner neoplastischer
Erkrankungen wieder auftritt.

Inzwischen ist jedoch bekannt, dass sowohl CEA als auch nachfolgend entdeckte Mitglieder
der CEACAM-Familie auch in gesunden adulten Geweben verschiedener Natur vorkommen
und dort unterschiedliche physiologische Funktionen ausiiben (Obrink, 1997). 1999 kam es
zu einer Neuordnung der Nomenklatur fir die bis dahin entdeckten CEACAM-Varianten, aus
der die Verwendung der einheitlichen Bezeichnung ,CEACAM" mit einer entsprechenden
Nummerierung hervorging (Beauchemin et al., 1999). Parallel existiert eine sich auf
Zelloberflachenproteine beziehende CD-Nomenklatur flr einige CEACAM-Mitglieder (cluster
of differentiation), nach der sie der CD66-Gruppe zugeordnet werden.

Die Genfamilie der CEACAM-Mitglieder wird entsprechend ihrer Nukleotid-Sequenzen in drei
Subgruppen mit insgesamt 29 bekannten Genen eingeteilt; zwei der Subgruppen befinden
sich in der Region q13.2 von Chromosom 19 (Hammarstrom, 1999).

Abb. 1.2:
Schematische Darstellung von
einigen membranstandigen

Mitgliedern der CEACAM-Familie
einschlieBlich der Benennung
nach verschiedenen
Nomenklaturen (Abb. mod. nach
Hammarstrém, 1999);

CEA = Carcinoembryonic Antigen
NCA = Non-specific cross reacting

Antigen
BGP = Biliary Glycoprotein
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1 Einleitung

Wahrend CEACAM5 und CEACAM6 (CEA, NCA) Uber einen GPI-Anker mit der
Zellmembran verbunden sind, besitzen die CEACAMLl-Isoformen (BGP) eine
transmembrandse sowie eine daran anschlieRende zytoplasmatische Doméane auf der
Zellinnenseite. Diese kann fir verschiedene Isoformen entweder in einer langen oder kurzen
Form vorliegen. Insgesamt sind fir CEACAM1 11 unterschiedlich gesplei3te Isoformen
bekannt, die Giber verschieden lange zytoplasmatische Doméanen sowie eine unterschiedliche
Anzahl an extrazellularen Domé&nen verfiigen (Gray-Owen und Blumberg, 2006). Zusatzlich
zu diesen Variationen kdnnen Gewebe-spezifische Glykosylierungsunterschiede auftreten,
selbst bei sonst gleichen Isoformen (Kannicht et al., 1999; Lucka et al., 2004).

Die Expression von CEACAM-Mitgliedern erfolgt tUberwiegend in epithelialen Geweben,
dariber hinaus jedoch auch auf Endothel- und Blutzellen und fir einzelne Isoformen in
zahlreichen weiteren Geweben (Obrink, 1997; Hammarstrom, 1999; Singer et al., 2002;
Singer und Lucka, 2005). Fiur einige CEACAM-Vertreter sind homologe Molekile in der
Maus, Ratte sowie in anderen Primaten bekannt (Zhou et al., 2001; Singer et al., 2002).
Neben den fir CEACAMs bekannten homophilen Interaktionen in trans zur Vermittlung von
Zell-Zell-Kontakten treten mit vermeintlich regulatorischer Funktion auch cis-Interaktionen
zwischen CEACAM-Molekilen auf der Oberflache ein und derselben Zelle auf ((")brink,
1997).

CEACAM1

CEACAM1 (BGP, CD66a) stellt die wohl phylogenetisch &lteste CEACAM-Variante dar;
diese Theorie basiert auf Sequenzanalysen sowie der Tatsache, dass nur CEACAM1 aul3er
beim Menschen auch bei Ratte und Maus vorliegt ((")brink, 1997; Zebhauser et al., 2005).
Insofern wird angenommen, dass die anderen CEACAM-Vertreter vermutlich durch
Gendiversifikation aus CEACAML1 hervorgegangen sind. Im Gegensatz zum Menschen sind
bei der Maus zwei Allele fur CEACAM1 bekannt, die als Ceacamla und Ceacamlb
bezeichnet werden (Nakajima et al., 2002). CEACAM1 verzeichnet eine ausgedehnte
Expression in verschiedenen humanen Geweben, darunter Epithelien des Magens,
Dinndarms, Pankreas, Osophagus und Cervix sowie der Leber, Gallenblase, Harnblase,
Prostata und Nieren als auch auf einigen Endothelien (Prall et al., 1996; Obrink, 1997;
Hammarstrom, 1999). Innerhalb des h&matopoetischen Systems ist CEACAM1 auf der
Oberflache von Monozyten, Granulozyten als auch auf T- und B-Lymphozyten (Kammerer et
al., 1998; Singer et al., 2002) sowie dendritischen Zellen zu finden (Kammerer et al., 2001).
Zudem zeigen Trophoblasten der Plazenta einen Besatz mit CEACAM1 (Bamberger et al.,
2000).

Wie auch bei Nagern existieren beim Menschen fir CEACAM1 zwei wesentliche mRNA-
SpleiRformen, die sich in der Lange der zytoplasmatischen Domane unterscheiden und
entsprechend die CEACAM1-4L und 1-4S Isoformen hervorbringen, welche in den meisten
Geweben co-exprimiert werden (Obrink, 1997). Lediglich auf Granulozyten sowie
Lymphozyten scheint ausschliel3lich die CEACAM1-4L Isoform exprimiert zu werden (Singer
et al., 2002). Obwohl die Molekiilmasse des Proteins theoretisch bei ca. 55 kDa liegt, zeigt
CEACAML1 in der Gelelektrophorese aufgrund der mitunter massiven Glykosylierungen meist
Laufweiten, die deutlich héheren Molekilmassen zwischen 110-160 kDa entsprechen.
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Fur CEACAM1 wurden in der Vergangenheit zahlreiche Funktionen unterschiedlichster Art in
Studien aufgedeckt und beschrieben. Zum einen vermittelt CEACAM1, wie die anderen
CEACAM-Mitglieder, Zelladhasionsfunktionen durch homophile Interaktionen, die durch cis-
Dimerisierung, Phosphorylierung und die zytoplasmatische Bindung von Calmodulin reguliert
werden (Edlund et al., 1996; Hunter et al., 1996). Uber die intrazellulare Domé&ne sind
CEACAM1-Isoformen zudem an Signaltransduktionsvorgangen beteiligt, welche u.a.
Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zelle regulieren. CEACAM1 cis-Dimere
kénnen wie erwahnt zytoplasmatisch von Calmodulin gebunden werden als auch mit u.a.
Aktin, Tropomyosin, Tallin und Paxillin interagieren (lzzi et al., 1999; Ebrahimnejad et al.,
2000; Schumann et al., 2001; Obrink et al., 2002; Singer et al., 2005). Konservierte Ser/Thr-
Reste der zytoplasmatischen Domane werden in verschiedenen Zelltypen durch
Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert wie auch Tyrosinreste durch die Kinasedoméane des
Insulinrezeptors, durch EGFR und die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen Src, Hck und Lyn
(Brimmer et al., 1995; Abou-Rjaily et al., 2004; Chen und Shively, 2004). Die Tyrosinreste
sind dabei Bestandteil zweier ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), deren
Phosphorylierung wiederum Tyrosinkinasen sowie -phosphatasen wie SHP-1 und SHP-2
aktiviert (Hauck et al., 1999; Chen et al, 2001). Neben komplexen Funktionen
immunmodulatorischer Natur tritt CEACAM1 auch als Pathogen-Rezeptor fir z.B.
Neisserien, Salmonellen, H. influenzae als auch E.Coli auf (Leusch et al., 1991; Virji et al.,
1996; Virji et al., 2000; Greicius et al., 2003; Berger et al., 2004).

Eine wichtige Funktion von CEACAML ist die Involvierung in Prozesse zur Neuausbildung
von Blutgefdl3en aus bereits bestehender Vaskularisierung (Angiogenese) in Hinblick auf
seine Beteiligung als Zelladhdsionsmolekill sowie als Regulator der erforderlichen
Signaltransduktion; dabei zeigt CEACAML1 eine positive, d.h. verstarkende, gegenseitige
Wirkung mit angiogenen Faktoren wie etwa VEGF, Angiopoietin und Angiogenin (Wagener
und Ergiin, 2000; Horst und Wagener, 2004; Kilic et al., 2005; Horst, 2006).

CEACAMS5 und CEACAMG6

CEACAM5 (CEA) stellt das erste beschriebene Mitglied und den Namensgeber der
CEACAM-Familie dar. CEACAMG6 (NCA) wurde erstmals als Interaktionspartner von CEA mit
ahnlichen Eigenschaften beschrieben, der weder Gewebe- noch Tumor-spezifisch zu sein
schien (nonspecific cross-reacting antigen; von Kleist et al., 1972). CEA und NCA sind
Zelladhasionsmolekile mit starker Sequenzhomologie, die sich jedoch in der Anzahl ihrer
extrazellularen Doméanen unterscheiden. NCA besteht aus einer N-terminalen IgV-Domane
sowie einer IgCl1 (Al)- und IgC2 (Bl)-Domane, welche mit CEACAMS5 weitgehend
Ubereinstimmen, gefolgt von einem GPI-Anker zur Verankerung auf der Zellmembran. CEA
weist dagegen noch zwei weitere Paare von IgC-Doménen (A2/B2 und A3/B3) vor dem GPI-
Anker auf und besitzt somit insgesamt 7 extrazellulare Domé&nen, was es zum groldten unter
den CEACAM-Mitgliedern macht. Der GPI-Anker bindet die Adh&sionsmolekile an
Mikrodoméanen, sogenannte lipid rafts, auf der apikalen Zellmembran polarisierter Zellen
(Kammerer et al., 2004; Kolla et al., 2009).

Die Expression von CEA ist weitgehend begrenzt auf das Kolonepithel, die Zellen der

Magenschleimhaute, Plattenepithelzellen des Osophagus und der Cervix, auf
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Prostataepithel, sekretorisches Epithel sowie Duktuszellen der Schweil3drisen
(Hammarstrom, 1999). Transgene Mause mit humanem CEA unter einem humanen
Promoter zeigen interessanterweise das gleiche Expressionsmuster wie beim Menschen,
obwohl Rodentia selbst kein CEA-Homolog besitzen (Eades-Perner et al., 1994). Fir NCA
wird ein breiteres Expressionsschema, ahnlich wie fir CEACAM1 angenommen. Definitiv
nachgewiesen wurde eine zusatzliche Expression in Lunge, Testis sowie auf Monozyten und
Granulozyten. CEA ist als stark verzuckertes Glykoprotein (bis zu 50% Zuckeranteil an der
Gesamtmolekilmasse) an der Ausbildung der apikalen Glykokalyx auf ausdifferenzierten
Enterozyten beteiligt (Hammarstrém, 1999; Scholzel, et al., 2000; Kolla et al., 2009; Kurio et
al., 2012).

Fur NCA und CEA wurde nachgewiesen, dass sie eine Reihe von Gram-negativen Bakterien
binden kénnen und zumindest im Fall von NCA an Internalisierung/Phagozytose beteiligt
sind (Bos et al., 1997; Billker et al., 2002). Bereits seit langerem wird fir CEA und NCA
diskutiert, dass sie moglicherweise Uber Erkennungsstrukturen fir PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns), sogenannte PRRs (pattern recognition receptors), verfligen
und eine Rolle in der angeborenen Immunabwehr spielen konnten (Hammarstrém und
Baranov, 2001; Virji, 2001).

1.1.3 Die Rolle von CEACAM-Mitgliedern in malignen  Tumorerkrankungen

Fur alle der drei oben ndher beschriebenen Mitglieder der CEACAM-Familie gilt eine
Expression auf den Zellen humaner maligner Tumore verschiedener Gewebe als
sichergestellt, meist in Zusammenhang mit einer einhergehenden Dysregulierung des
Expressionsmusters, jedoch ohne das Auftreten von strukturellen Mutationen, wie es
beispielsweise fiir Onkogene bekannt ist. So tritt bei Kolonkarzinomen eine Uberexpression
von CEA und NCA auf, wahrend fur CEACAM1 in der Regel eine Verminderung der
Expression im Vergleich zu Normalgewebe zu beobachten ist (Neumaier et al., 1993; Nollau
et al., 1997). In Zusammenhang mit der Uberexpression von CEA und NCA in kolorektalen
Karzinomen konnte eine erhéhte Proliferation von Kolonozyten bei gleichzeitigem Riickgang
des Differenzierungsgrades sowie der Anoikis-/Apoptoserate gezeigt werden, was einen
kausalen Zusammenhang zwischen der Anderung von CEACAM-Expressionsmustern und
der Tumorprogression vermuten lasst (Chan et al., 2007).

Auch fUr andere von Lunge, Endometrium, Prostata, Pankreas und Brustdrisen abgeleitete
Tumore sowie fir Leukamien konnten bei maligner Transformation Anderungen des
Expressionsmusters fir CEACAM-Mitglieder bzw. Zusammenhange mit der Tumor-
progression hachgewiesen werden (Laack, 2002; Blumenthal et al., 2007; Lasa et al., 2008).
Fur NCA konnte beim Kolonkarzinom eine vorwiegende Expression auf Zellen mit geringem
Differenzierungsgrad festgestellt werden; eine siRNA-induzierte Unterdriickung der
Expression von NCA lieferte hierbei eine drastische Reduzierung des Tumorwachstums in
vitro als auch in vivo (Gemei et al., 2013). Fir Kopf-Hals-Karzinome konnte zudem erhdhtes
Tumorwachstum durch verringerte Apoptose in Zusammenhang mit der Expression von NCA
nachgewiesen werden (Cameron et al, 2012). CEA und NCA stehen somit in
Zusammenhang mit einer erhéhten Tumorprogression.
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Die Rolle von CEACAM1 bei der Entstehung maligner Tumore dagegen erscheint deutlich
vielschichtiger: Einerseits wird CEACAML1 in Bezug auf den Riickgang seiner Expression bei
gleichzeitiger Verminderung der Apoptoserate und damit erhéhtem Tumorwachstum
insbesondere bei Kolonkarzinomen als mdgliches Tumorsuppressorgen diskutiert (Kunath et
al., 1995; Leung et al., 2006). Zudem konnte eine Regulation des CEACAM1-Gens durch die
bekannten Tumorsuppressorproteine p53 und ATM nachgewiesen werden, welche als
essentiell fir die Induktion der Seneszenz einer Zelle als Reaktion auf Schaden in der DNA
angesehen wird (Sappino et al., 2012). In Mammakarzinomzellen wurde beobachtet, dass
speziell die CEACAM1-4S Isoform sowohl an der Vermittlung von Apoptose beteiligt ist, als
auch bei Re-Expression eine Rickwandlung der maligne transformierten Zellen zu einem
hinsichtlich der Morphologie mit Normalgewebe vergleichbaren Phanotyp bewirkt (Kirshner
et al., 2003).

Studien zu anderen Tumorentitaten bzw. zu anderen Merkmalen der Tumorprogression
zeichnen dagegen ein Tumor-forderndes Bild fir CEACAM1 auf. In malignen Melanomen
z.B. konnte gegeniiber gesunder Epidermis eine verstarkte CEACAM1-Expression ermittelt
werden, die unmittelbar mit einem erhdhten Metastasierungspotential korellierte, insofern
dass CEACAM1 malf3geblich an der invasiven Front disseminierender Tumorzellen gefunden
wurde (Thies et al., 2002; Ebrahimnejad et al., 2004). Ahnliche Befunde konnten auch fur
Schilddrisenkarzinome erhalten werden, in denen CEACAM1-Expression erst in Einklang zu
fortgeschrittener Neoplasie und beginnender Invasivitdit von Tumorzellen gegentber
Normalgewebe beobachtet werden konnte (Liu et al., 2007). Von besonderer Bedeutung fur
die invasivitatsfordernde Komponente von CEACAM1 scheint eine spezielle cis-
Wechselwirkung mit Integrinen vom Typ a,8; zu sein, die vermutlich zu Interaktionen mit der
ECM fuhrt, welche die Invasivitdt begunstigen (Briimmer et al., 2001). Vor allem auch die
pro-angiogenen Eigenschaften von CEACAM1 schreiben diesem Molekil eine Tumor-
fordernde Funktion zu: Da Tumore in der Regel eine schnell proliferierende Zellpopulation
darstellen, bendtigt die neu entstandene Zellmasse ab einer gewissen GroRRe zusatzliche
Anbindungen an das Blutgefal3system, um die Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen
versorgen zu kdnnen. Die fehlende Versorgung fihrt besonders im Kern des Tumors zu
massivem Zelluntergang (Nekrose). Mit zunehmender Hypoxie treten komplexe
Wechselwirkungen zwischen den Tumorzellen und seiner Umgebung, dem sogenannten
Tumorstroma auf, bei denen u.a. pro-angiogene Mediatoren freigesetzt werden, welche zu
einer aberranten Neoangiogenese fuhren. Die neu aus bestehender Vaskularisierung
gebildeten Mikrogefalie wandern in den Tumor ein, was neben der benétigten Versorgung
der neugebildeten Zellen auch die angiogene Metastasierung beginstigt (Weinberg, 2007).
Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass CEACAML1 eine pro-angiogene Wirkung
auf das unmittelbare Umfeld eines Tumors zeigt und die Reifung neugebildeter Tumor-
MikrogefalRe unterstitzt, wahrend diese Effekte in CEACAMI1-defizienten M&ausen nicht
beobachtet wurden (Gerstel et al., 2011). Die beschriebene Wechselwirkung von CEACAM1
mit o,Bz-Integrinen unterstiitzt die Hypothese einer Beteiligung an der Neubildung von
TumorgefalRen, da auch a,Bs-Integrin eine regulatorische Funktion in der Neoangiogenese
zugewiesen wird (Brooks et al., 1994; Rehn et al., 2001).
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Durch die Anwesenheit bzw. die Beteiligung an verschiedenen Prozessen der
Tumorprogression finden die besagten CEACAM-Mitglieder bereits seit Jahrzehnten
klinische Anwendung als diagnostische/prognostische Marker fir verschiedene
Tumorerkrankungen aufgrund ihrer ausschlie3lichen oder erhdhten Expression. CEACAM-
Konzentrationen in Faeces, Serum und Biopsieproben werden durch Immunodetektion sowie
in jungerer Zeit auch uber mRNA-Level z.B. fur die Diagnose/Prognose bzw.
Verlaufskontrolle der Behandlung von Kolon- und Pankreaskarzinomen sowie fir
Krebserkrankungen von Magen, Brustdrisen und Lunge bestimmt (Hammarstrom, 1999;
Ohlsson et al., 2006; Simeone et al., 2007; Fiori et al., 2012; Haas et al., 2013; Hermunen et
al., 2013; Huh et al., 2013; Kim et al., 2013; Okamura et al., 2013). Mindestens ebenso lange
werden Strategien entwickelt und getestet, bei denen spezifische CEACAM-Antigene als
Zielstrukturen fur therapeutische Zwecke dienen sollen (Hammarstrém, 1999; Strickland et
al., 2009; Sapoznik et al., 2012). Mit der zunehmenden Aufklarung der Funktionen von
CEACAMs in der malignen Tumorentwicklung in Einklang mit neuen technischen und
methodischen Kenntnissen findet dieses klinische Feld zunehmend breitere und tiefere
Anwendung.

1.2 Antikérper als Teil des Immunsystems und rekom binante
Antikorper-Fragmente

1.2.1 Grundlegende Merkmale des Immunsystems vonV  ertebraten

Das Immunsystem der hoheren Wirbeltiere bzw. Kieferméauler (Gnathostomata) als
komplexes System zur Abwehr pathogener Mikroorganismen und Viren setzt sich zusammen
aus den evolutionar divergenten Teilen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems.
Zum angeborenen Immunsystem zahlen verschiedene phagozytotische Zelltypen,
Proteinmolekile sowie mechanische Barrieren, die eine weitgehend unspezifische
Immunabwehr ausiben. Das adaptive Immunsystem erganzt diese Komponenten mit
weiteren Zellen, die auf Kontakt mit Antigenen und Stimulation spezifische
AbwehrmalBhahmen gegen unterschiedliche Pathogene entwickeln und speichern kénnen.
Beide Formen sind in mitunter eng verknipfter Weise in der Lage, auf das Eindringen von
Erregern hin eine Immunantwort zum Schutz des vielzelligen Organismus auszulGsen
(Janeway, 2002).

Auf der Ebene der erfolgenden Abwehrmafinahmen unterscheidet man die zellulare und die
humorale Immunantwort. Die zellulare Immunantwort wird vermittelt durch verschiedene
phagozytotische und Antigen-préasentierende Zellen des angeborenen Immunsystems. Diese
sind in der Lage, Erreger direkt duch Phagozytose zu eliminieren (Janeway und Medzhitov,
2002). Aus dem adaptiven Immunsystem wirken aul3erdem die T-Lymphozyten an der
zellularen Immunantwort mit, die aus Vorlauferzellen im Thymus reifen. CD4" T-Helfer-
Lymphozyten vom Typ 1 und 2 vermitteln eine breite immunstimulatorische Wirkung durch
zahlreiche Zytokine, wahrend CD8" zytotoxische T-Lymphozyten oder CTL fremdartige und
infizierte korpereigene Zellen eliminieren. (Zinkernagel und Doherty, 1974; Zhu und Paul,
2008).
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Die humorale Immunantwort bezieht sich auf das flissige Milieu des vielzelligen Kdorpers,
dass sich aus Blut und Lymphe zusammensetzt (lat. [hJumor = Fllssigkeit, Feuchtigkeit). Der
effektive Teil dieser Immunantwort beruht nicht auf Zellen, sondern auf Plasmaproteinen, die
in der Lage sind, Pathogene wie Viren und Bakterien im Extrazellularraum zu erkennen und
zu neutralisieren. Zu den Komponenten der humoralen Immunantwort z&hlen die
Komplement-Faktoren (angeborene Immunitét), die Antikdrper sowie einige Interleukine aus
der Gruppe der Zytokine von immunologischen Botenstoffen (adaptive Immunantwort). Die
Urheber der Antikérper sind dabei die B-Lymphozyten, die nach Antigen-Erkennung durch
bestimmte Oberflachenrezeptoren in Antikorper-produzierende Plasmazellen und in B-
Gedachtniszellen differenzieren (Janeway, 2002).

1.2.2 Die Rolle der Antikorper in der humoralen Im  munantwort

Antikérper oder Immunglobuline sind sekretorische Plasmaproteine, die immunologische
Funktionen vermitteln und den Namensgeber der Immunglobulin-Superfamilie von Proteinen
darstellen. Sie selbst gehdren zur Obergruppe der Globuline, die etwa 40% der Proteine des
Blutplasmas ausmachen. Innerhalb der Globuline stellen die Antikérper die sogenannten y-
Globuline dar mit einen Anteil von etwa 16% an der Summe aller Plasmaproteine (Loffler et
al., 2007), wovon der IgG-Subtyp wiederum den gré3ten Anteil der Antikbrpergesamtmenge
mit etwa 70% ausmacht (Busch, 2004).

Die Ausbildung und Sezernierung spezifischer Antikorper setzt eine Aktivierung der B-
Lymphozyten in zwei Schritten voraus. Hierbei werden zuerst eingedrungene Fremdkdrper-
Antigene &hnlich wie bei phagozytierenden Zellen Uber den Antigen-Rezeptor des B-
Lymphozyten (B-Zell-Rezeptor oder BCR) erkannt und gebunden. Nach Internalisierung und
Degradation werden Fragmente Uber die MHC-Klasse-lI-Komplexe auf der B-Zell-Oberflache
prasentiert (Malhotra et al., 2009). In einem zweiten Schritt der B-Zell-Aktivierung erfolgt die
spezifische Wechselwirkung des T-Zell-Rezeptors (TCR) eines CD4" Ty2-Lymphozyten mit
dem Antigen-prasentierenden MHC-Klasse-II-Komplex der B-Zelle. Nach Ausbildung einer
zusatzlichen Interaktion Uber CD40 (B-Zelle) und CD40L (Ty2-Zelle) produziert die T-Helfer-
Zelle zuerst Interleukin vom Typ IL-4, welches als immunstimulatorisches Zytokin den B-
Lymphozyt zur klonalen Expansion bewegt. Weitere Stimulation der B-Zelle mit IL-5 und IL-6
bringt aus ihr eine aktivierte B-Zelle oder Plasmablast hervor, die sich im Weiteren auf die
Produktion von Antikorpern fokussiert. T-Zell-aktivierte B-Lymphozyten wandern in die
Lymphfollikel ein, wo sie sogenannte Keimzentren bilden. In diesem Stadium durchlaufen die
B-Zellen eine Affinitatsreifung, die mit einem Isotypwechsel der produzierten Antikorper
einhergeht. Dabei erfolgt eine somatische Hypermutation, bei der unter Beteiligung der
activation-induced Cytidin-Deaminase (AICD) mit einer um Faktor 10° erhohten
Mutationsrate die Antigen-Bindungsstellen ungerichtet variiert werden, wobei letztendlich die
optimal affinen Spezies selektiert werden und erhalten bleiben (s. Abb. 1.3B). Am Ende
dieses Prozesses differenzieren selektierte B-Lymphozyten entweder zu Plasmazellen aus,
die massiv Immunglobuline vom Typ IgG produzieren, oder werden zu B-Gedachtniszellen,
die in Milz und Knochenmark einwandern und dort mit der Information flr passend gereifte
Antikdrpermolekile Uberdauern (Janeway, 2002; Teng und Papavasiliou, 2007).
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Abb. 1.3:

A: Verschiedene Isoformen von konventionellen Immunglobulinen des Immunsystems hoéherer Vertebraten (ab
den Gnathostomata), die wahrend des Klassen- oder Isotyp-Wechsels von B-Lymphozyten gebildet werden und
unterschiedliche Funktionen ausiiben: IgG — Spat ausgereifte Ig-Form, aktiviert u.a. Komplement-System, Fc-Teil
vermittelt Phagozytose; IgA — Homo-dimerisierte Form durch joining-Peptid, Pathogen-Abwehr auf
Schleimhéuten; IgM — pentamere Form durch joining-Peptid, Ausbildung bei erstem Antigen-Kontakt (friihe
Infektionsphase). Aktiviert Komplementsystem und bewirkt Agglutination; IgD — kaum sezernierte Form,
membranstandige Expression mit IgM als B-Zell-Rezeptor (BCR); IgE — Durch Fc-Rezeptor auf Mastzellen
gebunden, vermittelt Schutz vor Parasiten. Antigen-Kontakt bewirkt Quervernetzung mit nachfolgender
Degranulation von Mastzellen und Granulozyten (Ausschittung von Histaminen, Granzymen); an Allergien
beteiligt.

B: Diagramm-Schaubild zur ungerichteten Hypermutation. Der Plot zeigt die relative Sequenzvariabilitat in
Abhangigkeit der Position bestimmter AS-Reste Uber die Sequenzabfolge der schweren Immunglobulin-Ketten in
B-Zellen wahrend der Affinitatsreifung. Die in Rot dargestellten Positionen zeigen eine auRergewdhnlich hohe
Variabilitat in Relation zur Gesamtsequenz: Diese hypervariablen Regionen beziehen sich auf drei Schleifen in
der Doméanenstruktur der Immunglobuline, die an der Ausbildung der Antigen-bindenden CDRs beteiligt sind
(beide Abb. mod. nach Berg, Stryer et al., 2002).

1.2.3 Aufbau und Wirkungsweise konventioneller IgG-  Antikérper

Antikorper der 1gG-Klasse sind das effektorische Endprodukt einer B-Zell-vermittelten
humoralen Immunantwort. lhre Funktion besteht in der nicht-kovalenten, jedoch hoch-affinen
Bindung molekularer Strukturen, welche von anderen Elementen des Immunsystems zuvor
pathogenen Fremdkorpern zugeordnet wurden. Durch die starke, spezifische Bindung
solcher Substanzen ermdglichen IgG-Antikorper verschiedene Wege der Neutralisation bzw.
Beseitigung von in den Organismus eingedrungenen Noxen, wie in Abb. 1.4 als Ubersicht
zusammengefasst ist.
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Abb. 1.4:

Schematische  Ubersicht der von
Antikdrpern (hier: 1gG) vermittelten
Méoglichkeiten zur Neutralisierung bzw.
Bekampfung eingedrungener
Pathogene im Rahmen der humoralen
Immunantwort; dazu zahlen die
Bindung mit direkter antimikrobieller
Wirkung, die Antikdrper-vermittelte
Zelltoxizitat, Neutralisierung von z.B.
Viren oder Toxinen, Komplement-
aktivierung, Osponierung
(Verhinderung pathogener  Aktivitat
durch Fixierung bzw. Blockierung der
Oberflache), Modulation anderer
: complement Komponenten des Immunsystems,
‘ Auslésen von ROS-Freisetzung
, r/ \(/ (reactive  oxygen  species) und
s and toxin Schutz/Entlastung von Geweben bei
neutralization Entziindungsreaktionen.  (Abb. aus

Casadevall et al., 2004).
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Das IgG-Molekul ist im Prinzip ein Heterotetramer aus zwei identischen schweren
Peptidketten sowie zwei identischen leichten Ketten, wobei die schweren Ketten in der
sogenannten Scharnier-Region (engl.: hinge region) miteinander sowie jede schwere Kette
mit einer der leichten Ketten Uber Disulfidbriicken kovalent verbunden sind. Die Substruktur
der Ketten setzt sich aus verschiedenen Immunglobulin-Domé&nen zusammen, die sich in
Anzahl und Beschaffenheit unterscheiden. Am N-Terminus der leichten und schweren Ketten
befindet sich jeweils eine IgV- oder variable Domane (V. bzw. V). Diese variablen Doméanen
beherbergen die Bereiche, welche einer Hypermutation unterliegen; diese werden auch als
hypervariable Regionen oder CDRs (complementarity determining regions) bezeichnet und
beinhalten die Antigen-Bindungsstellen bzw. vermitteln die Spezifitat fir ein bestimmtes
Antigen. Die auf dem Antigen tatsdchlich gebundenen Bereiche werden auch Epitop
genannt, die AS-Reste des Antikdrpermolekuls, welche das Epitop binden, heil3en in
Analogie dazu Paratop. Wahrend die leichten Ketten neben der variablen Domé&ne nur eine
IgC- oder konstante Domé&ne besitzen (C,), verfigen die schweren Ketten eines IgG-
Antikorpers tUber insgesamt drei konstante Domanen (Cy1-3).

Wie in Abb. 1.5 dargestellt ist, entspricht das IgG-Molekil in der dreidimensionalen
Auspragung vereinfacht einer Y-Form, die sich in zwei wesentliche funktionale Bereiche
unterteilt: Die variablen Domanen zusammen mit der ersten konstanten Doméne aller vier
Ketten entspricht dem sogenannten Fab-Teil (engl.: F = fragment; ab = antigen binding) mit
zwei Antigen-Bindungsstellen, die restlichen konstanten Domdanen der schweren Ketten
werden als Fc-Teil bezeichnet (engl.: ¢ = cristallizable).
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Abb. 1.5:

A: Schematische Darstellung der strukturellen Elemente eines IgG-Antikérpermolekiils als Heterotetramer aus
zwei schweren Ig-Ketten (blau) und und zwei leichten Ig-Ketten (rot); beide schwere Ketten sind in der hinge
region zw. Cyl und Cn2 kovalent Uber zwei Disulfidbriicken verbunden (gelb), ebenso sind die schweren und
leichten Ketten zw. Cnyl und C_ verknipft. Die Antigenbindungsstellen befinden sich am N-Terminus der
variablen Doméanen beider Ketten (orange)

B: 3D-Bandermodell gemaR Kristallstruktur eines IgG-Molekiils (Abb. mod. nach Berg, Stryer et al., 2002)

Die variablen Domé&nen V4 und V_ stehen nicht-kovalent Uber hydrophobe Wechsel-
wirkungen konservierter Reste in Verbindung. Die drei hypervariablen Regionen bzw. CDRs
befinden sich auf den nach auRen gerichteten Peptidschleifen, welche die B-Faltblatter der
variablen Doméanen verbinden. An jeder CDR sind fur IgG-Antikdrper Reste von beiden
variablen Domaéanen, also auf der leichten und der schweren Kette beteiligt. Die davor,
dahinter und dazwischen liegenden Peptidabschnitte werden als framework regions (FR1-4)
mit konservierten Strukturmotiven bezeichnet. Die konservierten Reste flr hydrophobe Vy-
V. -Wechselwirkungen sind in FR2 zu finden (Kabat und Wu, 1991). Die Bindung des
Antigens basiert auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen bestimmter CDR-Reste mit dem
Epitop, dazu z&hlen ionische Bindungen, van der Waals-Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen. Das sogenannte rearrangement von Gensegmenten fir die
betreffenden Bereiche, welches wahrend der Reifung von B-Lymphozyten erfolgt, bringt die
enorme Diversitat von Erkennungsmaoglichkeiten fur das Antikdrper-Repertoire hervor. Man
geht davon aus, dass durch Kombination der unterschiedlichen Gensegmente eine
Antikorpervielfalt fir mehr als 10 spezifisch passende Strukturen innerhalb des
Immunsystems erzeugt wird (Alberts, 2002).

Fur die Kodierung der variablen Region in den leichten Ketten existieren zwei Gensegmente,
V (variable) und J (joining), die durch somatische Rekombination zu einem Exon vereinigt
werden. Beim SpleiRen wird dem V-J-Abschnitt ein weiteres Exon fir die konstante Region
der leichten Kette zugefugt. Es liegen insgesamt zwei Genorte fur kodierende Segmente der
leichten Ketten im menschlichen Genom vor, die zwei Typen von leichten Ketten
hervorbringen. Diese werden mit Lambda (A) und Kappa (k) bezeichnet. Fir die variable
Region der schweren Ketten existiert neben V und J noch ein weiteres D-Segment
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(diversity). Hier werden zuerst ein D- und ein J-Segment durch Rekombination
zusammengefligt und anschlieRend durch ein V-Segment fir ein vollstandiges Exon erganzt.
Das so entstandene Exon aus V-D-J-Segmenten wird beim SpleiRen ebenfalls mit dem Exon
einer C-Region fur schwere Ketten verbunden.

Insgesamt sind die Gruppen von Genabschnitten, die fur Immunglobuline kodieren, beim
Menschen uber drei Genloci auf verschiedenen Chromosomen verteilt. Darin existieren fur
die leichten A-Ketten 29 unterschiedliche V-Segmente, die mit vier Paaren von J-Segmenten
und Exons fur C-Regionen verbunden werden kénnen. Fir leichte k-Ketten gibt es 40 V-
Segmente, funf verschiedene J-Segmente, jedoch nur ein einziges Exon fur die C-Region.
Fur die Bildung von schweren Ketten bestehen im entsprechenden Genlocus 51 V-
Segmente, 27 D-Segmente sowie sechs verschiedene J-Segmente. Fur die finf Isoformen
aus dem Prozess des Klassenwechsels von Immunglobulinen wéahrend der B-Zell-Reifung
stehen insgesamt neun C-Abschnitte, vier fur C, (19G), zwei fir C, (IgA) und je einer fir Cs
(IgD), C, (IgM) und C; (IgE), zur Verfigung (Janeway, 2002). Vollstandige IgG-Molekile
besitzen eine Molekilmasse von etwa 150 kDa; eine schwere Kette weist dabei
entsprechend ca. 50 kDa und eine leichte Kette 25 kDa auf.

1.2.4 Schwerketten-Antikorper der Camelidae

Die Familie der Camelidae gliedert sich in die ein- bzw. zweihdckrigen Altweltkamele (C.
dromedarius und C. bactrianus) des asiatischen und afrikanischen Raums und die in
Sidamerika anséassigen Neuweltkamele mit den Gattungen Lama (L. glama und L.
guanicoe) sowie Vicugna (V. vicugna und V. pacos). Diese Gattungen stammen von einem
gemeinsamen, inzwischen ausgestorbenen Vorfahren ab, dessen Lebensraum urspringlich
das heutige Nordamerika darstellte.

1993 publizierten Hamers-Casterman et al.,, dass ihnen nach Untersuchung der
Serumkomponenten von C. dromedarius durch kombinierte Affinitatschromatographie mittels
Protein G/Protein A zusatzlich zu den bekannten Immunglobulin-Formen die Isolierung und
Identifikation einer neuen Antikorperspezies gelungen war. Diese verfligte Uber keine
leichten Ketten und bestand aul3erdem im Antigen-bindenden Fab-Teil nur aus einer
(variablen) Domane, welche komplett die Funktion von Vy und V_ aus konventionellen IgG-
Antikorpern in sich zu vereinen schien. Das Fehlen einer Cy1-Doméne in der schweren Kette
lasst sich auf eine Mutation des Donor-Splei3-Signals fir das entsprechende Exon
zurUckfuhren (Nguyen et al., 1999). Da die kovalente Verbindung der leichten mit der
schweren Kette in Antikdrpern Uber die Cyl-Domaéne erfolgt, ist das Fehlen der Cyl-Doméne
gleichzeitig Ursache fir die Abwesenheit von leichten Ketten in dieser Antikdrperform. Um
dennoch eine Antigen-bindende Funktion ausiben zu kénnen, weisen diese Schwerketten-
Antikorper weitere strukturelle Unterschiede zu den konventionellen Immunglobulinen auf.
Dazu zahlen im Wesentlichen das Auftreten einer verlangerten CDR3 mit einer
durchschnittlichen Lange von 16 AS-Resten und der Austausch von Resten aus dem
eigentlich hydrophoben Dimerisierungsmotiv in FR2 gegen hydrophile Aminoséauren, um die
Loslichkeit zu erhéhen bzw. Aggregation zu unterbinden sowie die Anwesenheit zusatzlicher
Cysteine zur moglichen Ausbildung einer weiteren Disulfidbricke (Muyldermans et al., 1994;
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Koch-Nolte et al., 2007). Die Antigen-bindende Domaéane dieser Schwerketten-Antikdrper wird
als VyH-Domaéne zur Unterscheidung von Vy und V, bezeichnet (Abb. 1.6).

Abb. 1.6:

A: Schematische Darstellung der strukturellen Unterschiede zwischen konventionellen 1gG-Antikérpern
der Gnathostomata (links) und den speziellen Schwerketten-Antikdrpern der Cameliden (rechts) mit Fag-
Teil, der pro schwerer Kette nur aus einer Doméne (VyH) besteht.

B: Schematische Darstellung der strukturellen Unterschiede zwischen der variablen Doméane (Vi) von
schweren Ketten konventioneller 1gG-Antikérper und der variablen Doméane von Schwerketten-
Antikdrpern aus Cameliden. Letztere verfigen Uber verlangerte CDRs (blaue, griine und rote Bereiche)
hydrophil substituierte Reste im Bereich des eigentlich hydrophoben Dimerisierungsmotivs in FR2 (lila
Markierungen) und eine zusatzliche Disulfidbriicke (oranger Balken; beide Abb. mod. nach Muyldermans
et al., 2009).

Fir das Lama wurden verschiedene Subklassen von Schwerketten-Antikbrpern mit
unterschiedlich langen Scharnierregionen gefunden; diese werden als ,clgG" mit einer
entsprechenden Nummerierung bezeichnet, um von den konventionellen IgG-Subtypen
unterschieden werden zu kdnnen. Die clgG3-Form besitzt eine kurze Scharnierregion (short
hinge), wahrend clgG2 eine langere prolinreiche Scharnierregion (long hinge) besitzen.
Zusatzlich treten in Lamas und Kamelen IgG-Antikorper der konventionellen Form mit
schweren und leichten Ketten auf, die hier als clgG1 bezeichnet werden (Vu et al., 1997; van
der Linden et al., 2000; Reyelt, 2008).

1.2.5 Hybridom-Technologie zur Produktion monoklona ler Antikorper

Die sogenannte Hybridom-Technik zum Erhalt monoklonaler Antikbrper wurde 1975 von
Milstein und Kohler entwickelt und beschrieben; fir diese Arbeiten wurden beide 1984
gemeinsam mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet. Bei dieser Technik werden
M&ause der BALB/c-Linie mit einem Antigen der Wahl immunisiert und anschlieend B-
Lymphozyten aus der Milz prapariert. Die praparierten B-Zellen werden weiter in einem
Verhaltnis von 5:1 mit einer murinen HGPRT"-Myelomzelllinie fusioniert unter Einsatz von
Polyethylenglykol (PEG), welches durch Bindung von Wasser die Membranen beider
Zellarten sehr nahe bringt, so dass es zu spontanen Fusionen kommt. Die Fusion mit den
Myelom-Zellen fuhrt zur Immortalisierung der resultierenden Hybridoma-Zellen, da das
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Myelom maligne transformierte Gene in die fusionierte Zelle mit einbringt, so dass diese
nicht mehr der Seneszenz und Apoptose unterliegen. Zudem haben diese die Gene eines B-
Zell-Klons fir eine bestimmte Antikdrper-Spezies tbernommen, so dass die Hybridom-Zelle
in der Lage ist, ohne biologische Limitationen groRe Mengen eines monoklonalen
Antikorpers zu produzieren und sezernieren. Notwendig ist allerdings die vorherige Selektion
von Hybridom-Zellen, die auch tatsachlich (einen bestimmten) monoklonalen Antikérper
produzieren. Hierfir werden die fusionierten Zellen in HAT-Medium kultiviert, welches
Hypoxanthin, Aminopterin sowie Thymidin enthalt. Hypoxanthin ist ein Substrat der
essentiellen Purin-Biosynthese, welches durch die Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HGPRT) umgesetzt wird. Nicht-fusionierte, HGPRT-defiziente
Myelomzellen sind unter diesen Bedingungen nicht lebensfahig. Aminopterin ist ein
Folsaure-Antagonist, der hier die Purin-Synthese Uber alternative Wege verhindert. Da
hierdurch auch die de novo-Synthese von Pyrimidinen unterbunden wird, muss dem Medium
zuséatzlich Thymidin beigefligt werden. Durch weiteres ELISA-Screening mit dem passenden
Antigen konnen letztendlich die Klone selektiert werden, die den gewiinschten Antikorper
produzieren (K6hler und Milstein, 1975; Shirahata et al., 1998).

Die immense Bedeutung dieser Technologie ist begriindet durch den Bedarf an grofRen
Mengen monoklonaler Antikdrper flr diagnostische, therapeutische sowie fir
Forschungszwecke. Auch die monoklonalen anti-CEACAM Antikorper T84.1 und T84.66, die
in dieser Arbeit exprimiert und eingesetzt wurden, leiten sich von entsprechend erzeugten
murinen Hybridom-Linien ab (Wagener et al., 1983%*).

1.2.6 Rekombinante Antikérper und Antikérper-Fragme  nte

Wie zuvor erwahnt ist das klassische Vorgehen zum Erhalt gewiinschter Antikorper die
Immunisierung geeigneter Versuchstiere, die jedoch mit zahlreichen Limitationen und einem
hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden ist. Die oben beschriebene Hybridom-Technik
stellte diesbeziiglich einen entscheidenden Durchbruch fur die Herstellung monoklonaler
Antikorper dar. Gleichzeitig ergab sich hieraus in Zusammenhang mit rekombinanten
DNA/RNA-Techniken die Moglichkeit der Isolierung und Rekombination der entsprechenden
Nukleinsduresequenzen, welche fiir den monoklonalen Antikdrper kodieren. Diese konnten
nun fast beliebig manipuliert und in einem geeigneten Wirtssystem zur Expression gebracht
werden. Hierflr eignen sich besonders bakterielle, aber auch eukaryotische Systeme wie
Hefen, Insekten-, Sauger- oder sogar Pflanzenzellen (Vaquero et al., 1999; Albrecht und
DeNardo, 2006).

Ein groRBer Vorteil rekombinanter Antikérper ist die Mdglichkeit der Erzeugung chimérer
Konstrukte, bei denen nur die erforderlichen Stellen (z.B. Paratop in Antikbrpern) mit der far
die Wirtsspezies charakteristischen Sequenz belassen werden, wahrend andere Molekiilteile
durch geeignete Sequenzen entsprechend den genetischen Anforderungen ausgetauscht
werden. Dies ermdglicht z.B. die ,Humanisierung“ muriner monoklonaler Antikérper, die zu
therapeutischen Zwecken im Menschen appliziert werden sollen, ohne dass deren Wirkung
durch eine unerwinschte Immunreaktion kompromittiert wird (HAMA, human-anti-mouse-
antibodies; Yazaki et al., 2004).
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Zumeist finden diese Techniken Anwendung fur die Generierung und Expression von
verschiedenen Antikorper-Fragmenten, die hinsichtlich ihrer Molekilgesamtgrof3e mehr oder
weniger auf die eigentliche Antigenbindungsstelle reduziert sind. Abb. 1.7 liefert eine
Ubersicht Gber die gangigsten rekombinanten Antikorper-Fragmente bzw. -Derivate in
Anlehnung an konventionelle IgG-Antikorper.

Abb. 1.7:
i @ Schematische Ubersicht der

gangigen rekombinanten

Fab scFv P _
(~55 KDa) (~28 kDa) Antikoérperderivate bzw. -fragmente
’ \? < in Anlehnung an konventionelle 19G;
& é‘/ neben den monovalenten

&7 (\; i Bis-scFv Diabody Konstrukten (Fab, scFv) besteht die
(bispecific) (bispecific) T . .
'é \‘Q ( (~55 kDa) ﬁ’ (~50 kDa) Mdoglichkeit der Generierung

oligovalenter bzw. oligospezifischer

=\
~ Fab, Triabody Antikdrperfragmente durch
(bispecific) (trivalent) . ..
(~110 kDa) (~75 kDa) rekombinante Verkniipfung

Fab, Minibody Tetrabody gleicher/verschiedener Fragmente
(trispecific) (bivalent) (tetravalent) i
(~165 kDa) (75 kDe) (2100 kDa) (Abb. mod. nach Holliger u. Hudson,
2005).

scFv-Fragmente

Die scFv-Fragmente (single chain variable fragment) oder Einzelketten-Antikdrper setzen
sich aus den rekombinant fusionierten Gensegmenten fir die variablen Doméanen der
schweren und leichten Kette eines monoklonalen Antikdrpers zusammen. Die Verbindung
der Doméanen wird durch eine Nukleotidsequenz bewirkt, die fur ein Glycin/Serin-reiches
Linkerpeptid, meist vom Typ (G,S)s, kodiert. Dieses verbindet den C-Terminus der ersten
Doméane mit dem N-Terminus der zweiten und ist dabei lang genug, um eine parallele
Ausrichtung der N-Termini beider Doméanen zu ermoglichen, so dass deren Reste
gemeinsam die drei CDRs ausbilden kdnnen. Die scFv-Fragmente ahneln somit strukturell
einer leichten 1gG-Kette, deren Domé&nen jedoch beide variabel sind und sich zu einer
einzelnen Antigen-Bindungsstelle eines monoklonalen Antikérpers zusammenlagern, ohne
dessen restliche Struktur zu besitzen bzw. zu bendétigen (s. Abb. 1.8). Sie sind somit
monovalent. Bei der Wahl eines kirzeren Linkerpeptids werden die beiden Domanen
sterisch in eine gewinkelte Konformation gezwungen, welche die Zusammenlegung der N-
Termini verhindert. Jedoch dimerisiert ein solches Konstrukt mit einem zweiten Molekul
dieser Art Uber die hydrophoben Motive in FR2, wobei ein bivalentes scFv-Dimer ([scFv],)
oder auch diabody entsteht (Ahmad et al., 2012).

Fur die beiden variablen Domdanen eines scFv-Fragments bestehen zwei mogliche
Orientierungen, V,-zu-Vy und Vy-zu-V,, die letztendlich durch die Abfolge der jeweiligen
Segmente in dem rekombinanten Gen festgelegt sind. Beide Formen ergeben in der Regel
ein funktionales Fragment mit spezifischer Antigen-Bindungsfahigkeit. Die Molekilmasse der
scFv-Fragmente liegt bei etwa 25 kDa.
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Abb. 1.8:

A: Cartoon-Darstellung des strukturellen Aufbaus fir das 3B3 anti-HIV gp120 scFv-Fragment in VH-
zu-VL-Orientierung, abgeleitet vom monoklonalen Antikérper b12. Farbig abgegrenzt sind die beiden
variablen Doméanen der schweren und leichten Kette, Vy (wei3) und V_ (schwarz) sowie deren
hypervariable Regionen H1-3 (lila, blau, griin) und L1-3 (gelb, hellblau, orange), welche zusammen
die CDRs 1-3 ausbilden.

B: Darstellung der Molekuloberflache des 3B3 scFv-Fragments mit farbiger Hervorhebung und
MaRstab-Angabe in Analogie zu A (beide Abb. mod. nach Clark und Walsh, 2009).

Eines der wesentlichen Ziele dieser Arbeit bestand in der Generierung, Expression und
Charakterisierung von scFv-Fragmenten in Anlehnung an die monoklonalen anti-CEACAM-
Antikdrper T84.1 und T84.66 fir einen potentiellen Einsatz zu diagnhostischen bzw.
therapeutischen Zwecken.

VuH Einzeldomanenantikdrper / Phagen-Display

Zu den kleinsten funktionalen Antikorperderivaten zéhlen die sogenannten Einzeldomé&nen-
Antikorper oder VyH-Fragmente, die sich von den Schwerkettenantikdrpern der Cameliden
ableiten. Wie zuvor erwahnt, besteht bei diesen der Antigen-bindende Fab-Teil pro Kette aus
lediglich einer Domane (VyH) aufgrund des Fehlens einer Cpyl-Doméne und der daraus
resultierenden Abwesenheit von leichten Ketten. Die Molekilmasse der rekombinant
isolierten VyH-Domaénen liegt bei nur 12-15 kDa, der durchschnittliche Molekildurchmesser
betragt ca. 3 nm (Muyldermans et al., 2009). Hinsichtlich der Bindungsfahigkeit wird fir die
VyH-Domane das Fehlen einer leichten Kette durch einige strukturelle Besonderheiten
ausgeglichen wie das Auftreten verlangerter CDRs sowie teilweise einer zusatzlichen
Disulfidbriicke; diese Modifikationen bewirken, dass in diesem Fall die Ausbildung
funktionaler CDRs durch die Reste von nur einer variablen Doméne erfolgen kann (s Abb.
1.9).
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Abb. 1.9:

Schematische  Darstellung  der
dreidimensionalen  Struktur einer
VyH-Domane im Bandermodell bzw.
der Ausbildung vollstédndiger CDRs
durch die Reste einer einzelnen
IgV-Doméne tiber teilweise
verlangerte CDRs (rot, griin, blau)
und eine zusatzliche Disulfidbriicke
(gelb; Abb. mod. nach Wesolowski
et al., 2009).

Der Erhalt von neuen Einzeldomé&nen-Antikdrpern bzw. VyH-Domanen gegen bestimmte
Zielstrukturen erfordert die Immunisierung von Spezies aus der Gattung der Camelidae (z.B.
C. dromedarius, L. glama) mit dem entsprechenden Antigen und weiter die Isolierung der
kodierenden Nukleinsauren aus den Leukozyten. Da diese nur als polyklonales Gemisch
isoliert werden koénnen, ist die Klonierung des VyH-Pools und die Anwendung eines
geeigneten Selektionsverfahrens notwendig. Die inzwischen gebrauchlichste Form eines
solchen Selektionsverfahrens ist das von G. P. Smith entwickelte und beschriebene phage
display (Smith, 1985; s. Anhang, Kap. 7.5). Dieses Verfahren beinhaltet die Klonierung eines
bestimmten Repertoires an Genen bzw. kodierenden Segmenten in einen Phagen-Vektor, in
welchem die eingebrachten Segmente fusioniert in einem Leserahmen mit der Sequenz fur
ein Hullprotein eines bestimmten Bakteriophagen vorliegen. Neben den filamentdsen
Phagen (fd, M13, f1) werden auch T4-, T7- und A-Bakteriophagen verwendet.

Transformiert man den Vektor in einen geeigneten Bakterienstamm und co-infiziert diese
anschlielend mit einem sog. ,Helferphagen”, produzieren die Bakterien entsprechende
Phagenpartikel, welche die kodierten Segmente als Fusionsproteine mit dem Hullprotein,
meist plll oder pVII, auf ihrer Oberflache tragen und im Inneren gleichzeitig die kodierende
DNA aufweisen. Derartige ,Immunbibliotheken* oder phage libraries kdnnen eine nominelle
Komplexitat von bis zu 10" verschiedenen Varianten erreichen. Deren Konstrukte erlauben
die Selektion durch spezifische Bindung der Fusionsproteine an eine Zielstruktur. Dieses
sogenannte biopanning wird meist in mehreren Runden durchgefiihrt, wobei mit den
selektierten Phagen erneut Bakterien infiziert werden, welche wieder entsprechende
rekombinante Phagen bilden (phage rescue). Die haufigste Form ist das sogenannte
Festphasen-panning, bei dem das Antigen auf einer geeigneten Oberflache immobilisiert ist.
Daneben existieren weitere Moglichkeiten der Selektion wie z.B. ein biopanning an lebenden
Zellen, welche die Zielstruktur auf ihrer Zellmembran tragen (Reyelt, 2008). Durch ein
entsprechendes screening, z.B. im ELISA, lasst sich anschlieRend nachweisen, ob in den
Selektionsrunden spezifische Phagenfusionsproteine angereichert wurden. Diese kdnnen
nach Vereinzelung und rekombinanter Modifikation als l6sliche Proteine ohne den Phagen
exprimiert und fur die gewiinschten Zwecke eingesetzt werden.

Eines der wesentlichen Ziele dieser Arbeit bestand in der Immunisierung von Individuen der
Spezies L. glama mit Proteinmolekilen der CEACAM-Familie von Zelloberflachenproteinen,
um eine Immunantwort beziglich der Schwerkettenantikérper zu provozieren und aus dem
polyklonalen Repertoire durch Phagen-Display CEACAM-spezifische VyH-Phagenfusions-
proteine isolieren zu kénnen.
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1.2.7 Antikorper als zielgerichtetes Diagnostikum / Therapeutikum

Die Idee spezifischer bzw. malRgeschneiderter Therapiemdoglichkeiten fir bestimmte
Erkrankungen des Menschen hat bereits eine Uber hundertjahrige Geschichte. Zu den
bedeutendsten Vordenkern dieser Theorien gehorte der deutsche Arzt und Immunologe Paul
Ehrlich mit seinen Beitragen zur Erforschung verschiedener Heilseren gegen u.a. Diphtherie
sowie der allgemeinen Wertbestimmung von Immunseren. Auch geht der Begriff der
Chemotherapie zuriick auf die Arbeiten von Paul Ehrlich, in denen er versuchte, mit
organischen Arsenverbindungen wie Arsphenamin (Salvarsan®) als eine ,Chemotherapia
specifica“ human-pathogene Erreger wie Typanosomen (u.a. Schlafkrankheit) und
Spirochaten (u.a. Syphilis) gezielt zu therapieren. Zudem entwickelte er das Konzept der
.Seitenkettentheorie®, nach der Erreger Uber Oberflachenstrukturen nach einem Schlissel-
Schloss-Prinzip an passende Strukturen der menschlichen Zellen binden. Dieses Konzept
fuhrte nach Abwandlungen zum heutigen Verstdndnis der Funktionsweise von
Immunorezeptoren und Antikdrpern (Silverstein, 2002; Strebhardt und Ullrich, 2008).

Bis heute wurden unter dem Hintergrund dieser historischen Theorien und dem
wissenschaftlichen Fortschritt der letzten Jahrzehnte zahlreiche therapeutische, monoklonale
bzw. rekombinante Antikorper fir verschiedene Indikationen, u.a. bei Tumorerkrankungen,
Infektionen, Entziindungsreaktionen sowie Autoimmun- und kardiovaskularen Erkrankungen
entwickelt. Zu den bekanntesten Vertretern etablierter therapeutischer Antikdrper zéhlen
Bevacizumab (Avastin®) gegen VEGF bei der Indikation von Darmkrebs, Brustkrebs, NSCLC
und Makuladegeneration, die gegen unterschiedliche EGF-Rezeptoren gerichteten
Cetuximab (Erbitux®) und Trastuzumab (Herceptin®) bei verschiedenen malignen Tumoren
und Infliximab (Remicade®) gegen TNFa bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, rheumatoider
Arthritis und Psoriasis (Majidi et al., 2009).

Neben der physiologischen Wirkung eines alleinigen mAk zu therapeutischen Zwecken
wurden auch Antikérper-Konjugate mit bestimmten Agenzien wie Radionukliden, Toxinen,
Chemotherapeutika und immunoregulatorischen Stimulantien entwickelt, die der Therapie
und Diagnostik vor allem bei Tumorerkrankungen dienen sollen (Schrama et al., 2006).
Arcitumomab (CEA-Scan®) bezeichnet ein mit **"Tc-konjugiertes F(ab"),-Fragment gegen
CEACAMS5 (CEA), zugelassen fur die in vivo-Diagnostik des kolorektalen Karzinoms (Moffat
et al., 1996). Peldschus et al. konnten in einer 2010 publizierten Arbeit zeigen, dass ein mit
SPIO (superparamagnetic iron oxide)-Nanopartikeln konjugierter mAk T84.1, der auch
Gegenstand dieser Arbeit ist, auf in vitro behandelten Zellen der CEA-positiven
Kolonkarzinomzelllinie HT29 eine spezifische CEA-abhéangige MRT-Bildgebung erlaubt.
Therapeutisch bzw. diagnostisch verwendete Antikérper waren nicht von Beginn ihrer
Entwicklung an erfolgreich einsetzbar bzw. unterliegen auch heute noch gewissen
Problemen und Limitationen. Die ersten Antikérper zu diesen Zwecken zeigten nur begrenzte
Wirksamkeit sowie unerwiinschte Nebenwirkungen, die meist auf das Auslésen einer
Immunantwort des Zielorganismus gegen die aus einer anderen Spezies stammenden
Antikorper zurickzufihren waren. Erst Technologien zur Herstellung chimérer sowie
humanisierter Antikérper ermdglichten tiberhaupt den effektiven Einsatz (Yazaki et al., 2004).
2006 traten bei einer Phase-I-Studie des mAk TGN1412 gegen das CD28-Antigen auf T-
Lymphozyten, der gegen Leukamien, Multiple Sklerose und Rheuma eingesetzt werden
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sollte, bei Probanden massive Nebenwirkungen durch Zytokinstiirme auf, worauf die Studie
eingestellt werden musste (Suntharalingam et al., 2006).

Aus derartigen Grunden sind besonders scFv-Fragmente und ihre Derivate das Objekt
zahlreicher Studien fur einen moglichen diagnostischen/therapeutischen Einsatz, da sie
gegeniuber den vollstandigen monoklonalen Antikdrpern verschiedene Vorteile aufweisen.
Hierzu zahlen eine sehr geringe Immunogenitat durch Fehlen des Fc-Teils, eine hdhere
Internalisierungsrate in Tumorzellen sowie starkere Retention nach Internalisierung.
Gleichzeitig bleiben die positiven Aspekte der monoklonalen Antikdrper wie hohe Spezifitéat
und Affiniat fur die scFv-Fragmente erhalten (Ahmad et al., 2012). Oportuzumab monatox
beispielsweise ist ein gegen EpCAM gerichtetes scFv-Fragment mit konjugiertem Exotoxin A
(ETA) aus Pseudomonas aeruginosa und zeigte bei Patienten mit Harnblasenkrebs in
Phase-II-Studien eine vorteilhafte Wirkung (Kowalski et al., 2012). Ein weiteres therapeutisch
in der Erprobung befindliches scFv-Konstrukt ist Blinatumomab, ein sogenanntes BITE-
Konstrukt (bispecific T-cell engager). Dieses verbindet maligne entartete B-Lymphozyten bei
Patienten mit ALL und Non-Hodgkin-Lymphomen sowie im Rahmen der MRD (minimal
residual disease) mit zytotoxischen T-Lymphozyten Uber CD3 und CD19, worauf die
aktivierte T-Zelle die maligne B-Zelle zerstort (Topp et al., 2011).

Auch VyH-Domaénen stehen als kleinste spezifische Antikdrperderivate besonders im Fokus
der diagnostischen und therapeutischen Forschung. Vaneycken et al. beschrieben 2011 ein
VyH-Fragment, das spezifisch das Mitglied der EGF-Rezeptor-Familie ERBB2 (Her2/Neu)
bindet und sich fir die bildgebende Diagnostik bei Brustkrebs eignet. VyH-Doméanen haben
zudem eine besondere Eignung als spezifische Inhibitoren aufgrund ihrer geringen GrélRe
bei gleichzeitig langen CDR-Schleifen, welche z.B. effektiv die aktiven Zentren bestimmter
Enzyme blockieren kdnnen. Koch-Nolte et al. generierten 2007 eine VyH-Doméne mit der
Fahigkeit, die ekto-ADP-Ribosyltransferase ART2.2 in vivo spezifisch zu inhibieren, welche
u.a. auch als bakterielles Toxin auftritt. Eine kirzlich publizierte Arbeit stellte ein Modell fur
transgene GFP-Organismen vor, in dem VyH-Domanen als GBPs (GFP binding proteins)
eingesetzt wurden (Tang et al., 2013). Die Funktionalisierung der V4H-Domanen mit weiteren
Effektorproteinen ermdglichte hierbei den intrazellularen Aufbau von vielseitigen, biologisch
aktiven Komplexen mit GFP als zentrales Gerist, welche u.a. den Aufbau Zell-spezifischer
Sonden sowie die gezielte Manipulation GFP-exprimierender Zellen durch sogenannte T-
DDOGs (transcription devices dependent on GFP; s. Abb. 1.10) erlaubten. Diese
ausgewahlten Beispiele liefern einen Einblick in die Uberaus komplexen
Einsatzmdglichkeiten von Antikérpern und rekombinanten  Antikdrper-Fragmenten,
insbesondere fiir diagnostische und therapeutische Zwecke.
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UAS T aob. 110
']L Schematische Darstellung des Aufbaus eines T-DDOGSs (transcription

) device dependent on GFP) zur gezielten Manipulation GFP-

_‘f»"__o.] transgener Zellen eines vielzelligen Organismus: Gegen verschiedene

c@/ \ GFP-Epitope gerichtete VyH-Fusionsproteine ermdglichen tiber einen

5 GFP-basierten Komplex die Kontrolle der Genaktivitdt in einer

(0eo) — Zielzelle. UAS = upstream activating sequence; DBD = DNA binding
E_ domain; AD = activation domain (Abb. aus Tang et al., 2013).
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1.3 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war die Generierung von Antikorpern und Antikdrperfragmenten
bzw. -derivaten gegen Zelloberflachenproteine der CEACAM-Familie von Adhasions-
molekilen. Verschiedene CEACAM-Molekile stellen beim Menschen und einigen Primaten
u.a. Tumor-assoziierte Antigene dar bzw. sind an komplexen biologischen Funktionen wie
Zelladhasion, Signaltransduktion, Angiogenese, Zellmigration und Immunmodulation
beteiligt. In diesem Zusammenhang spielen Mitglieder der CEACAM-Familie eine wichtige
Rolle bei unterschiedlichen Krankheitsbildern wie z.B. malignen Tumorerkrankungen,
Infektionen, akuten Entziindungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen.

Vor allem in der Funktion als Tumormarker und damit als Zielstruktur fir diagnostische und
therapeutische Ansétze in der Krebstherapie kommt den Molekilen CEACAM1 (BGP) und
seinen Isoformen sowie CEACAM5 (CEA) eine besondere Bedeutung zu. Die Expression
von CEACAMS5 wird seit mehreren Jahrzehnten in Zusammenhang mit immunologischen
Nachweisverfahren fir die Diagnose und Verlaufskontrolle bei Krebserkrankungen von
Kolon, Pankreas, Mamma und der Lunge bestimmt (Hammarstrém, 1999; Maxwell, 1999).
Zudem wurde in verschiedenen, kirzlich verdffentlichten Arbeiten die Bedeutsamkeit von
CEACAM1 flur Diagnose und Therapie verschiedener maligner und anderer Erkrankungen
herausgestellt und in diesem Zusammenhang fur deren Umsetzung die Erforderlichkeit von
spezifischen Antikdrperfragmenten betont (Cianfriglia et al., 2012; Fiori et al., 2012).

In Anlehnung an diese Erkenntnisse bestand das wesentliche Ziel dieser Arbeit in der
Herstellung und vergleichenden Charakterisierung von spezifischen monoklonalen
Antikbrpern sowie von Antikorperfragmenten gegen CEACAM1 und CEACAMS. Als
CEACAM-spezifische monoklonale Antikdrper wurden T84.1 (CEACAM pan-spezifisch) und
T84.66 mAKk (ausschlielZlich spezifisch fir CEACAMS) aus den entsprechenden Hybridoma-
Zelllinien exprimiert und hinsichtlich ihrer Bindungsfahigkeit fir verschiedene CEACAM-
Molekile und Isoformen untersucht. Fur diese beiden mAk wurden weiter
Antikdrperfragmente in  Form von Einzelketten-Antikbrpern bzw. scFv-Fragmenten
hergestellt; fir ein von T84.66 mAk abgeleitetes scFv-Fragment lag ein entsprechender
cDNA-Klon vor, der als Vorlage fur die weitere rekombinante Erzeugung eines scFv-
Fragments von T84.1 mAk auf Basis isolierter Gesamt-RNA der entsprechenden Hybridom-
Zellen diente. Fir die scFv-Fragmente sollte nun ein geeignetes Expressionssystem etabliert
sowie deren Funktionalisierung durch eine nutzbare Modifikation erreicht werden, um ihre
Bindungsfahigkeit fir CEACAM-Molekile im Vergleich zu den monoklonalen Antikérpern
untersuchen zu kénnen.

Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit lag darin, nach CEACAM-Immunisierung von
Cameliden (L. glama), die ein immunologisches Repertoire flr spezielle Schwerketten-
Antikorper besitzen, eine entsprechende Immunbibliothek zu erzeugen und mittels phage
display-Technologie CEACAM-spezifische Einzeldomé&nen-Antikdrper oder VyH-Fragmente
zu isolieren und zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Antikérper / Detektionsreagenzien

Primarantikorper

2 Material und Methoden

Antikorper: Antigen: Subklasse/ Bezogen von/
Spezies: etabliert durch:

T84.1 mAb CEACAM pan-spezifisch; 1gG1/ C. Wagener / J.E. Shively
bindet N-terminale Doméane Murine (BALB/c) (1983); Hybridomzelllinie
versch. Mitglieder (GOLD5)  Hybridomzelllinie von AG Nollau

T84.66 mAb CEA (CEACAMDb), IgG1l/ C. Wagener / J.E. Shively
Epitop auf A3/B3, nur in Murine (BALB/c) (1983); Hybridomzelllinie
CEACAMS5 (GOLD1) Hybridomzelllinie von AG Nollau

Anti c-Myc c-Myc-Epitop IgG1/ Murine Santa Cruz Biotech. Inc.,

Antibody EQKLISEEDL (BALB/c) Santa Cruz, CA, USA

(9E10) (Myc-Tag) Hybridomzelllinie

M13 bacterio- M13 bacteriophage Rabbit Pierce Biotechnology,

phage Polyclonal protein (Polyclonal) Rockford, IL, USA

Antibody

Tab. 2.1: Ubersicht der verwendeten Primarantikbrpe

Sekundarantikdrper/-reagenz

r/-reagenzien

Antikérper/S erum:

Hersteller:

Rabbit-Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP
HRP-Conjugated Streptavidin

Monoclonal M13 Antibody (HRP),

Mouse IgG1

FITC (Fluorescein Isothiocyanate) Antibody, HRP
conjugate, Host Species: Rabbit

E-Tag Epitope Tag Antibody [HRP], Host Species:

Goat (Bindungsepitop GAPVPYPDPLEPR)
GST Antibody, HRP Conjugate,

Host Species: Goat
Goat-anti-Llama IgG-heavy and light chain

Antibody/HRP

DAKO, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

Sino Biological Inc., Beijing, P.R. China

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

Novus Biologicals, LLC., Littleton, CO, USA

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA

Tab. 2.2: Ubersicht der verwendeten Sekundarantikér

per/-reagenzien
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2.1.2 Bakterienstamme

Stamm
AVB100 E.coli K12
strain

AVB101 E.coli strain

One Shot® INVaF*
Chemically
Competent E. coli

TG1 Electroporation-
Competent Cells

Genotyp

[MC1061 araD139 delta
(ara-leu)7696 delta(lac)l74
galU galK hsdR2(rK-mK+)
mcrB1 rpsL(StrR)]

hsdR, lon11, sulAl

F’ endAl recAl hsdR17
(r, my") supE44 thi-1
gyrA96 relAl @80
lacZAM15 A(laczZY A-
argF) U169 A’

supE thi-1 A(lac-proAB)
A(mcrB-hsdSM)5

(r« my) [F traD36 proAB
lacl? ZAM15]

2 Material und Methoden

Verwendung
Expression von bakt.
scFv- u. Antigen-
Konstrukten als
biotinyliertes GST-
Fusionsprotein
Isolation von pBirAcm
mit BirA Biotin Ligase

Klonierung/

Transformation von u.a.

bakt. scFv- u. Antigen-
Konstrukten

Generierung von
Phagenbibliotheken u.
Gewinnung
rekombinanter
Phagenpartikel

Bezugsquelle
Avidity, Aurora, CO,
USA

Avidity, Aurora, CO,
USA

Invitrogen, Carlsbad,
CA ,USA

Stratagene, La Jolla,
CA, USA

Tab. 2.3: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme

2.1.3 Chemikalien

Sofern nicht anders benannt, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von den
Firmen AppliChem (Darmstadt), BioRad (Miinchen), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Roche (Mannheim), und Sigma Aldrich (Minchen) mit
dem Reinheitsgrad ,.zur Analyse” (p.A.) bezogen und verwendet.

Das zum Ansetzen der verwendeten N&dhrmedien genutzte Wasser wurde aus einer
Aufbereitungsanlage (Milli-Q Water System, Millipore, Billerica, MA, USA) in der Qualitat von
Aqua bidest bezogen. Pufferlésungen fir proteinbiochemische/molekularbiologische Arbeiten
wurden mit Agua ad injectabilia (Baxter, Deerfield, IL, USA) zubereitet, ebenso wie Ansatze
fur Polymerase-Kettenreaktionen, Ligationen, Restriktionen und Primer-Verdinnungen.

2.1.4 Enzyme

Enzym

Hersteller

DNA-abhangige DNA -Polymerasen:
Hot Start Tag DNA Polymerase, 250 U
PfuTurbo Hot Start DNA Polymerase, 500 U

DNA-Ligasen:
T4 DNA Ligase, HC, 250 U

Qiagen, Hilden, Deutschland
Stratagene, La Jolla, CA, USA

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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DNA-Restriktionsendonukleasen:
Fast Digest BamHI

Fast Digest EcoRI

Fast Digest EcoRV

Fast Digest Notl

Fast Digest Sall

Fast Digest Sfil

Fast Digest Xbal

Ribonukleasen:
RNase A, 100 mg/mL

RNA-abhangige DNA -Polymerasen:
Superscript 11l Reverse Transkriptase, 10,000 U

Glykosidasen:

EndoH N-Glycosidase

PNGaseF N-Glycosidase

O-Glycosidase

Remove-iT PNGaseF mit Chitin-Bindedoméane

Sonstige Enzyme:
bakt. Biotin-Ligase BirA

Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Fermentas/Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA, USA
New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA, USA
New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA, USA
New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA, USA

rekombinant exprimiert in E. coli / HEK293

Tab. 2.4: Ubersicht der verwendeten Enzyme

2.1.5 Gerate
Gerétetyp: Geratebezeichnung: Hersteller:
Analysenwaage: AE 160 Mettler
Autoklav: VARIOCLAV 135 S HP Medizintechnik
Brutschrank: Function Line Heraeus
Blotting/Transferanlage: TE 22 Mini Transfer Tank Hoefer
Power Pac 300 BioRad
COgy-Inkubator: NCO-17AIC Sanyo
Digitalkamera: EOS D30 Canon
Elektrophoreseanlage
Agarosegele: PerfectBlue Gelsystem Mini M+L  Peglab
GPS 200/400 Power Supply Pharmacia
Elektrophoreseanlage
SDS-PAGE-Gele: XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen
PowerEase 500 Power Supply Invitrogen
Elektroporator: Gene Pulser | System BioRad

ELISA-Reader GENios

Tecan Group
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Filmkassetten Rontgenfilm:
Folienschweil3gerat:
Glasgerate, diverse:
Heizblock:
HPLC-Anlage:
Inkubationsbad:
Kippschdattler:
Kreisschuttler (Vortex):
Laborwaagen:
Lichtmikroskop:
Magnetruhrer:
Mikropipetten:

Mikrotiterplatten-Washer:
Mikrozentrifuge:
Molecular Imager:
Neubauer Zahlkammer
Orbitalschiittler:
pH-Meter:
Rontgenfilmentwickler:
Schuttelinkubator:

Spektrophotometer:
Sterilwerkbénke:

Thermocycler (PCR):
Uberkopfschiittler:
Ultraschall-Homogenisator:
Ultrazentrifuge:

UV-llluminator:
Zellzahler:
Zentrifuge Mehrzweck:

Hypercassette
C-320

DURAN Flaschen, Glaser, Kolben

Dri-Block DB-1

Akta prime

GFL-1008

Duomax 1030
Certomat MW
MMX-612 u. MMX-2001
Axiovert 135

MR O

Research plus
Multipette
Mehrkanalpipette 8-Kanal
Model 1575 Immunowash
Picol7

GelDoc™ XR+
Auszéhlen von Zellen
GFL-3005

Inolab pH Level 1

Curix 60

Orbital Shaker Incubator
UV-160

ND-1000

LaminAir HB 2448
HERAsafe HS
PTC-200

Reax 2

Sonopuls HD2200
Sorvall RC5C

Optima LE-80K
UVT2035

Cedex XS

Megafuge 1.0R
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Amersham

Hacona

Schott

Techne Inc.
Amersham

Ges. f. Labortechnik
Heidolph

B. Braun Biotech
Denver Instruments
Zeiss

Heidolph

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

BioRad
Heraeus/Thermo Scientific
BioRad

Roth

Ges. f. Labortechnik
WTW Messtechnik
AGFA/Siemens
TEQ

Shimadzu
Nanodrop

Heraeus

Heraeus

MJ Research
Heidolph

Bandelin

DuPont

Beckman

Herolab

Innovatis
Heraeus/Thermo Scientific



2.1.6 Medien

2 Material und Methoden

Fir Kultivierung von Bakterienstdmmen:

2-YT Medium
LB Medium (Miller)

Minimal Plate Medium

SOC Medium

1.6% Trypton, 1% Hefeextrakt, 0.5% NaCl in H,O bidest.

1% Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 1% NacCl in H,O bidest.

nach gemeinsamen Autoklavieren von 500 mL M9 Salt Solution
und 500 mL H,O bidest. mit 15 g Bacto-Agar wurden beide

Flaschen nach Abkihlen vereint und 1 mL von 1 M MgCl,-6H,0,
1 mL von 1 M CaCl,-2H,0, 1 mL von 1 M Thiamin Hydrochlorid
sowie 5 mL von 20% Glucose-Ldsung zugegeben (alle steril

filtriert); die Platten wurden sofort gegossen und bei 4°C

gelagert

kommerziell bezogen (Invitrogen)

Sofern nicht anders angegeben, wurde den Flissigmedien fur Bakterienkulturen bei Bedarf
von entsprechenden Nahrbdden vor Autoklavieren pro Liter 15 g Bacto-Agar (1,5% wi/v)

zugesetzt.

Fur eukaryotische Zelllinien:

DMEM (Dulbecco's modified Eagle Medium)
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)

Hybridoma Express Medium

kommerziell bezogen (Invitrogen)
kommerziell bezogen (Invitrogen)

kommerziell bezogen (PAA)

2.1.7 Kits
Kit Verwendungszweck Hersteller
Montage Antibody Aufreinigung mAk aus Millipore

Purification PROSEP-G Kit
Pierce® Monomeric Avidin
Kit

Pierce® EZ-Link NHS-
PEG12-Biotin

Pierce® FITC Antibody
Labeling Kit

PureLink HiPure Plasmid
Filter Maxiprep Kit
PureLink Quick Gel
Extraction Kit

Hybridoma-Uberstand
Affinitatschromatograph. Auf-
reinigung biotinylierter Proteine

in vitro Biotinylierung monoklonaler
Antikorper

in vitro FITC-Markierung
monoklonaler Antikdrper

Extraktion grof3er Mengen Plasmid-
DNA fir z.B. Transfektion
Aufreinigung von gewonnener/
behandelter DNA aus Agarosegel

Thermo Scientific,
ehemals Pierce
Thermo Scientific,
ehemals Pierce
Thermo Scientific,
ehemals Pierce
Invitrogen

Invitrogen
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PureLink Quick Plasmid Extraktion kleinerer Mengen Invitrogen
250 Miniprep Kit Plasmid-DNA fir z.B. Klonierung

QIAquick PCR Purification  Aufreinigung von DNA aus PCR, Qiagen
Kit (250) Ligationen, Restriktionen etc.

Rneasy Mini Kit Extraktion von Gesamt-RNA aus Qiagen

eukaryotischen Zellen

Tab. 2.5: Ubersicht der verwendeten Kits

2.1.8 Primer

Klonierung bakt. T84.66 scFv

t84.66for (Bglll): 5’- AAGATCTGGAGGAGAGACAGACACACTCCTGCTA -3
t84.66rev (EcoRlI): 5'- TGAATTCCTCCTGAGGAGACGGTGACTGA -3’

Klonierung eukaryot. T84.66 scFv:

IgkSalfor: 5- AGTCGACACCATGGAGACAGACACACTCCTG -3

mycCNotrev: 5'- AGCGGCCGCTCACAAGTCCTCTTCAGAAATGAGCTTTTGCTC
TCCTGAGGAGACGGTGACTGAGGTTCCTT -3

Generierung/Klonierung T84.1 scFv

a)

Mouse 1gG Library Primer Set (Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg)

b)

Q1for (BamHI): 5'- AGGATCCGACATTGTGCTGACCCAATCTC -3

spacerrev: 5'- CGGAACCGCCCCCGGAGCCACCGCCGCTAGTACTGCCAT
TTATTTCCAACTTTGTC -3

spacerfor: 5- GGCTCCGGGGGCGGTTCCGGTGGGGGCGGCAGCAGCGAG
GTCCAGCTGCAGCAGTC -3’

E2rev (Notl): 5- AGCGGCCGCCTATGAGGAGACGGTGACTGAGGTTC -3

Klonierung scFv fir optimierte enzymatische Biotiny lierung (BAP-Tag)

IgkSalfor (s. oben)
BAPNotrev: 5'- AGCGGCCGCTTATTCGTGCCATTCGATTTTCTGAGCCTCGAA
GATGTCGTTCAGACCACCCCCGATCTTGATGAGACCCTG -3’

Klonierung Biotin-Protein-Ligase BirA aus AVB101 E.coli f. eukaryot. Co-Expression:

BirABamfor: 5- AGGATCCGGAAAGGATAACACCGTGCCACTGAAATTG -3’
BirANotrev: 5- AGCGGCCGCTCCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTAT
GGGTATCCTTTTTCTGCACTACGCAGGGATAT -3’
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Phage Diplay / Amplifikation VHH-Repertoire:

unifor (Sfil): 5'- AGGCCCAGCCGGCCCAGGTSMARCTGCAGSAGTANGG
shortrev (Notl): 5'- AGCGGCCGCGGAGCTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG -3’
longrev (Notl): 5- AGCGGCCGCTGGTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG -3’

(S=Coder G;M=Aoder C; R=Aoder G;W =A oderT)

Sequenzierprimer:

T7 (pCR2.1): 5'- TAATACGACTCACTATAGGG -3’
M13rev (pCR2.1): 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’
EBBfor (pEBB): 5'- TCGACGCCACCATGGAGA -3’
EBBrev (pEBB): 5'- CAGGGTCCACCCCTGGGA -3

CNTBseqgfor (0)CANTAB): 5- CAACGTGAAAAAATTATTATTCGC -3

2.1.9 Puffer und Losungen

Blockierlésung
10% Magermilchpulver, 0.02% NaN;z in DPBS

Cell Dissociation Buffer

kommerziell (Gibco)

ConA-Puffer (1x)
20 mM Tris pH 7, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl, und 500 mM NacCl in H,O bidest.

GSH-Puffer
0.31 g Glutathion (GSH) und 5 mL von 1 M Tris pH 8 ad 50 mL H,O bidest.

KLB Lysis-Puffer

1 mMDTT, 5 mM EDTA, 10% Glycerol, 10 mM B-Glycerolphosphat, 150 mM Nacl,
10 mM NaF, 1 mM Natriumorthovanadat, 0.2 mM Natriumpervanandat,

10 mM Natriumpyrophosphat, 1 mM PMSF, 25 mM Tris/HCI pH 7.4,

1% Triton X-100 (BioRad) in H,O bidest.

Lysis-Puffer (bakt. Expression)
DPBS mit 100 mM EDTA, 1% Triton, 1% Aprotinin, 1. mM PMSF und 1 mM DTT

M9 Salt Solution
42 mM Na,HPOy,, 22 mM KH,P0O,4,18 mM NH,4CI in H,O bidest, pH 7.4

Probenpuffer (Elutionspuffer fir Pulldown und ansch |. SDS-PAGE)
65% (v/v) KLB, 10% (v/v) DTT-Lésung 1 M, 25% NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)
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PBS-T (0,1%)

0.1% Tween® 20 in DPBS

2 Material und Methoden

TAE 1x Laufpuffer f. Agarosegele
2% 50x TAE Puffer (Merck) in H,O bidest.

TBS-T (0,1%)

154 mM NacCl, 0.1 M Tris/HCI pH 8.0, 0,1% Tween® 20 (Sigma Aldrich) in H,O bidest.

TE-Dialysepuffer

1 M Tris pH 8 und 0.5 M EDTA pH 8 in H,0 bidest.

TES-LG6sung

1 M Tris pH 8, 0.25 M EDTA pH 8, 5 M NaCl in H,0 bidest.

TN-Puffer

500 pL von 1 M Tris/HCI pH 7.4 und 3 mL 0.5 M EDTA pH 8 ad 10 mL H,0 bidest.

Transferpuffer Western Blots

5% 20x Transfer Buffer (Invitrogen), 20% Methanol, 1 mL Antioxidant (mit DMF, Invitrogen)

in H,O bidest.

2.1.10 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Material

ABTS Tabletten/Puffer
Aqua ad injectabilia
Bacto Agar

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract
Blotting-Pappe
Bradford-Reagenz
Chitin Resin

Chromatographiesaulen
Colloidal Coomassie
Combitips f. Multipette
Cryotube Vials

DNA Detection Dye
DPBS, 500 mL
Drigalskyspatel, PP

Néahere Bezeichung / Verwendung
ELISA Farbsubstrat
H,O f. sterile Pufferlésungen
fur Nahrboden Bakterienkultur
fur Bakterienkultur-Medien
fur Bakterienkultur-Medien
Chromatographiepapier, 195 g/cm?
Farbung/Quantifizierung von Proteinen
Affinitatsmatrix f. Fusionsproteine mit
Chitin-Bindedomane
Poly-Prep Chromatography Columns
Brilliant Blue, concentrated
div. Gro3en
1,8 mL
EZ-Vision one
Dulbecco’s phosphate buffered saline
Ausplattieren von Bakterien
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Roche

Baxter

BD Bioscience
BD Bioscience
BD Bioscience
Hartenstein
BioRad

NEB
BioRad
Sigma
Eppendorf
Nunc
Amresco
Invitrogen
Hartenstein



Einwegspritzen

Elektroporationsklvetten

FACS-R6hrchen

Fetal Bovine Serum
Ficoll Paque PLUS
Glaskammereinschibe
f. Zellmikroskopie
GSH-Sepharose
GroRenausschluss-
chromatographiesaulen

Kantulen, steril
Kulturflaschen PS

Kulturschalen PS

M13KO7 Helper Phage
Magermilchpulver
Mikrotiterplatten
Mikrozentrifugen-
Reaktionsgefalie, PP
Parafilm ,M*“
Pasteurpipetten, Glas
Pipettenspitzen
PVDF-Membran
Reagenzréhrchen, PP
Roéntgenfilme
Schutzhandschuhe, nitril
SDS-PAGE Fertiggele
plus Zubehor

Stabpipetten, serologisch

Sterilfiltrationseinheiten

Zentrifugen-
Filtrationsséaulen

Zentrifugen-
Konzentrationsfilter

2 Material und Methoden

div. Gro3en

LE, 1 mm gap

Immuno Tube Maxisorp 70x11
Zusatz fur Zellkulturmedium
Polymer f. Leukozytenextraktion

Millicell EZ SLIDE 8-well glass, sterile
Resin, 5 mL

PD10 Desalting Columns

Zeba Spin Desalt. Columns, 40K MWCO
Edelstahl, div. Gré3en

75 cm?, 175 cm?

CELLine™ CL-1000 f. Hybridoma
Nunclon delta, 245x245x25 mm
Rundschalen, 100x15 mm u. 150x20 mm
1mL; >10" pfu/mL

Protein-Gemisch f. Blockierlésungen

F8 Maxisorp-Streifen plus Rahmen

0,5mL, 1,5mL, 2mL
Laborfilm zum Versiegeln
230 mm

div. GroRRen

Immobilon P

15 mL, 50 mL

Hyperfilm ECL 18x24 cm
Protégé, L

NuPage Bis-Tris Gele, 1.0mm x 10 wells
5mL, 10 mL, 25 mL

Filtropur, f. Spritzen, 0,2 pm

Filtropur, 500 mL, bottle top, 0,2 pm

Micro-Spin Columns, 400 pL
Spin Columns, 5 mL

Amicon Ultra-15, 10k MWCO
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B. Braun
Peqglab

Nunc

PAA

GE Healthcare

Millipore
GE Healthcare

GE Healthcare
Pierce

B. Braun
Sarstedt

BD Bioscience
Nunc
Sarstedt
Invitrogen
Spinnrad
Nunc

Eppendorf
Pechiney Plastic
Carl Roth
Sarstedt
Boehringer
Greiner bio-one
GE Healthcare
Aurelia

Invitrogen
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Pierce
Pierce

Millipore
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2.1.11 Vektoren

Vektor Verwendung Bezugsquelle
pAC4 BirA bakt. Klonierung u. Expression in AVB100 Avidity
pBirAcm Ursprungsvektor der BirA Biotin Ligase Avidity
pCANTAB 5E  Vektor mit Amber Stop-Codon vor plll-Gen Amersham
f. Phage Display
pCR2.1 Vektor mit T-Uberhangen f. TA-Cloning Invitrogen
pEBB Myc f. eukaryot. Klonierung/Expression mit Myc-Tag B.J. Mayer, Conneticut

University Health Center
Tab. 2.6: Ubersicht der verwendeten Klonierungs-, E  xpressions- u. sontigen Vektoren

2.1.12 Zelllinien und kultivierte Zellen

Bezeichnung Organismus Gewebe/Zelltyp Referenz

HEK293 Homo sapiens Nierenepithel, Graham et al., 1977
embryonal ATCC No. CRL-1573

HT29 Homo sapiens Kolorektales Fogh J, et al., 1977
Adenokarzinom ATCC No. HTB-38

T84.1 Mus musculus Murine Hybridom- Wagener et al., 1989
zelllinie

T84.66A3. Mus musculus Murine Hybridom- Wagener et al.,1983%"

1A1F2 zelllinie ATCC No. HB-8747

Tab. 2.7: Ubersicht der verwendeten eukaryotischen Zell- und Hybridoma-Linien

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterienstammen

Grundlegend erfolgte die Kultivierung von Bakterien je nach methodischen Erforderlichkeiten
in Flussigkulturen mit LB-Medium, 2YT-Medium, SOB- oder SOC-Medium. Als
Selektionsantibiotikum wurden dabei 100 pg/mL Ampicillin und/oder 50 pg/mL Kanamycin
eingesetzt, im Falle der mit Chaperon-Plasmiden co-transformierten AVB100 E.coli wurden
zudem 20 pg/mL Chloramphenicol als zusatzliches Selektionsantibiotikum und 10 pg/mL
Tetracyclin zur Induktion der Chaperon-Expression eingesetzt. In den Arbeitsschritten zum
phage display-Verfahren wurde den Kulturen, die keine Phagen produzieren und freisetzen
sollten, zuséatzlich 2% (w/v) kristalline D-(+)-Glucose fir den Induktorausschluss zugesetzt.
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Standardmafig wurden die Bakterien im Schiittelinkubator (160-220 rpm) bei 37°C kultiviert;
bei Bedarf wie fir einige Schritte des phage display-Verfahrens, z.B. Phagenproduktion,
erfolgte die Kultivierung bei 30°C. Fir die Kultivierung auf Nahrbdden wurde den o.g.
Flissigmedien 1,5% (w/v) Bacto-Agar (BD Bioscience) zugesetzt und nach gemeinsamen
Autoklavieren/Erhitzen bei Wiederabkihlung auf ca. 55°C mit entsprechenden Zuséatzen in
Petrischalen gegossen, um dort bei vollstdndiger Abkiihlung auszuharten.

Mit rekombinanten Phagen zu infizierende, naive TG1 E.coli wurden im phage display-Ablauf
auf Platten mit Minimalndhrboden ohne Antibiotika Gber Nacht bei 37°C inkubiert und
vereinzelte Klone weiter in 2YT-Medium ebenfalls ohne Selektionsantibiotikum kultiviert. Die
Konzentration von Bakterienkulturen wurde Uber die optische Dichte bei 595 nm Uber ein
UV/vis-Photospektrometer (Shimadzu) bestimmt; eine OD von 1.0 entspricht dabei einer
Konzentration von 8-10° Bakterien pro mL.

2.2.1.2 Cryokonservierung von Bakterienkulturen

Fur die Langzeitlagerung von Bakterienstimmen wurden Aliquots der entsprechenden
Flissigkulturen mit reinem, sterilen Glycerol (Sigma Aldrich, 299,9%) bis zu einer
Endkonzentration von 20% (w/v) versetzt und bei -80°C gelagert.

2.2.1.3 Transformation von kompetenten  E.Coli-Bakterien

Far die gangigen Klonierungen wurden chemisch kompetente E.coli-Stamme durch
Hitzeschock transformiert. Dabei wurden 100 pL-Aliquots der chemisch kompetenten Zellen
von -80°C entnommen und auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 2 pL (Konz. 100 ng/uL) der
zu transformierenden rekombinanten Plasmid-DNA wurden die Zellen fir 30 min auf Eis
belassen und anschlie3end in ein vorgeheiztes Wasserbad bei 42°C Uberfuhrt. Nach 40 s
wurden die Zellen sofort wieder auf Eis umgesetzt, um nach etwa 5 min Abkulhlzeit auf
entsprechend gegossenen Nahrbdden mit einem Drigalskispatel ausgestrichen zu werden.
Fur die Erzeugung der Primérbibliotheken im Rahmen des Phage Display wurden Aliquots
von 40 pL elektrokompetenten TG1 E.coli (Stratagene) auf Eis aufgetaut, mit 2 pL (Konz.
100 ng/pL) zu transformierender Plasmid-DNA versetzt und anschlieend mit dem Gene
Pulser | System von Biorad bei 4°C und Einstellungen von 200 Q, 25 pF und 17 kV/cm
elektroporiert. Die so transformierten Zellen wurden sofort mit auf 37°C vorgewarmten SOC-
Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C unter Rotation kultiviert, bevor sie auf Nahrbdéden in
245x245x25 mm Platten ausgestrichen wurden. Statt einem Elektroporationsansatz wurden
dabei 4 Ansatze nacheinander in 1 mL SOC aufgenommen und nach Inkubation ausplattiert,
um die Komplexitat der Bibliotheken nach Transformation zu erhéhen.
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2.2.1.4 Bakterielle Proteinexpression und Aufreini  gung

Fur die bakterielle Expression von rekombinanten Proteinen stand ein Expressionssystem in
der AG Nollau zur Verfigung, in welchem die transformierten Kontrukte Uber den pAC4/BirA-
Vektor in BirA-positiven AVB100 E.coli als biotinylierte GST-Fusionsproteine exprimiert
wurden. Die bakterielle Expression von T84.66 scFv-Fragmenten und anderen
rekombinanten Proteinen wurde aus 400 mL GroRkulturen von transformierten AVB100
E.coli in LB-Amp vorgenommen. Diese wurde mit 20 mL einer Gber Nacht gewachsenen 40
mL-Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD von 0.5 bei 37°C und 160 rpm inkubiert. Zu
diesem Zeitpunkt wurden 40 pL einer 1M IPTG-L6sung und 15 min spater 1,2 g kristalline L-
Arabinose zur Induktion sowie D-(+)-Biotin in einer Endkonzentration von 50 uM zugegeben.
Danach erfolgte die weitere Inkubation fir 3 h. Die Kultur wurde auf Zentrifugenbecher
aufgeteilt und fur 10 min bei 4°C und 5000xg zentrifugiert (Sorvall). Die Bakterienpellets
wurden auf Eis in 8 mL Lysis-Puffer resuspendiert und in einem Eis-Ethanol-Bad sonifiziert
(2x 2,5 min, Einstellungen: 5 cycles, 40% Power) und die Zelltrimmer durch Zentrifugation
fir 15 min bei 4°C und 2500xg abgetrennt. Der Uberstand wurde auf eine
Chromatographiesaule mit 1,5 mL GSH-Sepharose 4B pipettiert und in der geschlossenen
Saule 30 min bei RT unter gelegentlichem Invertieren inkubiert. Nach Waschen mit 10 ml
TN-Puffer wurden gebundene GST-Fusionsproteine mit 2,5 mL GSH-Puffer eluiert und das
Eluat Uber eine PD-10 Séaule in DPBS mit 20% Glycerol Uberfuhrt. Die aufgereinigten
Proteinproben wurden bei -20°C gelagert.

2.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA wurde auschlieBBlich Uber Plasmid-Préaparations-Kits
vorgenommen. Je nach Bedarf wurde dabei das PureLink® HiPure Plasmid Miniprep oder
Maxiprep Kit von Invitrogen verwendet. Die Praparation erfolgte dabei nach Angaben bzw.
Protokoll des Herstellers.

2.2.1.6 Quantifizierung von (Plasmid-)DNA

Fur DNA-Proben wurde die Konzentration am NanoDrop 1000 Spektrophotometer bestimmit.
Die gemessene Absorption bei 260 nm wurde dabei in eine Konzentration umgerechnet und
direkt durch die Software angegeben. Fir weitere Arbeiten wurden nur DNA-Proben
verwendet, die Quotienten flr Asso/Asgo VOn 21.8 und fur Aseo/Aszg von 2.0-2.3 aufwiesen und
daher als hinreichend qualitativ bzw. rein angesehen werden konnten.
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2.2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in diesen Arbeiten vorgenommenen Amplifikationen von DNA durch PCR wurden mit
PfuTurbo HotStart DNA-Polymerase (Agilent) nach u.g. Pipettieransatz und
Reaktionsschema in den vorhandenen Thermocyclern durchgefihrt.

Pipettieransatz Standard-PCR:

5 uL 10x Pfu Polymerase Puffer
5 uL dNTP-Mix 4 mM (1 mM pro dNTP)

2,5 L forward-Primer (1:10-Verdinnung von 100 uM)
2,5 L reverse-Primer (1:10-Verdinnung von 100 uM)
2 uL DNA-Matrize (pur oder vorverdinnt in dH,0)

1 uL DMSO
1 pL PfuTurbo Hotstart DNA-Polymerase

31 uL dH,O
50 uL

PCR-Reaktionsschema:

96°C, 2 min initiale Denaturierung/Strangtrennung
96°C, 30 s
60°C, 30s 40 Zyklen von Denaturierung, Annealing und Elongation
72°C,45s
72°C, 10 min finale Elongation
4°C, 5 min

Falls das Amplicon in pCR2.1 ligiert werden sollte, wurden die benétigten A-Uberhange
durch Zugabe von 1 yL Tag-Polymerase (1:10 in dH,0) und weitere Inkubation der Probe fur
10 min bei 72°C generiert.

2.2.1.8 Restriktion von (Plasmid-)DNA

Fur die Restriktion von DNA-Molekullen wurde in einem Gesamtvolumen von 20-30 uL pro ug
DNA jeweils 1 U der bendtigten Restriktionsenzyme zusammen mit dem vom Hersteller
bereitgestellten Reaktionspuffer in entsprechender Konzentration eingesetzt. Die Inkubation
der Restriktionsansatze erfolgte im Inkubator bei den vom Hersteller empfohlenen
Temperaturen fur 2-3 h.

Falls in einer Doppelrestriktion die benotigten Enzyme verschiedene optimale
Reaktionstemperaturen und/oder ein unterschiedliches Reaktionsmilieu bendtigten, wurde
eine serielle Restriktion in zwei Schritten vorgenommen.
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2.2.1.9 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Proben erfolgte in 1.0-1.5%-igen
horizontalen Agarosegelen mit der hierflir vorhandenen Apparatur. Die DNA wurde dabei mit
EZvision® one DNA dye (6x, Amresco) in dH,0 zusammen auf das Gel geladen und fir 1 h
mit 60-120 V aufgetrennt, weshalb der Einsatz von Ethidiumbromid nicht erforderlich war. Als
Langenstandard wurden 1 kb DNA Ladder sowie 1 kb plus DNA Ladder von Invitrogen
eingesetzt. Die Analyse und Dokumentation der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde Uber
das GelDoc™ XR+ System von BioRad vorgenommen.

Die Aufreinigung von DNA-Spezies erfolgte durch Exzision der betreffenden Banden mit dem
Skalpell unter UV-Licht und anschlieBende Aufarbeitung iiber das PureLink® Quick Gel
Extraction Kit von Invitrogen nach zugehdrigem Protokoll.

2.2.1.10 CsClI-Praparation von Plasmid-DNA

Mittels PureLink Hi-Pure Filter DNA Maxiprep Kit isolierte Plasmid-DNA wurde im Volumen
von 1 mL (~ 4 mg) mit 2 mL TES-LAsung vermischt und 3 g CsCl zugesetzt. Pro mL Lésung
wurden 80 pL Ethidiumbromid (10 mg/mL) zupipettiert und der Ansatz in ein Ultrazentri-
fugationsréhrchen tberfiihrt. Mit einem entsprechenden Tara-Réhrchen wurde die Probe bei
Raumtemperatur im 70.1 Ti-Rotor 48 h mit 41.100 rpm zentrifugiert. Von den zwei
entstandenen Banden enthielt die untere das entsprechende Plasmid in supercoil-
Konformation. Diese Fraktion wurde mit Hilfe einer Kanile aus dem CsCl-Gradienten
entnommen. Die DNA wurde zur Entfernung des EtBr mit 1x Vol. TE und 2x Vol
Isoamylalkohol versetzt und invertiert. Nach Phasenbildung wurde die obere Phase mit EtBr
verworfen und die Prozedur wiederholt, bis die DNA farblos war.

AnschlieRend wurde die DNA-LAsung mittels Micro Dialysis Capsules QuixSep (Roth) gegen
1,5 L TE-Puffer pro mL DNA-L8sung bei 4°C Uber Nacht und am nachsten Tag erneut bei
4°C fir 6 h dialysiert. Mit 2.5x Vol. EtOH abs. und 1/10x Vol. 3 M NaOAc pH 5.2 sowie 1 pL
Glycogen pro mL wurde die DNA durch Inkubation bei -80°C fur 30 min und Zentrifugation
(20 min 13.000 rpm, 4°C) gefallt. Nach Waschen mit 70% EtOH wurde die pelletierte DNA
bei 37°C getrocknet, in 100 pL TE-Puffer aufgenommen und bei -20°C gelagert.

2.2.1.11 Aufreinigung und Konzentration von DNA-Pro  ben

Sofern nach PCR, Restriktion 0.a. Prozessierungen eine Aufreinigung oder Konzentration
der entsprechenden DNA erforderlich war, wurde diese Uber das PCR Purification Kit von
Qiagen nach Herstellerangaben vorgenommen. Eine Konzentration erfolgte dabei durch
Elution mit einem um Faktor 5 kleineren Volumen als das der urspringlich eingesetzten,
vereinigten Ausgangsproben.

35



2 Material und Methoden

2.2.1.12 Ligation von DNA-Molekilen

Die Ligationsreaktionen fur das kovalente Verknlpfen kompatibler DNA-Fragmente mit
kohasiven Enden wurden mit der T4 DNA Ligase von Invitrogen durchgefuhrt. Dazu wurden
die DNA, T4 Ligase und der 5x konzentrierte Ligase-Puffer mit dH,O auf ein Volumen von
10-20 pL gebracht und fiir 2 h bei RT oder Giber Nacht bei 14°C inkubiert.

2.2.1.13 Sequenzierung von DNA-Proben

Fur die Sequenzierung von DNA-Proben wurden Dienstleistungen der Firma Eurofins MWG
Operon (Ebersberg) in Anspruch genommen. Die zu sequenzierenden Proben wurden als
DNA-Primer-Mix entsprechend den sample submission guides Ubersendet. Die darauf
erhaltenen digitalen Elektropherogramme wurden mit der Software FinchTV 1.4.0 betrachtet
und ausgewertet.

Fir eine weitere Prozessierung der Sequenzen (in silico Translation, Uberfilhrung der
Sequenzen in revers komplementaren Strang, Sequenzvergleich durch Alignment usw.)
wurde auf die Funktionen der Datenbanken bzw. Webtools NCBI/BLAST, SMS2 (sequence
manipulation suite Version 2) und ClustalW?2 (EMBL-EBI) zuriickgegriffen.

2.2.1.14 RNA-Gesamtextraktion aus Hybridom-Zellen u  nd Lama-Leukozyten

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Hybridom-Zellen sowie isolierten Lama-Leukozyten
erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Dabei
wurden 1x10" Hybridom-Zellen bzw. aus Lama-Vollblut préparierte Leukozyten nach
Praparation aus frischem Vollblut eingesetzt. Diese wurden zur Homogenisierung mehrfach
durch eine Kanile (0.9 mm @) aufgezogen. Die extrahierte RNA wurde in 100 pL RNase-
freiem H,O aufgenommen und nach photometrischer Quantifizierung bei -80°C gelagert.

2.2.1.15 Quantifizierung von RNA

Die Quantifizierung extrahierter RNA wurde ebenso wie fir DNA mit dem NanoDrop 1000
Spektrophotometer durchgefiihrt. Uber die Absorption A,s und den Extinktionskoeffizienten
fur RNA wurde die Konzentration bestimmt.

2.2.1.16 Reverse Transkription von RNA

Um aus der extrahierten RNA fir weitere Arbeiten eine cDNA (complementary DNA) zu
synthetisieren, wurde eine RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) fir die
RNA mit SuperScript® Ill Reverser Transkriptase von Invitrogen nach unten genanntem
Schema in autoklavierten, RNase-freien Eppendorf-Tubes (0.1 mL) vorgenommen:
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Pipettierschema RT-PCR:

1 pL randomisierte Oligonukleotid-Hexamere (eingestellt auf 150 ng/uL)
1 pL 10 mM dNTP-Mix (Invitrogen)
X pL Gesamt-RNA (~ 5 ug)

ad 13 pL dH,O

Erhitzen auf 65°C fur 5 min (Wasserbad; Denaturierung der RNA-Sekundéarstrukturen),
Abkuhlen auf Eis, dann weitere Zugabe von:

4 L 5x first strand (FS)-Puffer
1 uL DTT (0.1 M)
1 pL RNase out-Inhibitor
_1 ulL SuperScript® Il RT
20 pL

RT-PCR-Reaktionsschema:

25°C, 5 min (Raumtemperatur)
50°C, 60 min

70°C, 15 min

anschliel3end Lagerung bei -20°C

Die RT-PCR wurde bei Raumtemperatur (25°C) und in entsprechend eingestellten
Heizblécken vorgenommen. Die anschlieBende Amplifikation mit VyH- bzw. scFv-
spezifischen Primern erfolgte wie die o.g. Standard-PCR, nur dass hier Tag-Polymerase
(statt Pfu-Polymerase) verwendet wurde mit dem entsprechenden Puffer unter Zugabe von
1,5 pL MgCl, (50 mM) in einem Gesamtvolumen von 50 pL.

2.2.1.17 Konstruktion von V yH-Immunbibliotheken fir phage display

Nachdem von den immunisierten Lamas aus Vollblut Leukozyten und aus diesen wiederum
die Gesamt-RNA isoliert worden war, wurden reverse Transkriptionen zu cDNA
vorgenommen und hieraus das jeweilige VyH-Repertoire spezifisch ampliziert. Uber die
kohasiven Enden der Restriktionsschnittstellen von Sfil/Notl wurde der polyklonale VyH-Pool
anschlieRend in den Phagemid-Vektor pCANTAB 5E ligiert und durch Elektroporation in
kompetente TG1 E.coli transformiert. Die transformierten TG1 wurden anschlieRend auf
2YT-Agar mit Ampicillin und Glucose in 245x245x25 mm-Platten ausgestrichen und Uber
Nacht bei 30°C inkubiert. FUr beide Ansatze wurden von zuféllig gewahlten Klonen nach
Plasmidpraparation DNA-Sequenzierungen angefertigt, um die Komplexitat und Qualitat der

so erzeugten Primarbibliotheken zu bemessen. Nach mehreren Durchfihrungen der
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Transformation und des Ausplattierens auf Selektionsnahrboden wurden die Platten fir
jeden Ansatz im Weiteren mit 2YT (Ampicillin, Glucose) Flussigmedium unter Verwendung
eines Drigalskispatels abgespilt und nach Bestimmung der Bakterienkonzentration und
Zusatz von 20% Glycerol als Ausgangsmaterial fir die Primarbibliotheken bei -80°C gelagert.
Firr die Produktion rekombinanter Phagen wurden 50 mL 2YT (Ampicillin, Glucose) mit 10°
Bakterien der Primarbibliothek inokuliert und bei 30°C bis zu einer ODsgs = 0.5 kultiviert. Bei
Erreichen dieser OD wurde die Kultur in einem 1:1-Verhaltnis mit 2:10'° pfu M13KO7
Helferphage infiziert; hierzu wurde sie 1 h bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden
anschlieRend abzentrifugiert (4.000xg, 10 min, RT) und in 500 mL 2YT (Ampicillin,
Kanamycin) resuspendiert. Die Produktion der Phagen erfolgte bei 30°C Uber Nacht. Nach
erneuter Zentrifugation der Kultur wurde der geklarte Uberstand mit 100 mL einer Losung
aus PEGB8000/NaCl versetzt und fur 1 h bei 4°C inkubiert. Durch Zentrifugation (10.000xg, 20
min, 4°C) wurden die Phagen pelletiert und nach Aspirieren und Trocknen mit 6 mL DPBS
resuspendiert und sterilfiltriert (0.45 um Filter). Die so gewonnene Phagenbibliothek wurde
bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

2.2.1.18 Festphasen- biopanning mit CEACAM-Proteinen und phage rescue

Fur eine spezifische Selektion gegen CEACAM-reaktive Phagen-VyH-Fusionsproteine
wurden 100 pg rekombinantes CEACAM1 bzw. CEACAMS in 3 mL PBS bei 4°C Uber Nacht
an der Polystyrol-Oberflache von Nunc-Immuno MaxiSorp StarTubes (75 x 12 mm)
immobilisiert. Freie Bindungsstellen wurden mit 2% Milchpulver in DPBS fir 2 h bei 37°C
blockiert. AnschlieRend wurden ca. 10> Phagen der Bibliotheken einer Negativselektion
unterzogen. Dazu wurden diese in 3 mL DPBS mit 2% Milchpulver in einem nicht mit
CEACAM beschichteten MaxiSorp Star Tube fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachdem das CEACAM-beschichtete Reagenzgefd3 mit DPBS gewaschen worden war,
wurde die Phagenlésung in dieses Uberfihrt und 2 h bei RT unter Rotation inkubiert. Nach
Entfernen nicht gebundener Phagenpartikel durch Waschen (25x PBS-T, 25x DPBS) wurden
naive TG1 E.coli mit den verbliebenen Phagen infiziert. Dazu wurden 3 mL einer naiven
TG1-Kultur, die parallel ohne Selektionsantibiotikum bis zu einer ODsgs = 0.3 gewachsen
war, direkt im panning-Gefal fir 1 h bei 37°C unter Rotation inkubiert.

Nach Infektion wurden die Bakterien auf 2YT-Agar mit Ampicillin und Glucose ausplattiert
und uber Nacht bei 30°C kultiviert. Die erhaltenen Kolonien wurden erneut abgespiilt, in
Aliquots cryokonserviert und als entsprechende Kultur wie oben beschrieben wieder mit
M13KO7 Helferphagen infiziert, um die anschlieRend produzierten VyH-Phagen-Partikel
einer weiteren Selektionsrunde durch Festphasen-panning zu unterziehen. Insgesamt
wurden drei Selektionsrunden mit einer fortlaufenden Minimierung des prasentierten
CEACAM-Antigens (1. Runde: 100 pg; 2. Runde: 50 ug; 3. Runde: 20 pg) durchgefihrt. Von
den Platten nach der dritten Runde wurden Kolonien mit selektierten Klonen isoliert und ihre
Plasmid-DNA sequenziert. Fur VyH-tragende selektierte Klone wurden erneut Phagen-
Fusionspartikel wie oben beschrieben produziert und auf mdgliche CEACAM-Spezifitdt im
ELISA vermessen.

38



2 Material und Methoden

2.2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.2.1 Kultivierung und Lyse humaner (Tumor-)Zelll  inien

Aliquots von Langzeitkulturen der genannten Zelllinien wurden aus einem Nj-Lagertank
entnommen und auf Eis langsam aufgetaut, um anschlie3end in 8 mL DMEM (mit 10% FCS,
Penicillin/Streptamycin, fir Hybridoma mit 4 mM L-Glutamin) aufgenommen, in eine
Polystyrol-Zellkulturflasche tberfihrt und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert zu
werden. Nach ca. 3 h wurden die Zellen in neues Medium uberfihrt, um das DMSO zu
entfernen. Fir einige Tage wurden die Zellen unter regelmafiger Beobachtung durch das
Lichtmikroskop im Inkubator belassen. Bei ausreichend konfluentem Wachstum wurden
diese unter Verdinnung auf mehrere Kulturschalen (Polystyrol, d = 15 cm) tberfuhrt. Dazu
wurden 20 mL auf 37°C erwarmtes DMEM in jede neue Schale vorgelegt und das Medium
aus der alten Flasche abgesaugt. Letztere wurde nun mit 5 mL PBS (ebenfalls 37°C)
gespult, um die Trypsin-hemmenden Faktoren des Serums zu entfernen. Nach Absaugen
des PBS wurden 2 mL Trypsin-EDTA-L6sung in die Kulturflasche gegeben und die Zellen
unter Schwenken vom Boden der Flasche abgeldst. Zu den geltésten Zellen wurden 8 mL
DMEM gegeben und nach Durchmischen der Losung davon 1 mL in das vorgelegte Medium
auf 15 cm-Kulturschalen oder in frische Kulturflaschen Uberfuhrt. Neben laufender
Beobachtung am Lichtmikroskop und weiterer Subkultivierung nach dem gleichen Verfahren
wurde fir die Zellen in Kultur alle 3-5 Tage das Medium gewechselt, je nach Farbumschlag
des alten Mediums und optischem Zustand der Zellen.

Fir die Lyse wurden die auf 15 cm-Schalen kultivierten Zellen nach Erreichen einer optisch
ermittelt ausreichenden Zellzahl 2-fach mit 4°C kaltem PBS gespilt und die Schalen
anschliel3end sofort auf Eis gestellt. Auf den Zellrasen jeder Schale wurde 1 mL eisgekihlter
KLB-Lysispuffer pipettiert und die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Schale
gelost. Die geldsten Zellen von gleicher Art aus mehreren Kulturen wurden in einem 15 mL
Polypropylen-Reagenzgefald gesammelt und fir 30 min auf Eis gestellt. Danach wurden die
Tubes mit den lysierten Zellen fir 10 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Tube (berfiihrt. Hieraus wurde eine Bestimmung der
Gesamtproteinmenge mittels eines spektrometrischen Bradford-Lowry-Assays fur die Lysate
vorgenommen und diese als 1 mL-Aliquots in Mikroreagenzgefallen bei -80°C bis zur
weiteren Verwendung tiefgefroren.

Die Hybridoma-Zellen wurden fiir die Produktion von monoklonalen Antikérpern in CELLine™
CL-1000 Bioreaktoren unter Adaption an Hybridoma Express Medium nach Angaben der
Anbieter/Hersteller kultiviert. Alle an den Zellen durchgefiihrten Arbeiten bis zur Zugabe des
Lysis-Puffers wurden ausschlie3lich unter der Sterilbank sowie mit sterilen Arbeitsmitteln
vorgenommen.
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2.2.2.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen  und eukaryotische Expression

Die wie oben beschrieben kultivierten HEK293-Zellen wurden fir eine transiente
Transfektion und die anschlieRende sekretorische Expression bei einer lichtmikroskopisch
bestimmten Konfluenz von etwa 70% auf 9 mL frisches DMEM-Medium ohne Zusatz von
fotalem Kalberserum (FCS) und Penicillin/Streptomycin umgesetzt, um eine Stérung der
Transfektion durch diese Komponenten zu vermeiden. Parallel wurden in 20 mL reinem
DMEM in einem PP-Reagenzgefal? 500 puL des Transfektionsreagenzes TurboFect (Thermo
Scientific) sowie 300 pg der zu transfizierenden Plasmid-DNA gel6st und nach Mischen
durch Invertieren 30 min bei RT inkubiert, um die Komplexierung der DNA mit dem
kationischen Polymer zu ermdglichen. Von dieser Losung wurde je 1 mL auf 20 Schalen mit
HEK-Zellen und 9 mL vorgelegtem DMEM gegeben und diese fur 4 h bei 37°C und 5% CO2
im Brutschrank inkubiert. Nach 4 h wurde die Transfektionslésung aspiriert und die
transfizierten Zellen auf 10 mL frisches DMEM ohne FCS umgesetzt. Die sekretorische
Expression des Transfektionsprodukts tber den SV40-Promoter in pEBB erfolgte tber 60 h
im Brutschrank (37°C, 5% CO,), anschlieRend wurden die Uberstande gesammelt und
sterilfiltriert (Filtropur, 500 mL) sowie mit 0,02% NaN; versetzt und bis zu weiteren
Aufarbeitung bei 4°C gelagert.

Bei Co-Transfektion mit BirA/pEBB wurde entsprechend mit einem Gemisch der Plasmid-
DNA fur die scFv-Fragmente und fir die Biotinligase BirA im Verhdltnis 4:1 transfiziert.
Zudem wurde flr alle Ansétze, bei denen wahrend/nach Transfektion eine enzymatische
Biotinylierung erfolgen sollte, tiber den Expressionszeitraum das vorliegende Medium mit D-
(+)-Biotin in einer Endkonzentration von 100 pM ergénzt.

2.2.2.3 Immunhistochemische Farbung CEACAM-positive  r Zelllinien

Fur die vergleichende IHC-Fluoreszenzfarbung mit anti-CEACAM mAk und scFv-
Fragmenten wurden Zellen der CEACAM-positiven Kolonkarzinomzelllinie HT29 nach
Umsetzen auf Glaskammereinschibe fur Zellmikroskopie (Millipore) bis zur Semikonfluenz in
DMEM mit FCS und Penicillin/Streptomycin kultiviert und nach Aspirieren des Mediums mit 4
pg/mL biotinylierten mAk (T84.1, T84.66 und polyklonalem Maus IgG) bzw. mit 5 pg/mL der
biotinylierten scFv-Fragmente T84.1 und T84.66-BAP/BIirA in frischem DMEM fur 1 h bei RT
inkubiert. Als Kontrollen fir die spezifische Bindung der scFv-Fragmente wurden zusatzlich
Zellen mit 5 pg/mL nicht biotinylierten mAk T84.1 und T84.66 fir 15 min bei RT behandelt,
bevor flr diese Ansatze die scFv-Fragmente zugegeben wurden.

Nach dreiffachem Waschen der Zellen mit DPBS wurden diese in 4%-iger
Paraformaldehydlésung fixiert und nachfolgend mit 2% BSA und 5% FCS in DPBS 1 h bei
RT blockiert. Der Bindungsnachweis erfolgte durch FITC-konjugiertes Streptavidin (1:10.000
in DPBS, 1 h bei RT). Nach Waschen der Zellen wurde eine Gegenfarbung der Zellkerne mit
4,6-Diamino-2-Phenylindoldihydrochlorid  (DAPI) vorgenommen. Die Detektion der
Immunhistochemie wurde am Fluoreszenzmikroskop am Institut fir Klinische Chemie (AG
Horst) unter identischen Einstellungen (Fluoreszenzintensitaten, Detektorempfindlichkeit)
vorgenommen. Das Uberlagern der Signale von FITC und DAPI identischer Zellareale

erfolgte in Adobe Photoshop.
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2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Lama-Immunisierung / Gewinnung von Immunser  en aus Lama-Vollblut

Fur das Hervorrufen einer CEACAM-spezifischen Immunantwort wurden je einem Individuum
der Gattung L. glama innerhalb des Departments fur Nutztierwissenschaften (Universitat
Gottingen) in 7 Schritten Uber einen Zeitraum von 26 Wochen stets 500 pg aufgereinigtes
rekombinantes CEACAM1 bzw. CEACAMS injiziert. Dazu wurde das Antigen in 675 pL
sterilem DPBS aufgenommen und vor der Immunisierung mit 875 pL des Adjuvans Stimune
(Fa. Prionics, Zurich, Schweiz) versetzt, so dass ein effektives Immunisierungsendvolumen
von 1.5 mL vorlag. Die Immunisierungen wurden durch Frau Dr. med. vet. Eva Moors
(Universitat Gottingen) vorgenommen.

Die Blutentnahme zur Aufbereitung von Immunseren erfolgte 14 bis 18 Tage nach jedem
Immunisierungsschritt. Aus der v. jugularis externa enthommenes Blut wurde nach
Koagulation bei Raumtemperatur zur Abtrennung des Blutkuchens zentrifugiert (5 min,
13.000 rpm). Die Blutabnahme wurde ebenfalls durch Frau Dr. Eva Moors vorgenommen.
Die Seren wurden in 2 mL Mikroreagenzgefal3e aliquotiert und tiefgekihlt (-20°C) in die
Labore des Instituts fur Klinische Chemie (UKE) verschickt. Hier wurden die Seren weiter bei
-20°C bzw. fir die unmittelbare Verwendung bei 4°C gelagert.

2.2.3.2 Isolierung von Lama-Leukozyten aus Vollblut

Nach Entnahme aus der Halsvene wurde dem heparinisierten Lamablut ein gleiches
Volumen an DMEM-Medium zugesetzt, die Mischung auf 10 mL Ficoll-Paque PLUS in einem
50 mL PP-Reagenzrohrchen geschichtet und fur 40 min bei Raumtemperatur mit 500 xg
zentrifugiert. Wahrend die Erythrozyten am Boden des Réhrchens unter dem Ficoll pelletiert
wurden, setzten sich die Leukozyten oberhalb der Ficoll-Schicht ab. Der Leukozytenring
wurde durch Pipettieren aufgenommen, die enthaltenen Leukozyten in DPBS gewaschen
und direkt fur die RNA-Préaparation eingesetzt (s. Kap. 2.2.1.14).

2.2.3.3 Fraktionierung der clgG-Subtypen aus Lamase ren

Die Fraktionierung der clgG-Subtypen aus Lamaseren wurden nach den Arbeiten von
Hamers-Casterman et al. (1993) bzw. van der Linden et al. (2000) durch kombinierte serielle
Affinitatschromatographie mit Protein G/Protein A vorgenommen. Dabei erfolgte die
Affinitatschromatographie an Protein G Uber eine HiTrap Protein G HP-Saule (GE
Healthcare) mittels HPLC (Akta Prime). Die clgG-Subtypen clgG2 (long hinge) und clgG1
(conv.) wurden mit 0.15 M NaCl und 0.58% AcOH bei einem pH von 3.5 bzw. mit 0.1 M
Glycin bei pH 2.7 eluiert. Der dabei erhaltene Durchlauf wurde weiter in einer mit Protein A-
Agarose (Thermo Scientific) beladenen S&aule inkubiert und die gesamte clgG3-Fraktion
(short hinge) mit 0.1 M Glycin bei pH 2.7 eluiert. Die Eluate wurden mit 1 M Tris pH 8.9
neutralisiert und bei 4°C gelagert.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Konzentrieren und Pufferwechsel von Express  ionstberstédnden

Von 20 Platten nach oben beschriebener Transfektion und Expression in HEK293-Zellen
wurden nach Sammeln und Sterilfiltration ca. 200 mL an Zellkulturiiberstand erhalten. Diese
wurden durch Zentrifugationsfiltration in Amicon Ultra-15 (MWCO: 10k) Filtrationseinheiten
um ca. Faktor 20 aufkonzentriert. Weiter wurden fir den Austausch des Zellkulturmediums
gegen DPBS/0,02% NaNs je 2,5 mL Konzentrat auf zuvor 5x mit DPBS aquilibrierte PD-10
Saulen gegeben und der Durchlauf verworfen, um anschlieBend die auf der Saule
verbliebenen Proteinbestandteile mit 3,5 mL DPBS/NaN; in einem 15 mL PP-Reaktionsgefarl’
aufzufangen. Die so aufgearbeiteten Proben wurden bei 4°C gelagert.

2.2.4.2 Bestimmung von Proteingesamtmengen durch B radford-Lowry-Assay

Um eine Vergleichbarkeit der einzusetzenden Zellextrakte sowie der Proteinpréparationen
nach prokaryotischer/eukaryotischer Expression und Aufreinigung zu erreichen, wurde die
Proteingesamtkonzentration in einem spektrometrischen Bradford-Lowry-Assay bestimmt.
Dazu wurde zuerst ein BSA-Standard von 10 pg/pL (1 g in 200 mL PBS) erstellt und in einer
Doppelbestimmung als Verdiinnungsreihe in PBS (15 ug; 7,5 ug; 3,75 ug; 1,875 ug; 0,9375
Mg; je in 1 mL mit 20% Bradfordreagenz) photometrisch gegen PBS/Bradford-Reagenz als
Leerwert vermessen. Ebenso wurden 1 pL, 2 pL und 5 pL (auch je in 1 mL PBS mit
20%Bradford-Reagenz), unverdinnt oder aus 1:10-Vorverdiinnungen in PBS, der jeweiligen
Proben als Doppelbestimmung vermessen und der Mittelwert der lber die Standard-
Eichkurve errechneten Werte als durchschnittliche Protein-Gesamtkonzentration fur die
Probe angegeben.

2.2.4.3 SDS-PAGE von Proteinproben und Zelllysaten

Um Proteinproben fir weitere Behandlung/Analyse gelelektrophoretisch auftrennen zu
kénnen, wurden entsprechende Probenvolumina zusammen mit Endkonzentrationen von
25% NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x, Invitrogen) und 10% einer 0,5M DTT-Lésung
letztendlich mit KLB-Puffer auf ein Endvolumen von 40 pyL gebracht und im Wasserbad bei
96°C fur 5 min denaturiert. Nach kurzem Abkuhlen der Proben auf Eis wurden diese durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit dem NuPAGE®-System von Invitrogen
(NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gele, denaturierender MES SDS Running Buffer, 200 V const. fiir
55 min bei RT, mit den Langenstandards PageRuler™ von Fermentas bzw. Novex™
Prestained Protein Ladder von Invitrogen) aufgetrennt.
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2.2.4.4 Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Fur eine Farbung der Proteinfraktionen nach SDS-PAGE wurden die Gele in PS-Schalen mit
einer wassrigen Losung aus 40% Methanol und 7% Eisessig fur 1 h bei RT fixiert.
AnschlieRend wurden 40 mL Brilliant Blue Colloidal Coomassie (Sigma Aldrich) zusammen
mit 10 mL Methanol auf das Gel gegeben und dieses so fir 1 h bei RT angefarbt. Nach
Waschen mit einer Lésung aus 10% Eisessig und 25% Ethanol fiir ca. 30 s wurde das Gel in
25% Methanol entfarbt. Die Gele wurden per Flachbettscanner (CanoScan) digitalisiert und
Uber Adobe Photoshop als JPEG-Bilddateien archiviert.

2.2.4.5 Western Blot-Analysen

Fur die Western Blotting-Experimente in diesen Arbeiten wurden die aufgetrennten
Proteinfraktionen in einem Elektrotransfer (400 mA const. fir 3 h bei 4°C in Transferpuffer)
auf eine PVYDF-Membran Ubertragen. Zur Abdeckung unspezifischer Bindungsstellen wurde
die Membran fir mind. 1 h oder Uber Nacht bei 4°C in 50 mL TBS-T mit 10% (w/v)
Milchpulver unter Schiitteln blockiert. Nach der Blockierung wurden die Membran in TBS-T
gewaschen und anschlieBend mit dem jeweiligen Primarantikdrper (sofern nicht anders
angegeben, eingestellt auf 1 pg/mL in 1 mL TBS-T) behandelt, in dem sie in Folie
eingeschweil3t mit der Antikérper-Losung fur 1-3 h bei RT unter Rotation inkubiert wurde.
Nach der Inkubation wurde die Membran fir 15 min 5x in TBS-T gewaschen. Von einer
gleichzeitig angesetzten Verdiunnung des gegen die jeweilige Spezies gerichteten, mit dem
Enzym HRP (horse raddish peroxidase) konjugierten Sekundarantikorpers oder anderen
Detektionsreagenzes (zwischen 1:20.000 und 1:100.000 in TBS-T; s. Tab. 2.2) wurden 20
mL zusammen mit 2 mL einer 10% Milchpulver/TBS-T-Lésung (aul3er bei Streptavidin-HRP)
in eine 15 cm-Polystyrolschale vorgelegt und die Membran fir 1 h bei RT auf dem
Orbitalschdittler inkubiert.

Nach Waschen (insgesamt 12 Waschschritte mit TBS-T tGber 2 h) wurde die Membran fir 1
min mit einem 1:1-Gemisch der Komponenten 1 und 2 aus dem ECL-Kit von GE Healthcare
Uberschichtet. Die ECL-LOsung wurde verworfen und die Membran in eine Film-Kassette fir
die Detektion mit Réntgenfilmen (GE Healthcare) Uberfihrt. In einem Dunkelraum wurden die
Filme fir verschiedene Belichtungszeiten - abhangig von der Auspragung der Signalstarke —
auf die Membranen in der Kasette gelegt und anschlieRend mit einem Entwicklungsgerat fur
Rontgenfilme der Firma AGFA entwickelt. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden mit einem
CanoScan Flachbettscanner digitalisiert und nach Import in Adobe Photoshop als JPEG-
Bilddateien gespeichert. Digitalisierte Western Blot-Ergebnisse wurden auch zur
Semiquantifizierung von Proteinen genutzt, in dem der Schwarzungsgrad ihrer Signale durch
das Programm ImageJ (NIH) erfasst und mit denen eines entsprechenden Standards auf der
gleichen Membran verglichen wurden.
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2.2.4.6 Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten ELISA-Experimenten wurden in den Vertiefungen der
verwendeten Mikrotiterstreifen bzw. -platten (MaxiSorp Nunc Immuno Module) in 100 pL
Carbonat-Puffer (pH 9.3) die betreffenden Protein-Proben bei 4°C tber Nacht auf einem
Orbitalschiittler immobilisiert; fir direkte ELISA wurde der jeweilige Priméar- oder capture-
Antikorper (z.B. bei M13 Phagentiterbestimmung), fir indirekte ELISA das betreffende
Antigen (z.B. in Bindungsassays fir anti-CEACAM Antikérperspezies) an die Polystyrol-
Oberflache immobilisiert. Nach 3x Waschen mit 250 uL TBS-T wurde bei direkten ELISA das
Antigen und bei indirekten ELISA der Priméarantikdrper in verschiedenen Konzentrationen in
PBS mit 0,01% (w/v) BSA im Endvolumen von 100 pL fir 1 h bei RT unter Schitteln
inkubiert. Nach Waschen wurde der HRP-konjugierte Sekundar- oder Nachweisantikdrper
mit 100 pL einer entsprechenden Vorverdinnung in TBS-T ebenfalls fur 1 h bei RT inkubiert.
Die mit TBS-T erneut 5x gewaschenen Platten wurden mit 200 pL ATBS-Fertigldsung
(Sigma Aldrich) pro Vertiefung belegt und bei Lichtausschluss und 37°C in einem
entsprechenden Schiuttelinkubator platziert. Zu verschiedenen Messzeitpunkten wurde die
Absorption bei 405 nm im GENios ELISA Reader (Tecan) detektiert und in EXCEL-Dateien
aufgezeichnet bzw. die Daten graphisch ausgewertet.

Die kompetitiven Experimente liefen auf Basis eines indirekten ELISA ab, bei dem im
Gesamtvolumen von 100 pL neben dem Primarantikérper auch ein entsprechender
Kompetitor inkubiert wurde. Der Sekundarantikbrper wies dabei den Kompetitor in konstanter
Konzentration bzw. dessen Verdrdngung nach. Die Ausgleichskurven fir die Messwerte
basieren auf nicht-linearer Regression mit Hilfe des in MS EXCEL integrierten Add-Ins
SOLVER.

2.2.4.7 Biotinylierung bzw. FITC-Markierung monokl  onaler Antikdrper

Die Biotinylierung von Aliquots der Antikdrperpraparationen wurde mit EZ-link NHS-PEG12-
Biotin (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben vorgenommen. Die biotinylierten mAk
wurden anschlielend Gber Monomeric Avidin-Agarose (Thermo Scientific) aufgereinigt, mit
Biotin eluiert und die Eluate mit ZEBA Spin Columns (Thermo Scientific) in DPBS uberfihrt.
In gleicher Form erfolgte die FITC-Markierung der mAk mit dem Pierce® FITC Antibody
Labeling Kit (Thermo Scientific). Die FITC-markierten mAk wurden Uber eine
Ausschlusschromatographieséaule gereinigt und anschlieend in DPBS Uberfihrt.

2.2.4.8 Immunprazipitation von CEACAM-Molekilen aus  Zelllysaten

Fir die Immunpréazipitation von CEACAM-Molekilen wurden 50 pL des jeweiligen HEK293-

Zelllysats mit 2.5 pg T84.1 mAK versetzt und Uber Nacht bei 4°C auf einem

Rotationsschuttler inkubiert. Daraufhin wurden der Reaktionslésung 20 pL der Protein G

plus-Agarosesuspension (Santa Cruz) zugesetzt und fur 2 h bei 4°C unter Rotation inkubiert.

Danach wurden die Ansétze bei 500xg fur 10 min bei 4°C abzentrifugiert und das Préazipitat

4x mit 200 pL DPBS gewaschen und zur Elution von einer Pierce® Spin Column nach
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Erhitzen bei 96°C fir 4 min in 50 pL Probenpuffer durch Zentrifugation in ein
Mikroreaktionsgefald Uberfuhrt. Die Eluate der Immunprazipitationen wurden bis zur
Verwendung fur SDS-PAGE und Western Blot-Analysen bei -20°C gelagert.

2.2.4.9 Pulldown von biotinylierten Proteinen mit H  iCapacity Streptavidin-Agarose

Ahnlich der Immunpréazipitation wurden auch Pulldowns mit HiCapacity Streptavidin-Agarose
(Thermo Scientific) auf biotinylierte Proteine wie die scFv-Fragmente aus Expression mit
enzymatischer Biotinylierung vorgenommen. Hierbei wurden 50 pL der scFv-Probe mit 50 pL
DPBS auf ein Volumen von 100 uL gebracht, von dem 10 uL als Referenzprobe enthommen
wurden. Zu den verbleibenden 90 pL wurden 10 pL Streptavidin-Agarose-Suspension
gegeben und die Losung 2 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das
Pellet aus Streptavidin-Agarose mit gebundenen biotinylierten Proteinen in 40 pL
Probenpuffer bei 96°C fur 4 min erhitzt und der Uberstand in einem frischen ReaktionsgefaR
erneut mit 10 pL Streptavidin-Agarose versetzt sowie 2 h bei 4°C inkubiert. 10 pL des
verbliebenen Uberstands wurden nach Zentrifugation (10 min, 500xg, 4°C) als weitere
Referenzprobe entnommen und die abgekochten Probenpuffer-Eluate von den Agarose-
Partikeln durch Zentrifugation tber eine Pierce® Micro Spin Column getrennt. Auch hier
wurden die gewonnenen Fraktionen bis zum weiteren Einsatz bei -20°C gelagert.

2.2.4.10 Deglykosylierung von Proteinen

Der Abbau von glykosidischen Modifikationen an Proteinen wurde in diesen Arbeiten mit den
angegebenen Glycosidasen (NEB, s. Tab. 2.4, Kap. 2.1.4) sowie dem Remove-iT™
PNGaseF-System in Zusammenhang mit Chitin-konjugierter Affinitatsmatrix von NEB nach
Angaben des Herstellers vorgenommen.

2.2.4.11 Affinitatschromatographische Aufreinigung von rekombinantem CEACAM1
Uber ConA-Sepharose

Der Uberstand von HEK293-Zellen nach transienter Transfektion und Expression von
rCEACAM1 wurde Uber Amicon Ultra-15 (MWCO: 10.000) aufkonzentriert und die
enthaltenen Proteine Uber PD-10 Saulen in ConA-Puffer Gberfuhrt. In einer Poly Prep
Column (BioRad) wurde 1 mL ConA-Sepharose 4B (GE Healthcare) 20x mit ConA-Puffer
gewaschen und anschlieRend Uber Nacht bei 4°C unter Rotation mit den Glykoproteinen
inkubiert. Nach Auffangen des Durchlaufs wurde die ConA-Sepharose 3x mit ConA-Puffer
gewaschen und anschlie3end mit je 1 mL 1 M Methyl-a-D-Mannopyranosid eluiert. Nach
Charakterisierung der Eluatfraktionen im Western Blot wurde die Eluate vereinigt, durch
GroRRenausschlussfiltration  konzentriert und UGber PD-10 in DPBS Uberfuhrt. Die
Konzentration wurde durch Bradford-Assay bestimmt und die Reinheit des Endprodukts per
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung uUberprift. Anschlielend wurde die Probe bei 4°C

gelagert.
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2.2.4.12 Affinitdtschromatographische Aufreinigung fur biotinylierte Proteine
Uber Monomeric Avidin-Agarose

Die Aufreinigung durch Biotinylierung modifizierter Proteine erfolgte Uber das Monomeric
Avidin Kit (Pierce®, Thermo Scientific) in unterschiedlichen MaRstaben nach Angaben des
Herstellers. Je nach Mal3stab der Aufreinigung erfolgte eine Elution in 6-12 Schritten mit
einzelnen Elutionsvolumina zwischen 300 pL und 1.2 mL des Biotin Blocking & Elution
Buffers.

2.2.4.13 Affinitatschromatographische Aufreinigung von monoklonalen Antikdrpern
uber Protein G

Die Aufreinigung von monoklonalen Antikdrpern erfolgte Uber das Montage Antibody
Purification PROSEP-G Kit (Millipore) nach Angaben des Herstellers.
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3  Ergebnisse

3.1 Produktion und Charakterisierung der monoklonal en anti-CEACAM
Antikorper T84.1 und T84.66 aus Hybridom-Kulturen

3.1.1 Darstellung der monoklonalen Antikorper nach Expression und Aufreinigung

Eine wichtige Voraussetzung dieser Arbeit war es, konventionelle monoklonale Antikorper
gegen CEACAM1 (CC1) und CEACAMS (CC5) zu generieren sowie deren Bindungsfahigkeit
zu validieren, um im Weiteren mit diesen Antikbrpern quantitative Messplattformen
aufzubauen. Zur Herstellung der monoklonalen Antikérper (mAk) wurden die
entsprechenden Hybridom-Zelllinien innerhalb des Instituts fir Klinische Chemie (AG Nollau)
langzeitkultiviert, dabei laufend die gesammelten Zellkulturiberstdnde  durch
GroRenausschlussfiltration aufkonzentriert und die monoklonalen Antikdrper T84.1 als auch
T84.66 affinitatschromatographisch Uber Protein G aufgereinigt sowie anschlieend in
DPBS/0,02% NaN; umgepuffert. Die so erhaltenen Antikdrperpréaparationen wurden einer
photometrischen Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay unterzogen. Zur
Charakterisierung wurden die exprimierten Antikdrper durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
kolloidalem Coomassie angefarbt sowie mittels Western Blot-Analyse durch HRP-
konjugiertes, polyklonales Kaninchen-anti-Maus Serum nachgewiesen (s. Abb. 3.1).
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Abb. 3.1:

Charakterisierung der aus entsprechenden Hybridom-Kulturen exprimierten monoklonalen Antikdrper
T84.1 und T84.66 durch Coomassie-Farbung und Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE.

A: Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE fur die préaparierten mAk T84.1 (links) und T84.66 (rechts).
Geladen wurden je 0,5 pg (Spur 1) und 1 pg (Spur 2). Eine Farbung konnte fiir die schweren (ca. 55 kDa)
sowie leichten Ketten (ca. 25-28 kDa) der Immunglobuline sowie in der Praparation von T84.66 (rechts) fur
BSA (ca. 66 kDa) beobachtet werden. (M) Marker: Novex Prestained Protein Ladder.

B: Western Blotting nach SDS-PAGE der praparierten mAk T84.1 (Spur 1) u. T84.66 (Spur 2), geladen
wurde je 1 pg der mAk, der Nachweis erfolgte mit HRP-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-
Sekundarantikérper (Verdinnung: 1:40.000). Die Expositionszeit des gezeigten Exponats betrug 1 min.

Hierbei konnten unter denaturierenden Bedingungen die schweren und leichten Ketten mit
den fur Immunglobuline typischen Laufweiten dargestellt werden. Im Western Blot zeigten
beide mAk einen Grol3enunterschied von ca. 2-3 kDa fir sowohl die leichten als auch die
schweren Ketten. Die affinitdtschromatographische Aufreinigung fuhrte nicht in jedem Fall zu
einer vollstandigen Depletion der Proteine aus dem Kulturiberstand: Die zusatzliche Bande
in der Préaparation von T84.66 mAk bei ca. 65 kDa entspricht sehr wahrscheinlich BSA aus

Kalberserum.
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3.1.2 Nachweis der Funktionalitat und Spezifitat de  r anti-CEACAM mAKk

im Western Blot mit unterschiedlichen Zelllysaten

Zum Funktionsnachweis als auch zur Validierung der Antigen-Spezifitat fur die gewonnenen
anti-CEACAM mAKk T84.1 und T84.66 wurden diese nach SDS-PAGE und Western Blotting
auf Gesamtzellextrakten von humanen Granulozyten, HT29-Zellen und HEK293-
Transfektomen mit CEACAM1 und CEACAMS inkubiert (s. Abb. 3.2). Der Nachweis erfolgte
durch weitere Inkubation mit HRP-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus Serum.
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Abb. 3.2:

Western Blot-Analyse verschiedener Gesamtproteinextrakte CEACAM-exprimierender Zellen durch Inkubation
mit CEACAM-spezifischen monoklonalen Antikérpern nach SDS-PAGE. Geladen wurde je eine
Proteingesamtmenge von 50 pg pro Spur aus humanen Granulozyten (1), untransfizierten HEK293 (2),
HEK293-Transfektomen mit CC1 (3), CC5 (4) und CC6 (5) sowie aus HT29-Zellen (6).

(A) Inkubation der Membran mit dem monoklonalen Antikdrper T84.1 (Konzentration:1 pg/mL).

(B) Inkubation der Membran mit dem monoklonalen Antikdrper T84.66 mAk (Konzentration: 1 pg/mL).
Detektiert wurde mit HRP-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Sekundarantikérper (Verdiinnung: 1:40.000). Die
Expositionszeit der dargestellten Exponate betrug je 3 min. Die jeweils erkannten CEACAM-Spezies sind bei
entsprechender Laufweite durch Pfeile markiert und benannt: CC5 (ca. 180 kDa, Spur 4 und 6), granulozytéres
CC1 (ca. 160 kDa, Spur 1), CC1 (120 kDa, Spur 3 und 6), CC6 (ca. 90 kDa, Spur 1, 5 und 6)

In Ubereinstimmung mit publizierten Daten erkannte der fir CEACAM-Mitglieder pan-
spezifische T84.1 mAk (Abb. 3.2 A) alle vorhandenen CEACAM-Spezies, darunter
verschiedene Isoformen von CEACAM1 sowie die Proteine CEACAM5 u. CEACAMG6
(Wagener et al., 1983% Wagener et al., 1989; Bogoevska et al., 2005). In untransfiziertem
HEK293-Zellen (Abb. 3.2, Spur 2), in denen Mitglieder der CEACAM-Familie nicht exprimiert
wurden, waren keine Signale nachweisbar. T84.66 mAk (Abb. 3.2 B) besitzt eine
ausschlieB3liche Spezifitat fir CEACAMS und zeigte entsprechend nur Signale in den Lysaten
von CCb5-transfizierten HEK293-Zellen (Abb. 3.2, Spur 4) und der CC5-positiven
Kolonkarzinomzelllinie HT29 (Abb. 3.2, Spur 6; Wagener et al., 1983%).

In weiterer Ubereinstimmung mit publizierten Daten zeigte sich, dass in humanen
Granulozyten neben der ausschlieBlichen Expression einer besonders stark glykosylierten
Isoform mit langer zytoplasmatischer Domane fir CEACAML1 (~160 kDa; Singer et al., 2002;
Bogoevska et al., 2005) auch in hohem MalRe CEACAMG6 exprimiert wurde (Abb. 3.2 A, Spur
1; Blumenthal et al., 2007). In HT29-Lysat wurde erwartungsgemafl neben CEACAMS5 auch
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die Expression von CEACAM1 und CEACAMG6 (Abb. 3.2 A, Spur 6; Kirshner et al., 2003;
Chen et al., 2011; Glas et al., 2011) nachgewiesen.

Von den in dieser Arbeit exprimierten und charakterisierten monoklonalen Antikérpern mit
CEACAM-Spezifitdat wurde T84.1 mAKk in Zusammenarbeit mit Dr. Markus Heine (Institut fur
Anatomie, UKE) weiter eingesetzt, um die diagnostische Relevanz von CEACAM-Antigenen
anhand von Modellen fir verschiedene Tumorentitaten in vitro und in vivo zu untersuchen.
Die Resultate aus diesen Arbeiten wurden bereits publiziert (Heine et al., 2011).

3.1.3 Etablierung eines indirekten ELISA zum Nachwe s der spezifischen Bindung fur
monoklonale anti-CEACAM Antikorper

Zur Quantifizierung von Wechselwirkungen zwischen den hier generierten Antikérpern und
den zur Verfigung stehenden, rekombinanten CEACAM-Antigenen wurde die
konzentrationsabhangige Bindung fir beide mAk an CC1 und CC5 in einem indirekten
ELISA vermessen. Die Absorption bei 405 nm wurde anschlielRend gegen die eingesetzte
Menge des jeweiligen mAk graphisch aufgetragen (Abb. 3.3).

Dabei wurden zum einen die nicht-markierten mAk eingesetzt und Uber HRP-konjugierten
anti-Maus Sekundarantikérper nachgewiesen. Parallel wurden zuvor mit Biotin (btn) und
FITC markierte Antikdrper verwendet, wobei der Nachweis ihrer Bindung Uber die jeweilige
Modifikation erfolgte. Die btn- und FITC-markierten Antikdrper wurden aus der AG Nollau zur
Verfugung gestellt. Sowohl fir die unmarkierten als auch die markierten mAk konnten
Bindungskurven mit Sattigung bei steigender Antikdrperkonzentration erhalten werden. Auf
Basis der Bindungskurven wurde beobachtet, dass T84.66 mAk an CC5 bei geringen
Konzentrationen stets einen starkeren Anstieg der Bindungssignale verzeichnete als T84.1
mAk, was sehr wahrscheinlich auf die verschiedenen Epitope und damit verbundenen
unterschiedlichen Bindungsaffinitdten bzw. -kinetiken der beiden mAk zurtickzufiihren ist.
Zudem fand fur keines der CEACAM-Antigene eine Bindung durch polyklonale Maus-
Immunglobuline statt, welche als Kontrolle eingesetzt wurden, unabhéngig vom
Vorhandensein bzw. der Art einer Modifizierung. Die Uber ihre Modifikation nachgewiesenen
mAK waren unter vergleichbaren Bedingungen mit deutlich hdherer Sensitivitat detektierbar,
was sich in héheren Absorptionswerten bei vergleichbaren Detektionszeiten widerspiegelte.

Abb. 3.3:

Quantitative Vermessung der Bindung von mAK T84.1 und T84.66 sowie von polyklonalem Maus-Immunglobulin
als Kontrolle an CEACAM-Antigene im indirekten ELISA. Die Antikdrper wurden in Konzentrationen von 0.04
pg/mL bis 5 pg/mL (A u. B) sowie 0.02 pg/mL bis 2.5 pg/mL (C) eingesetzt. Der Nachweis wurde mit HRP-
markierten anti-Maus (A) sowie anti-FITC (C) Sekundéarantikérpern bzw. Streptavidin-HRP (B) vorgenommen
(Verdiinnung: je 1:5.000). Nach Inkubation mit ABTS erfolgte nach 50 min (A) bzw. nach 10 min (B u. C) die
photometrische Auswertung bei 405 nm. Pro well der Mikrotiterplatte wurden 0.5 pg/mL rekombinantes CC1 bzw.
CC5 immobilisiert. In (C) dienten zusatzlich 0.5 pug/mL BSA als Kontrolle, da kein FITC-markiertes polyklonales
Maus-Immunglobulin  zur Verfigung stand. Alle Messungen wurden im Duplikat durchgefihrt, die
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung der Mittelwerte wieder.

(A) Nachweis nicht markierter Antikérper mit HRP-konjugiertem polyklonalen Kanichen anti-Maus Immunglobulin
(B) Nachweis biotinylierter Antikdrper Uber HRP-markiertes Streptavidin

(C) Nachweis FITC-markierter Antikdrper iber HRP-markierten anti-FITC-Sekundéarantikorper

Fur die Absorptionswerte der Kontrollen trat eine weitgehende Uberlappung auf; die jeweils anderen Kontrollen
zeigten einen vergleichbaren Verlauf wie polyklonales Maus-lgG1 an CC5 (A u. B) bzw. T84.66-FITC an CC1 (C).
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Fur einen direkten Vergleich des Einflusses der verschiedenen Nachweissysteme,
Sekundarantikdrper bzw. Streptavidin, auf das Detektionsverhalten eines Antikdrpers wurde
in einem weiteren indirekten ELISA exemplarisch T84.1 mAk mit und ohne Biotinylierung auf
CEACAML1 inkubiert und anschliel3end vergleichend tber HRP-konjugiertes Streptavidin
bzw. Kaninchen-anti-Maus Serum nachgewiesen (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4:

Quantitative Vermessung von mAk T84.1 sowie von polyklonalem Maus-Immunglobulin als
Kontrolle, beide mit und ohne Biotinylierung (btn), im indirekten ELISA. Die Antikdrper wurden in
Konzentrationen von 0.02 pg/mL bis 2.5 pg/mL eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mit HRP-
markierten Kaninchen-anti-Maus Sekundarantikdrper (RaM-HRP) sowie mit HRP-konjugiertem
Streptavidin (Str.-HRP) bei Verdiinnungen von je 1:5.000. Pro well der Mikrotiterplatte wurden
0.5 pg/mL CC1 immobilisiert. Nach Inkubation mit ABTS erfolgte nach 20 min die
photometrische Auswertung bei 405 nm. Alle Messungen wurden im Duplikat durchgefihrt, die
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung der Mittelwerte wieder.

Hellblaue Bindungskurve: Bindung von T84.1 mAk an CC1 im Nachweis mit polyklonalem anti-
Maus Sekundéarantikdrper.

Dunkelblaue Bindungskurve: Bindung von biotinyliertem T84.1 mAk an CC1 im Nachweis Uber
HRP-markiertes Streptavidin.

Tarkisfarbene Bindungskurve: Bindung von biotinyliertem T84.1 mAk an CC1 im Nachweis mit
polyklonalem anti-Maus Sekundarantikorper.

Fur die Absorptionswerte der Kontrollen mit biotinyliertem und nicht markiertem polyklonalen
Maus IgG trat eine weitgehende Uberlappung auf.

Das Experiment bestétigte in Einklang mit den vorigen Assays (vgl. Abb. 3.3 A u. B) die
unterschiedliche Entwicklung der Absorptionswerte flir den Nachweis von nicht-biotinyliertem
T84.1 mAk an CC1 durch anti-Maus Sekundarantikdrper (Abb. 3.4, hellblaue Bindungskurve)
bzw. von biotinyliertem T84.1 mAk mit HRP-konjugiertem Streptavidin (dunkelblaue
Bindungskurve) bei gleichen Antikdrperkonzentrationen. Die Detektion von biotinyliertem
T84.1 mAk mittels anti-Maus Sekundarantikbrper wurde gegeniber nicht markiertem mAKk
bei gleichen Konzentrationen durch die Markierung mit Biotin offenbar beeintrachtigt, wie der
Verlauf der turkisfarbenen Bindungskurve mit deutlich niedrigeren Absorptionswerten zeigte.

51



3 Ergebnisse

3.1.4 Etablierung eines kompetitiven ELISA und Unte  rsuchung der Verdrangung von
FITC-markierten anti-CEACAM mAk

Auf den Grundlagen der indirekten ELISA-Experimente wurde eine kompetitive Assay-
Plattform zur spateren Vermessung der in dieser Arbeit hergestellten Antikérper-Fragmente
aufgebaut. Hierbei konkurrierte eine konstante Konzentration von FITC-markiertem mAKk an
immobilisiertem CEACAM-Antigen mit variablen Konzentrationen des nicht markierten mAk
bzw. eines entsprechenden Antikorperderivats. Die Bindung eines nicht markierten
Antikorpers konnte so aus der Anderung des Absorptionssignals fiir den FITC-markiertem
mAK abgeleitet werden. Die konstanten Konzentrationen an FITC-markiertem mAk waren
hierbei so eingestellt, dass eine moglichst groRe Anderung der Absorption bei Anderung der
Konzentration von effektiv gebundenem mAk in einer gut detektierbaren Grof3enordnung
beobachtet werden konnte: Fir T84.1 mAk-FITC wurden in Anlehnung an die indirekten
ELISA-Experimente (s. Abb. 3.3 C) entsprechend 0.5 pug/mL und fir T84.66 mAK-FITC 0.1
png/mL als konstante Konzentration eingesetzt.

Abb. 3.5:
A Quantitative Vermessung der
207 Verdréangung einer konstanten
g ; 7 |+ Trmageeen | Konzentration der FITC-markierten
15 i O | ot mAK T84.1 wund T84.66 durch
f ansteigende  Konz. von nicht
E } NLR T84.1 mAk markierten mAk T84.1 und T84.66 im
g frcens | kompetitiven ELISA. Die nicht
° } markierten Antikdrper wurden in
05 A Konzentrationen von 0.02 pg/mL bis
i const nicht kompettiv | 2 5 19/mL eingesetzt. Pro well der
Mikrotiterplatte wurden 0.5 pg/mL
Yy 510 700 70.00 CC1 (A) bzw. CC5 (B) immobilisiert.
pgimk-T84.4msk Der Nachweis wurde mit HRP-
markiertem anti-FITC  Sekundér-
B antikérper  (Verdinnung: 1:5.000)
=0 .,_‘:\,\.;;1 ................................................................. vorgenommen. Nach Inkubation mit
25 N + Tmsemassen | ABTS  erfolgte nach 15 min die
const photometrische Auswertung bei 405
g 20 = nm. Alle Messungen wurden im
2 N _wrressemac | Duplikat durchgefihrt, die
g ' ’ ™ | Fehlerindikatoren geben die
16 . Standardabweichung der Mittelwerte

---- T84.66 MAK-FITC wieder.
05 ’\\\‘\ constnichtkompetitv | (A)  Verdrangung von 0.5 pg/mL
T~— FITC-markiertem T84.1 mAk durch
e e 4 i steigende Konzentrationen von nicht
g/mLT4.86 mAk markiertem T84.1 mAk an CC1

(B) Verdrangung von 0.1 pg/mL
FITC-markiertem T84.66 mAKk durch
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Bedingungen einschlie3lich
Standardabweichung wieder.
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Wie Abb. 3.5 zeigt, konnte fir beide monoklonale Antikérper ein kompetitives ELISA-System
etabliert werden. Erwartungsgemal erfolgte die halbmaximale Verdrangung FITC-markierter

mAK fur beide Systeme ungefahr im Bereich &quivalenter

Konzentrationen der

konkurrierenden Antikorperspezies. Somit lag eine geeignete, kompetitive ELISA-Plattform
fur die Vermessung von Antikdrperderivaten vor, deren Bindung nicht durch indirekte
Nachweisverfahren wie z.B. Uber Sekundarantikérper detektiert werden konnte.

3.2  Herstellung von Einzelketten-Fragmenten (scFv)  auf Basis der

monoklonalen anti-CEACAM Antikdrper T84.1 und T84

.66

3.2.1 Klonierung und bakterielle Expression eines m  onovalenten

scFv-Fragments fur T84.66 mAk

Als Ausgangsmaterial fir ein monovalentes T84.66 scFv-Fragment diente eine von Dr. John
E. Shively (City of Hope, Duarte, USA) zur Verfigung gestellte pCR4BLUNT Plasmid-DNA.
Diese enthielt die kodierenden DNA-Segmente fur die variablen Doméanen der schweren und
leichten Kette des murinen mAk T84.66 einschliel3lich eines Ig kappa Signalpeptids. Die
Segmente der variablen Doméanen waren in V -zu-Vy Orientierung Uber einen Poly G/S-

Linkers miteinander verbunden (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6:
DNA- und Peptidsequenz

des fur T84.66 scFv
kodierenden DNA-
Segments in pCR4BLUNT
(J.E. Shively, Duarte, USA).
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Das Konstrukt diente hinsichtlich der Fragestellung dieser Arbeit als Vorlage bzw. Prototyp
fir die Generierung und Expression von scFv-Fragmenten. Ein bakterielles
Expressionssystem zur Produktion der scFv-Fragmente stand in der AG Nollau bereits zur
Verfugung. Uber die Restriktionsschnittstellen der Enzyme BamHI/EcoRI in den ORF eines
modifizierten pAC4/BirA-Vektors klonierte Gensegmente lieBen sich dabei als
Fusionsproteine mit N-terminalem GST-Tag und C-terminalen BAP-Tag (biotin acceptor
peptide) in AVB100 E. coli exprimieren. Die Modifikation mit Biotin sollte im Weiteren als
universeller Anker fir eine Funktionalisierung durch Streptavidin-Konjugate dienen sowie
gleichzeitig Aufreinigung und Nachweis der Proteine ermdéglichen. Um das scFv-kodierende
Segment in den pACA4/BirA-Vektor zu klonieren, wurde es mit den Primern t84.66for und
t84.66rev (s. Kap. 2.1.8) ausgehend von pCR4BLUNT-Plasmid als Matrize durch PCR
amplifiziert und tUber die Primer mit den Restriktionsschnittstellen fiir die Endonukleasen Bglll
und EcoRlI versehen (Abb. 3.7 A). Durch zuséatzliche A-Uberhange wurde das Amplifikat fiir
die weitere Transformation chemisch kompetenter INVaF* E.coli in den Vektor pCR2.1 ligiert.
Aus den transformierten E. coli wurde das Plasmid im mg-MaRRstab gewonnen und praparativ
mit den Restriktionsenzymen Bglll und EcoRI verdaut. Nach Auftrennung der
Restriktionsansatze durch Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion des Inserts (Abb.
3.7 B), wurde dieses in den BamHI/EcoRI geschnittenen Vektor pAC4/BirA ligiert.

Da das scFv-Segment zwei interne Schnittstellen fir BamHI im Bereich der leichten Kette
(Abb. 3.6; Nukleotide 182-187 und 291-296) aufwies, wurde fur die Ligation in den
BamHI/EcoRI geschnittenen pAC4/BirA hier mit einer Bglll-Schnittstelle gearbeitet: BamHI
und Bglll liefern bei Restriktion verschiedener DNA-Molekiile die gleichen kohasiven Enden,
so dass diese in einer Ligationsreaktion verbunden werden konnten. Durch die Anderung der
Sequenz an dieser (nicht kodierenden) Position wurde die urspriingliche Schnittstelle jedoch
fur die beiden Restriktionsenzyme unbrauchbar (Abb. 3.7 C).

B C
T84.66
bp scFvipCR2.1
M Bglll/EcoRl
BamHI : .GGA TCC..
.CCT AGG...
pCR2.1-
} Fragmente BglII : .AGA TCT..
T84.66 scFv .TCT AGA..
(774 bp) <— T84.66 scFv
Bgll/EcoRI Lig. : .GGA TCT..
expCR2.1 .CCT AGA..

EcoRl

~i ST H T84.66 SCFy Vi-to-Vy HBAP.Taql

(766 bp)

Abb. 3.7:

Préparation des T84.66 scFv-Segments fiir Klonierung in den bakteriellen Expressionsvektor pAC4/BirA.

(A) In einem praparativen Agarosegel (1,2%) wurde der PCR-Ansatz fir T84.66 scFv, amplifiziert von
PCR4BLUNT mit den Primern t84.66for/rev, aufgetrennt und aus dem Gel aufgereinigt.

(B) In einem weiteren praparativen Agarosegel (1,2%) wurde der Restriktionsverdau von pCR2.1-Plasmid mit
dem ligierten T84.66 scFv-Segment Uber die Enzyme Bglll/EcoRI aufgetrennt, um das Insert nach
Aufreinigung in den Expressionsvektor pAC4/BirA klonieren zu kdnnen. Durch eine Bglll-Schnittstelle im
pCR2.1-Vektor wurde dieser in zwei Fragmente von ca. 2,9 und 1 kb geschnitten; fiir die Restriktion wurden
2 pg Plasmid-DNA eingesetzt, der Ansatz wurde komplett auf das Gel geladen. (M) Marker: 1kb DNA ladder.

(C) Schematische Darstellung der Restriktion mit BamHI (pAC4-Vektor) und Bglll (T84.66 scFv-Segment)
sowie des Ligationsprodukts Uber die entsprechenden kompatiblen Enden.
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Nach Ligation des T84.66 scFv-Fragments in den pAC4/BirA-Vektor wurden mit dem Produkt
chemisch kompetente AVB100 E. coli transformiert. Der Transformationserfolg wurde durch
Restriktionsverdau praparierter Plasmide und anschlieRende Gelanalyse (Abb. 3.8) sowie
durch DNA-Sequenzierung sichergestellt.

Die Transformation von AVB100 E.coli erfolgte dabei mit sowie ohne die Co-Transformation
eines pG-KJE8 Plasmids aus dem kommerziellen Chaperone Plasmid Set, das fur die
faltungsunterstiitzenden Chaperone bzw. Chaperonine Dnal, DnaK, GrpE, GroES und
GroEL kodierte. Hierlber sollte in Bezug auf den Erhalt von korrekt gefaltetem und
funktionalem scFv-Fragment der Effekt bzw. die mogliche Notwendigkeit einer Co-
Expression von Chaperonen untersucht werden.

bp pAC4
e PG-KJES-
1018 Fragmente
506 T84.66 scFv-
396 Teilfragment
BamHI/EcoRI
ex pAC4
457 b
Abb. 3.8: el

Restriktionsanalyse des Expressionsvektors pAC4/BirA mit kloniertem T84.66 scFv-Segment nach
Transformation in AVB100 E. coli mit und ohne pG-KJE8 Co-Transformation.

Gezeigt sind die analytischen Agarosegele (1,5%) mit den kompletten Restriktionsansatzen von T784.66
scFv/pAC4 durch die Enzyme BamHI/EcoRI nach Plasmidpraparation aus je 5 Klonen mit (linke Seite,
Spur 1-5) und ohne co-transformierten pG-KJE8 (rechte Seite, Spur 6-10). Aufgrund der bei Ligation am
5'-Ende unbrauchbar gewordenen bzw. der scFv-internen BamHI-Schnittstellen entstand bei Restriktion
mit BamHI/EcoRI ein charakteristisches Teilfragment aus den letzten 457 Basenpaaren des scFv-
Segments sowie ein linearisierter pAC-Vektor mit den restlichen Basenpaaren des scFv; (M) Marker.

Kloniert in pAC4/BirA konnte T84.66 scFv nun in AVB100 E. coli uber das beschriebene
Expressionssystem als Fusionsprotein mit N-terminaler Glutathion-S-Transferase (GST) und
C-terminaler Biotin-Modifikation am BAP-Tag erzeugt werden. Letztere wurde dabei in vivo
durch die in AVB100 chromosomal integrierte Biotin-Protein-Ligase BirA bewirkt. Die
Expressionsausbeuten aus 400 mL-Kulturen von transformierten AVB100 in mehreren
Durchfuhrungen lagen fir T84.66 scFv ohne co-exprimierte Chaperone bei
Gesamtproteinmengen zwischen 455 pg - 2,1 mg pro Kultur und zwischen 385 - 910 ug bei
Expression mit Chaperonen. Zur Charakterisierung der Expressionsansatze wurden
verschiedene Mengen Gesamtprotein per SDS-PAGE aufgetrennt und mit kolloidalem
Coomassie angefarbt bzw. durch Western Blot-Analyse (ber verschiedene Antikorper
nachgewiesen (Abb. 3.9).

55



3 Ergebnisse

ohne pG-KJE8  mitpG-KJES

Co-Expression Co-Expression . * 4, % N x
A B 1(14‘.9 4:’6:, s £, 4:% /('4“0
1 2 3 4 5 6 M kD

— 140 a0
—115 e
— 80
DnaK (~70kDs), GroEL (~60 kDas) { o =70 =
GST-T84.66 scFv
(~55 kDa) b —— ——

50 —50

GST-T84.66 scFv (~55kDa) —»

DnsJ (~40kDs) —
— 40 —40

# —3p FreiesGST (~26 kDs) — h —30
Freies GST (~26 kDs) —

Detektiert mit: Strept.-HRP anti-GST anti-Maus
(1:20.000) (1:20.000) (1:25.000)
Expositionszeit: 1 min 1 min 1h

Abb. 3.9:

Charakterisierung von bakteriell exprimiertem T84.66 scFv als biotinyliertes GST-Fusionsprotein mit und ohne
Co-Expression von Chaperonen durch Coomassie-Farbung und Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE.

(A) Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE: Aufgetrennt wurden 1 ug (Spur 1/Spur 4), 2 ug (Spur 2/Spur 5) und 4
Mg (Spur 3/Spur 6) Gesamtprotein aus bakterieller Expression von GST-T84.66 scFv ohne (Spur 1-3) und mit
Co-Expression (Spur 4-6) der auf pG-KJE8 enthaltenen Chaperone.

(B) Western Blot-Analyse von je 2 ug Gesamtprotein aus bakt. Expression von GST-T84.66 scFv ohne (jew.
linke Spur) und mit (rechte Spur) Co-Expression der auf pG-KJE8 kodierten Chaperone. Der Nachweis erfolgte
Uber HRP-konjugiertes Streptavidin, anti-GST- sowie Kaninchen-anti-Maus Sekundarantikdérper in den
angegebenen Verdinnungen bzw. Expositionszeiten. (M) Marker: PageRuler Prestained Protein Ladder.

Bei Charakterisierung der Expressionsanséatze durch Coomassie-Farbung wurden neben
den Zielproteinen (GST-T84.66 scFv; MW: ca. 55 kDa) nach Aufreinigung Uber GSH-
Sepharose zusatzliche Proteinbanden in den Proben meist schwach, z.T. auch mit
vergleichbarer Intensitat, angefarbt. Bei Expression mit Chaperonen traten insgesamt
weniger Proteinbanden auf. Diese lie3en sich tiber die Molekilmasse den Chaperonen DnaK
(ca. 70 kDa), GroEL (ca. 60 kDa) und DnaJ (ca. 40 kDa) zuordnen (s. Abb. 3.9 A). Ohne Co-
Expression von Chaperonen wurde ein breiteres Muster von schwach gefarbten Banden
erhalten. Zudem wurde ohne Chaperone eine hohere Menge an freiem GST-Protein
angefarbt, was sich im Western Blot mit anti-GST Antikorper bestatigte (Abb. 3.9 B). Die bei
ca. 60 kDa in beiden Expressionsansatzen vorliegende Bande konnte dem Fusionsprotein
GST-T84.66 scFv zugeordnet werden. In Einklang hierzu konnte auch in den Western Blot-
Analysen (Abb. 3.9 B) eine entsprechende Bande detektiert werden. Dies bestatigte den
Erhalt eines vollstandigen Fusionsproteins aus GST und murinem scFv mit spezifischer
Biotinylierung. Fur alle Detektionsformen wurden gleichméRige Bandenintensitaten des
Zielproteins in den Expressionsansitzen mit und ohne Chaperone erhalten, daher konnte
von einem ungefahr gleichen Anteil des GST-T84.66 scFv in beiden Expressionsformen
ausgegangen werden. Die Detektion mit anti-Maus Sekundarantikérper lieferte auferst
schwache Signale im Vergleich zum Nachweis Uber anti-GST Antikoérper und Streptavidin-
HRP, was mdglicherweise auf eine geringere Bindungsfahigkeit des polyklonalen Kaninchen
anti-Maus Antikdrpers gegenuber den variablen Domanen zuriickzufihren war. Die
Bindungsfahigkeit des scFv-Fragments wurde anschlieRend im Western Blot sowie im
indirekten und kompetitiven ELISA getestet. Dabei konnte unter den in dieser Arbeit
angewandten Bedingungen fir die durchgefiihrten, bakteriellen Expressionsansitze zum
Erhalt eines T84.66 scFv-Fragments, unabhangig vom Vorhandensein
faltungsunterstiitzender Chaperone, im Western Blot und ELISA keine spezifische Bindung
des Fragments fur CC5 oder andere CEACAM-Proteine nachgewiesen werden (s. Anhang,

56



3 Ergebnisse

Kap. 7.2). Dementsprechend erwies sich das hier getestete bakterielle Expressionssystem
fur die Herstellung von scFv-Fragmenten im Rahmen der Fragestellung als nicht geeignet.

3.2.2 Klonierung von T84.66 scFv fur die eukaryotis  che Expression in HEK293-Zellen

Aufgrund der fehlenden Bindungsfahigkeit der bakteriell exprimierten T84.66 scFv-
Fragmente wurde angestrebt, das scFv-Fragment (ber ein eukaryotisches
Expressionssystem zu gewinnen, um maogliche Probleme hinsichtlich korrekter Faltung und
Prozessierung bei bakterieller Expression zu umgehen. Hierfir wurde ein auf HEK293 Zellen
basierendes, in der AG Nollau bereits etabliertes Expressionssystem verwendet. Als
geeigneter Expressionsvektor wurde der von Dr. Bruce Mayer (University of Conneticut
Health Center, USA) zur Verfigung gestellte pEBB eingesetzt, ein modifiziertes Derivat des
pEF-BOS-Plasmids, welches in der vorliegenden Form rekombinante DNA fir einen Teil des
humanen C-Typ Lektins DC-Sign enthielt. Der Plasmid-Vektor wurde durch
Restriktionsverdau mit den Enzymen Sall und Notl sowie anschlieRende Aufreinigung fur die
Integration in pEBB vorbereitet (Abb. 3.10 A).

A pEBB/
DC-Sign
M Sall/Notl
Abb. 3.10:
Praparation des pEBB-Plasmids fiir die Ligation mit T84.66
bp scFv zur weiteren Transfektion von HEK293-Zellen.
Linearisierter (A) Praparatives Agarosegel (1%) fur die Isolation des mit
5090
4072 PEBB-Vektor den Restriktionsenzymen Sall/Notl inkubierten pEBB-
ggg; o, G309 Vektors. Geladen wurde der vollstandige Restriktionsansatz
1636 DC-Sian. mit 2 pg Plasmid-DNA. (M) Marker: 1kb DNA ladder.
gn-Insert . ) .
1018 (ca.1kb) (B) Schematische Darstellung des fiir eukaryotische
506 Transfektion/Expression vorliegenden Vektor-Konstrukts
pEBB mit integrierten Elementen (sektretorisches Ig kappa
Signalpeptid und Myc-Tag) und Restriktionsschnittstellen
(Abb. mod. nach Samsen, 2010).
B Xbal Sall BamHi Asp 718 Notl Xbal

sTop

Myc-
IG« -Aeader ye-tag DC-Sign
— €88 | | l' * E88 Il —

Unter Einsatz der Primer IgkSalfor und mycCNotrev (s. Kap. 2.1.8) wurde das Segment fir
T84.66 scFv von pCR4BLUNT mittels PCR amplifiziert (Abb. 3.11 A). Aufgrund der internen
BamHI- und Asp718-Schnittstellen in T84.66 scFv wurde hier Uber Sall und Notl kloniert.
Dabei wurde sowohl das Ig kappa Signalpeptid als auch das N-terminale Myc-Tag aus pEBB
entfernt (s. Abb. 3.10 B). Das Ausgangskonstrukt fir T84.66 scFv in pCR4BLUNT besal}
bereits ein entsprechendes Signalpeptid, welches zusammen mit dem Insert Uber den
forward-Primer wieder eingefligt wurde (s. Abb. 3.6). Durch den reverse-Primer wurde
auRerdem C-terminal wieder ein Myc-Tag zugeflgt. Nach Transformation von INVaF* E.coli
wurde das Plasmid im mg-Malstab gewonnen und fir eine eukaryotische Transfektion
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eingesetzt. Die richtige Beschaffenheit des Konstrukis wurde durch Restriktions- bzw.
Sequenzanalyse sichergestellt (s. Abb. 3.11 B).

A B T84.66 scFv
PCR Myc-C/pEBB

T84.66 scFv Myc-C Xbal bzw. Sall/Notl
M 1 2 3 M1 2

bp

2036 —
1636—
1018= <« T84.66 scFvMyc-C

. F -
(865 bp) T84.66 scFv Myc-C

(1) Xbal -= 907 bp;
506 __ (2) Sall/Notl -=857 bp
396
344
298

Abb. 3.11:

Klonierung des T84.66 scFv-Segments in den eukaryotischen Expressionsvektor pEBB.

(A) Praparatives Agarosegel (1,2%) mit dem aufgetrennten Amplifikat flir T84.66 scFv Myc-C Uber die
Primer IgKSalfor/mycCNotrev. Als Matrize diente das Ausgangskonstrukt mit T84.66 scFv in pCR4BLUNT
(s. Abb. 3.6); eingesetzt wurden 2 pL unverdiinnte Plasmid-DNA (Spur 1) sowie 2 uL von 1:10- (Spur 2) und
1:50-Vorverdunnungen (Spur 3). (M) Marker: 1 kb DNA ladder.

(B) Analytisches Agarosegel (1,2%) mit dem kompletten Ansatz des Restriktionsverdaus von 2 ug pEBB
Plasmid-DNA mit T84.66 scFv Myc-C uber die Enzyme Xbal (Spur 1) sowie Sall/Notl (Spur 2). (M) Marker:
1 kb DNA ladder.

3.2.3 Generierung eines Einzelketten-Fragments (scF  v) auf Basis des monoklonalen
anti-CEACAM Antikorpers T84.1

Neben der Klonierung eines CEACAMb5-spezifischen T84.66 scFv-Fragments wurde parallel
ein neues pan-CEACAM spezifisches, von T84.1 abgeleitetes scFv-Fragment generiert. Als
Basis hierfur diente die entsprechende Hybridom-Zelllinie, aus der bereits der monoklonale
Antikorper gewonnen wurde. Fir diesen war bekannt, dass T84.1 mAk ein Epitop auf der bei
CEACAM-Proteinen N-terminal gelegenen IgV-like Domane erkennt, welche in
verschiedenen CEACAM-Mitgliedern weitgehend homolog ist. Entsprechend war der mAk
T84.1 in der Lage, nicht eines, sondern mehrere Mitglieder der CEACAM-Familie von
Zelloberflachenproteinen zu erkennen, darunter CEACAM1, CEACAM5 und CEACAMG.
(Schwarz et al., 1989; Wagener et al., 1989; Jessup et al., 1993; Bogoevska et al., 2005).

Die DNA- bzw. Aminosauresequenz fur T84.1 mAk war bisher nicht bekannt. Da
entsprechend kein cDNA-Klon zur Verfligung stand, wurde aus Zellen der Hybridom-Kultur
T84.1 eine Isolierung von Gesamt-RNA vorgenommen und diese mittels randomisierten
Oligonukleotid-Hexameren durch reverse Transkription zu einer cDNA umgeschrieben.
Diese wurde als Matrize mit den verschiedenen Primern aus Satz 1 des kommerziellen
Mouse 1gG Library Primer Sets zur gezielten Amplifikation von murinen Immunglobulin-
Genen in weiteren PCR-Reaktionen eingesetzt (Zhou et al., 1994). Dabei konnten
spezifische PCR-Amplifikate mit den eingesetzten Primern C, E und F im Langenbereich von
etwa 440 bp fur die variablen Domanen von schweren Ketten erhalten werden. Gleichzeitig
lieferten die Primer Q, R und V Amplifikate fir die variablen Domanen von leichten Ketten

kodierter Immunglobuline mit einer Lange von ca. 400 bp (Abb. 3.12).
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bp
Abb. 3.12:
:fggg PCR-Amplifikate der Segmente fiir variable Domanen von
—1018  schweren und leichten Immunglobulin-Ketten aus fir T84.1
— 306 erzeugter cDNA nach Auftrennung im 1.2%-igen Agarosegel.
— 3% Zu sehen sind die Amplifikate fir variable Doménen der
schweren Ketten mit den Primern C (Spur 1), E (Spur 2) u. F
(Spur 3) und der leichten Ketten mit den Primern Q (Spur 4),
R (Spur 5) und V (Spur 6). (M) Marker: 1kb DNA ladder.

Die aus dem Gel aufgereinigten Fragmente wurden mittels A-Uberhdngen in den
Zwischenvektor pCR2.1 ligiert und mit den erhaltenen Ligationsprodukten anschlie3end
INVaF* E. coli transformiert. Von den auf LB-Agar mit Ampicillin und X-Gal ausplattierten,
transformierten Bakterien wurden fur einzelne positive Klone Plasmidpraparationen und
Restriktionsanalysen mit der Endonuklease EcoRI durchgefihrt (s. Abb. 3.13). Das Plasmid
pCR2.1 besal fur EcoRIl zwei Schnittstellen, welche die multiple cloning site (MCS)
flankierten. Fir die PCR-Ansatze C, E und F (variable Domanen der schweren Ketten)
wurden auch hier weitgehend Fragmente mit Langen von ca. 440 bp detektiert. Lediglich far
den Klon F1 wurde ein kleineres Fragment von etwa 380 bp beobachtet. Die Ansatze Q, R
und V (variable Doménen der leichten Ketten) lieferten ausschlief3lich Banden bei ~400 bp.

C1 C2 E1 E2 F1 F2 M Q1 Q2 R1 R2 V1 V2 bp AbD. 3.13:
Restriktionsanalyse der aus E. coli isolierten
-—---“‘.‘!‘- ‘b e s N pCR2.1-Plasmide mit Segmenten fur variable
o — Immunglobulin-Doménen durch EcoRI-Verdau.
— 1636 Das analytische Agarosegel (1,5%) wurde beladen
— 101¢ Mit den vollstandigen Restriktionsansatzen fir die
Plasmide von je zwei mal drei Klonen mit
sos Gensegmenten fUr variable Doménen von
3% schweren (C1-F2) und leichten Ketten (Q1-V2) auf
Basis revers transkribierter RNA aus T84.1-
Hybridomzellen. (M) Marker.

Fur die Klone C2, E2 und F2 sowie Q1, R2 und V2 wurden anschlieRend Sequenzanalysen
durchgefihrt und die jeweils zutreffenden Leserahmen fir die resultierenden
Aminosauresequenzen miteinander verglichen (Abb. 3.14). Diese enthielten typische
Merkmale fiir entsprechende variable Domanen von Immunglobulinen der Klasse 1gG in
Bezug auf Lange und Aminosédurehomologie (s. Anhang, Kap. 7.3).

Fir die Klone der leichten Ketten (Q1, R2, V2) wurden nahezu identische Proteinsequenzen
erhalten (Homologie >99%). Lediglich in zwei Positionen im Bereich der nicht an Antigen-
Wechselwirkungen beteiligten framework region 1 am N-Terminus lagen konservative
Austausche vor (s. magentafarbene Markierungen); fir V2 wurde an Position 1 ein Glutamin-
Rest (Q) vorgefunden, wahrend die Klone Q1 und R2 an dieser Stelle einen ebenfalls
hydrophilen Aspartat-Rest aufwiesen (D). An Postion 3 wiederum wies R2 einen konservativ
substituierten Methionin-Rest (M) auf, die anderen beiden Klone besalien an dieser Stelle
einen gleichermalen hydrophoben Leucin-Rest (L). Auch fir die Klone der schweren Ketten
(C2, E2, F2) lag eine weitgehende Homologie von tber 90% vor. In der framework region 1
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gab es ebenfalls Variationen an zwei Positionen; der Klon C2 zeigte an Position 1 ein
Glutamin (Q) im Gegensatz zu E2 und F2, die hier einen Glutamat-Rest (E) besal3en. Zudem
war Position 4 in C2 mit einem Lysin-Rest (K) besetzt, in E2 und F2 dagegen mit Glutamin
(Q). Fur Klon F2 trat zudem eine komplett unterschiedliche AS-Abfolge in der framework
region 4 am C-Terminus ab Position 111 auf. Die beschriebenen Sequenzvariationen der
einzelnen Klone fur variable Domanen der schweren und leichten Ketten wurden durch
unabhangige Sequenzierung mit den Primern T7 und M13rev bestétigt (s. Kap. 2.1.8).
Mdglicherweise waren diese auf die Verwendung degenerierter, oligospezifischer Primer des
Mouse IgG Library Primer Sets zurlckzuflihren. Der Langenunterschied der erhaltenen
Peptidsequenzen fiir leichte und schwere Ketten stand dabei in guter Ubereinstimmung mit
den Langenunterschieden der entsprechenden DNA-Fragmente im Agarosegel (s. Abb.
3.13); die DNA-Fragmente der um 13 kodierte AS-Reste kirzeren Leichtkettenabschnitte
wiesen entsprechend etwa 40 Nukleotide weniger auf als die der schweren Ketten.
V2  QIVLTQSQKEMSTSVGDRVSVT

ISSUEW YQOK PGQSPKALT GVPD 60
WYQQKPGQSPKALI GVPD €0
R2  DIVMIQSQKEMSTSVGDRVSVIC MIW YQOKPGQSPKALI GVPD €0

ii R

A Q1 DIVLTQSQKEMST SVGDRVSVI(Q

Q1 RETGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYYCQQYNNYPET FGSGTKLEIN 107
vz RETGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYYCQQYNNYPET FGSGTKLEIN 107
R2 RETGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYYCQQYNNYPET FGSGTKLEIN 107

PR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR R R R AR AR R R AR R R R

B cz EVOLKRSDTELVKPGASVKISCKAS BWVKQRPEQGLEWI €0
E2 EVQLQQSDTELVKPGASVKISCKAS WVKQRPEQGLEWI €0
F2 EVQLQQSDTELVKPGASVKISCKASER WVKQRPEQGLEWI €0
&&i &6‘&&‘&&&&&&‘&‘&&&&&&‘ éﬁd&b&&&&Qi&&éi&&é&‘&i&i&‘&ﬁdﬁ
c2 LTADKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYFCKREFLLIRGAMDYWGQGTSVIVSS 120
E2 LTADKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYFCKREFLLIRGAMDYWGQGTSVIVSS 120
F2 LTADKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYFCKREFLLIRGAMDYWVKEPQSPSPQ| 120
e L L -
Abb. 3.14:

Alignment der Leserahmen fiir Aminosauresequenzen variabler |gG-Domanen nach spezifischer Amplifikation
der entsprechenden Genabschnitte auf Basis der aus T84.1 Hybridom-Zellen erzeugten cDNA.

(A) Proteinsequenzen fiir drei Klone mit den variablen Domanen der leichten Ketten (Q1, V2 u. R2)

(B) Proteinsequenzen fiir drei Klone mit den variablen Domanen der schweren Ketten (C2, E2 u. F2)

Farbig unterlegt sind die complementarity determining regions (CDR) der jeweiligen Doméne, deren AS-Reste
die spezifische Wechselwirkung mit dem Antigen vermitteln: CDR1 [BBRE CDR3;

Unterschiede in der AS-Sequenz zwischen den einzelnen Klonen sind magentafarben markiert.

Basierend auf den Nummerierungsschemata nach Kabat und Chothia konnten die
complementarity determining regions (CDR) oder hypervariablen Regionen bestimmt
werden, in denen die Seitenketten bestimmter AS-Reste Uber spezifische, nicht-kovalente
Wechselwirkungen die Antigenbindung vermitteln (Chothia et al., 1987; Kabat et al., 1991;
Johnson und Wu, 2013). Die Sequenzabschnitte der CDRs (Abb. 3.14, griin, rot und grau)
waren fir die einzelnen Klone der jeweiligen Kette untereinander vollstandig identisch. Zur
Generierung eines T84.1 scFv-Fragments wurden diejenigen Klone fir die variablen
Domanen der leichten und schweren Kette gewahlt, in denen eine Ubereinstimmung der AS-
Sequenz fur zwei der drei Klone hinsichtlich der variierenden Positionen vorlag: Dies waren
Klon Q1 fiir die leichte Kette und Klon E2 fir die schwere Kette.
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Fiur das Zusammenfiigen der ausgewahlten Klone mit Leicht- und Schwerkettensegmenten
wurde eine overlap-PCR in zwei Schritten durchgefuhrt: Zuerst erfolgte eine separate
Amplifikation von Q1 (leichte Kette) mit den Primern Qlfor und spacerrev sowie von E2
(schwere Kette) mit spacerfor und E2rev (Abb. 3.15 A; s. auch Kap. 2.1.8). Dabei wurden die
PCR-Produkte mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen versehen (Qlfor: BamHI;
E2rev: Notl) und fur jedes Amplifikat mit Hilfe der spacer-Primer ein Bereich erzeugt, der fur
Teile eines Linker-Peptids kodierte und in einem Uberlappenden Abschnitt komplementar
zum jeweils anderen Amplifikat war. In einem zweiten PCR-Schritt wurden die zuvor einzeln
amplifizierten Fragmente nach Aufreinigung in gleichen Mengen zusammen als Matrize
eingesetzt und mit den Primern Q1for und E2rev durch den uberlappenden Bereich als
zusammenhangendes Konstrukt amplifiziert (Abb. 3.15 B).

A B
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Produkt der
<« Overlap-PCR
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il (754 bp)
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Abb. 3.15:

Overlap-PCR zur Generierung eines rekombinanten Gensegments fir ein T84.1-abgeleitetes scFv-Fragment.

(A) Separat amplifizierte Segmente fir die variable Leichtketten-Doméne (Spur 1) von T84.1 mit den Primern
Q1for/spacerrev und pCR2.1-Plasmid mit Q1 als Matrize sowie fiir variable Schwerketten-Doméane (Spur 2) mit
den Primern spacerfor/E2rev und pCR2.1-Plasmid mit E2 als Matrize nach Auftrennung im Agarosegel (1.2%).
(B) Zzusammenhéangende PCR-Amplifikation der aufgereinigten Fragmente aus (A) nach Auftrennung in einem
1.2%-igem Agarosegel. Von einem 1:1-Gemisch beider DNA-Fragmente wurden 2 pL pur (Spur 1), 2 pL einer
1:10-Vorverdinnung (Spur 2) und 2 pL einer 1:50-Vorverdinnung (Spur 3) als Matrize eingesetzt bei
Verwendung der Primerkombination Q1for/E2rev. (M) Marker: 1 kb DNA ladder.

Dass Endprodukt aus der overlap-PCR wurde in pCR2.1 ligiert. Nach Transformation
chemisch kompetenter INVaF' E.Coli sowie anschlieRender Plasmidpraparation aus
entsprechenden Kulturen wurden fiar finf ausgewaéhlte Klone Restriktionsanalysen
durchgefuhrt. Alle funf Klone zeigten dabei erwartungsgeméaf3e Fragmentlangen nach
Restriktionsverdau mit BamHI/Notl (Abb. 3.16).

Abb. 3.16:

Restriktionsanalyse mit den  Enzymen
BamHI/Notl fir praparierte pCR2.1-Plasmide
mit T84.1 scFv-Segment aus transformierten

. Restriktions-
E. coli.

produkt
Die kompletten Restriktionsansatze fir fiinf *;x;l’/ﬁ’;’l
Klone (Spur 1-5) wurden im analytischen (745bp)

Agarosegel (1.2%) aufgetrennt und durch UV-
Licht detektiert. (M) Marker: 1kb DNA ladder.
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Nach Umklonierung des Restriktionsprodukts von Klon 1 in pEBB Uber die Schnittstellen
BamHI/Notl zeigten aus transformierten INVaF' gewonnene Plasmide in drei von drei Fallen
identische DNA-Sequenzen, die auf Proteinebene exakt dem erwarteten Konstrukt
entsprachen. Dessen vollstandiger Leserahmen fir das Zielprotein T84.1 scFv ist als
Sequenzausschnitt in Abb. 3.17 dargestellt.

-100 -80 -60 -40
ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGG TTOCAGIEG TGAGCAAAAGCTCATT
M ETDTLLLWVLLLWVPGS TGEQKLI

20 1 Qifor 20 _ 40 _
TCTGAAGAGGACTTGGG TIEIBIIEE A TCCGACATTGTGCTGACCCANWTITIONT GTCCACATCAGTAGGA
SEEDL GGGS DIVLTQSQKFMSTSVG

60 80 _ 100 120 _
GACAGGGTCAGCGTCACCTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGTTAGTAGBGTATCAACAGAAACCAGGG
DRVSVTCKASQNVVSSYV IWYQQKPG
140 ~ 160 _ 180

CAATCTCCTAAAGCACTGATTTACTCGGCATCCTACCGGTACAATGGAENTCGCTTCACAGGCAGTGGA
QSPKALIYSASYRYNGYV PDRFTGSG

200 220 240 _ 260
TCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAATGTGCAGTCTGABENGAGTATTACTGTCAACAATAT
SGTDFTLTISNVQSEDL AEYYCQQY

280 300 320 _ 340 _
AACAACTATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAGAPEGEGCGGCGGTGGCTCCGGE
NNYPFTFGSGTKLEIN GSTSGGGSG

spacerrev
360 spacerfor 380 _ g 400 420 _

GGCGGTTCCGGTGGGGGCGGCAGCAGCGAGGTCCAGCTGCAABBATABIAGGTGAAACCTGGGGCT
GGSGGGGSS EVQLQQSDTELVKPGA

440 460 _ 480_
TCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACTGAGIATBGTGGGTGAAGCAGAGGCCT
SVKISCKASGYTFTDHG IHWVKQRP
500 520 540 _ 560
GAACAGGGCCTGGAATGGATTGGATATATTTCTCCCGGAAATGGAGBTATRATGAGAAGTTCAAGGGQ
EQGLEWIGYISPGNGDI KYNEKFKG

580 600 620 _ 6 40
AAGGCCACACTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACTGCCTACATSEBEETCTGACATCTGAGGATTCT
KATLTADKSSSTAYMQL NSLTSEDS

660 680 _ 700 720 _
GCAGTGTATTTCTGTAAAAGATTCTTCTTATTACTACGGGGAGCTARGBBGGGTCAAGGAACCTCAGTC
AVYFCKRFFLLLRGAMD YWGQGTSYV

E2rev
740 _
ACCGTCTCCTCHIEEEEEEE CGC
TVSS *
Abb. 3.17:

DNA-Sequenzausschnitt mit zugehdriger Proteinsequenz des vollstandigen Leserahmens eines nach overlap-
PCR in pEBB klonierten T84.1 scFv-Fragments in V -zu-Vy Orientierung. Die Pfeile stellen die durch in den PCR-
Reaktionen verwendete Primer abgedeckten Sequenzbereiche dar.

= Start-Codon I - Stop-Codon DIV..EIN = T84.1V
= |g kappa leader Peptid = Peptid-Linker EVQ..VSST84.1V
= Myc-Tag = Restr.-Schnittstellen
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3.2.4 Charakterisierung von T84.1 und T84.66 scFv-K onstrukten nach eukaryotischer
Transfektion und Expression in HEK293-Zellen

Mit den klonierten pEBB-Plasmiden, die rekombinante T84.1 und T84.66 scFv-Segmente
enthielten, wurden Kulturen von HEK293-Zellen transient transfiziert. Durch die Fusion mit
dem Ig kappa-Signalpeptid erfolgte eine gerichtete Produktion des Zielproteins in das
Kulturmedium. Nach Sammeln und ca. 20-facher Konzentration der Kulturiberstande
wurden 10 pL des Konzentrats fur beide Ansatze im Western Blot auf die Anwesenheit von
Myc-Tag tragenden Zielproteinen tberprift (Abb. 3.18).

o $
g g
kDa
260 —
160 =
110 -
80 -
60~ Abb. 3.18:
0= Western Blot-Analyse von Kulturiberstdanden aus transienter Expression der ScFv-
0~ = Fragmente T84.1 (links) und T84.66 (rechts) in HEK293-Zellen. Aufgetrennt wurden je 10
30 - pL der gesammelten, konzentrierten Zellkulturiiberstdénde durch SDS-PAGE. Nach
0= Transfer wurden die Membranen mit 9E10 Anti-Myc Antikdrper in einer Konzentration von
16— 1 pg/mL und mit HRP-konjugiertem anti-Maus Sekundérantikdrper (Verdinnung:
10 - 1:40.000) inkubiert; die Expositionszeit der dargestellten Exponate betrug je 1 min

Die aus der Sequenz errechnete, theoretische Molekilmasse fur beide scFv-Konstrukte lag
bei 27.8 kDa. Fir T84.66 scFv wurde in der Western Blot-Analyse eine entsprechende
Bande bei ca. 34 kDa beobachtet (Abb. 3.18, rechts). T84.1 scFv zeigte dagegen eine
Doppelbande bei Laufweiten, die ca. 32 und 36 kDa entsprachen, wobei die Bande bei
hoherer Molekilmasse eine deutlich starkere Intensitéat aufwies als die niedrigere (Abb. 3.18,
links). Nach rekombinanter Herstellung von T84.1 und T84.66 scFv wurde der Nachweis der
Bindungsfahigkeit fur die Konstrukte durch die quantitative Vermessung im zuvor etablierten,
kompetitiven ELISA erbracht tber die spezifische Verdrangung der korrespondierenden,
FITC-markierten mAk T84.1 und T84.66 bei steigenden eingesetzten Konzentrationen der
scFv-Fragmente (Abb. 3.19).

Abb. 3.19:

Kompetitiver ELISA zum Nachweis der spezifischen Bindungsfahigkeit in HEK293 exprimierter scFv-Fragmente.
Die scFv-Fragmente wurden in Konzentrationen von 0.002 pg/mL bis 8 pg/mL eingesetzt. Pro well der
Mikrotiterplatte wurden 0.5 pg/mL CC1 (A) bzw. CC5 (B u. C) immobilisiert. Der Nachweis wurde mit HRP-
markiertem anti-FITC Sekundarantikdrper vorgenommen, Durchfiihrung und Auswertung erfolgten wie zuvor (s.
Abb. 3.5, Kap. 3.1.4).

(A) Kompetition variierender Konzentrationen von T84.1 scFv (hellblau) mit 0.5 pg/mL FITC-markiertem T84.1
mAKk sowie von T84.66 scFv (orange) mit 0.1 pg/mL FITC-markiertem T84.66 mAk an CC1

(B) Kompetition variierender Konzentrationen von T84.1 scFv (dunkelblau) und T84.66 scFv (rot) mit 0.5 pg/mL
FITC-markiertem T84.1 mAk an CC5

(C) Kompetition variierender Konzentrationen von T84.1 scFv (dunkelblau) und T84.66 scFv (rot) mit 0.1 pug/mL
FITC-markiertem T84.66 mAk an CC5

Die gestrichelten Linien geben die Absorptionswerte fur die konstante Konzentration FITC-markierter mAk unter
nicht kompetitiven Bedingungen einschlie3lich Standardabweichung wieder. Die unterschiedlichen Farbnuancen
weisen auf die Verwendung des jeweiligen Antigens hin (hellblau/orange -> CC1; dunkelblau/rot -> CC5).
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Die kompetitiven Bindungsstudien zeigten, dass aus eukaryotischer Expression von T84.1
bzw. T84.66 scFv funktionale Einzelkettenfragmente hervorgegangen waren. In
Ubereinstimmung mit den Resultaten fiir die monoklonalen Antikdrper trat fir T84.1 scFv mit
steigender Konzentration an eingesetztem scFv-Fragment eine zunehmende Verdrangung
von T84.1 FITC-mAk an CEACAML1 auf (hellblaue Bindungskurve; Abb. 3.19 A). Hier wurden
etwa 180 ng/mL (6.5 nM) von T84.1 scFv bendtigt, um 500 ng/mL (3.125 nM) T84.1 mAKk-
FITC zur Halfte zu verdrangen. Fur die Kompetition von T84.66 scFv und T84.66 mAk-FITC
an CEACAM1 (orange Markierungen; Abb. 3.19 A) wurden Signale auf Hintergrundniveau
erhalten, da wie erwartet keine der beiden Spezies an CEACAM1 gebunden hatte.

Der Einsatz von T84.1 scFv zeigte ebenfalls eine konzentrationsabhangige Verdrangung von
T84.1 mAKk-FITC (dunkelblaue Bindungskurve; Abb. 3.19 B) an CEACAMS5, allerdings mit
einer etwa 6-fach héheren Verdrangungseffizienz als an CEACAM1 (Abb. 3.19 A); hier
verdrangten bereits 30 ng/mL (1.08 nM) von T84.1 scFv die 500 ng/mL (3.125 nM) des
FITC-markierten T84.1 mAk zur Halfte. T84.66 mAK-FITC (rote Markierungen; Abb. 3.19 B)
dagegen wurde an CEACAMS nicht durch steigende Konzentrationen von T84.1 scFv
verdrangt, da beide Spezies unterschiedliche Epitope erkennen. Die detektierten
Absorptionswerte entsprachen dem Niveau fir T84.66 mAK-FITC unter nicht-kompetitiven
Bedingungen (blaue gestrichelte Linie; Abb. 3.19 B).

Ebenso unterdriickte das T84.66 scFv-Fragment an CC5 bei steigender Konzentration die
Bindung von T84.66 mAK-FITC zunehmend (rote Bindungskurve; Abb. 3.19 C), die
halbmaximale Verdrangung von 100 ng/mL (625 pM) T84.66 mAk-FITC wurde durch etwa 30
ng/mL (1.08 nM) von T84.66 scFv erreicht. Fur T84.1 mAk-FITC (dunkelblaue Markierungen;
Abb. 3.19 C) wurde dagegen keine Verdrangung durch T84.66 scFv an CC5 beobachtet, so
dass auch hier von einer spezifischen Kompetition ausgegangen werden konnte.

Zusammen mit den korrekten Restriktions- und Sequenzanalysen der Plasmid-DNA von
rekombinanten Klonen und dem Nachweis entsprechender Proteine im Western Blot Uber
das Myc-Tag konnte in kompetitiven Assays im ELISA-Format die spezifische
Bindungsfahigkeit der eukaryotisch exprimierten scFv-Fragmente in Analogie zu den
monoklonalen anti-CEACAM Antikérpern T84.1 und T84.66 bestatigt werden.

3.2.5 Funktionalisierung von T84.1 und T84.66 scFv- Fragmenten
Uber enzymatische Biotinylierung

Obwohl die Bindungsfahigkeit fur die scFv-Fragmente durch spezifische Verdrangung FITC-
markierter mAk im kompetitiven ELISA nachgewiesen wurde, konnte im Weiteren kein
Nachweis fur die Bindung unter nicht-kompetitiven Bedingungen im Western Blot und
indirekten ELISA Uber anti-Myc Antikérper erbracht werden. Eine affinitatschromato-
graphische Aufreinigung mit nachfolgender Markierung zum verbesserten Nachweis dieser
Konstrukte wurde ebenfalls nicht weiter verfolgt, da orientierende Bindungsstudien zur
Aufreinigung der scFv-Fragmente (ber rCEACAM-konjugierte Matrices sowie die
Préazipitation der scFv's mit an Agarose gekoppelten anti-myc Antikdrpern keine eindeutigen
und damit richtungsweisenden Ergebnisse lieferten (Daten nicht gezeigt).
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Aus diesen Grinden wurde eine veranderte Klonierungs- bzw. Expressionsstrategie gewahlt,
mit der analog zu dem hier verwendeten bakteriellen Expressionssystem die spezifische
enzymatische Biotinylierung der eukaryotisch exprimierten scFv-Fragmente erreicht werden
sollte. Die Markierung der Einzelkettenfragmente mit einer spezifischen Biotinylierung an
definierter Position bietet die Moéglichkeit des direkten Nachweises mit hoher Sensitivitét
sowie der Aufreinigung bei pH-neutraler Elution mit Biotin und einer weitergehenden
Funktionalisierung Uber Avidin/Streptavidin. Fir diesen Zweck wurde in der AG Nollau eine
Umklonierung der beiden scFv-Konstrukte vorgenommen, wodurch diese mit einem C-
terminalen Biotin Carboxyl Carrier Protein (BCCP; Abb. 3.20 C; s. auch Kap. 4.2.3) vorlagen.
Dieses sollte durch HEK293-endogene Biotin-Protein-Ligasen (BPL) bei der Expression an
spezifischer Stelle kovalent mit Biotin verknlpft werden.

In diesem Zusammenhang wurden HEK293-Zellen transient mit den entsprechenden scFv-
Konstrukten im pEBB-Vektor transfiziert und diese in Anwesenheit von D-(+)-Biotin
exprimiert. In der Charakterisierung der konzentrierten Kulturiberstdnde nach SDS-PAGE
wurden Proteine bei erwartungsgeméafer Laufweite detektiert, deren Molekilmasse sich
durch Fusion mit dem BCCP-Tag um ca. 10 kDa erhdht hatte (Abb. 3.20 A u. B im Vgl. zu
Abb. 3.18). Den Nachweis einer erfolgten Biotinylierung erbrachte die Western Blot-Analyse
mit HRP-konjugiertem Streptavidin in Ubereinstimmung zur Detektion mit anti-Myc
Antikorper.

kDa M 1 2 1 2 1 2 kba M 1 2 1 2 1 2
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Abb. 3.20:

Charakterisierung der scFv-Fragmente mit BCCP-Tag durch Coomassie-Farbung (links) und Western Blot-
Analyse (Mitte, rechts) nach SDS-PAGE. Geladen wurden jeweils 0.25 pg (Spur 1) und 0.5 pg (Spur 2) der
scFv-Fragmente aus konzentriertem Kulturiiberstand. Der Nachweis im Western Blot erfolgte durch Inkubation
mit anti-Myc Antikdrper (Mitte) in einer Konzentration von 1 pg/mL und HRP-konjugiertem anti-Maus
Sekundérantikorper (Verdinnung: 1:40.000) bzw. mit HRP-konjugiertem Streptavidin (rechts; Verdinnung:
1:100.000). Die gestrichelten Linien in (A) und (B) markieren die Laufhéhe der Zielproteine zwischen den
einzelnen Nachweisverfahren.

(A) Nachweise fur die durch SDS-PAGE aufgetrennten T84.1 scFv-BCCP-Fragmente.

(B) Nachweise fir die durch SDS-PAGE aufgetrennten T84.66 scFv-BCCP-Fragmente.

(C) Proteinsequenz des C-terminal fusionierten BCCP-Tags (theoret. Molekiilmasse: 9.32 kDa) aus
Carboxytransferase von P. shermanii bis zum Stop-Codon (Stern); der magentafarbene Lysinrest stellt die
spezifische Biotinylierungsstelle fur Biotin-Protein-Ligasen (BPL) dar.
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Die Doppelbanden von T84.1 scFv-BCCP (Abb. 3.20 A) waren im Vergleich zu T84.66 scFv-
BCCP (Abb. 3.20 B) mit kolloidalem Coomassie relativ schwach anfarbbar, wahrend in den
Western Blots dagegen beide Konstrukte mit &hnlicher Signalstarke detektiert wurden (Abb.
3.20 A u. B, Mitte bzw. rechts).

Zur Uberpriifung des Einflusses von Biotin im Kulturmedium auf den Biotinylierungsgrad
wurden in einem weiteren Experiment exemplarisch gleiche Mengen von T84.66 scFv-BCCP
aus Expression mit bzw. ohne Zusatz von Biotin sowie von T84.66 scFv ohne BCCP-Tag
durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend im Western Blot mit Streptavidin-HRP
nachgewiesen. Nach stripping wurde die Membran erneut mit anti-Myc Antikdrper inkubiert.
Wahrend mit anti-Myc Antikdrper nach stripping alle scFv-Konstrukte nachgewiesen wurden,
zeigte der vorherige Nachweis mit Streptavidin-HRP nur Signale fir T84.66 scFv-BCCP bei
Expression mit Biotin im Kulturmedium (s. Abb 3.21).

1 2 3 1 2 3
kDa kDa
260 — 260 —
160 — 160 -
110 — 110 —
80 — 80 —
60 — 60 =
50 —EE 50 T —
40 — 40 —
30 — 30 -
20 — 20 —

Abb. 3.21:

Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE firr verschiedenen Formen von eukaryotisch in HEK293 exprimierten
T84.66 scFv: Aufgetrennt wurden je 100 ng T84.66 scFv-BCCP aus Expression mit Biotin (Spur 1), T84.66
scFv-BCCP aus Expression ohne Biotin (Spur 2) sowie T84.66 scFv ohne BCCP-Tag (Spur 3).

(A) Der Nachweis der scFv-Fragmente erfolgte Giber Behandlung mit Streptavidin-HRP

(Verdiinnung: 1:100.000; Expositionszeit: 10 s).

(B) Nach stripping wurde die Membran erneut mit anti-Myc Antikdrper in einer Konzentration von 1 pg/mL sowie
HRP-konjugiertem anti-Maus Sekundérantikdrper inkubiert (Verdiinnung: 1:40.000; Expositionszeit: 1 min).

Obwohl die Biotinylierung der scFv-Fragmente mit BCCP-Tag aus Expression in HEK293-
Zellen bei Kultivierung mit Biotin qualitativ nachgewiesen wurde, konnte analog zu den
Vorexperimenten mit anti-Myc bzw. anti-Maus Antikérper keine spezifische Bindung der
scFv's im Western Blot bzw. im indirekten ELISA beobachtet werden (s. Abb. 3.27, Kap.
3.2.7). Der Funktionsnachweis konnte erneut nur im kompetitiven ELISA durch Verdrangung
FITC-markierter mAk erbracht werden (Daten nicht gezeigt). Als Ursache wurde eine wenig
effiziente Biotinylierung vermutet und entsprechend weiter untersucht. Dazu wurden eine
Biotin-abhéngige Affinitadtschromatographie mit Monomeric Avidin-Agarose sowie ein
Pulldown mit Streptavidin-Agarose flr die BCCP-scFv-Fragmente vorgenommen. Die dabei
erhaltenen Ergebnisse sprachen ebenfalls flr eine geringe Biotinylierungseffizienz (s. Abb.
3.22 A u. B).
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A Affinitatschromatographie B Pulldown Streptavidin-Agarose
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Abb. 3.22:

Charakterisierung der Fraktionen aus Affinitdtschromatographie von T84.1 scFv-BCCP mit Monomeric Avidin-
Agarose sowie aus Pulldown von T84.1 und T84.66 scFv-BCCP mit Streptavidin-Agarose durch Western Blot-
Analyse und kompetitiven ELISA.

(A) Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE fur Affinitdtschromatographie-Fraktionen von T84.1 scFv-BCCP.
Geladen wurden je 10 pL von Proben vor Affinitdtschromatographie (Ausgangskonzentration: 25 pg/mL; Spur 1),
der Saulendurchlauffraktion (Spur 2), den Biotin-Eluaten 1-6 (Spur 3-8) und eines sauren Glycin-Eluats (Spur 9);
der Nachweis erfolgte durch Inkubation mit anti-Myc Antikdrper gefolgt von HRP-konjugiertem anti-Maus
Sekundérantikorper (oben) sowie mit HRP-konjugiertem Streptavidin (unten) unter den gleichen Bedingungen wie
in den vorherigen Assays (s. Abb. 3.20).

(B) Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE fiir Pulldown-Fraktionen von T84.1 und T84.66 scFv-BCCP. Geladen
wurden je 10 uL von Proben vor Affinitdtschromatographie (Ausgangskonzentration: 25 pug/mL; Spur 1/Spur 5),
den durch Abkochen der beads erhaltenen Eluatfraktionen 1 und 2 (Spur 2-3/Spur 6-7) und dem
Reaktionsuberstand nach Pulldown (Spur 4/Spur 8); der Nachweis erfolgte wie bei (A).

(C) Kompetitiver ELISA zur Bemessung der Verdrangung von FITC-markiertem T84.1 mAk durch Verdiinnungen
(1:5 sowie 1:50) der Affinitdtschromatographie-Fraktionen von T84.1 scFv-BCCP (s. Abb. 3.27 A). Pro well der
Mikrotiterplatte wurden 0.5 pg/mL CC1 immobilisiert. Der zu verdrdngende, FITC-markierte T84.1 mAKk wurde in
einer konstanten Konzentration von 0.5 pg/mL eingesetzt. Der Nachweis tiber HRP-konjugierten anti-FITC mAk
sowie Durchfiihrung und Auswertung erfolgten wie in den vorherigen kompetitiven ELISA-Experimenten (s. Abb.
3.5, Kap. 3.1.4). Die gestrichelte griine Linie zeigt die Absorptionswerte fiir die konstante Konzentration von
FITC-markiertem T84.1 mAk unter nicht-kompetitiven Bedingungen.
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Fur die Fraktionen aus Affinitatschromatographie (Abb. 3.22 A) und Pulldown (Abb. 3.22 B)
wurde im Western Blot bei Nachweis mit anti-Myc Antikdrper keine effiziente Retention bzw.
Elution der biotinylierten scFv-Fusionsproteine beobachtet. Dagegen zeigte der Nachweis
mit Streptavidin-HRP eine so gut wie vollstandige Depletion der biotinylierten Fraktion aus
der Reaktionslosung sowie eine effiziente Elution. Wahrend jedes scFv-Molekil mit einem
Myc-Tag exprimiert wurde, hing der Biotinylierungsgrad wesentlich von der Effizienz
verschiedener Faktoren ab. Entsprechend legte der Nachweis mit anti-Myc Antikérper hier
ein nur aul3erst geringes Mald an Biotinylierung fir die eingesetzte scFv-Gesamtmenge
nahe. Die Detektion des biotinylierten Anteils mit Streptavidin-HRP bei vergleichbaren
Intensitaten war hierbei auf die relativ hohe Sensitivitat von Streptavidin zurtckzufihren.

Ein kompetitiver ELISA, in dem Verdinnungen der Affinitatschromatographie-Fraktionen von
T84.1 scFv-BCCP zur Verdrangung von FITC-markiertem T84.1 mAKk eingesetzt wurden,
bestéarkte diese Befunde (Abb. 3.22 C). Die Verdréangung durch die Eluatfraktionen spiegelte
die Signalverteilung im Western Blot mit Streptavidin-HRP wider, mit mengenbedingt jedoch
sehr begrenzter Kompetition. Die Fraktion des Saulendurchlaufs und die Probe mit
Ausgangskonzentration tbten dagegen ein hohes Maf} an Kompetition in Einklang zu den
starken Signalintensitaten im Western Blot mit anti-Myc Antikorper (s. Abb. 3.22 A, oben).

3.2.6 Optimierung der enzymatischen Biotinylierung bei eukaryotischer Expression

Um eine effizientere enzymatische Biotinylierung der scFv-Fragmente innerhalb des
eukaryotischen Expressionssystems in HEK293-Zellen zu erzielen, wurde eine verénderte
Klonierungs- bzw. Expressionsstrategie angewendet. Dabei wurden die scFv-Fragmente
rekombinant mit Hilfe der Primer IgkSalfor/BAPNotrev verandert (s. Kap. 2.1.8), so dass sie
am C-Terminus eine weitere kurze Peptidsequenz mit der AS-Abfolge GLNDIFEAQKIEWHE
(sog. biotin acceptor peptide; ca. 1,8 kDa) trugen. Fir diese Sequenz galt als sichergestellt,
dass sie von der bakteriellen Biotin-Ligase BirA aus E.coli erkannt und am Lysinrest (K) mit
hoher Effizienz biotinyliert wird (Beckett et al., 1999). Die so amplifizierten Konstrukte wurden
Uber die Schnittstellen Sall/Notl zurtick in pEBB kloniert. Fur eine vergleichbare Handhabung
bei den Klonierungsschritten wurde das BCCP-Tag in den scFv-Konstrukten belassen.
Parallel wurde aus AVB101 E.coli-Kulturen das Plasmid pBirAcm isoliert, welches ein
rekombinantes Gen fir die Biotin-Ligase BirA beinhaltete. Dieses wurde Uber die Primer
BirABamfor/BirANotrev mittels PCR amplifiziert und anhand der Uberhdnge aus den
Schnittstellen BamHI/Notl nach Restriktionsverdau ebenfalls in den pEBB-Vektor ligiert (s.
Abb. 3.23).
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PCR T84.1 scFv-BAP PCR T84.66 scFv-BAP PCRBIirA

M 1 2 3 4 5 6 [ § 8 9 10 11 12

B scFv-BAP/pEBB C BirA/pEBB
T84.1 T84.66
M 1 2 3 4 5 6

bp bp
5000 5000
4000 4000
3000 3000
2000 2000
1600 1600

1000. 1000
850 850
650 650
500 500
400 400
300 300
200 200

Abb. 3.23:

Anwendung einer alternativen Klonierungsstrategie fiir den Erhalt einer effizienten enzymatischen
Biotinylierung von scFv-Fragmenten aus eukaryotischer Expression durch Einbringen eines biotin
acceptor peptide (BAP) sowie Klonierung einer rekombinanten Biotinligase (BirA) fur die Co-Transfektion.
(A) In einem préparativen Agarosegel (1,2%) wurden die PCR-Ansétze fur scFv-BAP-Fragmente von
T84.1 (Spur 1-4; 1.136 bp) und T84.66 (Spur 5-8; 1.151 bp) sowie fiir BirA Biotin-Ligase (Spur 9-12; 1.013
bp) aufgetrennt. Die scFv-Fragmente wurden mit den Primern IgkSalfor/BAPNotrev amplifiziert unter
Verwendung der jeweiligem pC2.1-Konstrukte aus vorherigen Klonierungsschritten als Matrize. Die
Amplifikation von BirA erfolgte mit den Primern BirABamfor/BirANotrev und pBirAcm-Plasmid aus AVB101
als Matrize.

(B) Analytisches Agarosegel (1,2%) zur Bemessung des Klonierungserfolgs fiir scFv-Fragmente. Geladen
wurden die aus transformierten INVaF' E.coli isolierten pEBB-Plasmide mit T84.1 (Spur 1-3) und T84.66
scFv-BAP (Spur 4-6) nach Restriktionsverdau mit den Enzymen Xbal (Spur 1/Spur 4), Sall/Notl (Spur 2/
Spur 5) sowie unverdautes Plasmid (Spur 3/Spur 6).

(C) Analytisches Agarosegel (1,2%) zur Bemessung des Klonierungserfolgs fiir die Biotinligase BirA.
Geladen wurden die aus transformierten INVaF' E.coli isolierten pEBB-Plasmide mit BirA nach

Restriktionsverdau mit den Enzymen Xbal (Spur 1), BamHI/Notl (Spur 2) sowie unverdautes Plasmid
(Spur 3); (M) Marker: 1 kb DNA ladder Plus.

Nach Uberprifung der korrekten Basenabfolge durch Sequenzierung der praparierten
Plasmid-DNA wurden HEK293-Zellen mit den pEBB-Plasmiden fur die scFv-BAP-Fragmente
sowie fur das Enzym BirA in einem molaren Verhaltnis von 4:1 co-transfiziert. In einem
Western Blot-Experiment mit Kulturiiberstdnden aus der Co-Expression zusammen mit
gleichen Volumina der zuvor erzeugten BCCP-Konstrukte wurde durch vergleichende
Detektion mit anti-Myc Antikérper und HRP-konjugiertem Streptavidin Uberprft, ob die neue
Strategie fur die mit BAP-Sequenz exprimierten scFv-Fragmente bei Co-Expression mit

rekombinanter Biotinligase eine Steigerung der enzymatischen Biotinylierungseffizienz
erbrachte (Abb. 3.24).
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kDa 1 2 kba 1 2
260 — 260 —
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40 40 Western Blot-Analyse zur Abschétzung der
30— 30— enzymatischen Biotinylierungseffizienz fiir scFv-
) BAP-Fragmente bei Co-Transfektion von BirA
20— Expctmin 20— aus eukaryotischer Expression. Geladen wurden
5 pL der Kulturiberstdnde aus eukaryotischer
Expression mit scFv-BAP-Fragmenten bei Co-
ka 1 2 wa 1 2 Expression von BirA (Spur 1) und 5 uL der
260 — 260 — konzentrierten, umgepufferten  scFv-BCCP-
160 — Streptavidin- 160 — Fragmente (enthaltene Menge: 250 ng; Spur 2).
1;3: ol ‘;g: Der Nachweis erfolgte liber anti-Myc Antikérper
60— 60— (oben) bzw. HRP-konjugiertes Streptavidin
50— s0— (unten) unter den gleichen Bedingungen wie in
40—-U 0— bd den vorherigen Experimenten (s. Abb. 3.20)
5 - (A) Nachweis der BAP- und BCCP-Varianten fir
< T84.1 ScFv.
- Exp.:30s (B) Nachweis der BAP- und BCCP-Varianten fiir
= T84.66 SCFv.

Der Nachweis Uber anti-Myc Antikorper lieferte starkere Signale fur die scFv-BCCP-
Fragmente im Vergleich zu den scFv-BAP-Fragmenten aus Co-Expression mit BirA, wobei
hier um ca. Faktor 20 konzentrierte (BCCP) mit nicht konzentrierten Proben (BAP) verglichen
wurden. Bei Nachweis mit HRP-konjugiertem Streptavidin allerdings zeigten die scFv-BAP-
Fragmente aus Co-Expression mit BirA die starkeren Signale, was fur eine erheblich hohere
Biotinylierungseffizienz gegeniber den scFv-BCCP-Fragmenten sprach. Zudem war durch
die zusatzliche Fusion mit der BAP-Sequenz fur die entsprechenden Fragmente ein geringer
Molekllmassenzuwachs zu beobachten, welcher etwa der theoretisch berechneten
GroRRenanderung von 1.8 kDa entsprach.

Nach Bestatigung einer offenbar deutlich erhéhten Biotinylierungseffizienz wurden die scFv-
BAP-Fragmente affinitdtschromatographisch mittels Monomeric Avidin-Agarose in Analogie
zu den Experimenten mit BCCP-scFv-Fragmenten aufgereinigt. Die Charakterisierung der
gewonnenen Eluatfraktionen fir T84.66 scFv-BAP zusammen mit gleichen Volumina von
Ausgangsmaterial und Saulendurchlauf im Western Blot zeigte Ubereinstimmende
Signalverhaltnisse zwischen dem Nachweis Uber anti-Myc Antikérper und HRP-konjugiertes
Streptavidin (Abb. 3.25 A). Fur T84.1 scFv-BAP wurden vergleichbare Resultate erhalten
(Abb. 3.25 B). Auch hier war eine gesteigerte Biotinylierungseffizienz gegeniber den BCCP-
Fragmenten zu erkennen, fir die in einem analog durchgefihrten Experiment
unterschiedliche Ergebnisse aus den einzelnen Nachweisverfahren erhalten worden waren
(s. Abb. 3.22 A).
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Abb. 3.25:

Western Blot-Analyse der Fraktionen aus Affinitdtschromatographie Uber Monomeric Avidin-Agarose mit
eukaryotisch exprimierten scFv-BAP-Fragmenten bei Co-Expression der Biotinligase BirA nach SDS-
PAGE. Geladen wurden jeweils 10 pL von konzentriertem Kulturiiberstand vor Chromatographie (Spur 1),
der Saulendurchlauffraktion (Spur 2) sowie den Biotin-Eluaten 1-6 (Spur 3-8). Der Nachweis mit anti-Myc
Antikdrper (oben) und HRP-konjugiertem Streptavidin (unten) erfolgte unter gleichen Bedingungen wie in
den vorherigen Experimenten (s Abb. 3.20).

(A) Nachweis fiir die Affinitatschromatographie-Fraktionen von T84.66 scFv-BAP.

(B) Nachweis fir die Affinititschromatographie-Fraktionen von T84.1 scFv-BAP.

3.2.7 Charakterisierung der eukaryotisch exprimiert ~ en scFv-Fragmente nach
Optimierung der Biotinylierungseffizienz und Biotin -abhangiger Aufreinigung

Fur die nach optimierter Klonierungs-/Expressionsstrategie biotinylierten scFv-BAP-
Fragmente wurde eine Expression im GroRmalfistab vorgenommen. Insgesamt wurden pro
scFv-Konstrukt 2 L angereicherter Kulturiberstand gewonnen. Dieser wurde durch
GroRenausschlussfiltration um ca. Faktor 20 konzentriert und nach Umpufferung vollstéandig
mittels  Affinitatschromatographie Gber Monomeric Avidin-Agarose aufgereinigt. Die
vereinigten Eluate wurden erneut aufkonzentriert und zur Entfernung des freien Biotins aus
der Elution umgepuffert. Nach semiquantitativer Mengenabschétzung der scFv-Proben durch
Vergleich des Schwéarzungsgrads mit einem Standardprotein (biotinylierte SH2-Doméane; AG
Nollau) im Western Blot (Daten nicht gezeigt) konnte eine gewonnene Gesamtmasse von
350 pg fur biotinylierten T84.1 scFv-BAP und 280 pg fiur biotinylierten T84.66 scFv-BAP
bestimmt werden. Die Ausbeuten pro Liter nach Aufreinigung lagen entsprechend bei 175 g
fir T84.1 scFv und 140 pg fur T84.66 scFv. Die scFv-BAP-Konstrukte wurden als
Primarantikérper in einem Western Blot-Experiment mit den rekombinanten Antigenen CC1
und CC5 eingesetzt, um zu testen, ob die durch effizientere Biotinylierung erhdhte
Sensitivitdt bei Dektektion mit HRP-konjugiertem Streptavidin den direkten Nachweis der
Antigenbindung fur die scFv-Fragmente ermoglichte (Abb. 3.26).
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A B Abb. 3.26:
e 1 2 3 4 e 12 3 4 Western Blot-Analyse zum Nachweis _der spezi.fischen
Bindung von scFv-BAP-Fragmenten an die rekombinanten
260 — 60— Antigene CEACAMS5 (Spur 1-2) und CEACAM1 (Spur 3-4)
160 — " 160— nach SDS-PAGE. Geladen wurden jeweils 100 ng (Spur
Qg: H. og: 1/Spur 3) sowie 200 ng (Spur 2/Spur 4) der rekombinanten
50— v L 60— Antigene. Nach Transfer wurden die Membranen mit den
50 — 50— scFv-BAP-Fragmenten in einer Konzentration von 1 pg/mL
0 — 40— inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit HRP-konjugiertem
30 — 230 — Streptavidin in einer Verdiinnung von 1:100.000.
(A) Inkubation der Membran mit T84.1 scFv-BAP.
20 — 20— (B) Inkubation der Membran mit T84.66 scFv-BAP.

Die Expositionszeit der gezeigten Exponate betrug 10 s.

Die Ergebnisse in Abb. 3.26 A zeigten, dass fur T84.1 scFv-BAP eine spezifische Bindung
an CC1 bzw. CC5 nachgewiesen werden konnte. Entsprechend der Spezifitdt von T84.66
mAKk wurde bei Inkubation mit T84.66 scFv-BAP ausschlielich CC5 erkannt (Abb. 3.26 B,
Spur 1-2).

In einem indirekten ELISA-Assay, bei dem die mit BirA co-exprimierten scFv-BAP-Fragmente
ebenfalls als Primarantikdrper auf immobilisiertem CC1 bzw. CC5 zusammen mit den zuvor
erzeugten scFv-BCCP-Fragmenten eingesetzt wurden, konnten entsprechende
Sattigungskurven fir die scFv-Antigenbindung erhalten werden (s. Abb. 3.27, blaue und rote
Bindungskurve). Fiur die ebenfalls eingesetzten BCCP-Fragmente (grine und lilafarbene
Markierungen) konnte bei gleichen Bedingungen keine Bindung an die entsprechenden
CEACAM-Antigene nachgewiesen werden, obwohl deren Bindungsfahigkeit in kompetitiven
Assays bestatigt worden war; wie bereits angenommen, war der Grad der Biotinylierung fur
die Detektion einer Bindung an die immobilisierten Antigene offenbar unzureichend.

2,5
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| CEACAM1
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‘ e -+ B T84.66 scFv-BAP/
) %//"’": CEACAMS
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|
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Abb. 3.27:

Vergleichender Einsatz der mit BirA in HEK293 co-exprimierten scFv-BAP-Fragmente sowie der in HEK293
endogen biotinylierten scFv-BCCP-Fragmente als Primarantikdrper im indirekten ELISA. Pro well der
Mikrotiterplatte wurden die rekombinanten CEACAM-Antigene CC1 bzw. CC5 in einer Konzentration von 0.5
pg/mL immobilisiert. Die Inkubation der scFv-Fragmente erfolgte in verschiedenen Konzentrationen tber einen
Bereich von 0.04 pg/mL bis 5 pg/mL. Der Nachweis wurde mit HRP-konjugiertem Streptavidin in einer
Verdiinnung von 1:5.000 vorgenommen. Nach Inkubation mit ABTS erfolgte nach 10 min die photometrische
Auswertung bei 405 nm. Alle Messungen wurden im Duplikat durchgefiihrt, die Fehlerindikatoren geben die
Standardabweichung der Mittelwerte wieder.
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Aufgrund des auffalligen Wanderungsverhaltens von T84.1 scFv hinsichtlich des
Doppelbandenmusters wurden die scFv-Fragmente vergleichend auf eine mogliche
posttranslationale Modifikation hin untersucht. Dazu wurden Proben der Fragmente u.a. mit
verschiedenen Glycosidasen behandelt und anschlieBend einer Western Blot-Analyse
unterzogen (s. Abb. 3.28 A). Nach Inkubation mit der N-Glycosidase PNGase F war fir
T84.1 scFv die obere der zwei Banden im Western Blot nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.28
A, Spur 2), gleichzeitig war die Intensitdt der sonst nur schwach aufgepragten, unteren
Bande deutlich erhdht. Bei Behandlung mit der N-Glycosidase EndoH (Spur 3) sowie mit O-
Glycosidase (Spur 4) trat dagegen keine Anderung des Bandenmusters im Vergleich zur
unbehandelten Probe auf (Spur 1). Das Auftreten einer Doppelbande fur T84.1 scFv im
Nachweis nach SDS-PAGE war dementsprechend auf die Glykosylierung bei eukaryotischer
Expression in HEK293 zuriickzufuhren. Dabei entstand eine mengenmé&Rlig dominierende
Fraktion mit N-glykosyliertem Protein bei einer Molekilmasse von etwa 46 kDa sowie eine
nicht glykosylierte Form von ca. 42 kDa, die scheinbar mengenmafig unterreprasentiert war.
Fur T84.66 scFv dagegen trat bei keiner der vorgenommenen Deglykosylierungen eine
Anderung des Bandenmusters auf, so dass hier nicht von einer glykosidischen Modifikation
auszugehen war (Abb. 3.28 A, Spur 5-8).

Bei Behandlung von T84.1 scFv mit Remove-IT PNGaseF und anschliel3ender Coomassie-
Farbung nach SDS-PAGE wurde ebenfalls beobachtet, dass ausschlief3lich eine gut farbbare
Bande bei ca. 42 kDa vorlag (Abb. 3.28 B, Spur 1), wahrend die unbehandelte Probe zwei
schwéacher gefarbte Banden bei ca. 42 kDa und 46 kDa zeigte (Abb 3.28 B, Spur 2).
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Abb. 3.28:

Charakterisierung der Deglykosylierungsexperimente fiir T84.1 und T84.66 scFv-BAP-Fragmente nach SDS-
PAGE. Geladen wurden jeweils 0.5 pg der scFv-Fragmente aus Inkubation mit verschiedenen Glycosidasen
bzw. einer unbehandelten Kontrollprobe. Der Nachweis im Western Blot erfolgte unter gleichen Bedingungen
wie in den vorherigen Experimenten (s. Abb. 3.20)

(A) Western Blot-Analyse von Membranen mit unbehandeltem T84.1 bzw. T84.66 scFv-BAP (Spur 1/Spur 5)
sowie nach Inkubation mit der N-Glycosidase PNGaseF (Spur 2/Spur 6), EndoH (Spur 3/Spur 7) sowie mit O-
Glycosidase (Spur 4/Spur 8).

(B) Coomassie-Farbung nach Auftrennung von T84.1 scFv-BAP nach (Spur 1) und vor Inkubation (Spur 2) mit
Remove-IT PNGaseF sowie unbehandeltem, nicht glykosylierten T84.66 scFv-BAP-Fragment (Spur 3).
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3.2.8 Vergleichender Einsatz der scFv-Fragmente und  korrespondierenden mAK fir
Immunfluoreszenz-Farbung von CEACAM-positiven HT29-  Tumorzellen

Nach Bestatigung einer spezifischen und effektiven Bindung der scFv-Fragmente im
kompetitiven und indirekten ELISA sowie im Western Blot wurde zusatzlich die Bindung an
CEACAM-positiven Zelllinien in vitro untersucht. Hierzu wurden semikonfluente, CEACAM1
und CEACAMS exprimierende HT29-Zellen mit den scFv-Fragmenten sowie mit den
biotinylierten mAk T84.1 und T84.66 inkubiert und die Bindung an CEACAM-Proteine auf der
Zelloberflache mittels FITC-markiertem Streptavidin nachgewiesen. Die Spezifitat der
Bindung wurde zudem durch Vorblockierung der Zellen mit nicht biotinylierten mAk und
anschlieBender Inkubation der analogen scFv-Fragmente Uberpruft. Als Kontrolle fir
unspezifische Bindung wurde zusatzlich Bindungsuntersuchungen in parallelen Ansatzen mit
biotinyliertem, polyklonalen Maus-l1gG durchgefuhrt.

T84.1 mAK (Btn) T84.66 mAK (Btn) Maus IgG polyklonal (Btn)

Abb. 3.29:
IHC-Fluoreszenzfarbungen mit
anti-CEACAM mAk und scFv-
Fragmenten auf semi-konfluenten,
CEACAM-positiven HT29-Zellen.
(A-C) Die bhiotinylierten mAk T84.1
(A), T84.66 (B) sowie polyklonales
Maus-1IgG (C) wurden auf HT29-
Zellen in einer Konz. von je 4
T84.1 scFv-BAP T84.1mAK  Hy/mL inkubiert.

+T84.1 scFv-BAP (D+E) T84.1 scFv-BAP, inkubiert
in einer Konz. von 5 pg/mL auf
unbehandelten (D) sowie auf mit 5
pog/mL T84.1 mAKk vorblockierten
HT29-Zellen (E).
(F+G) T84.66 scFv-BAP, inkubiert
in einer Konz. von 5 pg/mL auf
unbehandelten (F) sowie auf mit 5
po/mL T84.66 mAK vorblockierten
HT29-Zellen (G).
Die Gegenfarbung der Zellkerne
erfolgte mit DAPI.

T84.66 scFv-BAP T84.66 mAK
+784.66 scFv-BAP
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Die IHC-Farbungen in Abb. 3.29 zeigten spezifische, Membran-lokalisierte Fluoreszenz-
signale fur biotinylierte T84.1 mAKk (Abb. 3.29 A) ebenso wie fir die T84.1 scFv-Fragmente
(Abb. 3.29 D) und eine membrants-diffuse Fluoreszenz fir biotinylierte T84.66 mAk (Abb.
3.29 B) sowie fur T84.66 scFv-Fragmente (Abb. 3.29 F) an der CEACAM-positiven
Kolonkarzinomzelllinie HT29. Eine Kontrolle mit polyklonalem biotinylierten 1gG ergab
dagegen keine spezifische Féarbung (Abb. 3.29 C). Qualitativ und quantitativ lieferten die
scFv-Fragmente dabei eine mindestens ebenso starke Fluoreszenz-Farbung wie die
monoklonalen Antikorper. Bei Vorblockierung der CEACAM-Antigene mit nicht-biotinylierten
mAk T84.1 und T84.66 konnte das Fluoreszenzsignal flr entsprechende biotinylierte scFv-
Fragmente nahezu vollstandig unterdriickt werden (Abb. 3.29 E u. G), was die Spezifitat der
Bindung fur die scFv-Fragmente zweifellos bestatigte.

Durch diese Experimente konnte die Eignung der erzeugten anti-CEACAM scFv-Fragmente
mit enzymatischer Biotinylierung fir den hochspezifischen Nachweis von zelluldren
CEACAM-Antigenen auf (Tumor-)Zellen gezeigt werden. Die Optimierung der enzymatischen
Biotinylierungseffizienz durch die gewahlte Expressionsstrategie erméglichte zudem den
direkten Nachweis der gebundenen Konstrukte ohne die Notwendigkeit kompetitiver
Bedingungen und lieferte weiter den Ausgangspunkt fir eine mogliche Funktionalisierung.

3.3 Generierung CEACAM-reaktiver Einzeldomanen-Frag mente (VyxH) von
Schwerketten-Antikorpern aus L. glama

3.3.1 Immunisierung von L. glama mit cCEACAM1 und CEACAM5

Nach Herstellung, Charakterisierung und Einsatz von monoklonalen Antikbrpern sowie scFv-
Fragmenten mit CEACAM-Spezifitat wurden zusatzlich CEACAM-reaktive VyH-Fragmente
(auch Einzeldomanen-Antikérper oder nanobodies) generiert. Hierfir wurde eine
Immunisierung von Cameliden (L. glama) mit CEACAM-Antigenen vorgenommen, um nach
erfolgreicher Immunisierung die Antikérper-kodierenden Nukleinsduresequenzen aus den
Lymphozyten in einen Phagenvektor zu klonieren und mittels phage display CEACAM-
spezifische VyH-Phagen zu selektieren. Fiur die Immunisierung wurden im Vorfeld die
Antigene CEACAM1 und CEACAMS in ausreichender Reinheit und Menge bendétigt.

Rekombinantes CEACAM1 wurde durch Expression in HEK293 Zellen hergestellt. Hierfir
wurde eine stabil rCEACAM1 exprimierende Zelllinie von der AG Nollau zur Verfligung
gestellt. CEACAMS5 wurde kommerziell als eukaryotisch exprimiertes Protein von der Fa.
Dianova bezogen. Fir die Herstellung von rCEACAM1 im GroRmafstab wurden im Rahmen
dieser Arbeit gesammelte Zellkulturiiberstéande von entsprechenden Expressionskulturen um
ca. Faktor 20 konzentriert und nach Umpufferung mit Concanavalin A (Con A; aus C.
ensiformis) konjugierter Agarose affinitatschromatographisch aufgereinigt. CEACAM1 wurde
dabei aufgrund seines starken Glykosylierungsgrads selektiv durch das Lectin Con A
gebunden. Die anschlieRende Elution erfolgte mit Methyl-a-D-Mannopyranosid. Die
verschiedenen Fraktionen wurden im Western Blot mit T84.1 mAk auf die erfolgreiche
Anreicherung von rCEACAML in den Eluatfraktionen untersucht (Abb. 3.30 A). Nach deren
Bestatigung wurden fur die vereinigten, konzentrierten und in steriles DPBS Uberfihrten
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Eluate 1-5 eine photometrische Konzentrationsbestimmung als auch eine Coomassie-
Farbung nach SDS-PAGE vorgenommen, um die Reinheit des Immunogens zu uberprufen
(s. Abb. 3.30 B).

A B
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Abb. 3.30:

Charakterisierung der affinitdtschromatographischen Aufreinigung von rekombinantem CEACAM1 mit Con A-
Agarose durch Western Blot-Analyse und Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE.

(A) Fur die Western Blot-Analyse wurden je 2 pL von einer Probe vor Affinitdtschromatographie (Spur 1), von
der Durchlauffraktion der Saule (Spur 2) sowie von den Eluatfraktionen 1-8 (Spur 3-10) geladen. Fir den
Nachweis erfolgte die Inkubation der Membran mit T84.1 mAK in einer Konz. von 1 pg/mL sowie mit HRP-
konjugiertem anti-Maus Sekundarantikdrper (Verdiinnung: 1:40.000). Die Expositionszeit betrug 20 s.

(B) Fur die Coomassie-Farbung zur Abschéatzung der Reinheit wurden 2 pg (Spur 1) und 4 pg (Spur 2) des
Endprodukts nach Aufreinigung sowie Umpufferung der vereinigten Eluate von CC1 geladen. (M) Marker:
Novex Prestained Protein Ladder.

Die Gesamtmenge betrug 6,3 mg fur das gewonnene rCEACAM1, welches entsprechend
der Analyse durch Coomassie-Farbung schatzungsweise in einer Reinheit von = 90% vorlag.
Fur die Immunisierung der Lamas wurden initial 500 pg von jedem Peptid-Antigen injiziert
und im Abstand von mehreren Wochen zusatzliche Folgeimmunisierungen (boosts) durch
Injektion von weiteren 500 pg der Antigene bewirkt. Insgesamt wurden 7 Immunisierungen
Uber einen Zeitraum von 26 Wochen durch Frau Dr. Moors im Department fir
Nutztierwissenschaften der Universitat Gottingen vorgenommen.

Zur Beurteilung des Immunisierungserfolgs wurden die nach jeder Immunisierung aus
Vollblut praparierten Seren in einem indirekten ELISA mit den rekombinanten Antigenen
CEACAM1 und CEACAMS inkubiert und auf eine spezifische Bindung von enthaltenen
Immunglobulinen mit anti-Lama Sekundarantikorper untersucht. Zu Kontrollzwecken
hinsichtlich einer unspezifischen Reaktivitat wurden die Seren parallel auf BSA inkubiert. Wie
Abb. 3.31 zeigt, erfolgte die Ausbildung einer CEACAM-spezifischen Immunantwort fir beide
Lamas nach der 5. Folgeimmunisierung (Woche 23). Dabei lieferte das Serum des mit
CEACAM1 immunisierten Lamas (#6) eine spezifische Immunantwort gegeniiber CEACAM1
(s. Abb. 3.31 A), wahrend das Serum des mit CEACAMS immunisierten Lamas (#20) eine
ahnlich starke Immunreaktivitat sowohl fir CEACAMS als auch CEACAML1 entwickelte (s.
Abb. 3.31 B). Die Reaktivitdt der Seren gegenuber BSA als unspezifische Kontrolle blieb
dagegen im Bereich des Hintergrund-Signalniveaus der ELISA-Messung.
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Abb. 3.31:

Charakterisierung des Immunisierungserfolgs durch Vermessung der verdinnten Seren mit CC1 und CC5
immunisierter Lamas im indirekten ELISA. Pro well der Mikrotiterplatte wurden 0.5 pg/mL der Antigene CC1 und
CC5 sowie 0.5 pg/mL BSA zur Kontrolle einer unspezifischen Reaktivitdt immobilisiert. Die nach Immunisierung
der Lamas entnommenen Seren wurden in einer Verdinnung von 1:1.000 in DPBS inkubiert und mit HRP-
konjugiertem Ziege-anti-Lama Sekundérantikérper (Verdinnung: 1:10.000) nachgewiesen. Nach Inkubation mit
ABTS erfolgte nach 15 min die photometrische Auswertung bei 405 nm. Alle Messungen wurden im Duplikat
durchgefuhrt, die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung der Mittelwerte wieder.

(A) Dargestellt ist der Verlauf der Immunreaktivitdt fir das Serum des mit CC1l immunisierten Lamas #6
gegeniiber CC1, CC5 sowie BSA als Kontrolle fir das MaR3 einer unspezifischen Bindung.

(B) Dargestellt ist der Verlauf der Immunreaktivitdt fur das Serum des mit CC5 immunisierten Lamas #20
gegeniber CC1, CC5 sowie BSA als Kontrolle fir das MaR einer unspezifischen Bindung.
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Nach diesen Befunden wurde weiter eine quantitative Bestimmung des Immuntiters
vorgenommen. Hierzu wurden serielle Verdinnungen fur die nach Immunisierung in Woche
20 (vor Ausbildung eines nachweisbaren Immuntiters) und nach abschlieliender
Immunisierung in Woche 26 aus Vollblut gewonnenen Lamaseren mit DPBS angesetzt,
wobei der Startpunkt der Verdinnungsreihe 1:300 betrug. Die Verdinnungsreihen wurden in
einem indirekten ELISA auf dem jeweils flr die Immunisierung verwendeten Antigen sowie

auf BSA zur Kontrolle vermessen.
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Abb. 3.32:

Ermittlung des Immuntiters fir die Seren mit CC1 bzw. CC5 immunisierter Lamas durch serielle Verdinnung
und Vermessung der Immunreaktivitdat im indirekten ELISA. Pro well wurden 0.5 pug/mL der rekombinanten
Antigene CC1 und CC5 sowie 0.5 pg/mL BSA zur Kontrolle einer unspezifischen Reaktivitat immobilisiert. Die
Lamaseren wurden als serielle Verdinnung mit DPBS in 3er-Schritten Uber einen Intervall von 1:300 bis
1:218.700 inkubiert und mit HRP-konjugiertem Ziege-anti-Lama Sekundarantikérper (Verdiinnung: 1:10.000)
nachgewiesen. Nach Inkubation mit ABTS erfolgte nach 10 min die photometrische Auswertung bei 405 nm.
Alle Messungen wurden im Triplikat durchgefiihrt, die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung der

Mittelwerte wieder.

(A) Inkubation von Serum des mit CC1 immunisiertem Lama #6 nach Immunisierung in Woche 20 auf CC1
(B) Inkubation von Serum des mit CC1 immunisiertem Lama #6 nach Immunisierung in Woche 26 auf CC1

(C) Inkubation von Serum des mit CC5 immunisiertem Lama #20 nach Immunisierung in Woche 20 auf CC5
(D) Inkubation von Serum des mit CC5 immunisiertem Lama #20 nach Immunisierung in Woche 26 auf CC5

Innerhalb eines Immunisierungszeitraums von 20 Wochen trat fur die Seren beider Lamas
wie zuvor beschrieben keine signifikante Immunreaktivitat auf (s. Abb. 3.32 A u. C). Fir die
nach der Immunisierung in Woche 26 gewonnenen Seren konnte dagegen eine signifikante,
konzentrationsabhangige Bindung an das jeweilige CEACAM-Antigen beobachtet werden.
Dabei wurde ein Immuntiter von 1:10.000 fur Serum #6 bezogen auf CEACAM1 und von
1:25.000 fur Serum #20 bezogen auf CEACAMS im Vergleich zur Bindungskontrolle mit BSA
ermittelt (s. Abb. 3.32 B u. D).

79



3 Ergebnisse

3.3.2 Charakterisierung der Seren CEACAM-immunisier  ter Lamas

3.3.2.1Bestimmung der differenziellen CEACAM-Spezi fitat fir Lamaseren nach
Immunisierung

Um die vorliegende Spezifitatsbreite der Vollseren fir unterschiedliche Proteine der
CEACAM-Familie Uberprifen zu koénnen, wurden Lysate verschiedener CEACAM-
exprimierender Zellen sowie die rekombinanten Antigene CEACAM1 und CEACAMS durch
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Membranen wurden nach Transfer mit Verdinnungen der
Seren vor (Woche 20) und nach Ausbildung einer CEACAM-spezifischen Immunantwort
(Woche 26) sowie mit den mAk T84.1 und T84.66 inkubiert.
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Abb. 3.33:

Western Blot-Analyse der CEACAM-Spezifitat fur Verdiinnungen der Vollseren mit CC1/CC5 immunisierter
Lamas nach SDS-PAGE. Geladen wurden je 50 pg Gesamtproteinmenge von humanem Granulozytenextrakt
(Gran.; Spur 1), untransfiziertem HEK293-Lysat (Spur 2), von HEK293-Transfektomen mit CC1 (Spur 3), CC5
(Spur 4) und CC6 (Spur 5) und HT29-Lysat (Spur 6) sowie 100 ng der rekombinanten Antigene CC1 (Spur 8)
u. CC5 (Spur 9). Die Membranen wurden inkubiert mit 1:2000-Verdiinnungen der Seren vor (Woche 20) und
nach Ausbildung einer spezifischen Immunantwort (Woche 26) sowie mit monoklonalen anti-CEACAM
Antikdrpern in einer Konz. von 1 pug/mL. Der Nachweis erfolgte mit HRP-konjugierten Sekiindarantikdrpern
gegen Lama fur die Seren (Verdiinnung: 1:50.000) bzw. gegen Maus fiir die mAk (Verdiinnung: 1:40.000).

(A) Inkubation mit Immunserum #6 (nach Woche 26); Expositionszeit: 5 min

(B) Inkubation mit Immunserum #20 (nach Woche 26); Expositionszeit: 10 min

(C) Inkubation mit Immunserum #6 (nach Woche 20); Expositionszeit: 10 min

(D) Inkubation mit Immunserum #20 (nach Woche 20); Expositionszeit: 10 min

(E) Inkubation mit T84.1 mAk; Expositionszeit: 1 min

(F) Inkubation mit T84.66 mAKk; Expositionszeit: 10 min
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Die in Abb. 3.33 dargestellten Western Blot-Ergebnisse zeigten eine spezifische Reaktivitét
der Immunseren nach abgeschlossener Immunisierung (Woche 26) fir verschiedene
CEACAM-Proteine. Die Seren aus Woche 20 dagegen lieferten nur geringfligige Signale, die
am ehesten als unspezifische Hintergrundschwarzung einzustufen waren (Abb. 3.33 C+D).
In Abgleich mit den Erkennungsschemata der mAk T84.1 und T84.66 (Abb. 3.33 E+F) wurde
bei Inkubation von Immunserum #6 (anti-CC1) eine spezifische Bindung fur die vorliegenden
CEACAM1-Isoformen sowie fiir CEACAM6 (NCA) nachgewiesen (Abb. 3.33 A).

Dies traf weitgehend auch fir Immunserum #20 (anti-CC5) zu, welches im Gegensatz zu
Serum #6 zwar nicht die verlangerte CC1-Isoform in Granulozytenextrakt (~160 kDa; Abb.
3.33 B, Spur 1), dafur allerdings auch CEACAMS erkannte (Abb. 3.33, Spuren 4, 6 und 9),
mit dem das betreffende Lama immunisiert worden war. Die differenziellen Spezifititen der
Immunseren bzw. mAk fir verschiedene CEACAM-Proteine in den unterschiedlichen
Zelltypen einschliel3lich einer Abschatzung der relativen Signalintensitaten sind in Tab. 3.1
aufgefihrt.

Immunserum #6 Immunserum #20

. . T84.1 mAk T84.66 mAk
(anti-CC1) (anti-CCb)
CC1 (160 kDa)/
++ - + -
Granulozyten
CC6 (50-80 kDa)/
++ +++ ++ -
Granulozyten
CC1 (55-140 kDa)/
+++ +4+ +4+ -
HEK-Transfektom
CC5 (180 kDa)/
- +++ ++ +++
HEK-Transfektom
CC6 (50-80 kDa)/
++ +++ ++ -
HEK-Transfektom
CC1 (120 kDa)/
(+) ++ + -
HT29-Lysat
CC5 (180 kDa)/
- + + +
HT29-Lysat
CC6 (80 kDa)/ *) . ) )
HT29-Lysat
rCEACAM1
+++ +4+ +++ -
(55-120 kDa)
rCEACAM5
- +++ +++ +++

(80-160 kDa)

Tab. 3.1: Ubersicht der differenziellen Spezifitit ~ von Seren CEACAM-immunisierter L. glama sowie CEACAM-
spezifischer mAk T84.1 und T84.66; da Zelltyp-abhéngig verschiedene Isoformen bzw. Subfraktionen mit
unterschiedlichem Glykosylierungsgrad fur CEACAM-Molekiile auftreten, sind entsprechend Molekilmassen-
bereiche angegeben, die fur die betreffenden CEACAM-Mitglieder das Spektrum von nicht-glykosyliertem bis zum
maximal glykosylierten Protein widerspiegeln (s. auch Kap. 1.1.2 sowie Kap. 3.1.2, Abb. 3.2)
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3.3.2.2 Trennung der clgG-Subfraktionen in Lamasere  n durch kombinierte
Protein G/Protein A-Affinitditschromatographie

Bei Cameliden liegen zwei clgG-Fraktionen von Schwerketten-Antikorpern, deren Antigen-
bindender Teil aus nur einer einzigen Doméane besteht, neben den konventionellen
Antikérpern der clgG1-Subklasse mit schweren und leichten Ketten vor (s. Kap. 1.2.4). Ein
fur unterschiedliche Vertreter der Cameliden beschriebenes Verfahren zur Isolierung der
einzelnen clgG-Subfraktionen wurde in modifizierter Form entsprechend Abb. 3.34 fur die
hier gewonnenen Immunseren aus L. glama angewendet (Hamers-Casterman et al., 1993;
van der Linden et al., 2000; Reyelt, 2008). Dabei wurde eine Trennung der Subfraktionen
durch kombinierte, serielle Affinitatschromatographie tber Protein G/Protein A und Elution
bei unterschiedlichen pH-Werten erreicht.

. Abb. 3.34:
’\{' clgG2 Schematische Darstellung der Auftrennung
Serum 0 £,°"g verschiedener clgG-Antikérper aus Cameliden-Serum
1 Elution (pH3.5)—> °"‘T.‘. h::‘:, in die konventionelle clgG-Subklasse mit schweren
Protein G < ! , und leichten Ketten (clgGl) sowie die beiden
Elution (PH2.7) <y o, ;I - Schwerkettenannkgrper-Subklassen mit kurzer (gIgG3)
Durchiauf D Bl un(_j .Iainger Scharnlerreglon"(clgGZ) dqrch komblr?lerte
TR lc+hcAb)  Affinithtschromatographie Uber Protein G/Protein A
f und Elution bei verschiedenen pH-Werten nach
ProteinA — Elution (pH2.7) —> Hamers-Casterman et al., 1993, mit Modifikationen fiir

clgG3 . :

7@1) short ~ Serenvon L. glama in Anlehnung an van der Linden et
\/"7’ hinge al., 2000 und Reyelt, 2008 (Abb. mod. nach:

hcAb)  Wesolowski et al., 2009; Hussack, 2011).

Die Trennung der clgG-Subtypen clgG2 (long hinge) und clgG1 (conv.) erfolgte tUber eine
HiTrap Protein G HP-S&aule mittels HPLC und Elution bei pH 3.5 und pH 2.7. Der hierbei
erhaltene Durchlauf wurde anschlieend in einer S&ule mit Protein A-Agarose inkubiert und
die verbliebene Schwerkettenfraktion clgG3 (short hinge) bei pH 2.7 eluiert. Aus dem
Chromatogramm (Abb. 3.35 A u. B) der Trennung von clgG2 und clgG1 uber Protein G
zeichnete sich ein deutlicher Mengenunterschied in beiden Seren fur die selektiv eluierten
clgG-Subtypen ab. Hiernach lag schéatzungsweise eine 10-fach hdhere Konzentration
konventioneller clgG1-Antikérper im Vergleich zur Schwerketten-Spezies clgG2 (long hinge)
vor. Fur die von Protein A eluierte clgG3-Subfraktion in beiden Seren wurde photometrisch
eine vergleichbare Konzentration wie fur clgG2 ermittelt.

Durch Coomassie-Farbung nach Auftrennen der clgG-Subfraktionen per SDS-PAGE (s. Abb.
3.35 C u. D) konnte die vollstandige Separation bestatigt werden; wahrend die clgG1-
Subfraktion unter reduzierenden Bedingungen eine Bande bei ca. 55 kDa fur die schweren
Ketten sowie eine weitere bei ca. 25 kDa fiur die leichten Ketten aufwies, wurde bei den
beiden Fraktionen clgG2 und clgG3 jeweils nur eine Bande bei ca. 50 kDa fiir die schweren
Ketten angefarbt. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigte clgG1l eine dem intakten
mAKk-Molekil entsprechende Bande bei einer Molekilmasse von ca. 160 kDa und clgG2 bei
etwa 100 kDa, clgG3 lieferte dagegen eine Bande bei ca. 80 kDa fur das intakte Molekul.
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Abb. 3.35:

Charaktierisierung der Fraktionierung von clgG-Subtypen aus Seren CEACAM-immunisierter Lamas.

(A+B) Chromatogramme der Protein G-Affinitdtschromatographie durch HPLC fiir die Lamaseren #6 (A) und
#20 (B). Die erste photometrisch detektierte Proteinfraktion beinhaltete den S&ulendurchlauf (D), danach
erfolgte die selektive Elution des clgG2-Subtyps (long hinge) mit 0.58% AcOH, pH 3.5 (1) sowie des
konventionellen clgG1-Subtyps mit 0.1 M Glycin, pH 2.7 (2)

(C+D) Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE. Geladen wurde je 1 ug der eluierten clgG-Subfraktionen clgG2
(long hinge; Spur 1), konventioneller clgG1l mit schweren und leichten Ketten (Spur 2) und clgG3 (short
hinge; Spur 3) unter reduzierenen (+DTT) und nicht-reduzierenden Bedingungen (-DTT) fir die Seren der
Lamas #6 (C) und #20 (D)

Vor der Affinitdtschromatographie wurden fir die Seren der Lamas Gesamtprotein-
konzentrationen von 41 mg/mL (#6) sowie 53 mg/mL (#20) per Bradford-Assay bestimmt.
Die Summe der erhaltenen clgG-Antikorperfraktionen nach Affinitatschromatographie tber
Protein G/Protein A pro mL lag fur Serum #6 bei 3.08 mg und fur Serum #20 bei 5.5 mg, was
einem prozentualen Anteil der clgG-Antikérper am Serumgesamtprotein von 7.5% (#6) sowie
von 10.4% (#20) entsprach. Die jeweiligen Anteile der clgG-Subfraktionen an der clgG-
Gesamtkonzentration nach abgeschlossener Lama-Immunisierung sind in Tab. 3.2
zusammengefasst:

Serum #6 (anti -CC1) Serum #20 (anti -CC5)
clgG2 (long hinge) 0.62 mg/mL (20.1%) 0.44 mg/mL (8%)
clgG1 (conv. Ic + hc) 1.91 mg/mL (62%) 4.5 mg/mL (81.8%)
clgG3 (short hinge) 0.55 mg/mL (17.9%) 0.56 mg/mL (10.2%)

Tab. 3.2: Ubersicht der clgG-Konzentrationen bzw. d  es relativen Anteils an der clgG-Gesamtkonzentratio  n fiir die
Subfraktionen aus Lamaseren nach Protein G/Protein A-Affinitatschromatographie und photometrischer Ver messung
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3.3.2.3 Charakterisierung der isolierten clgG-Subty  pen hinsichtlich CEACAM-Spezifitat

Fur die selektiv eluierten clgG-Subfraktionen der Lamaseren wurde erneut die differenzielle
CEACAM-Spezifitat Gberprift. In Hinblick auf ein phage display zur Selektion CEACAM-
reaktiver VyH-Domé&nen war hierbei vor allem die Spezifitat der beiden Schwerketten-
Antikorperfraktionen von Interesse. Dazu wurden zusammen mit rekombinantem CC5 die
Lysate von HEK293-Transfektomen mit CC1 und CC6 per SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot mit angepassten Volumina der isolierten clgG-Subfraktionen fir den Erhalt
vergleichbarer Signale behandelt.

Fur alle Fraktionen von Serum #6 (anti-CC1) konnte eine spezifische Bindung in Spur 1 mit
CC1-Transfektom beobachtet werden (Abb. 3.36; vor IP, Serum #6). Die Signale erstreckten
sich dabei vor allem Uber den Bereich von etwa 70-90 kDa, mdglicherweise durch eine
Praferenz fir weniger glykosylierte Isoformen von CC1. Zudem wurde eine Bande bei ca. 55
kDa detektiert, die vermutlich nicht glykosyliertem CC1-Protein entspricht. An CC5 (Spur 2)
erfolgte wie schon zuvor keine Bindung, allerdings konnte auch an CC6 (Spur 3) keine
spezifische Interaktion mehr fur die clgG-Subtypen aus Serum #6 nachgewiesen werden.
Alle drei aus Serum #20 (anti-CC5) isolierten Subtypen zeigten eine spezifische Bindung fur
CC1, CC5 und CC6 (Abb. 3.36; vor IP, Serum #20). Auch hier lagen die Bindungssignale in
Spur 1 mit CC1-Transfektom wesentlich im Molekilmassenbereich von ca. 60-100 kDa.
Aufgrund der abweichenden Resultate fur die clgG-Subfraktionen hinsichtlich einer
spezifischen Erkennung von CC1 und CC6 im Vergleich zu den Vollseren wurde eine
Immunprézipitation (IP) von CC1 und CC6 mit T84.1 mAk und Protein G-Agarose aus den
entsprechenden HEK293-Lysaten vorgenommen und die Western Blot-Analyse wiederholt.
Nach IP wurde fir die Subtypen clgG3 (short hinge) und clgG1 (conv.) aus Serum #6 eine
schwache, aber spezifische Bindung fur CC1 bei einer Molekiulmasse von ca. 120 kDa (Spur
1, Abb. 3.36; nach IP, Serum #6) beobachtet. Die entsprechende Isoform war scheinbar — in
Ubereinstimmung mit dem Bindungsmuster von T84.1 mAk im Western Blot — bevorzugt bei
der Immunprazipitation angereichert worden. Auch nach IP erfolgte an CC6 keine
spezifische Bindung (Spur 3). Fir clgG2 (long hinge) aus Serum #6 konnte nach
Immunprézipitation in mehreren Versuchen keinerlei spezifische CEACAM-Bindung mehr
vorgefunden werden. Im Gegensatz dazu waren alle drei Subtypen aus Serum #20 nach wie
vor reaktiv gegen die vorhandenen CEACAM-Proteine (Abb. 3.36; nach IP, Serum #20).
clgG2 (long hinge) erkannte dabei CC6 besonders stark im Verhéltnis zu den anderen
CEACAM-Varianten. clgG3 (short hinge) zeigte starke Signale fur CC5 und CC6 im
Vergleich zu CC1.

Abb. 3.36:

Western Blot-Analyse der CEACAM-Spezifitdt fur clgG-Subtypen immunisierter Lamas vor und nach
Immunprazipitation (IP) von CC1 und CC6 aus Lysaten transfizierter HEK293- Zellen mit T84.1 mAKk.

Vor IP: Geladen wurden jeweils 50 pg Gesamtprotein von HEK293-Transfektom mit CC1 (Spur 1), 100 ng
rekombinantes CC5 (Spur 2) und 50 pg Gesamtprotein von HEK293-Transfektom mit CC6 (Spur 3)

Nach IP: Geladen wurden jeweils 8 pL (von 40 pL Gesamtvolumen) der IP fir HEK293-Transfektom mit CC1
(Spur 1), 100 ng rekombinantes CC5 (Spur 2) und 8 pL (von 40 pL) der IP fur HEK293-Transfektom mit CC6
(Spur 3).

Die Membranen wurden nach SDS-PAGE inkubiert mit den zuvor isolierten Subfraktionen clgG2 (long hinge;
links; Verdiinnung: 1:10), clgG1 (konventioneller IgG; Mitte; Verdiinnung: 1:200) und clgG3 (short hinge; rechts;
Verdiinnung: 1:20). Der Nachweis erfolgte mit HRP-konjugiertem anti-Lama Sekundarantikbrper (Verdiinnung:

1:50.000).
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Vor IP: Serum#6 (anti-CEACAM1) clgG-Subfraktionen
clgG2 (long hinge) clgG1 (conv. Ic+hc) clgG3 (short hinge)
1 2 3
Exp. 10 min Exp. 1 min Exp. 10 min
Serum#20 (anti-CEACAMS) clgG-Subfraktionen
clgG2 (long hinge) #20 clgG1 (conv. Ic+hc) #20 clgG3 (short hinge)
1 2 3 1 2 3
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Nach IP: Serum#6 (anti-CEACAM1) clgG-Subfraktionen
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1 2 3 1 2 3 1 2 3
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260
® -
10
= -
& 5]
0
E p
= »

Exp.5min

Exp.5s Exp.5min

85



3 Ergebnisse

3.3.3 Phagemid-Vektor-Klonierung und  phage display fur clgG3 ( short hinge)
anti-CEACAM V yH-Doménen

3.3.3.1Klonierung des short hinge VyH-Repertoires in den Phagemid-Vektor pPCANTAB

Auf Basis der Western Blot-Resultate fir die CEACAM-Spezifitat der clgG-Subfraktionen
wurde zur Generierung von CEACAM-reaktiven VyH-Domanen fir beide Lamas das clgG3-
Repertoire (short hinge) ausgewahlt. Als Phagemid-Vektor fir die erforderlichen
Klonierungen stand in der AG Nollau ein Konstrukt aus pCANTAB 5E mit einem fiir das
Adaptorprotein v-Crk (~350 bp) kodierenden Insert zur Verfugung. Nach Isolation der
supercoil-Form aus einem CsCI-Dichtegradienten wurde der Vektor durch Restriktionsverdau
mit den Enzymen Sfil/Notl und anschlieRende Aufreinigung nach Agarose-Gelelektrophorese
prapariert (s. Abb. 3.37).

Abb. 3.37:

Praparative Agarose-Gelelektrophorese zur
Aufreinigung  von linearisiertem  pCANTAB
Phagemid-Vektor nach Restriktionsverdau mit den
Enzymen Sfil/Notl fur die Ligation des VyH-
Repertoires und anschlieRendes phage display.
Geladen wurden die vollstéandigen
Restriktionsansatze aus Doppelverdau von 3 pg
Plasmid-DNA mit Sfil/Notl (Spur 1-7) sowie 3 ug
nur mit Sfil inkubierte (Spur 8) und unbehandelte
Plasmid-DNA (Spur 9) als Kontrolle fur den
vollstéandigen Verdau; (M) Marker. Die Bande bei
ca. 350 bp fur die doppelt verdauten Proben
enthalt das urspriingliche Insert fur v-Crk. (M)
Marker: 1 kb DNA ladder Plus.

Als Ausgangsmaterial fur die PCR-Amplifikation des genetischen VH-Repertoires CEACAM-
immunisierter Lamas diente die nach abgeschlossener Immunisierung in Woche 26 aus
peripheren Lymphozyten der Lamas isolierte Gesamt-RNA. Die aus reverser Transkription
erhaltene cDNA wurde fir die PCR als Matrize mit den Primern unifor und shortrev bzw.
longrev zur spezifischen VyH-Amplifikation eingesetzt (s. Kap. 2.1.8). Auch fur die clgG2-
Form (long hinge) der Schwerkettenantikérper konnte mit dem longrev reverse-Primer eine
spezifische Amplifikation des betreffenden VyH-Segments erhalten werden, das jedoch nicht
weiter eingesetzt wurde (Daten nicht gezeigt). Die zur Amplifikation der VyH-kodierenden
Segmente zwischen den konservierten Bereichen fir den N-Terminus (FR1) und die
jeweilige Scharnierregion (hinge region) verwendeten Primersequenzen waren in Anlehnung
an vorherige Arbeiten definiert worden (Orlandi et al., 1989; van der Linden et al., 2000).
Uber diese wurden die Restriktionsschnittstellen fir die Enzyme Sfil am 5‘-Ende (unifor) und
Notl am 3'-Ende (shortrev, longrev) eingefligt. Flr beide Ansatze konnte ein spezifisches
VyH-Amplifikat im erwartungsgemafen Langenbereich von ca. 450 bp erhalten werden, wie
in Abb. 3.38 dargestellt ist.
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Serum #6 Serum #20
(anti-CC1) (anti-CC5)  Abb. 3.38:
short hinge short hinge Préaparative Agarose-Gelelektrophorese mit den aufgetrennten,

bp
1000 —

850 —
650 —
200 —
400—
300—
00—

100 =

spezifischen Amplifikaten fir short hinge (clgG3) VuH-
Doméanen auf Basis der kodierenden Segmente fir
Schwerketten-Antikérper aus CEACAM-immunisierten Lamas
#6 (links) und #20 (rechts). Diese waren durch PCR mit den
Primern unifor/shortrev nach vorheriger reverser Transkription
der Leukozyten-RNA amplifiziert worden. Marker: 1 kb DNA

ladder Plus.

Nach Gelextraktion wurden die Amplifikate mit den Restriktionsenzymen Sfil und Notl
inkubiert und anschlieBend tber die kompatiblen Enden mit dem pCANTAB 5E-Vektor ligiert.

3.3.3.2Generierung und Untersuchung von V  yH-Primarbibliotheken in TG1 E.coli

Das in pCANTAB 5E ligierte Amplifikat mit der Gesamtheit an short hinge V H-Spezies aus
dem immunologischen Repertoire fir Schwerketten-Antikorper des jeweiligen Lamas wurde
durch Elektroporation in TG1 E.coli eingebracht. Dieser sog. ,Suppressorstamm® war durch
eine veranderte tRNA in der Lage, das zwischen Insert und plll-Gen lokalisierte Amber Stop-
Codon (UAG) als Glutamatrest zu transkribieren. Dabei wurde eine durchgangige mRNA fir
N-terminal mit dem Phagenhullprotein plll fusionierte VyH-Doméanen erzeugt.

Fur die Ansatze mit den short hinge VyH-Segmenten aus Lama #6 wurden auf 20
Bakteriennahrbéden (500 cm?®) durchschnittlich rund 1.2:10* rekombinante Klone erhalten.
Fir die Bibliothek von Lama #20 wurden pro Platte etwa 2.5:10* rekombinante Klone
erhalten; hier wurden insgesamt 10 Selektionsnahrbéden ausplattiert.  Die
Ausgangskomplexitat der Priméarbibliotheken hinsichtlich der potentiellen VyH-Vielfalt lag
dementsprechend bei ca. 2.4-10° fiir #6(short) und ca. 2.5-10° fur #20(short). Fir beide
Bibliotheken wurden von 96 bzw. 88 zuféllig gewahlten Klonen DNA-Praparationen und
Sequenzanalysen durchgefihrt. Das alignment der entsprechenden Peptidsequenzen ist in
Abb. 3.39 gezeigt.

Abb. 3.39:

Alignment der nach DNA-Sequenzierung fir die Primarbibliotheken #6s (anti-CEACAM1) und #20s (anti-
CEACAMDb) erhaltenen Proteinsequenzen mit intakten short hinge VyH-Doménen; die complementarity
determining regions (CDRs) 1-3 sind farblich in griin (CDR1), rot (CDR2) und grau (CDR3) unterlegt. Gelb
markiert sind die Cystein-Reste als wichtige Strukturmerkmale, Uber deren Schwefelatome die
kanonischen Disulfid-Briicken ausgebildet werden. Im alignment fiir die Bibliothek #20s sind die zwei
redundanten Sequenzen orange umrandet.
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Kurze Sequenz- o .
Auswertbare . N Leserahmen- | . . Einzigartige
unspezif. | Religationen _ identische
Sequenzen verschiebung VyH-Inserts
Inserts Inserts
Bibliothek 90 43 1 6 0 40
#6s (100%) (47.8%) (1.1%) (6.7%) (0%) (44.4%)
Bibliothek 79 39 2 1 1 36
#20s (100%) (49.4%) (2.5%) (1.25%) (1.25%) (45.6%)

Tab. 3.3: Gesamtibersicht der Ergebnisse aus DNA-Sequ enzierungen zur Charakterisierung von
erzeugten Immunbibliotheken fir CEACAM-reaktive short hinge (clgG3) VnH-Fragmente aus Lama #6
(anti-CC1) und Lama #20 (anti-CC5)

Eine Gesamtlibersicht der auf Proteinebene ausgewerteten Sequenzanalysen fir die
Primarbibliotheken ist in Tab. 3.3 dargestellt. In beiden Fallen lag jeweils ein fast 50%-iger
Anteil von Sequenzen mit nur einem kurzen unspezifischen Insert vor, die moglicherweise
durch Primer-Dimere entstanden waren. Zudem wurde in den ausgewerteten Sequenzen fir
Bibliothek #6s ein Religationsereignis ohne VyH-Insert sowie zwei derartige Religationen in
#20s beobachtet, was einer Quote von 1.1% (#6s) bzw. 2.5% (#20s) entsprach. Sechs VyH-
Inserts (6.7%) aus Bibliothek #6s zeigten eine Verschiebung des Leserahmens und konnten
somit kein intaktes Fusionsprotein bilden. In Bibliothek #20s trat nur eine
Leserahmenverschiebung auf (1.25%). Weiter wurden fir die Bibliotheken 40 (#6s) bzw. 37
(#20s) Sequenzen mit intakten VyH-Doméanen im korrekten Leserahmen erhalten. Im
Gegensatz zu Bibliothek #6s lag in Bibliothek #20s in einem Fall (1.25%) das wiederholte
Auftreten einer vollstandig identischen Sequenz fir zwei verschiedene Klone vor (Abb. 3.39,
#20s, gelbe Umrandung). Der Anteil korrekt kodierter, einzigartiger VyH-Sequenzen betrug
letztendlich 40 von 90 (44,4%) fur Bibliothek #6s und 36 von 79 (45.6%) fur Bibliothek #20s.
Bezogen auf die erhaltene Gesamtzahl an Klonen konnte damit fir beide Bibliotheken eine
tatsdchliche Komplexitét von ca. 1.1-10° fiir einzigartige VyH-Domanen abgeschétzt werden.
Beim Vergleich der Aminosaureabfolge fur die einzelnen VyH-Sequenzen ergaben sich flr
beide Bibliotheken Blécke mit Homologien vor allem in Bezug auf Lange und
Zusammensetzung der complementarity determining regions. Einige Vertreter im jeweiligen
alignment fur beide Primérbibliotheken wiesen dabei eine strukturelle Besonderheit auf;
neben dem kanonischen Cystein-Paar in jeder VyH-Sequenz besalen die ersten finf
Sequenzen im alignment fir Bibliothek #6s sowie die ersten 10 Sequenzen in Bibliothek
#20s ein weiteres Paar an Cysteinresten, welches vermutlich die Ausbildung einer
zusatzlichen Disulfidbricke zwischen CDR2 (rot) und 3 (grau) in den betreffenden VyH-
Spezies bewirkte (s. auch Kap. 1.2.4 sowie 1.2.6). Darlber hinaus wurde in #6s eine VyH-
Spezies mit nur einem zusatzlichen Rest, also einem alleinstehenden bzw. ,freien Cystein
vorgefunden (s. Abb. 3.39, #6s, Klon ,6-1-15%).
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3.3.3.3Phage Display fur CEACAM-reaktive V yH-Phagen-Fusionsproteine

Beide Primarbibliotheken wurden fir das anschlieBende phage display eingesetzt. Hierbei
wurden nach Co-Infektion der transformierten TG1 E. coli mit M13 Helferphagen durch
Selektion der produzierten Phagen-Fusionsproteine mittels Festphasen-panning CEACAM-
reaktive VyH-Spezies angereichert. Dem Immunisierungsschema und den Ergebnissen aus
der Charakterisierung der Immunseren sowie der isolierten clgG-Subfraktionen
entsprechend wurde Primarbibliothek #6s auf CEACAM1- sowie #20s auf CEACAM5-
reaktive VyH-Phagen-Fusionsproteine untersucht.

Fur beide Bibliotheken wurden drei aufeinanderfolgende biopanning-Selektionsrunden an
immobilisiertem CEACAM-Antigen zur Anreicherung spezifischer Phagen-Fusionsproteine
durchgefuhrt. Mit diesen wurden wiederum naive TG1-Kulturen infiziert, wobei die
entsprechenden VyH-Fragmente erneut durch Fusion mit plll in die Hille produzierter
Phagenpartikel eingebaut wurden. Nach drei panning-Runden mit fortlaufender Reduzierung
der Antigenmenge lagen letztendlich pro Bibliothek fiir jede der drei ausgestrichenen Platten
(500 cm?) etwa 5.000-8.000 Klone auf Selektionsnahrboden vor. Von den Platten wurden
zuféllige Klone isoliert und Sequenzanalysen der Plasmid-DNA bzw. ein screening der
erhaltenen rekombinanten Phagen im indirekten ELISA vorgenommen, um korrekt kodierte
VuH-Fragmente mit spezifischer CEACAM-Reaktivitat zu identifizieren.

Aus Bibliothek #20s (anti-CEACAMS5) konnten nach insgesamt zwei kompletten
Selektionsdurchfihrungen mit je drei panning-Runden im ELISA-screening fur die
produzierten Phagen von 132 Klonen sowie die DNA-Sequenzierungen fur insgesamt 68
Klone keine spezifische Bindung bzw. keine korrekten VyH-kodierenden Sequenzen
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Von den nach biopanning der Bibliothek #6s an
CEACAML1 erhaltenen Klonen wurden in 72 Sequenzanalysen insgesamt 4 intakte VyH-
Sequenzen identifiziert, wahrend die restlichen Klone frameshift-Mutationen oder kein VyH-
Insert aufwiesen. Die vier korrekt kodierten VyH-Sequenzen sind in Abb. 3.40 dargestellit.
Drei der Sequenzen (No.17, No.32 und No.53) waren bis auf unterschiedliche
Kombinationen in zwei AS-Positionen vollstdndig homolog, was auf ein durch CEACAM-
Spezifitat angereichertes Antikorperbindungsmotiv  hinweisen konnte. Eine variable
Aminoséaure lag dabei im konstanten Bereich der framework region 1 (Position 5); diese
Position war fir Klon No.53 mit einem Glutaminrest (Q) besetzt, fir die Klone No.17 und
No.32 dagegen mit einem Lysinrest (K). Diese Variation stand vermutlich in Zusammenhang
mit der Verwendung degenerierter Primer (s. Kap. 2.1.8). Die zweite variierende AS-Position
lag dagegen innerhalb der CDR1 (Position 34); Klon No.32 wies hier einen Threoninrest (T)
auf im Gegensatz zu einem Isoleucinrest (I) bei den Klonen No.17 und No.53.

Klon No.10 dagegen zeigte eine AS-Zusammensetzung mit deutlich geringerer Homologie
zu den anderen drei Klonen, vor allem in Hinblick auf die hypervariablen Regionen und die
framework region 3. Neben der unterschiedlichen AS-Abfolge war bei Klon No.10 die CDR3
und damit die gesamte Sequenz im Vergleich zu den drei anderen Klonen um einen AS-Rest
verlangert. Alle vier VyH-kodierenden Sequenzen verflgten Uber nur ein kanonisches
Cystein-Paar, dessen beiden Reste sich jeweils vor der CDR1 und CDRS3 befanden.
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Framework Region 1

$6s No.17 QVKLQQSGGGLVQVGDSLRLSCLAS Y FRQAPGKDREFV! 60
$6s No.32 QVKLQQSGGGLVQVGDSLRLSCL Y FRQAPGKDREFV! 60
£6s No.53 { FRQAPGKDREFV 60

#6s No.10 FrO2PGREREFVAEISICEEN <0

R L L A L T - .

FR3 CDR3
$6s No.17 lf‘rISRDSAKNTRLLQMDRLGSDDTATYYCAIALLRGE‘QQLRLLT-AADE‘DSWG 120

$6s No.32 FTISRDSARNTRLLOMDRLGPDDTATYYCAIALLRGFOQOLRLLT-AADFDSWG 120
$6s No.S3 FTISRDSAKNTRLLOMDRLGPDDTATYYCAIALLRGFQOLRLLT-AADFDSWG 120

#6s No.10 [ RFT1SRDNGKDTVYLOMNRVKPEDTGVY YCAADEDTAWSATNYHONSNEYDYWG 120

W e W W W W W - e W NN . . W - . . W W

FR4 short hinge E-Tag Amber Stop
$6s No.1l7 QGTQVTVSSAHHSEDPSSAAAGAPVPYPDPLEPRAAY 155
$6s No.32 QGTQVTVSSAHHSEDPSSAAAGAPVPYPDPLEPRAAY 155
$6s No.53 QGTQVTVSSAHHSEDPSSAAAGAPVPYPDPLEPRAAY 155

$6s No.10 QGTQVTVSTAHHSEDPSSAAAGAPVPYPDPLEPRAAY 156

W e S e e e e e e W e W

Abb. 3.40:

Alignment der nach panning von Bibliothek #6s an CEACAM1 erhaltenen Sequenzen fir VyH-Phagen-
Fusionsproteine von der framework region 1 (VyH N-Terminus) bis zum Amber Stop Codon. Griin, rot und grau
unterlegt sind die Bereiche der complementarity determining regions (CDR). Die Cystein-Reste der
intramolekularen Disulfid-Bricke sind gelb markiert. Die magentafarben umrandeten Reste stellen die
unterschiedlich besetzten AS-Positionen bei den ansonsten homologen Klonen No.17, No.32 und No.53 dar.
Die Konsensus-Symbole unterhalb der Sequenzen weisen auf eine identische Besetzung (*), eine konservative
Substitution (:) bzw. eine semikonservative Substitution (.) an der jeweiligen Position fur alle Sequenzen hin.

3.3.3.4 Screening potentieller anti-CEACAM1 V jH-Phagen-Fusionsproteine
im indirekten ELISA

Nach der Identifizierung von vier VyH-kodierenden Sequenzen aus biopanning von Bibliothek
#6s wurden die rekombinanten Phagen der entsprechenden Klone zur Bestatigung der
spezifischen Reaktivitdt gegen CEACAMI1 einem screening im indirekten ELISA unterzogen.
Dazu wurde zuerst in einem direkten ELISA die Konzentration der rekombinanten Phagen fir
die betreffenden Klone durch Vermessung gegen eine Verdinnungsreihe von M13
Helferphagen bestimmt (Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurde mit gleichen
Phagenkonzentrationen (je 5-10** Phagen pro mL) das screening auf eine spezifische
Bindung gegeniuber CEACAM-Antigenen durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde produzierter
Phage von einem Klon (No.15) in gleicher Konzentration eingesetzt, fir den nach biopanning
an CEACAM1 eine VyH-Sequenz mit frameshift identifiziert worden war, die somit kein
spezifisches VyH-Fusionsprotein exprimieren konnte. Der Nachweis spezifisch gebundener
Phagen erfolgte Uber einen HRP-konjugierten anti-M13 Antikorper.

Abb. 3.41 zeigt die Ergebnisse des ELISA-screenings: Die Bindung der drei VyH-
Phagenspezies mit hoher Sequenzhomologie ist dabei in unterschiedlichen Blauttnen, fir
den Klon mit alternativer Sequenz (No0.10) in Grin und fir die frameshift-Mutante in Rot
dargestellt. Fur die vier intakten Phagen-Fusionsproteine konnten relativ starke Bindungen
an CEACAM1 im Vergleich zu immobilisiertem CEACAM5 sowie Milchpulver und
unbeschichteter Polystyrol-Oberflache beobachtet werden. Die frameshift-Mutante No.15
zeigte in keinem der Ansétze eine Bindung. Die VyH-Variante mit alternativem Sequenzmotiv
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(No.10, grun) wies bei gleicher Konzentration eine etwas schwachere spezifische Bindung
an CEACAML1 auf im Vergleich zu den drei homologen Spezies No.17, No.32 und No0.53
(Blautdne). Letztere lieferten untereinander fur CEACAM1 Bindungssignale auf einem
vergleichbaren Absorptionsniveau.
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Abb. 3.41:

Indirekter ELISA zum screening der CEACAM-Spezifitat fur Phagen mit korrekt kodierten VyH-
Sequenzen nach Selektion aus Bibliothek #6s an CEACAML1. Pro well der Mikrotiterplatte wurden die
rekombinanten Antigene CC1 und CC5 in einer Konzentration von 0.5 pg/mL immobilisiert. Als Kontrolle
erfolgte zuséatzlich die Immobilisierung von 0.2% Milchpulverlésung als unspezifisches Proteingemisch.
Zudem wurden fir die Beurteilung einer unspezifischen Polystyrol-Bindung weitere wells nur mit PBS,
ohne Immobilisierung von Proteinen, beladen. Die wells wurden mit Phagenkonzentrationen von je
5:10"" Partikeln pro mL fir die ausgewahlten Spezies inkubiert und die Bindung anschlieBend mit HRP-
konjugiertem anti-M13-Antikdrper (Verdinnung 1:1.000) nachgewiesen. Die Auswertung der
Absorptionswerte bei 405 nm nach ABTS-Zugabe erfolgte nach 5 min. Alle Messungen wurden als
Duplikat vorgenommen, die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung der Mittelwerte wieder.
Die Balken der Bindungssignale fur die Phagen mit hoch homologen VyH-Sequenzen (>98%) sind in
unterschiedlichen Blautdnen dargestellt (N0.32: dunkelblau; No. 53: blau; No. 17: hellblau). Die Bindung
des Phagen von Klon No.10 mit geringerer Homologie (ca. 64%) im Vergleich zu No.17, No0.32 u. No.53
ist durch einen griinen Balken und die des Phagen mit frameshift-Mutation (No.15) durch einen roten
Balken wiedergegeben.

Um die Spezifitat der VyH-Phagen fir CC1 zu bestatigen, wurde in einem weiteren indirekten
ELISA die Absattigung der Bindungsepitope auf CC1-Antigen durch eine Verdinnungsreihe
der rekombinanten Phagen untersucht (s. Abb. 3.42). Dabei wurden 0.01-:10* bis 5-10"
Phagenpartikel pro mL von #6s No.53, No.17 und No.10 sowie von der frameshift-Mutante
#6s No.15 eingesetzt und mit HRP-konjugiertem anti-E-Tag Antikorper nachgewiesen. Im
Gegensatz zu anti M13-Antikorper weist dieser nicht den Phagen, sondern ein korrekt
fusioniertes, rekombinantes Protein als spezifischen Binder nach. Alle drei V4H-Fragmente
zeigten eine Sattigung der Bindung an CC1. Wie zuvor konnte fur die Phagen ohne korrektes
VyH-Fusionsprotein (#6s No.15; rot) keine Bindung und fiir die VyH-Variante mit geringerer
Sequenz-Homologie (No.10, griin) ein niedrigeres Sattigungsniveau bei gleichen Phagen-
und Antigenmengen gegentber den hoch homologen VyH-Spezies No.53 (blau) und No.17
(hellblau) verzeichnet werden, die untereinander einen vergleichbaren Verlauf der
Sattigungskurven zeigten bei geringfligig hdheren Absorptionswerten fir Klon No. 17.
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Abb. 3.42:

Vermessung der Bindung unterschiedlicher Konzentrationen von VyH-fusionierten Phagenpartikeln an
CC1-Antigen zum Erhalt von Sattigungskurven als Bestatigung einer spezifischen Bindung im indirekten
ELISA. Die wells der Mikrotiterplatte wurden mit CC1 in einer Konzentration von 0.5 pg/mL immobilisiert.
Die Inkubation der VyH-Phagenfusionsproteine erfolgte tber einen Konzentrationsbereich von 0.01-10"
Partikeln pro mL bis hin zu 5-10"" Partikeln pro mL. Eingesetzt wurden die VyH-Phagen der Klone No. 53
(blau) und No.17 (hellblau) mit hoher Homologie sowie des Klons No. 10 mit alternativer Sequenz (griin).
Als Kontrolle wurden ebenfalls Phagenpartikel von Klon No.15 mit frameshift-Mutation (rot) eingesetzt. Der
Nachweis von spezifischem VyH-Fusionsprotein erfolgte mit HRP-konjugiertem anti-E-Tag Antikérper in
einer Verdinnung von 1:500. Nach ABTS-Zugabe wurde die Auswertung der Absorptionswerte nach 40
min vorgenommen. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung der Mittelwerte wieder.

Zusammenfassend zeigten die Experimentalbefunde zu diesem Teil der Arbeit, dass die
Immunisierung von L. glama mit den rekombinanten Proteinen CEACAM1 und CEACAMS5 zu
einer durch Western Blot und ELISA in den aufbereiteten Seren der Tiere nachweisbaren,
spezifischen Immunantwort gefiihrt hatte. Sowohl fur die Vollseren als auch fur die isolierten
clgG-Subfraktionen von Schwerketten-Antikorpern konnte die differenzielle Spezifitat
hinsichtlich verschiedener Mitglieder der CEACAM-Familie, darunter CC1, CC5 und CCB6,
bestimmt werden. Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde, ausgehend von der Gesamt-RNA
aus Lama-Leukozyten, das VyH-Repertoire fur die clgG3-Fraktion (short hinge) in einen
Phagen-Vektor kloniert und mittels phage display-Verfahren einschlief3lich biopanning auf
spezifische Bindung an CEACAM1 und CEACAMS selektioniert.

Im Gegensatz zu Bibliothek #20s (anti-CEACAMS5) konnten fur die Bibliothek #6s (anti-
CEACAM1) vier verschiedene, fir VyH-Phagen-Fusionsproteine kodierende Sequenzen
identifiziert werden, von denen drei untereinander eine hohe Homologie aufwiesen (>98%),
wahrend die vierte ein alternatives Sequenzmotiv, vor allem fir die hypervariablen Regionen
der Antigenbindungsstellen (CDRs), zeigte. Fur alle vier VyH-Varianten wurde durch ELISA-
screening eine spezifische Bindung an CEACAML1 im Vergleich zu verschiedenen Kontrollen
nachgewiesen, so dass diese Resultate fur die Zukunft den potentiellen Ausgangspunkt zur
Produktion und dem Einsatz l6slicher VyH Einzeldoméanen-Antikérper mit CEACAML1-
Spezifitéat fur mogliche diagnostische bzw. therapeutische Zwecke darstellen.
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Ziel dieser Promotionsarbeit war es, unterschiedliche monoklonale Antikdrper sowie
Antikérperfragmente gegen die Zelladhasionsproteine CEACAM1 und CEACAMS fiur die
vergleichende Charakterisierung bzw. den weiteren Einsatz fir molekulardiagnostische
Fragestellungen herzustellen.

In diesem Zusammenhang wurden die CEACAM-spezifischen mAk T84.1 und T84.66 aus
entsprechenden Hybridom-Kulturen gewonnen und fir diese weiter durch verschiedene
rekombinante Techniken analoge Einzelketten-Fragmente (scFv) generiert sowie exprimiert.
Uber eine Strategie zur gerichteten enzymatischen Biotinylierung wurden die scFv-
Fragmente zudem flr eine weitere Funktionalisierung vorbereitet.

In einem dritten Schwerpunkt dieser Arbeit wurde auRerdem versucht, durch entsprechende
Immunisierung von Cameliden (L. glama) und die weitere Herstellung von
Immunbibliotheken zusétzliche CEACAM-reaktive Antikorperderivate in Form von VyH-
Fragmenten zu generieren, die sich von den speziellen Schwerketten-Antikbrpern dieser
Spezies ableiten.

4.1 Charakterisierung und Einsatz von monoklonalen anti-
CEACAM Antikorpern

4.1.1 Charakterisierung der CEACAM-Bindung fir mon  oklonale Antikdrper

Durch Kultivierung entsprechender Hybridom-Zellen wurden in dieser Arbeit die CEACAM-
spezifischen, monoklonalen Antikérper T84.1 und T84.66 vom Ig-Subtyp IgG1l generiert.
T84.1 mAk erkennt ein Epitop auf der N-terminalen IgV-Domane, die mit hoher Homologie in
verschiedenen CEACAM-Molekulen vorliegt (s. Abb. 1.2, Kap. 1.1.2; Wagener et al., 1983%
Siepen et al.,, 1987; Wagener et al, 1989). Aufgrund der daraus resultierenden
Kreuzreaktivitat fur ansonsten unterschiedliche CEACAM-Mitglieder wird T84.1 mAKk als pan-
spezifisch klassifiziert. Hieraus ergibt sich eine breite Einsatzmdglichkeit z.B. zur
Untersuchung der Expression verschiedener CEACAM-Proteine in pathologisch veranderten
Geweben oder Korperflussigkeiten (Wagener et al., 1989; Bogoevska et al., 2005). T84.66
mAk dagegen bindet ein zusammengesetztes Epitop aus AS-Resten der IgC-Doménen A3
und B3, die in dieser Kombination ausschliellich in CEACAM5 (CEA) vorliegen.
Entsprechend ermdglicht T84.66 mAk den hochspezifischen Nachweis von CEACAM5 im
Rahmen der Diagnostik von CEACAMb5-assoziierten Krankheitsbildern (Neumeier et al.,
1985). In diesem Zusammenhang wird CEACAMS bereits seit Jahrzehnten als Tumormarker,
insbesondere fur das kolorektale Karzinom, genutzt (Wagener et al., 1983% Hammarstrom,
1999).

In Einklang mit publizierten Arbeiten zeigte T84.66 mAKk eine ausschliel3liche Spezifitat fur
CEACAMS in Western Blot- und ELISA-Experimenten, wahrend mit T84.1 mAk die Proteine
CEACAM1, CEACAMS und CEACAM®6 nachweisbar waren (s. Kap. 3.1.2; Wagener et al.,
1983% Bogoevska et al., 2005). In kompetitiven ELISA-Experimenten wurde zudem keine
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Verdrangung von mAK T84.1 durch T84.66 an CEACAM1- bzw. CEACAMS5-Antigen
beobachtet. Ebenso erfolgte keine Verdrangung von T84.66 mAK durch T84.1 mAk an
CEACAMS5, was die unterschiedlichen Bindungsepitope fir beide mAk bestatigte (s. Kap.
3.1.4).

Fir beide mAk konnten in quantitativen ELISA individuelle Charakteristika der jeweiligen
Antigenbindung vergleichend dargestellt werden (s. Kap. 3.1.3). Dabei trat hinsichtlich der
Absorptionssignale eine (halb-)maximale Absattigung von rCEACAMS durch T84.66 mAk bei
bereits deutlich geringeren Konzentrationen auf im Vergleich zur Séattigung der
rekombinanten Antigene CEACAM1 und CEACAMS durch T84.1 mAk. Dies lasst sich
vermutlich auf die unterschiedlichen Affinitaten der Antikoérper fur die rekombinanten
Antigene bzw. die verschiedenen Epitope zurtickfihren. Neben den nicht-markierten mAKk
wurden zu Nachweiszwecken parallel im Rahmen dieser Arbeit Biotin- und FITC-markierte
mAk T84.1 und T84.66 hergestellt. Auch fur die modifizierten mAk konnten vergleichbare
Bindungssattigungskurven bei Nachweis mit entsprechenden Sekund&rantikbrpern bzw.
Detektionsreagenzien erhalten werden (s. Abb. 3.3, Kap. 3.1.3). Durch die Modifikation der
Antikrper und  den markierungsspezifischen Nachweis, insbesondere  fir
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), konnte eine erhebliche Steigerung der
Detektionssensitivitat im ELISA erreicht werden. Zudem ermdglichte die Modifikation eine
Etablierung kompetitiver Assays, die im Weiteren fur den Bindungsnachweis der auf Basis
der mAKk generierten scFv-Fragmente eingesetzt wurden (s. Abb. 3.5, Kap. 3.1.4).

4.1.2 Einsatz des mAk T84.1 zum Nachweis von CEACA M-Proteinen auf
Tumorzellen in vitro und in vivo

Von den exprimierten monoklonalen anti-CEACAM Antikérpern wurde in Kooperation mit Dr.
Markus Heine von Institut fir Anatomie (UKE) der CEACAM pan-spezifische mAk T84.1 in
weiteren Studien eingesetzt. Dabei wurde die Nachweisbarkeit von CEACAM-Molekulen auf
verschiedenen Tumorzellen in vitro als auch in vivo in Hinblick auf die Eignung fur
molekulardiagnostische Zwecke untersucht. Die Resultate dieser Studien wurden unter dem
Titel "Investigations on the Usefulness of CEACAMs as Potential Imaging Targets for
Molecular Imaging Purposes” (Heine et al., 2011) bereits publiziert.

In Vorversuchen dieser Arbeiten wurde zunachst das Expressionsniveau der verwendeten
Tumorzelllinien fir CEACAM-Molekile auf mRNA-Ebene durch real time-PCR sowie auf
Proteinebene in Western Blot und Durchflusszytometrie untersucht. Die maRgeblichste
CEACAM-Expression konnte dabei fur Kolonkarzinom- (HT29, Caco-2) Prostata- (LNCAP,
PC-3) und Pankreaskarzinomzelllinien (5061, 5072) in guter Ubereinstimmung zwischen
MRNA- und Proteinebene ermittelt werden. Auf Proteinebene zeigten weitere
Tumorzelltypen, vor allem von Melanomen (FEMX-1), Mamma- (MCF7) und kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (OH-1) eine deutliche CEACAM-Expression, die nicht in Einklang zu
den detektierten mMRNA-Niveaus stand. Derartige Diskrepanzen zwischen mRNA-Level und
Proteinexpression waren beispielsweise bereits fur das PUP2-Gen der alpha5-Untereinheit
des 20S Proteasoms in S. cerevisiae und das circadiane Period2-Gen (Per2) bei Saugern
beschrieben worden (Lee et al., 2001; Lehmann et al., 2002; Heine et al., 2011).
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Weiter wurde die in vitro und in vivo Expression von CEACAMs durch immunhistochemische
Farbung von kultivierten Zellen der Linien LNCAP und PC3 (Adenokarzinom der Prostata),
T47D und MCF-7 (Mammakarzinom), MEWO und FEMX-1 (metastasierendes Melanom),
HT29, SW480 und Caco-2 (koloretales Adenokarzinom), 5061 und 5072 (Pankreaskarzinom)
sowie OH-1 (kleinzelliges Bronchialkarzinom) als auch von Paraffin-eingebetteten
Tumorschnitten aus entsprechenden, in BALB/c SCID-Méause xenotransplantierten
Primartumoren untersucht. Dabei wiesen die Tumorschnitte nur eine geringfligige Farbung
mit T84.1 mAk fir wenige Zellbereiche auf, die vorwiegend am Tumorrand sowie in
einzelnen Regionen im Tumorkernbereich lokalisiert waren. In den Zellkulturen dagegen
zeigte der Uberwiegende Teil der Zellen eine spezifische Farbung und lbte somit aktiv die
Expression von CEACAMs aus. Entsprechend war von einer heterogenen CEACAM-
Expression in den Tumoren auszugehen, die nicht mit den fur Zellkulturen erhaltenen
Resultaten korrespondierte.

Fiar in vivo-Experimente wurden in BALB/c SCID Mausen durch Injektion CEACAM-
exprimierender FEMX-1 Melanomzellen xenotransplantierte Tumore induziert und diese
nach Verabreichung von [**°]T84.1 mAk und [**I]igG1 Isotyp hinsichtlich CEACAM-
abhangiger Tumoranreicherung, Gewebeverteilung und Bluthalbwertszeit untersucht. Dabei
war eine signifikante, spezifische Akkumulation des radioaktiv markierten T84.1 mAK im
Tumor gegeniber der Isotyp-Kontrolle zu beobachten. In den weiter untersuchten Geweben
von Myokard, Niere, Leber und Milz wurden fir beide mAk vergleichbare Mengen an
Radioaktivitat detektiert, die in der GréRBenordnung von [***l]igG1 fir FEMX-1-abgeleitete
Tumore lagen. Somit fand weder fir eines der Organe eine erhfhte unspezifische Bindung
statt, noch war eine mit dem Tumorgewebe vergleichbare, CEACAM-abhangige Bindung von
T84.1 in den gesunden Geweben erfolgt. Lediglich die im Blut der Mause gemessene
Radioaktivitdt lag nach Normierung gleichermaf3en fur T84.1 mAk und die Isotypkontrolle
oberhalb der im Tumorgewebe detektierten Radioaktivitat. Dies war vermutlich auf die relativ
lange Bluthalbwertszeit der monoklonalen Antikdrper zuriickzufithren, die fiir [*®1]T84.1 bei
10.3 h und fir [***1]igG1 bei 10.4 h bestimmt wurde. Bei Einsatz in der diagnostischen
Bildgebung wirde ein solches Mengenverhaltnis zwischen Tumorgewebe und Blut fir den
mAk vermutlich einer Erhdéhung des Hintergrundrauschens gleichkommen und damit die
Sensitivitat fir den spezifischen Nachweis am Tumor beeintrachtigen.

Bei Verwendung von CEACAM-spezifischen Antikorperderivaten wie Einzelkettenfragmenten
(scFv) oder VyH-Fragmenten, welche ebenfalls innerhalb dieser Arbeiten generiert wurden,
kénnte diese Problematik durch eine erhéhte renale Ausscheidungsrate umgangen werden;
die Nierenschwelle zur Passage der Glomeruli liegt fir Proteinmolekiile bei < 60 kDa (Bauer,
2008). Fur therapeutische Anséatze mit radioaktiven oder zytotoxischen Konjugaten ware eine
verringerte Bluthalbwertszeit ebenfalls von Vorteil, da nur eine geringe Schadigungsrate von
Normalgewebe durch die verklrzte Zirkulation zu erwarten ware (Reilly, 2010).

Auf der anderen Seite fuhrt die verkiirzte Zirkulationszeit auch zu einem geringeren Umfang
Tumor-spezifischer Bindung und Aufnahme fir derartige Konstrukte. Entsprechend ware in
diesem Punkt ein Kompromiss durch geeignete Modifikation erforderlich, damit sich vor- und
nachteilhafte Eigenschaften hinsichtlich Zirkulationszeit die Waage halten. Beispielsweise
wurde eine gerichtete Modifikation mit Polyethylenglykol (PEGylierung) fur groRenreduzierte
Antikdrperderivate in diesem Zusammenhang beschrieben. Diese hatte neben einer

Erhéhung der Serumstabilitat nachweisbar zur Kompensation einer zu hohen
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Ausscheidungsrate bei Passage der renalen Glomeruli fir die modifizierten Konstrukte
gefuhrt (Chapman, 2002; Palm et al., 2011).

4.2 Generierung, Expression und enzymatische Bioti nylierung
von CEACAM-spezifischen scFv-Fragmenten

Die Mdglichkeit der Generierung von Einzelketten-Antikdrpern bzw. scFv-Fragmenten leitet
sich direkt von der durch Milstein und Ko&hler entwickelten Hybridom-Technologie in
Kombination mit weiteren Techniken zur Herstellung und Isolation rekombinanter Antikorper
ab wie z.B. dem phage display-Verfahren (Kéhler und Milstein, 1975; Marks, McCafferty et
al.,, 1991). Weitere publizierte Arbeiten legten die experimentelle Basis flur die hier
angewendete, rekombinante Generierung von Antikdrperfragmenten durch Amplifikation
Uberlappender Segmente mittels PCR ohne Anwendung von phage display (Horton et al.,
1989; LeBoeuf et al., 1989). Grundsatzlich lassen sich scFv-Fragmente in zwei moglichen
Orientierungen darstellen. Dabei ergibt sich entweder eine V -zu-Vy, oder eine Vy-zu-V,
Orientierung, bezogen auf die Domanenabfolge der rekombinanten Kette bei Betrachtung
vom N- zum C-Terminus. Beide Varianten ergeben in der Regel ein funktionales Protein mit
der Fahigkeit zur spezifischen Epitoperkennung (Buhler et al., 2010). Die in dieser Arbeit
hergestellten anti-CEACAM scFv-Fragmente lagen in V| -zu-Vy Orientierung vor bzw. wurden
entsprechend generiert.

4.2.1 Bakterielle Expression des anti-CEACAMS scFv-  Fragments T84.66

Als Expressionssysteme flr rekombinant erzeugte scFv-Fragmente wurden in der
Vergangenheit zahlreiche Verfahren erfolgreich eingesetzt. Vorwiegend wurden dabei
bakterielle Systeme wie E. coli verwendet. Allerdings sind auch verschiedenste
eukaryotische Expressionssysteme, von Hefen wie P. pastoris Uber Sauger-Zelllinien bis hin
zur Agrobacterium-vermittelten Expression in pflanzlichen Organismen wie Nicotiana
tabacum, beschrieben (Vaquero et al., 1999; Shi et al., 2003; Ahmad, 2012).

Je nach Ursprung und Beschaffenheit des Konstrukts ist nicht immer jedes der erwdhnten
Expressionssysteme fir den Erhalt von funktionalen scFv-Fragmenten einsetzbar. Vor allem
fur bakterielle Expressionssysteme werden trotz regelméaRiger erfolgreicher Anwendung
auch immer wieder Probleme und Limitationen bei der scFv-Produktion beschrieben. So
kénnen z.B. fehlgefaltete sowie nicht hinreichend prozessierte Konstrukte oder eine
Aggregation unléslicher Proteine im zytoplasmatischen (inclusion bodies) bzw.
periplasmatischen Raum auftreten. In anderen Fallen wurde eine toxische Wirkung des
Expressionsprodukts auf den exprimierenden Organismus beobachtet (Rippmann et al.,
1998; Vendel et al., 2012). Die in dieser Arbeit bakteriell als biotinyliertes GST-
Fusionsprotein exprimierten T84.66 scFv-Fragmente konnten zwar lber die entsprechenden
Modifikationen bzw. Uber anti-Maus Antikdrper bei Charakterisierung mittels Western Blot-
Analyse sowie Coomassie-Farbung nachgewiesen werden (s. Abb. 3.9, Kap. 3.2.1), jedoch
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wurde weder im Western Blot noch in indirekten sowie kompetitiven ELISA eine spezifische
Bindung des Fragments an CEACAMS5 beobachtet (s. Anhang, Kap. 7.2).

Eine Mdglichkeit zur Minimierung von derartigen Problemen bei prokaryotischer Expression
von Antikorper-Fragmenten ist die Co-Expression von verschiedenen Chaperonen und
Chaperoninen, die positiven Einfluss auf die Stabilitat und korrekte Faltung der exprimierten
Konstrukte nehmen (Kontermann und Dubel, 2010). Eine solche Strategie wurde auch im
Weiteren bei der bakteriellen Expression des T84.66 scFv-Fragments innerhalb dieser Arbeit
angewendet. Unterschiede zwischen den Durchfihrungen mit und ohne co-exprimierte
Chaperone wurden dabei hinsichtlich des Auftretens zusatzlicher Proteinbanden bzw. der
vorliegenden Menge an freiem GST beobachtet. Allerdings konnte kein quantitativer
Unterschied fur die Expression der GST-scFv Fusionsproteine an sich zwischen beiden
Ansatzen festgestellt werden (s. Abb. 3.9, Kap. 3.2.1). Zudem wurde auch bei Co-Expression
von Chaperonen kein bindungsfahiges scFv-Fragment Uber das verwendete bakterielle
Expressionssystem erhalten. Dies war mdglicherweise auf dessen Beschaffenheit
zurickzufuhren, da das klonierte scFv-Segment Uber den genutzten pAC4-Vektor als
Fusionsprotein mit N-terminalem GST-Tag exprimiert wurde. In Zusammenhang mit der N-
terminalen Fusion von Affinitdts-Tags wie GST oder auch MBP (mannose binding protein)
wurde fir die bakterielle Expression verschiedener rekombinanter Proteine eine effizientere
Translationsinitiation sowie eine erhohte Ldslichkeit des Expressionsprodukts beschrieben.
Zudem bieten derartige Konstrukte eine gut handhabbare Mdglichkeit der
affinitdtschromatographischen Aufreinigung (Sachdev und Chirgwin, 1998; Waugh, 2005).
Die Antigenbindungsstelle eines scFv-Fragments (Paratop) setzt sich aus AS-Resten der N-
terminalen Region von variablen Leichtketten- (V) sowie Schwerkettendoménen (Vy)
zusammen. Zumindest in Einzelfallen kdnnte die N-terminale Fusion von z.B. GST zu einer
negativen Beeinflussung der Antigenbindungsfahigkeit durch sterische Hinderung oder
andere Wechselwirkungen mit den beteiligten Resten des Antikdrperfragments bzw. des
Antigens fuhren. Hierzu wurden jedoch in dieser Arbeit keine weiteren Untersuchungen
vorgenommen. Aufgrund der erfolglosen bakteriellen Expression in An- oder Abwesenheit
von Chaperonen wurde dieses Verfahren nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurde im
Weiteren zu einem eukaryotischen Expressionssystem gewechselt, wobei die scFv-
Fragmente in HEK293-Zellen ohne fusioniertes GST exprimiert wurden.

4.2.2 Generierung eines rekombinanten scFv-Fragment s fir den
CEACAM pan-spezifischen mAk T84.1

Auf Grundlage des T84.66 scFv-Fragments wurde auch fir den monoklonalen Antikérper
T84.1 mit pan-Spezifitdit gegen verschiedene CEACAM-Mitglieder ein entsprechendes
Antikorperderivat hergestellt. Daflr erfolgte eine gezielte Amplifikation der Segmente fur
variable Doménen der schweren und leichten Kette ausgehend von revers transkribierter
RNA der entsprechenden Hybridom-Zelllinie. Diese wurden in einer anschliel3enden overlap-
PCR durch zuvor mit den verwendeten Primern erzeugte, Uberlappende Regionen im
Bereich des Peptid-Linkers zusammengefugt (s. Abb. 3.15, Kap. 3.2.3).
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Neben dem Erhalt eines neuen, rekombinanten scFv-Fragments mit breiter CEACAM-
Spezifitat wurden durch die entsprechenden Arbeiten auch die bisher unbekannten
Sequenzen flr die variablen Doméanen einschlie8lich der complementarity determining
regions (CDRs) von T84.1 mAk aufgeklart (s. Abb. 3.14 und Abb. 3.17, Kap. 3.2.3).

4.2.3 Eukaryotische Expression und Optimierung der enzymatischen
Biotinylierungseffizienz fur CEACAM-spezifische scF v-Fragmente

Fur die eukaryotische Expression beider scFv-Fragmente wurde das HEK293 Zellsystem
verwendet. Hierzu wurden die Konstrukte mit dem sekretorischen Ig kappa-Signalpeptid und
einem Myc-Tag ausgestattet. Nach transienter Transfektion von HEK293-Zellen konnte im
Zellkulturiberstand eine Anreicherung entsprechender Proteine im Bereich der theoretischen
Molekilmasse von 27.8 kDa durch Western Blot-Analyse festgestellt werden. Bei Einsatz der
scFv-Fragmente als Primarantikdrper gegen CEACAM-Antigene und Nachweis Uber anti-
Myc-Antikorper im Western Blot sowie im indirekten ELISA war eine Bindung nicht
nachweisbar. Diese Tatsache ist moglicherweise auf eine eingeschrankte Zugénglichkeit des
Myc-Epitops innerhalb der scFv-Fragmente in Zusammenhang mit der moderaten Affinitét
des 9E10-Antikorpers fir das verwendete Myc-Tag (Kq = 5.3 x 10”7 M; Hilpert et al., 2001)
zurlckzufuhren. Eine weitere Rolle spielte hierbei sicherlich auch die eingesetzte scFv-
Menge, bedingt durch die begrenzten Ausbeuten aus eukaryotischer Expression. Weil diese
im Gegensatz zu bakteriellen Expressionssystemen nicht kurzfristig substanziell gesteigert
werden konnte, wurde entsprechend eine bessere Detektionsstrategie bendtigt.

Da im Western Blot und indirektem ELISA kein Funktionsnachweis mdglich war, wurde die
Bindungsfahigkeit der scFv-Fragmente durch Verdrdngung analoger, FITC-markierter mAk
im kompetitiven ELISA untersucht. Im Gegensatz zu bakteriell exprimiertem T84.66 scFv
wurde dabei fur die scFv-Fragmente aus eukaryotischer Expression eine spezifische
Verdrangung der analogen mAk an rekombinanten CEACAM-Antigenen beobachtet und
somit die Bindungsfahigkeit der Fragmente bei Expression in HEK293-Zellen bestatigt (s.
Abb. 3.19, Kap. 3.2.4). Fur T84.1 scFv an CEACAML1 und fur T84.66 scFv an CEACAMb5
erfolgte eine halbmaximale Verdrangung der korrespondierenden, FITC-markierten
Antikorper bei einem molaren Verhéltnis von etwa 2:1 (s. Abb 3.19 A u. C, Kap. 3.2.4). Dies
deutete auf vergleichbare Bindungsstarken der scFv-Fragmente und monoklonalen
Antikdrper hin unter Berilicksichtigung der Tatsache, dass die scFv-Fragmente monovalent
(eine Antigenbindungsstelle) und die mAk bivalent (zwei Antigenbindungsstellen) sind. Die
halbmaximale Verdrangung der gleichen Konzentration von FITC-markiertem T84.1 mAKk
durch T84.1 scFv an CEACAMS erfolgte dagegen bereits bei einer 6-fach niedrigeren
Konzentration des scFv-Fragments (s. Abb 3.19 B, Kap. 3.2.4). In diesem Fall lag
maoglicherweise eine erhohte Bindungsféhigkeit des rekombinanten scFv-Fragments fir
CEACAMS5 gegentber dem korrespondierenden T84.1 mAk vor. Fir die monoklonalen
Antikorper T84.1-E3 und T84.66-A3.1-H11 waren in Radioimmunoassays Affinitdten in
Bezug auf CEACAMS ermittelt worden, die Dissoziationskonstanten von Kq = 5.6 x 101 ™M
(T84.1) und 3.8 x 10" M (T84.66) entsprachen (Wagener et al., 1983°). Eine exakte
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Bestimmung der Affinititskonstanten fir die hier generierten scFv-Fragmente konnte
innerhalb des zeitlichen Rahmens dieser Arbeit nicht erreicht werden.

Aufgrund des fehlenden direkten Nachweises der Bindungsfahigkeit und um eine effiziente
Kopplung an Trégersubstanzen mdglich zu machen, wurde eine Strategie zur Markierung
der scFv-Fragmente durch geeignete Modifikation entwickelt. Diese kann entweder durch
ungerichtete, chemische Konjugation wie z.B. Kopplung Gber NHS an verfligbare primére
Amine oder durch die gerichtete Konjugation mit Hilfe enzymatischer Systeme erreicht
werden. Eine chemische Konjugation der Fragmente wurde als unvorteilhaft eingeschatzt, da
durch die relativ geringen Ausbeuten und Konzentrationen bei transienter eukaryotischer
Expression geringe Markierungseffizienzen zu erwarten sind. Zudem war hierbei mit einer
mafgeblichen Funktionsbeeintrachtigung der weitgehend auf die Antigenbindungsstellen
reduzierten scFv-Proteine zu rechnen, da diese Form der Modifikation mit hoher
Wahrscheinlichkeit die an der Antigenbindung beteiligten Regionen betreffen und die
entsprechenden Interaktionen stéren wirde (s. Abb. 4.1). Um diese Probleme zu umgehen,
wurde eine Strategie fur die zielgerichtete Biotinylierung innerhalb des eukaryotischen
Expressionssystems (HEK293) gewahlt. Durch die besonders hohe Affinitat des Proteins
Streptavidin aus Streptomyces avidinii (Kd < 10™* M; Green, 1975) zu Biotin wurde so uiber
entsprechende Sonden und Konjugate der hochsensitive Nachweis und eine effiziente
Aufreinigung als auch eine weitere Funktionalisierung der scFv-Konstrukte ermdglicht.

T84.13cFv DIVLTQSOFMSTSVGDRVSVTCRESONVESSS S STy 0ORPG S 56
T24.663CFv DIVLTQSPASLAVSLGQRATMS VDIFGVGELHY 0OBrGOr LLI 60
* ko k kK ::_*:*:*':::ﬁ:*.:.* *. s **iit*ﬁ* *k kAhkk kk
T84.13cFv GVPDRFTGSGSGTDF TLTISNVQSE DLAEY YCOQYNNYPFTFGSGTRLE INGSTSGGGSG 116
T84.663CFv GIPVRFSGTGSRTDFTLIIDPVEADDVATY YCOQTNEDPYTFGGGTHLE IfGSTSGGGSG 120
*:ﬁ tﬁ:*:i* *kk kk *- *:::*:* ok ko k t: *:*ﬁ*.t*****:t*iﬁﬁ****
T84.13cFv GGSGGGGSSEVOLQQSDTELVEPGASV YTFTDHG! 176
TS84.663CFv GGSGGGGSSEVOLQQSGAELVEPGASV ENIRDTYMEWVEOR PEQGLEWIGHE 120
i!t*****ii*i****"ﬁ*i.i*****.iﬁ.ii*_.:.ﬁ :**ii**iti!****i *
T284.1scFv TLTADESS STAYMQLNSLTSEDSAVYFCERE-FLLIRGAMDYW 235
T24.663CFv TITADTSSNTAYLQLTSLTSEDTAVYYCAPFGYYVSDYAMAYW 240
* % ﬁi ***i ﬁ*t * * *iﬁ *ﬁ *****i i*i * * . . *k *x
T84.13cFv GQGTSVIVSS 245
TS84.663CFv GQGTSVTVSS 250

ko ok kk kR

Abb. 4.1:

Sequenzvergleich der analogen scFv-Segmente fir die anti-CEACAM mAk T84.1 und T84.66. Farbig
dargestellt sind die an der Antigenbindung beteiligten CDRs (griin: CDR1; rot: CDR2; grau: CDR3) sowie die
Lysinreste mit primaren Amingruppen (K; magentafarben unterlegt), an denen potentiell eine chemische
Konjugation mit Biotin Giber NHS-Ester mdglich wére. Zu beachten ist hierbei, dass nicht alle Lysinreste
zwangslaufig auf der Proteinoberflache fiir die Konjugation zur Verfligung stehen. Allerdings ist besonders
fur die innerhalb von CDRs vorliegenden bzw. in der Ndhe von CDRs befindlichen Lysinreste die
Wahrscheinlichkeit einer Oberflachenexposition hoch.

In der Vergangenheit hatten verschiedene Arbeiten gezeigt, dass in den meisten
Organismen Biotin-abhangige Carboxylasen exprimiert werden, die essentiell an der
Fettsauresynthese beteiligt sind. Beispielsweise katalysiert die Acetyl-CoA-Carboxylase
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(ACC) die irreversible Carboxylierung von Acetyl-CoA unter Entstehung von Malonyl-CoA.
Die haufigste Carboxylase ist die Ribulose-1,5-bisphoshat-Carboxylase (Rubisco), die in
allen Cs;-Pflanzen und photoautotrophen Organismen innerhalb des Calvin-Zyklus der
Photosynthese CO, auf Ribulose-1,5-bisphosphat tbertragt (Tabita et al., 2007). Bei den
Carboxylasen handelt es sich um Multienzym-Komplexe aus mehreren funktionellen,
miteinander verbundenen Untereinheiten. Dazu zéhlen ein Biotin Carboxyl Carrier Protein
(BCCP) sowie die katalytischen Untereinheiten Biotin-Carboxylase (BC) und
Carboxyltransferase (CT). Bei der (Trans-)Carboxylierung wird durch die BC-Einheit zuerst
ein Carboxylrest auf das als prosthetische Gruppe kovalent an eine spezifische Lysin-
Seitenkette in BCCP gebundene Biotin Ubertragen, welcher dann durch die CT-Einheit weiter
mit dem eigentlichen Substrat kovalent verknupft wird (Cronan, 2001; s. Abb 4.2).

ATP + HCOy' ADP + P
\_/ ﬁ
(¢}
Biotin Carboxylase
I w” Nco,
=t /—\ /\/\/U
5\/\/\800’ BCCF s

(

Carboxyltransferase

/N

Malonyl-CoA Acetyl-CoA

Abb. 4.2:

A: Mehrschritt-Reaktionsmechanismus der eukaryotischen Klasse | Carboxylasen (hier: Acetyl-CoA-
Carboxylase): Verknipfung einer Carboxylgruppe aus Hydrogencarbonat unter ATP-Verbrauch auf die
Biotingruppe von BCCP durch die Biotin-Carboxylase (BC) und anschlieBende Ubertragung der
Carboxylgruppe auf das eigentliche Substrat (Acetyl-CoA) durch die Carboxyltransferase-Einheit (CT) unter
Regeneration des Biotins (Abb. aus Cronan, 2001).

B: Tertiarstruktur der Biotinyl-Doméane von partiellem BCCP aus E. coli Acetyl-CoA-Carboxylase mit durch
Biotin-Protein-Ligase spezifisch biotinyliertem Lysinrest oder Biocytin (griin; Abb. aus Athappilly and
Hendrickson, 1995).

Die Biotinylierung der BCCP-Einheit an der Lysin-Seitenkette innerhalb einer konservierten
Erkennungssequenz wiederum ist eine hochspezifische Reaktion, welche durch Biotin-
Protein-Ligasen (BPL) katalysiert wird (s. Abb. 4.3). Die BPL-vermittelte Biotinylierung ist
biologisch eine hochst seltene Form der posttranslationalen Proteinmodifikation. Je nach
Spezies erfolgt nur fur 1 bis 5 verschiedene Arten von Proteinen eine enzymatische
Modifikation durch Biotin. Dazu z&hlen vier Gruppen von metabolischen Schlusselenzymen
(Acetyl-CoA-Carboxylase, Propionyl-CoA-Carboxylase, Pyruvat-Carboxylase und B-
Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase) sowie eine weitere Gruppe anderer Enzyme, die an
speziellen metabolischen Transformationen beteiligt sind wie die Transcarboxylasen oder
Oxalacetat-Decarboxylasen (Samols et al., 1988; Chapman-Smith und Cronan, 1999%).
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NE, Abb. 4.3:

v, J .
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Az i Erkennungsmotivs von BCCP (Abb.

mod. nach Reche, 2000).
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Die Interaktion von BPL und BCCP wurde flr verschiedene Spezies ausgiebig untersucht.
Fur beide Proteine wurden dabei weitreichende Homologien in Bezug auf die an der
Reaktion beteiligten Sequenzbereiche nachgewiesen (Reche und Perham, 1999; Chapman-
Smith und Cronan, 1999 Gupta et al., 2010). 1994 wurde erstmals die Verwendung der
BCCP-Sequenz aus E. coli als Affinitats-Tag berichtet (Weiss et al., 1994). Dieses wurde
nach C-terminaler Fusion an ein Zielprotein bei Expression in E. coli endogen durch die
Biotinligase BirA biotinyliert. Im Weiteren wurde die metabolische Biotinylierung von
adenoviralen Proteinen sowie von GFP in Saugerzellen bei Fusion mit der 1.3S-Untereinheit
der Transcarboxylase aus P. shermanii beschrieben (Parrot und Barry, 2001). Zudem konnte
Uber Untersuchungen einer Deletionsmutante A[10-48] fur die BCCP-Region in der 1.3S-
Untereinheit gezeigt werden, dass die verbleibenden Reste bei Expression in E. coli
ebenfalls durch BirA erkannt und effizient an einem spezifischen Lysin biotinyliert wurden
(Jank et al., 1999).

In diesem Zusammenhang wurde getestet, ob auch innerhalb des hier verwendeten
Expressionssystems eine entsprechende Sequenz effektiv als Affinitats-Tag fur die scFv-
Fragmente bei C-terminaler Fusion durch endogene Biotinylierung Gber humane BPL bei
Expression in HEK293 genutzt werden konnte (s. Abb. 3.20, Kap. 3.2.5). Bei Expression in
Anwesenheit von 100 uM D-(+)-Biotin wurde qualitativ eine endogene Biotinylierung der
scFv-BCCP-Fragmente beobachtet. Entsprechend war auch hier von einer Erkennung bzw.
Verwendung der fusionierten BCCP-Sequenz aus P. shermanii als Substrat durch humane
BPL in HEK293, die auch als HCS (Holocarboxylase Synthetase) bezeichnet werden,
auszugehen. In Abwesenheit von D-(+)-Biotin im Kulturmedium konnte dagegen keine
Biotinylierung der scFv-Fragmente nachgewiesen werden (s. Abb. 3.21, Kap. 3.2.5).

Bei weiteren Untersuchungen zur Effizienz der Biotinylierung von scFv-BCCP-Fragmenten
stellte sich heraus, dass nur ein sehr geringer Anteil der insgesamt exprimierten Fragmente
effektiv biotinyliert worden war. Dies spiegelte sich in der Diskrepanz von Detektionssignalen
im Western Blot bei Nachweis Uber das Myc-Tag bzw. Uber Biotin nach einer
Affinitatschromatographie mit monomerem Avidin bzw. Pulldown mit Streptavidin-Agarose
wider (s. Abb 3.22 A u. B, Kap. 3.2.5). Zudem wurde nur eine relativ geringe
Verdrangungsaktivitat der Uber monomeres Avidin aufgereinigten scFv-Fraktionen,
verglichen mit der Ausgangsmenge, im kompetitiven ELISA beobachtet (s. Abb. 3.22 C, Kap.
3.2.5). Aus den Western Blot-Analysen wurde die Biotinylierungseffizienz der anti-CEACAM
scFv-Fragmente auf ca. 5% geschatzt. Diese Beobachtungen deckten sich mit kirzlich
vertffentlichten Arbeiten (Niers et al., 2011). Hier wurde fur ein anti-EGFR scFv-Fragment
mit vollstandiger BCCP-Sequenz bei Expression in verschiedenen humanen Tumorzelllinien

ebenfalls nur ein stark begrenztes MalR an endogener Biotinylierung nachgewiesen. Dabei
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wurde die Notwendigkeit einer Co-Expression z.B. bakterieller BPL innerhalb derartiger
Expressionssysteme herausgestellt.

Entsprechend wurde flr eine Steigerung der spezifischen Biotinylierung von anti-CEACAM
scFv-Fragmenten die bakterielle Biotinligase BirA zur Co-Expression in HEK293-Zellen in
den pEBB-Vektor kloniert (s. Abb. 3.23, Kap. 3.2.6). Fir das Erreichen einer groRtmaglichen
Biotinylierungseffizienz wurde diese ebenfalls mit einem Ig kappa-Signalpeptid versehen,
unter der Annahme, dass die BCCP-tragenden Zielproteine sowohl auf dem sekretorischen
Pfad in der Zelle als auch nach Sekretion in den Zellkulturiiberstand biotinyliert werden.
Durch vorausgehende Klonierungsschritte in E. coli erhielten die scFv-Fragmente eine
zusatzliche C-terminale BAP-Sequenz (biotin acceptor peptide; GLNDIFEAQKIEWHE).
Diese war nach screening von Peptidbibliotheken als alternatives Minimalsubstrat von BirA
aus E. coli identifiziert worden und wies eine vergleichbar effiziente Biotinylierung wie das
native E. coli BCCP-Element auf (Schatz, 1993; Beckett et al., 1999). Unter Einsatz dieser
Expressionsstrategie konnte fir die resultierenden scFv-BAP-Fragmente eine deutliche
Steigerung des Biotinylierungsgrads auf ca. >50% aus vergleichenden Western Blot-
Analysen abgeschéatzt werden (s. Abb. 3.24, Kap. 3.2.6). Zudem wurde eine quantitative
Aufreinigung tber monomeres Avidin (s. Abb. 3.25, Kap. 3.2.6) sowie der direkte Nachweis
der Fragmente als spezifische Primarantikorper in Western Blot und ELISA gegen CEACAM-
Proteine bzw. als Sonden in der Immunfluoreszenz auf CEACAM-positiven HT29-Zellen
erreicht (s. Abb. 3.26 u. 3.27, Kap. 3.2.7/Abb. 3.29, Kap. 3.2.8). Hierbei zeigten beide scFv-
Konstrukte ein vergleichbares Bindungs- und Farbungsverhalten wie die korrespondierenden
monoklonalen Antikorper.

4.2.4 Charakterisierung struktureller Unterschiede der eukaryotisch
exprimierten scFv-Fragmente

Nach eukaryotischer Expression der anti-CEACAM scFv-Fragmente wurde bei Auftrennung
im Polyacrylamid-Gel und anschlieBenden Nachweisverfahren fur T84.1 scFv im Gegensatz
zu T84.66 scFv das Auftreten einer Doppelbande beobachtet. Um dieses besondere
Wanderungsverhalten zu klaren, wurden die scFv-Fragmente vergleichend auf mdgliche
posttranslationale Modifikationen untersucht. Bei der Behandlung mit Peptid N-Glycosidase
F (PNGase F) konnte die Abspaltung einer glykosidischen Modifikation von T84.1 scFv durch
entsprechende Verschiebung der Laufweite im SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen werden
(s. Abb. 3.28, Kap. 3.2.7). Entsprechend war das Doppelbandenmuster fir T84.1 auf eine
partielle N-Glykosylierung zurtickzufihren: Die obere der beiden Banden stellte eine
dominierende, glykosylierte Form des scFv-Fragments dar, welche bei PNGase F-
Behandlung eliminiert wurde. Die untere Bande dagegen reprasentierte die nicht
glykosylierte Form, welche nach Deglykosylierung ausschlief3lich vorlag.

Eine O-Glykosylierung konnte fir T84.1 scFv ausgeschlossen werden, da nach Inkubation
mit O-Glycosidase (Endo-a-N-Acetylgalactosaminidase) in der Western Blot-Analyse keine
Veranderung gegeniiber der unbehandelten Kontrollprobe vorlag. Bei Inkubation mit einer
weiteren N-Glycosidase, Endoglycosidase H (EndoH), wurde ebenfalls keine Veranderung
zur Kontrollprobe festgestellt. Diese Tatsache lasst eine Einschréankung der vorliegenden
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Form einer N-Glykosylierung durch die bekannten Spezifititen der beiden N-Glycosidasen
zu. PNGase F spaltet N-glykosidische Bindungen direkt zwischen dem Asparaginrest (N)
und dem ersten N-Acetylglucosamin-Rest der Glykostruktur, es sei denn dieser ist in einer
a(1-3)-Verknipfung mit Fucose verbunden. EndoH dagegen spaltet die B(1-4)-Verknipfung
zwischen dem ersten und dem zweiten N-Acetylglucosamin-Rest einer glykosidischen
Modifikation, allerdings nur fur Strukturen vom Hi-Mannose- oder Hybrid-Typ (s. Abb. 4.4).
Die zusétzlich vorkommenden bi-, tri- und tetraantennéren Strukturen, die durch Abspaltung
von Mannoseresten und Zufiigen weiterer Zuckermoleklle wie Galactose und N-Acetyl-
Neuraminsaure bei der Passage des Golgi-Apparates entstehen, werden nicht durch EndoH
gespalten (Koide und Muramatsu, 1974; Alberts, 2002; Depetris et al., 2012).

High-mannose Hybrid
EndoH
Endo F2 EndoH Neuraminidase I GlcNAc
Endo F1 Endo F1 * & Man
@ * @ * = —‘ ® Gal
’ .< * @ NeuNAc
PNGaseF PNGaseF

Biantennary complex

Tnantonnavl complex
Neuraminidase

Endo F3 Neuraminidase

T(‘uaamcnnarz complex
Neuraminidase

Endo F2 v Endo F3 * V
Suln =0 ' - 4 -
@Bsn) @sn) (sn) <
} Y 4 °
PNGaseF PNGaseF PNGaseF
Abb. 4.4:
Reaktivititsschemata verschiedener N-Glycosidasen. Die in dieser Arbeit zur Charakterisierung

glykosidischer Modifikationen der in HEK293 exprimierten scFv-Fragmente verwendeten N-Glycosidasen
PNGase F und EndoH weisen unterschiedliche Spezifitaten fiir Glykostrukturen auf. PNGase F spaltet die
Bindung zwischen der Asparagin-Seitenkette und dem ersten N-Acetylglucosamin-Rest der Glykostruktur
fir alle der wesentlichen Gruppen N-glykosidischer Modifikationen, ausser im Falle einer a(1-3)-
Verknipfung der GIcNAc-Einheit mit Fucose. EndoH dagegen spaltet die (1-4)-Verknupfung zwischen der
ersten und der zweiten GIcNAc-Einheit, jedoch nur fiir die Modifikationsformen vom Hi-Mannose- und vom
Hybrid-Typ (oben). Die komplexen antenndren Strukturen (unten, griin umrandet), die erst bei spaterer
Prozessierung im Golgi-Apparat entstehen, werden in Hinblick auf die hier verwendeten Glycosidasen nur
durch PNGase F gespalten (Abb. mod. nach Lee et al., 2009).

Wahrscheinlich handelte es sich bei der fir T84.1 scFv vorliegenden Glykosylierungsform
entsprechend um eine komplexe antennare Struktur. Die weitere Untersuchung mit
zusatzlichen N-Glycosidasen wie EndoF2 und EndoF3 konnte néheren Aufschluss tber die
genaue Form der komplexen N-glykosidischen Modifikation bringen. Innerhalb der Sequenz
fir T84.1 scFv wurde nur ein Element am C-Terminus der V -Domane identifiziert, das einem
Motiv far N-glykosidische Modifikation entsprach (Asn-X-Ser/Thr) und gleichzeitig im
nachweislich nicht glykosylierten T84.66 scFv nicht vorlag. Dies konnte mit Hilfe des
NetNGlyc 1.0 Servers des Center for Biological Sequence Analysis (CBS; Technische
Universitat Danemark; Tomar et al., 2011) bestatigt werden, welcher die Wahrscheinlichkeit
einer glykosidischen Modifikation  fir eine  bestimmte Peptidsequenz  durch
Datenbankabgleich vorhersagte. Diese lag fur das besagte Motiv in T84.1 scFv bei >50% (s.

Abb. 4.5).
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Die Beschaffenheit bzw. Lage des Glykosylierungsmotivs in T84.1 scFv lasst mit hoher
Wahrscheinlichkeit vermuten, dass es sich um eine artifizielle in vitro-Modifikation durch
Expression in HEK293-Zellen handelt. Das Motiv flr N-Glykosylierung ist in diesem Fall
durch Klonierung als Kombination aus dem Asparagin (N) als letztem Aminosaure-Rest der
variablen Leichtketten-Domane und den ersten beiden Resten des Peptidlinkers, Glycin (G)
und Serin (S) entstanden. Diese vervollstandigten hierbei zuféllig das C-terminal gelegene
Erkennungsmotiv fur eine N-Glykosylierung (Asn-X-Ser/Thr). Typischerweise sind
glykosidische Modifikationen von Immunglobulinen nur im Bereich der konstanten Cy2-
Region des Fc-Teils zu finden. Hier ermoglichen sie im Wesentlichen die Fc-Rezeptor-
vermittelte Bindung eines Antikorper/Antigen-Komplexes auf der Oberflache von Monozyten,
Granulozyten und NK-Zellen fir die weitere Internalisierung oder Auslésung einer
zytotoxischen Reaktion (Wright und Morrison, 1997).

Hinweise auf eine Beeinflussung der Bindungsfahigkeit durch die glykosidische Modifikation
konnten aus den Experimenten dieser Arbeit nicht abgeleitet werden. Fir konkrete Aussagen
hierzu wéare eine vergleichende Untersuchung der Bindung glykosylierter und nicht-
glykosylierter scFv-Spezies erforderlich. Dazu wirden hinreichende Mengen der nicht
glykosylierten Form bendétigt, so dass eine Inkubation mit Glycosidasen im grof3en Mal3stab
und anschlieBender Aufreinigung des scFv-Fragments erfolgen misste. Eine andere
Mdglichkeit der Produktion nicht glykosylierter scFv-Formen wére die gezielte Mutagenese
des Glykosylierungsmotivs vor Transfektion oder die Expression des vorliegenden
Konstrukts in Anwesenheit von Tunicamycin zur Inhibition der N-Glykosylierung (Fan et al.,
1997). Von der anderen Seite betrachtet kann die gezielte Glykosylierung jedoch auch zu
einer Optimierung der biophysikalischen Eigenschaften fur die scFv-Fragmente wie z.B.
einer Erhoéhung der Stabilitat und Ldslichkeit fuhren (Lizak et al., 2011). In diesem
Zusammenhang konnten sich derartige Modifikationen z.B. fur eine verlangerte
Bluthalbwertszeit bei in vivo-Einsatz moglicherweise zu Nutze gemacht werden.
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Fur T84.66 scFv bzw. fur das dimere Konstrukt (diabody) ist die dreidimensionale
Kristallstruktur bereits bekannt, allerdings ist in der Darstellung der Peptidlinker nicht
enthalten (PDB-Code: 1j05 bzw. 1moe; Kondo et al.,, 2002, nicht publizierte Daten;
Carmichael et al., 2003). Uber den ModWeb-Server der ModBase-Datenbank konnte auf
Basis struktureller Ubereinstimmungen mit bekannten homologen Sequenzen zur
Veranschaulichung ein hypothetisches 3D-Model fir T84.1 scFv berechnet werden (Pieper
et al., 2011). Die Bearbeitung der Modelle fiir die hier dargestellte, graphische Form erfolgte
mit YASARA view bzw. mit PyMOL Software (s. Abb. 4.6).

Beide scFv-Fragmente zeigten im Vergleich eine Giberaus ahnliche Geriststruktur (scaffold)
aus antiparallelen pB-Faltblattern (hellblau markierte Pfeile) und den dazwischen liegenden
Schleifen und Kehren (grauer Faden). Diese Grundstruktur fir lg-Doméanen ist hochgradig
konserviert und daher ein gemeinsames Merkmal fir séamtliche Antikorper bzw.
Antikdrperderivate (s. Kap. 1.2.3). Die framework regions 2 (FR2) beider variablen Doménen,
die in der zweiten Reihe von Abbildung 4.6 durch Linien markiert sind, enthalten ein
konserviertes Motiv aus Uberwiegend hydrophoben Resten, welches durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen die Dimerisierung der beiden Domé&nen bewirkt bzw. diese in die
erforderliche Konformation zur raumlichen Ausbildung der CDRs zwingt. Die einzelnen
Doménen sind jeweils durch eine intramolekulare Disulfidbricke Uber die Schwefel-Atome
zweier Cysteinreste stabilisiert (gelbe Markierung).

Vor allem bei Aufsicht auf die complementarity determining regions (CDRs; dritte und vierte
Reihe, Abb. 4.6) werden die wesentlichsten strukturellen Unterschiede beider scFv-
Fragmente deutlich, die zur spezifischen Bindung des jeweiligen CEACAM-Epitops
befahigen. Wéahrend die Reste der hypervariablen Regionen L3 und H3, die gemeinsam die
CDR3 bilden (magentafarbene Markierung), bei T84.66 (links) relativ dicht zusammenliegen
und der Molekuiloberflache (graue Umrandung) in dieser Betrachtung eine eher ellipsoide
Form verleihen, haben die Seitenketten der CDR3-Reste bei T84.1 (rechts) deutlich mehr
Abstand zueinander, so dass in der Molekulmitte eine regelrechte Furche entsteht und das
Fragment in dieser Ansicht einen eher spharischen Charakter erhalt. Auffallig in der
Nahaufnahme der CDRs (vierte Reihe) ist besonders die héhere raumliche Komplexitat der
hypervariablen Region 1 der leichten Kette (L1, grine Markierung) fir T84.66 scFv (links),
die vier AS-Reste mehr aufweist als bei T84.1 scFv (rechts). Der herausragende
Phenylalanin-Rest (F28) in der L1-Region von T84.66 erscheint in dieser Form wie der Teil
einer Klammerstruktur, die Bereiche des Epitops durch hydrophobe Wechselwirkungen an
dieser Stelle einschlie3t. Den Gegenpart in einer solchen Klammerstruktur kénnten die
unmittelbar aufeinanderfolgenden Tyrosinreste Y97 und Y98 in der H3-Region darstellen.

Fur die raumliche Paratop-Struktur von T84.1 scFv lieRe sich vermuten, dass einige
hervorstehende Seitenketten wie von Y53 in L2 und R229 in H3 sowie der
gegenuberliegenden Reste von N180 und D182 in H2 durch hydrophile Interaktionen in der
Peripherie des Epitops das Antigen eng an die zentrale Mulde des scFv-Fragments
heranfiihren, in der fir weitere Wechselwirkungen pradestinierte Seitenketten wie die der
Tyrosinreste Y94 in L3 und Y175 in H2 die Antigenbindung weiter verstarken. Die hier
erorterten Bindungsstrukturen und potentiellen Interaktionen beruhen auf theoretischen
Annahmen. Die tatséchliche Struktur bzw. Konformation fir die an der Antigen-/
Antikdrperbindung beteiligten CDRs und Aminosaurereste wirde sich zweifelsfrei nur durch

entsprechende Rontgenstrukturanalysen kristallisierter Proteinkomplexe bestimmen lassen.
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Abb. 4.6:

Vergleichende graphische Darstellung der 3D-Struktur fir T84.66 scFv ohne Peptidlinker (links, basierend
auf der entsprechenden Kristallstruktur mit PDB-Code 1J05) und T84.1 scFv (rechts, hypothetisches Modell
basierend auf Sequenzhomologie mit bekannten Strukturen Uber den ModWeb-Server in Einklang mit
zulassigen Konformationen fur Dieder-Winkel nach Ramachandran-Plot). Der Peptid-Backbone ist im
Cartoon-Stil dargestellt als grauer Faden mit den hellblau hervorgehobenen Sekundarstrukturen fir
antiparallele p-Faltblatt-Motive in den beiden variablen Doméanen. Farbig markiert sind zudem die Bereiche
bzw. AS-Reste der hypervariablen Regionen, die zusammen die drei complementarity determining regions
oder CDRs ausbilden (grun: L1 + H1 = CDR1,; rot: L2 + H2 = CDR2; magenta: L3 + H3 = CDR3). Die
Molekiloberflache ist auf Basis der Elektronendichte als hellgraue, durchsichtige Hiille der 3D-Strukturen
angezeigt. Die Disulfid-Briicken bildenden Schwefelatome der Cysteinreste sind gelb markiert. Dargestellt ist
die raumliche Struktur beider scFv-Fragmente als Seitenansicht (erste Reihe) bzw. nach 180°-Drehung um
die y-Achse (zweite Reihe) sowie in Aufsicht auf die CDR-Regionen mit den zugehdrigen AS-Resten nach
Kippen der y-Achse um 90° (dritte Reihe) und in seitlicher Nahaufnahme der CDRs (vierte Reihe).

T84.66 sckv T84.1 scFv
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T84.66 sckv T84.1 scFv

4.3 Generierung von CEACAM-reaktiven V  yH-Fragmenten
durch Lama-Immunisierung und  phage display

4.3.1 Immunisierung von L. glama mit rekombinanten CEACAM-Proteinen

Neben den monoklonalen murinen Antikérpern und den davon abgeleiteten scFv-
Fragmenten mit CEACAM-Reaktivitat wurden im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich versucht,
gegen CEACAM gerichtete VyH-Fragmente bzw. Einzeldomanen-Antikdrper herzustellen.
Die VyH-Fragmente als kleinste bekannte Antikdrperderivate leiten sich von bestimmten
Schwerketten-Antikbrpern ohne leichte Immunglobulin-Ketten ab. Diese werden u.a. in
verschiedenen Vertretern aus der Familie der Camelidae gebildet (s. Kap. 1.2.6). lhre
Entdeckung in C. dromedarius geht auf die Arbeiten von Hamers-Casterman et al. (1993)
zuriick. In weiteren Arbeiten, u.a. von van der Linden et al. (2000), wurden entsprechende
Schwerkettenantikorper fir Neuweltkamele wie L. glama beschrieben und charakterisiert.
Spezifische VyH-Domanen kdnnen durch Klonierung der betreffenden Gensegmente und
anschlieRende Selektion durch z.B. Phagen-Display-Technologie gewonnen werden (s. Kap.
1.2.6).
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In diesem Zusammenhang war fir die Generierung von CEACAM-reaktiven VyH-Domanen
eine Immunisierung von Cameliden mit entsprechenden Protein-Antigenen erforderlich.
Hierzu wurde Individuen der Gattung Lama innerhalb des Departments fir
Nutztierwissenschaften der Universitdt Goéttingen rekombinant  produziertes und
aufgereinigtes CEACAM1 sowie kommerziell bezogenes CEACAMS injiziert. Anhand
praparierter Seren aus Blutproben wurde der Immunisierungserfolg durch protein-
biochemische Methoden untersucht (s. Kap. 2.2.3-Kap. 2.2.4/Kap. 3.3.1-Kap. 3.3.2). Uber
einen Zeitraum von 26 Wochen wurden insgesamt 7 Immunisierungen der Tiere mit je 500
g rekombinantem Protein vorgenommen. Unerwarteterweise erfolgte sowohl fir das mit
CEACAM1 als auch das mit CEACAMS immunisierte Lama eine spate, simultane Ausbildung
nachweisbarer Immunantworten nach der jeweils finften Folgeimmunisierung (boost) in
Woche 23 (s. Abb. 3.31, Kap. 3.3.1). In anderen Arbeiten wurde eine Immunantwort bei
Immunisierung von L. glama mit einer an WGA (wheat germ agglutinin)-Lektin gebundenen
Proteinfraktion nach ca. 42 Tagen sowie bei einer Immunisierung mit Clostridium difficile-
Toxinen nach ca. 57 Tagen beobachtet (Mortezai, 2010; Hussack, 2011).

Fur das mit CEACAM1 immunisierte Lama #6 wurde mittels ELISA eine ausschlieliliche
Spezifitat der im Vollserum enthaltenen Immunglobuline fir CEACAM1 im Vergleich zu
CEACAMS5 und dem zu Kontrollzwecken eingesetzten BSA ermittelt. Das Serum des mit
CEACAMS5 immunisierten Lama #20 dagegen zeigte eine Immunreaktivitdt sowohl gegen
CEACAMS als auch CEACAML. Der Immuntiter wurde bei serieller Verdinnung des Serums
von Lama #6 gegenitiber CEACAML bis zu einer Verdunnungsstufe von 1:10.000 bzw. fur
das Serum von Lama #20 gegenuber CEACAMS5 von 1:25.000 nachgewiesen (s. Abb. 3.32,
Kap. 3.3.1).

In Western Blot-Experimenten wurde fir die Vollseren beider Tiere auferdem eine
zusatzliche Spezifitat fir CEACAMG6 bei Inkubation auf Lysat von entsprechend transfizierten
HEK293-Zellen nachgewiesen (s. Abb. 3.33, Kap. 3.3.2.1). Die Immunseren vor der flnften
Folgeimmunisierung, in denen noch keine spezifische Immunantwort nachweisbar war,
zeigten in Ubereinstimmung mit den ELISA-Daten entsprechend keine spezifische Bindung
fur die vorhandenen CEACAM-Antigene. Eine Gesamtiubersicht der Immunreaktivitat fir die
Seren gegenuber den eingesetzten CEACAM-Spezies ist in Tab. 3.1 (Kap. 3.3.2.1) gegeben.
Das Serum des mit CEACAMS immunisierten Lamas #20 besal3 somit eine Immunreaktivitat
gegeniuber CEACAM1, CEACAMS und CEACAMG, wahrend das Serum des mit CEACAM1
immunisierten Lamas #6 nur mit CEACAM1 und CEACAMG reagierte. Entsprechend musste
entweder von einer unterschiedlichen Vielfalt oder von einer unterschiedlichen Epitop-
Spezifitat fur die gebildeten Antikérper beider Individuen hinsichtlich den in weiten Teilen
homologen CEACAM-Antigenen ausgegangen werden.

Durch alignment der Peptid-Sequenzen fir die drei CEACAM-Proteine gemaf UniProt-
Datenbank ergaben sich zwei wesentliche Bereiche, in denen CEACAM1 und CEACAMG6
eine hohe Homologie beziglich der Aminosauren-Abfolge aufweisen (ca. 90%-100%).
Gleichzeitig lag fur diese Bereiche eine geringere Homologie zu dem entsprechenden
Sequenzabschnitt fur CEACAMS vor (ca. 75%-90%; s. Abb. 4.7, schwarze Umrandung).
Diese Bereiche lagen in der jeweils C-terminalen Region der N-terminalen IgV-Doméne
(blau) sowie der IgC1-Domane Al (rot) und stellen mogliche Epitope der CEACAM-reaktiven
Antikdrper im Serum von Lama #6 dar, welches keine Reaktivitat fur CEACAMS zeigte.
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Abb. 4.7:

Alignment der auf dem UniProt-Server hinterlegten Peptidsequenzen fir CEACAMS5 (CEA), CEACAM6 (NCA)
und CEACAM1-4L (BGPa). Dargestellt ist der Sequenzausschnitt vom N-Terminus der Proteine bis zum Ende
der B1-Doméne, nach der das CEACAMG6-Protein endet bzw. an einem amidierten Glycin-Rest Uber einen
GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden ist (nicht abgebildet). Die ersten 34 AS in schwarzer Schrift stellen
das jeweilige Signalpeptid fir Membanproteine dar. In farbiger Schrift dargestellt sind die N-terminale IgV-
Domaéne (blau) und sowie die IgC1- bzw. IgC2-Domé&nen Al (rot) und B1 (griin). Die Cysteinreste, welche
innerhalb der IgC-Doméanen Disulfidbriicken ausbilden, sind gelb und die Asparagin-Reste, fiir die eine N-
glyosidische Modifikation bekannt ist, griin unterlegt. Mit schwarzen Linien umrandet sind die Bereiche, in
denen CEACAM1 und CEACAMG6 hochgradig homolog sind und sich gleichzeitig von CEACAMS relativ
gesehen am starksten unterscheiden. Die magentafarben unterlegten Reste unterscheiden sich dort zwischen
CEACAMS und den anderen beiden CEACAM-Proteinen. Die Domanengrenzen fir die unterschiedlichen
Proteine entsprechen den Angaben aus der UniProt-Datenbank. Diese sind fiir die einzelnen Proteine nicht
einheitlich.

Fur eine gesonderte Charakterisierung der CEACAM-Reaktivitat in Bezug auf die
Schwerkettenantikorper-Fraktionen als Basis der VyH-Fragmente wurde eine Auftrennung
der verschiedenen IgG-Spezies von Cameliden (clgG) vorgenommen. Nach der von
Hamers-Casterman/van der Linden beschriebenen kombinierten Affinitatschromatographie
uber Protein G/Protein A und Elution bei unterschiedlichen pH-Werten konnte eine
vollstdndige Trennung der konventionellen Antikdrper mit leichten und schweren Ketten
(clgG1) sowie der Schwerketten-Antikorper mit langer (clgG2) und kurzer Scharnierregion
(clgG3) erreicht werden (s. Abb. 3.34 und Abb. 3.35, Kap. 3.3.2.2). Die ermittelten Anteile
der einzelnen Subtypen an der clgG-Gesamtsumme sind in Tab. 4.1 aufgefihrt, zusammen
mit den von van der Linden et al. (2000) ermittelten Referenzbereichen fur clgG-
Subfraktionen in L. glama. Beide Seren zeigten eine Mengenverteilung fir die einzelnen
clgG-Subtypen, die tendenziell in Einklang mit den Referenzbereichen von van der Linden et
al. stand. Der Vergleich untereinander zeigte einen insgesamt ca. 20% hodheren Anteil an
Schwerkettenantikbrper-Fraktionen fir Serum #6 gegenlber Serum #20 nach
abgeschlossener Immunisierung.
111



4 Diskussion

Serum Lama #6

Serum Lama #20

Van der Linden (2000)

clgG2 (long hinge) 20.1% 8% 5-15%
clgG1 (conv.) 62% 81.8% 55-75%
clgG3 (short hinge) 17.9% 10.2% 20-30%

Tab. 4.1: Ubersicht der relativen Anteile der einze  Inen clgG-Subfraktionen an der jeweiligen clgG-Gesa  mtmenge fiir
Lamaseren #6 und #20 im Vgl. zu ermittelten Refere nzwerten (van der Linden et al., 2000)

Die isolierten clgG-Subtypen wurde erneut im Western Blot auf Lysaten von CEACAML1- und
CEACAM®6-transfizierten HEK293-Zellen sowie auf rekombinantem CEACAMS inkubiert. Die
Resultate nach Sub-Fraktionierung der Schwerkettenantikrper mit langer (clgG2) und
kurzer Scharnierregion (clgG3) sowie der konventionellen Antikdrper mit schweren und
leichten Ketten (clgG1) legten nahe, dass die Subfraktionen aus Serum #6 nur noch fir
CEACAM1 spezifisch waren, wahrend die Subfraktionen aus Serum #20 nach wie vor eine
Spezifitat fur CEACAM1, CEACAMS und CEACAMS6 zeigten (s. Abb. 3.36, Kap. 3.3.2.3).
Mdglicherweise wurde die spezifische Bindung von CEACAMS6 im Vollserum von Lama #6
Uberwiegend durch Immunglobulin-Subklassen vermittelt, die bei der hier durchgefuhrten,
kombinierten Affinitatschromatographie tber Protein G/Protein A nicht aufgereinigt wurden,
wie z.B. IgM. Die Bindung der isolierten clgG-Subfraktionen an CEACAML1 erfolgte dabei
durchweg bei niedrigeren Molekilmassen im Vergleich zu den jeweiligen Vollseren, was
maoglicherweise auf eine bevorzugte Préferenz fur nur gering glykosylierte Formen
zurlckzufuhren war. Die Wiederholung der Western Blot-Analyse nach Immunprézipitation
von CEACAML1 und CEACAMSG6 aus den Lysaten entsprechender HEK293-Transfektome mit
T84.1 mAk zeigte eine schwachere, aber spezifische Bindung fir CEACAM1 bei ca. 120
kDa. Somit wurden in der IP durch T84.1 mAk hauptsachlich héher glykosylierte CEACAM1-
Formen préazipitiert, welche durch die einzelnen clgG-Fraktionen der Lamaseren dennoch
weitgehend gebunden wurden. Nur fir die clgG2-Fraktion aus Lama #6 konnte nach IP der
CEACAM-Antigene keinerlei spezifische Bindung mehr beobachtet werden. Vermutlich
besal’ diese Fraktion eine uUberwiegende Spezifitat fur die gering oder nicht glykosylierten
CEACAM1-Formen. CEACAM6 wurde auch nach IP durch keinen der aus dem Serum von
Lama #6 isolierten clgG-Sybtypen gebunden. Alle Subtypen aus Serum #20 dagegen
zeigten eine Spezifitat fir CEACAMG.

4.3.2 Klonierung von Immunbibliotheken fir CEACAM-i mmunisierte Lamas
und Selektion CEACAM-spezifischer V  yH-Phagenfusionsproteine durch
phage display

Zur Selektion CEACAM-reaktiver VyH-Fragmente in einem phage display-Verfahren wurde
weiter mit den immunologischen Repertoires der Lamas #6 und #20 fur clgG3 (short hinge)
Schwerkettenantikbrper gearbeitet. Nach Immunisierung wurde Gesamt-RNA aus
Leukozyten von Lama #6 zur Generierung von Immunbibliotheken mit CEACAM1-reaktiven
als auch von Lama #20 fir den Erhalt von CEACAMb5-reaktiven VyH-Fragmenten verwendet.
Nach reverser Transkription wurde die von Leukozyten-RNA beider Lamas gewonnene
cDNA fur eine spezifische Amplifikation der VyH-Domanen mit den Primern unifor und
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shortrev durch PCR eingesetzt. Dabei konnten fir beide Ansatze spezifische Amplifikate mit
erwartungsgemafer GroRe von ~450 bp erhalten werden (s. Abb. 3.38, Kap. 3.3.3.1). Die
Transformation von TG1 E. coli mit den in pCANTAB 5E ligierten VyH-Segmenten lieferte
Ampicillin-resistente Klone in einer GréRenordnung von 2-10° fiir beide Primarbibliotheken.
Durch Sequenzanalyse von 88 bzw. 96 zuféllig ausgewéahlten Klonen beider Bibliotheken
wurde eine Beurteilung der Qualitat bzw. der Komplexitat hinsichtlich rekombinanter VyH-
Fragmente vorgenommen. Von den 90 auswertbaren Sequenzierungen zu Bibliothek #6s trat
in 43 Fallen ein kurzes, zu den VyH-Domanen nicht homologes Insert und in einem Fall ein
Religation ohne VyH-Insert auf. 46 der vorliegenden Inserts kodierten fir VyH-Domanen, von
denen jedoch 6 nicht im Leserahmen vorlagen. Unter den 40 VyH-kodierenden Inserts im
richtigen Leserahmen lag keine Sequenz doppelt vor. Fir Bibliothek #20 waren 79 der
Sequenzierungen auswertbar, dabei wurde 39x ein kurzes, nicht homologes Insert und in
zwei Fallen eine Religation des Vektors ohne VyH-Insert erhalten, wahrend in 38 Fallen fur
eine VyH-Doméne kodiert wurde. Zudem lag eine Sequenz doppelt und eine weitere nicht im
korrekten Leserahmen vor. Entsprechend ergaben sich Quoten von 44.4% fir die Bibliothek
#6s und von 45.6% fiur #20s in Bezug auf intakte, einzigartige VyH-Doménen (s. Abb. 3.39
und Tab. 3.3, Kap. 3.3.3.2). Somit lag die Komplexitat beider Bibliotheken bei ca. 1:10°. In
anderen Arbeiten wurden Komplexitaten fir entsprechende Immunbibliotheken mit Vy- und
V kappa)-DOManen zur scFv-Generierung im Bereich von 2:10°-4-10" und mit gegen mART2.2
gerichteten VH-Fragmenten im Bereich von 7-10%-6-10* beschrieben (Clackson et al., 1991;
Reyelt, 2008). In einer weiteren Arbeit wiesen Immunbibliotheken fur mutierte scFv-
Segmente gegen das C-reaktive Protein (CRP) mit einer Klonzahl von 1.2-2.5-10" nach PCR-
screening Quoten fur korrekt ligierte Inserts von 39% bis 56% auf (Frode, 2012).

Die Sequenzanalysen zeigten eine hohe Heterogenitat hinsichtlich Aminosaureabfolge und
Gesamtlange. Die Bandbreite der Unterschiede in Bezug auf Gesamtlénge, Lange der CDRs
sowie Vorhandensein zusatzlicher Cysteinreste neben den kanonischen Cysteinen vor
CDR1 und CDR3 zur Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbriicke sind in Tab. 4.2
zusammengefasst.

Bibliothek Gesamtlange Lange Lange Lange Anzahl Seq. Anzahl Seq.
CDR1 CDR2 CDR3 mit zusétzl. mit zusétzl.
Cystein-Paar freien Cystein
#6s 130-153 AS | 10-12 AS | 14-22 AS | 9-24 AS 5 1
#20s 127-148 AS 9-12 AS | 15-24 AS | 8-22 AS 10 0

Tab. 4.2: Ubersicht charakteristischer Merkmale fiir VuH-kodierende Sequenzen aus Primarbibliotheken #6s u  nd #20s
hinsichtlich Sequenz-Gesamtlange, Lange der CDRs un  d Anzahl zusétzlicher Cystein-Reste in Bezug auf Cy  stein-
Paare, die moglicherweise eine zweite intramolekula  re Disulfidbriicke ausbilden sowie einzelnen, freien Cystein-Resten

Nachdem die Qualitat und Vielfalt durch Testsequenzierungen fir beide Bibliotheken
Uberprift war, wurde ein phage display-Verfahren mit Selektion durch Festphasen-panning
durchgefuhrt, um aus Bibliothek #6s CEACAMl-reaktive und aus Bibliothek #20s
CEACAMb5-reaktive VyH-Phagenfusionsproteine anzureichern (s. Kap. 1.2.6 und Kap.
2.2.1.18). Obwohl fir beide Bibliotheken eine vergleichbare Komplexitat ermittelt wurde,
konnten fir Bibliothek #20s in zwei kompletten Wiederholungen von je drei Durchlaufen des
Festphasen-pannings keine CEACAMb5-reaktiven Phagenfusionsproteine angereichert bzw.
identifiziert werden. Fur Bibliothek #6s wurden nach drei panning-Runden vier
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unterschiedliche, VyH-kodierende Sequenzen aus den einzelnen Klonen identifiziert. In allen
vier Fallen wurde im ELISA-screening eine spezifische Bindung der entsprechenden
Phagenfusionsproteine an CEACAM1 beobachtet (s. Abb. 3.40 bis Abb. 3.42, Kap. 3.3.3.3 u.
Kap. 3.3.3.4). Diese zeigten in Kontrollexperimenten weder eine Reaktivitét gegeniber hoch
homologem CEACAMb5, noch eine unspezifische Bindung an Milchproteine bzw. an
Polystyroloberflachen. Die vorgenommenen Nachweise erfolgten dabei uber anti-M13
Antikorper gegen die Phagenhille sowie tber anti-E-Tag Antikdrper, der das Fusionsprotein
nachweist.

In beiden Féllen wurden Ubereinstimmende Ergebnisse erhalten, so dass von einer
spezifischen Bindung durch die fusionierte VyH-Doméane auszugehen war. Zudem konnte mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Phagenfusionsproteine eine vollstandige Absattigung
des verwendeten Antigens CEACAML erreicht werden, was ebenfalls ein Kriterium fur die
Spezifitat der nachgewiesenen Bindung darstellte. Fir einen zu Kontrollzwecken
eingesetzten Klon mit einer Leserahmenverschiebung im VyH-kodierenden Segment (No.15)
wurde in keinem der Ansétze eine Bindung der entsprechenden Phagenpartikel beobachtet.
Drei der Sequenzen fir CEACAM1-spezifische VyH-Doménen zeigten untereinander eine
fast vollstandige Homologie in der AS-Sequenz von >98% (No.17, No.32 und No0.53), was
auf die erfolgte Anreicherung eines mit spezifischer Bindung assoziierten Sequenzmotivs
hindeutete. Die vierte Sequenz dagegen besal ein alternatives Motiv (Klon No.10), dass sich
besonders in der AS-Abfolge innerhalb der CDRs sowie der framework region 3 deutlich von
den anderen drei Klonen unterschied; der Homologiegrad fur das gesamte Molekul lag bei
ca. 60% und fur die Summe der CDR-Abschnitte bei lediglich 15% (s. Abb. 3.40, Kap.
3.3.3.3). In Einklang dazu wurde bei gleichem Phagentiter ein signifikant unterschiedliches
Bindungsverhalten hinsichtlich des Signalniveaus bei vollstandiger Epitopabséattigung fir die
VyH-Domane mit alternativer Sequenz im Vergleich zu den hoch homologen Spezies
beobachtet. Diese wiesen untereinander ahnliche Bindungsverlaufe auf (s. Abb. 3.42. Kap.
3.3.3.4).

In Bezug auf Gesamtlange und strukturelle Merkmale zeigten die identifizierten Sequenzen
aller vier Phagenklone fir CEACAMI1-spezifische VyH-Domanen Ahnlichkeiten. Die
alternative Sequenz von Klon No.10 besald insgesamt einen Aminosaure-Rest mehr als die
der drei anderen Klone. Dieser wurde von der Lage her CDR3 zugeordnet, die hier aus
insgesamt 19 AS-Resten gebildet wurde. Abgesehen von der unterschiedlichen AS-Abfolge
wiesen die restlichen hypervariablen Regionen in allen vier Sequenzen fir CEACAM1-
spezifische VyH-Domanen die gleiche Anzahl von AS-Resten auf (CDR1: 10 AS-Reste;
CDR2: 17 AS-Reste). Fur keine der vier VyH-Spezies wurden ein oder mehrere zuséatzliche
Cystein-Reste beobachtet, so dass entsprechend jeweils nur eine intramolekulare
Disulfidbriicke vorlag.

4.3.3 Vergleich theoretischer 3D-Strukturen fur ver  schiedene V yH-Spezies mit
CEACAM1-Reaktivitat

Auf Basis der identifizierten Sequenzen fir CEACAM1-reaktive VyH-Doméanen nach phage
display-Selektion aus Immunbibliothek #6s wurden fir einen der drei homologen Vertreter
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(No.17) sowie fur den Klon mit geringerer Homologie (No.10) wie bereits fur die scFv-
Fragmente theoretische 3D-Strukturen durch Abgleich mit bekannten Strukturen Uber den
ModWeb-Server erstellt (s. Abb. 4.8). In Einklang mit den ausgepragten Unterschieden fur
die AS-Abfolge der dargestellten VyH-Fragmente (ca. 60% Gesamthomologie, 15%
Homologie bezogen auf die CDR-Abschnitte) sind erhebliche Abweichungen in der
raumlichen Struktur zu erkennen. Wahrend die Struktur fir VyH-Klon No.10 (Abb. 4.8, links)
insgesamt eher abgerundet erscheint, besitzt die Struktur fir Klon No.17 (Abb. 4.8, rechts)
vielmehr einen zylindrisch langlichen Charakter bei deutlich ungleichmafigerer Oberflache.
Den wesentlichsten Beitrag zu dieser unterschiedlichen Erscheinungsform liefern jeweils die
hypervariablen Regionen H3 in beiden Molekullen: Fir Klon No.10 sind die Seitenketten der
AS-Reste dieser Region eher flach an der Molekulloberflache anliegend, bei Klon No.17
dagegen ragen zahlreiche Seitenketten von H3 in verastelter Form aus der
MolekUloberflache heraus. Auffallig ist hierbei fir Klon No.10 ein Motiv aus zwei nahe
zusammen stehenden Tryptophan-Resten in H2 (W53) und H3 (W104), die mit einem
weiteren Tryptophan (W59)- sowie einem Histidin-Rest (H57) aus H2 eine aromatisches
Quartett bilden. Diese Struktur kénnte mit ebenfalls aromatischen Resten auf Seiten des
Antigens Wechselwirkungen durch sogenanntes pi-stacking, vermittelt durch elektrostatische
Kréafte der delokalisierten p-Orbital-Elektronen, austiben. Im gleichen Bereich des Molekiils
von VyH-Klon No.17 bildet sich hier eine Art Klammerstruktur aus den Seitenketten der
Reste R102 und Q105 aus H3 sowie Y32 aus H1, welche durch entsprechende positive
Ladungen und eine polare Gruppe ebenfalls einen Teil der Antigenbindung vermitteln
kénnten.

In der unteren Reihe von Abb. 4.8 ist zudem ein weiterer struktureller Unterschied zu
erkennen: Wahrend sich fir Klon No.10 in der hypervariablen Region H3 (magentafarben)
eine ausgedehnte Schleife ausbildet, wird fur die Struktur von No.17 an dieser Stelle ein
kurzer helikaler Abschnitt vorhergesagt (dargestellt durch eine kurze Roéhre). Derartige
Strukturmotive konnen fir VyH-Doméanen zusatzliche sekundare Wechselwirkungen zur
Stabilisierung der Antigenbindung bewirken. Diese Aspekte sprechen vermutlich fir deutlich
unterschiedliche Wechselwirkungen innerhalb der jeweiligen Antigenbindung bzw. fur die
spezifische Erkennung unterschiedlicher Epitope auf CEACAM1. Durch die geringe
MolekiilgréRe und die verlangerten CDRs, die einen erheblichen Teil der Molekiloberflache
ausmachen, sind die VyH-Fragmente zu einer Vielzahl von spezifischen Wechselwirkungen
befahigt, von denen die hier vorgeschlagenen Motive, wenn Uberhaupt, nur einen Tell
ausmachen. Die besondere Struktur verleiht den VyH-Doménen einzigartige Fahigkeiten
bezlglich der spezifischen Antigenbindung, die flr konventionelle Antikérper und andere
Antikdrperfragmente nicht beobachtet werden. So sind VyH-Doméanen z.B. durch die
ausgepragten Schleifen der verlangerten H3-Region in der Lage, in das aktive Zentrum von
Enzymen hineinzuragen und dort eine wirksame spezifische Inhibition der katalytischen
Aktivitdt zu bewirken (Koch-Nolte et al., 2007). Naheren Aufschluss Uber die tatsachlichen
molekularen Wechselwirkungen bzw. die Erkennung unterschiedlicher Epitope auf
CEACAM1 konnten auch hier réntgenkristallographische Experimente mit entsprechenden
VyH-Antigen-Komplexen liefern.
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VyH-Klon No.10 VyH-Klon No.17

Abb. 4.8:

Vergleichende graphische Darstellung der préadiktiven 3D-Struktur fur VyH-Klon No.10 (links) sowie Klon
No0.17 (rechts) als ein Stellvertreter der drei hoch homologen VyH-Spezies (s. Abb. 3.45, Kap. 3.3.3.3). Die
Modelle basieren auf Sequenzhomologie zu bekannten Strukturen und wurden tber den ModWeb-Server in
Einklang mit zuldssigen Konformationen fur Dieder-Winkel nach Ramachandran-Plot berechnet. Der Peptid-
Backbone ist fur die jeweilige VnyH-Doméane im Cartoon-Stil als grauer Faden mit den hellblau
hervorgehobenen Sekundarstrukturen fiir antiparallele B-Faltblatt-Motive dargestellt. Farbig markiert sind
zudem die Bereiche bzw. AS-Reste der hypervariablen Regionen, die gleichzeitig die drei complementarity
determining regions oder CDRs ausbilden (griin: H1 = CDR1; rot: H2 = CDR2; magenta: H3 = CDR3). Die
Molekiloberflache auf Basis der Elektronendichte ist als hellgraue, durchsichtige Hiille der 3D-Strukturen
angezeigt. Die Disulfidbrucken-bildenden Schwefelatome der Cysteinreste sind gelb markiert. Dargestellt ist
die raumliche Struktur beider VyH-Fragmente als Ansicht des N-terminalen Bereichs mit CDRs bei schrager
Aufsicht (oben) bzw. nach 180°-Drehung um die y-Achse (unten).
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4.4 Ausblick

Die unterschiedlichen, zum Teil hoch homologen Mitglieder der humanen CEACAM-Familie
von  Zelladhdsionsmolekilen  stehen in  Zusammenhang mit  verschiedenen
pathophysiologischen Prozessen, in denen sie wu.a. als Tumorantigene oder
Pathogenrezeptoren auftreten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gegen unterschiedliche
CEACAM-Proteine gerichteten, monoklonalen Antikérper T84.1 und T84.66 im Milligramm-
Malstab generiert und fir die Etablierung von Assayplattformen sowie zur Testung von
Einsatzmdglichkeiten hinsichtlich diagnostischen Bildgebungsverfahren verwendet. Wie
unsere bisher durchgefiihrten Untersuchungen und die Studien anderer zur Diagnostik und
dem therapieunterstiitzenden Einsatz bei malignen Tumorerkrankungen zeigen, sind die
Einsatzmdglichkeiten kompletter monoklonaler Antikérper in vivo mitunter limitiert durch u.a.
begrenzte Tumorpenetration und die Ausbildung von HAMA/HACA (human anti mouse/anti
chimeric antibodies) Immunantworten (Wong et al., 2006; Heine et al., 2011).

Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit zusatzlich CEACAM-reaktive Antikdrperderivate in
Form von scFv- und VyH-Fragmenten entwickelt, denen insbesondere durch ihre geringe
GrofRe und Immunogenitéat Vorteile bei entsprechendem in vivo-Einsatz zukommen kdnnten.
Die grundsatzliche Eignung der scFv-Fragmente fir den vergleichenden Einsatz mit den
analogen mAk wurde in dieser Arbeit durch entsprechende Charakterisierung Uber
verschiedene Immunoassays belegt. Rontgenkristallisationsexperimente mit
Antikdrperfragment/Antigen-Komplexen konnten weiter die der spezifischen Bindung
zugrunde liegenden, molekularen Interaktionen und Epitopregionen fir die unterschiedlichen
Fragmente aufklaren sowie die gezielte Mutagenese/Rekombination zum Erhalt von
optimierten Antikdrperderivaten mit maf3geschneiderter Affinitat bzw. Spezifitat ermdglichen.

Die Funktionalisierung von Antikorperderivaten ist nicht trivial. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte eine Strategie zur gerichteten enzymatischen Biotinylierung beispielhaft fur die
generierten scFv-Fragmente etabliert werden, die vielfaltige Konjugationen mit Partikeln oder
Biomolekilen ermdglicht (Shuvaev et al., 2004). So kénnen diese fur weitere Studien
schonend mit z.B. Chemotherapeutika, Immunotoxinen, Radionukliden oder anderen Tracern
ausgestattet werden. In weiterer Zusammenarbeit mit dem Institut fir Physikalische Chemie
wurden parallel superparamagnetische Eisenoxid (SPIO) Nanopartikel mit optimierter
Relaxivitéat synthetisiert (Poselt et al., 2012). Eine Konjugation der organischen Polymerhiille
dieser Partikel Uber funktionelle Gruppen mit z.B. Streptavidin- oder Avidinderivaten wirde
hier eine konkrete Untersuchung der Einsetzbarkeit der scFv-Fragmente als spezifische
Kontrastmittel fur CEACAM-positive Tumorzellen in Magnetresonanz-basierter Bildgebung
(MRI) erlauben.

Weitere Anséatze zu diagnostisch bzw. therapeutisch ausgerichteten Studien mit
Antikorperfragmenten werden zudem durch die in dieser Arbeit nach Immunisierung von L.
glama selektierten und charakterisierten rekombinanten VyH-Domé&nen mit CEACAM1-
Reaktivitat geboten. Als losliche Proteine exprimiert kénnten diese weiter experimentell far
einen moglichen Einsatz zur Hemmung von Tumorzell-Migration (z.B. metastasierendes
Melanom) oder Unterdrickung der Blutgefa3neubildung in der Tumor-Neoangiogenese
getestet werden (Thies et al., 2002; Ebrahimnejad et al., 2004; Horst und Wagener, 2004;

Gerstel et al., 2011).
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5  Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Generierung und Charakterisierung von Antikorper-
Fragmenten zum Nachweis von Mitgliedern der CEACAM-Familie, die als
Zelladhasionsproteine in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen eine
wichtige Rolle spielen, u.a. als Pathogenrezeptoren, Mediatoren der Angiogenese sowie als
Tumorantigene. In diesem Zusammenhang wurden vor der Generierung von Antikorper-
Derivaten die intakten monoklonalen Antikdrper T84.1 und T84.66 aus Hybridomkulturen
gewonnen und ihr Bindungsverhalten fir unterschiedliche CEACAM-Proteine in
verschiedenen Assay-Systemen untersucht. Weiter wurde der mAk T84.1 mit CEACAM pan-
Spezifitat in Studien fur den Nachweis zellularer CEACAM-Antigene auf Tumorzellen in vitro
und in vivo hinsichtlich mdglicher molekulardiagnostischer Anwendungen getestet (Heine et
al., 2011).

Zudem wurden fir die monoklonalen Antikdrper T84.1 und T84.66 in dieser Arbeit analoge
Einzelkettenfragmente (scFv; single chain variable fragment) kloniert und exprimiert, die sich
aus den Antigen-bindenden Doménen der mAk zusammensetzen. Fiur mAk T84.1 wurde ein
entsprechendes Gen-Segment durch rekombinante PCR- und Klonierungstechniken auf
Basis von RNA aus Zellen der T84.1 Hybridomzelllinie neu generiert. Dabei konnte auch die
bisher unbekannte Nukleotid-Sequenz fir die Antigen-bindenden Bereiche des
korrespondierenden T84.1 mAK ermittelt werden. Fur beide scFv-Fragmente konnte dartber
hinaus eine Strategie zur effizienten Modifikation durch enzymatische Biotinylierung im
Rahmen der eukaryotischen Expression umgesetzt werden, welche die Grundlage fir den
Nachweis, die Aufreinigung sowie ein breites Spektrum an Funktionalisierungen in Hinblick
auf verschiedene Einsatzmoglichkeiten schuf. Die gemeinsame Charakterisierung mit den
analogen mAKk in verschiedenen Immunosassays zeigte fur die scFv-Fragmente ein
vergleichbares MalRR an Bindungsstarke und Spezifitat fur rekombinante und zelluléare
CEACAM-Antigene, was ihre potentielle Einsetzbarkeit unter Erhalt der Spezifitat und
Funktionalitat fir molekulardiagnostische Zwecke bestétigte.

Als weiterer wesentlicher Aspekt dieser Arbeit wurde versucht, gegen CEACAM gerichtete
Einzeldoméanenantikorper bzw. VyH-Fragmente (variable domain of heavy-chains of heavy-
chain-only antibodies) zu erzeugen, die sich von speziellen SchwerkettenantikGrpern der
Cameliden ableiten und die kleinsten bekannten Antikorperderivate darstellen. Fir den Erhalt
von CEACAM-reaktiven VyH-Fragmenten wurden eine Immunisierung von L. glama mit
rekombinantem CEACAM1 und CEACAM5 vorgenommen. Nach Feststellung einer
spezifischen Immunantwort sowie Charakterisierung der Lamaseren und enthaltenen clgG-
Fraktionen hinsichtlich der differenziellen CEACAM-Spezifitat wurde aus Immunbibliotheken
die Selektion spezifischer Fragmente durch phage display vorgenommen. Dabei konnten vier
verschiedene Klone aus insgesamt zwei Gruppen von unterschiedlichen Sequenzmotiven
identifiziert werden, deren VyH-Fusionsproteine spezifische Bindungsaktivitat fir CEACAM1
zeigten. Diese stellen den Ausgangspunkt fir die mdgliche weitere Generierung und den
experimentellen Einsatz einer neuen Spezies von potentiell diagnostisch bzw. therapeutisch
nutzbaren Antikdrper-Fragmenten dar.
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5.1 Abstract

The aim of the present work was to generate and characterize antibody fragments for the
specific detection of members of the CEACAM cell adhesion molecule family, which play an
important role in several physiological and pathological processes, e.g. as pathogen
receptors, mediators of angiogenesis or as tumor antigens. In this context, the full-length
monoclonal antibodies T84.1 and T84.66 were initially expressed from cultures of hybridoma
cells and tested with regard to their binding properties for CEACAM proteins by different
assay systems. The CEACAM pan-specific mAb T84.1 has been further applied in
cooperative studies to detect cellular CEACAM antigens on tumor cells in vitro and in vivo in
respect of possible usage for molecular diagnostic purposes (Heine et al., 2011).

Furthermore, single-chain fragments (scFv) for T84.1 and T84.66 mAb were cloned and
expressed, consisting of the antigen-binding domains from corresponding mAbs. Following
the general structural attributes of given scFv T84.66, a single-chain fragment for T84.1 mAb
was newly generated by recombinant cloning and PCR methods. This approach also led to
the revelation of the nucleotide sequence coding the antigen-binding variable domains of
T84.1 mAb, which has not been described so far. For both of the scFv fragments, a strategy
for efficient modification via enzymatic attachment of biotin within eukaryotic expression was
successfully established, which enabled sensitive detection and purification, offering a broad
range of feasible functionalization possibilities for future applications as well.
Characterization of scFv's in parallel to mAbs by different immunoassays demonstrated
comparable properties for the single-chain fragments regarding their binding specificities and
verified their potential applicability for molecular diagnostic purposes.

As an additional main part of this work, an attempt was waged to generate CEACAM-specific
single-domain antibodies (sdAb) or VyH fragments derived from heavy-chain-only antibodies
of camelid origin. For this aim, llamas were immunized with recombinant CEACAM1 and
CEACAMS. After confirmation of an appropriate immune response, llama whole sera as well
as the different clgG antibody subclass fractions were characterized for CEACAM specificity
and accordingly constructed immuno-libraries were selected via phage display techniques in
order to yield recombinant CEACAM-reactive VyH fragments. This led to the identification of
a total number of four unique clones forming two different sequence homology groups,
whose VyH fusion proteins exhibited specific binding to CEACAML, thus providing a starting
point for the generation and experimental testing of novel, potential diagnhostic and
therapeutic antibody fragment species directed against CEACAML.
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7.1 AbkUrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABTS 2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A

AICD activation-induced cytidine deaminase
ALL akute lymphatische Leukamie

ART ADP-Ribosyltransferase

AS Aminosaure

ATM ataxia teleangiectasia mutated

BAP biotin acceptor peptide

BC Biotin-Carboxylase

BCCP biotin carboxylase carrier protein

BCR B-cell receptor

bidest. bidestillatus

BIiTE bi-specific T-cell engager

BGP biliary glycoprotein (CEACAM1)

bp base pairs

BPL Biotin-Protein-Ligase

BSA bovine serum albumine

btn (D)-+-Biotin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

ca”™ Calcium-lon

CAM cell adhesion molecule

CD cluster of differentiation

cDNA complementary DNA

CDR complementarity determining region
CEA carcinoembryonic antigen (CEACAMDS)
CEACAM carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
(o constant domain of heavy chain

clgG camelid immunoglobulin G

C. constant domain of light chain

CO, Kohlenstoffdioxid

Con A Concanavalin A

CRD carbohydrate recognition domain
CsCl Céasiumchlorid

CT Carboxytransferase

DAPI 4,6-Diamino-2-Phenylindoldihydrochlorid
DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECL enhanced chemiluminescence

ECM extracellular matrix
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EDTA
EGF(R)
ELISA
ETA
etal.
EtBr
EtOH
Fab
FACS
FAK

Fc
FCS
FITC
FR

Fuc
Gal
GFP
Glc
GIcNACc
GPI
GST
GST
HAMA
HCI
HCS
HGPRT
HPLC
HRP
lat.

g

IHC
IPTG
ITIM

kb

kDa
KLB
mAk
MCS
mod.
MgCl,
MHC
MRD
MRI bzw. MRT
MRNA
MWCO
NacCl
NaF
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Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor (receptor)
enzyme-linked immunosorbent assay
Exotoxin A

et alii / et aliae

Ethidiumbromid

Ethanol

fragment antigen-binding
fluorescence-assisted cell sorting
focal adhesion kinase

fragment crystallizable

fetal calf serum
Fluoresceinisothiocyanat

framework region

Fucose

Galactose

green fluorescending protein
Glucose

N-Acetyl-Glucosamin
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
Glutathion

Glutathion-S-Transferase

human anti-mouse antibodies
Hydrogenchlorid (Salzsaure)
Holocarboxylase Synthetase
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
high performance liquid chromatography
horse raddish peroxidase

lateinisch

Immunglobulin

Immunhistochemie
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
kilobase

Kilo-Dalton

kinase lysis buffer

monoklonaler Antikrper

multiple cloning site

modifiziert

Magnesiumdichlorid

major histocompatibility complex
minimal residual disease

magnetic resonance imaging bzw. Magnet-Resonanz-Tomographie
messenger RNA

molecular weight cut-off
Natriumchlorid

Natriumfluorid

134



NaN;
NaOAc
NCA
NeuAc
NIH
NLR
NSCLC
oD
ORF
pAk
PAMP
PCR
PE
PEG
pfu
pH
PMSF
PKC
POI
PP
PS
PVDF
RNA
ROS
RT
scFv
SDS-PAGE
SiLe*
sog.
TCR
TNF
Tris
u.a.
UKE
VEGF
Vgl
VH
VyH
Vi
z.B.

Natriumazid

Natriumacetat

non-specific cross reacting antigen (CEACAMG6)
N-Acetylneuraminsaure

National Institute of Health

Nicht-lineare Regression

non-small cell lung cancer

optical density

open reading frame

polyklonaler Antikérper

pathogen-associated molecular pattern
polymerase chain reaction

Polyethylen

Polyethylenglykol

plague forming unit

potentia Hydrogenii
Phenylmethylsulfonylfluorid

Proteinkinase C

protein of interest

Polypropylen

Polystyrol

Polyvinylidenfluorid

Ribonukleinséaure

reactive oxygen species

Reverse Transkriptase bzw. Raumtemperatur
single chain fragment variable

sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis
Sialyl-Lewis-X

sogenannte, sogenannter, sogenanntes
T-cell receptor

tumor necrosis factor
Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan

unter anderem

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
vascular-endothelial growth factor
Vergleich/verglichen

variable domain of heavy chain

variable domain of heavy chain of heavy-chain-only antibodies
variable domain of light chain

zum Beispiel
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7.2 Untersuchung von bakteriell exprimierten T84.66 SCFv-
Fragmenten auf CEACAMS5-spezifische Bindung

. B 1 > C 12

kD kD kD
140 _' 120 — el <4 CEACAM5
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Abb. 7.1:

Western Blot-Analyse von bakteriell exprimierten T84,.66 scFv-Fragmenten im Vergleich zu T84.66 mAK an
Lysaten von HEK293/CEACAMS5-Transfektom (1) und untransfizierten HEK293-Zellen (2). Von den Lysaten
wurden je 50 ug Gesamtprotein aufgetrennt.

(A) T84,.66 mAk wurde in einer Konzentration von 1 pg/mL inkubiert und mit anti-Maus Sekund&rantikdrper
(Verdiinnung: 1:40.000) nachgewiesen. Expositionszeit: 10 min.

(B) T84.66 scFv aus bakterieller Expression (E. coli) wurde in einer Konzentration von 5 pg/mL Gesamtprotein
inkubiert und mit HRP-konjugiertem Streptavidin-HRP (Verdiinnung:1:100.000) nachgewiesen. Exp.: 10 min.

(C) T84.66 scFv aus bakterieller Expression (E. coli) bei Co-Expression KJE8-kodierter Chaperone wurde in
einer Konzentration von 5 pg/mL Gesamtprotein inkubiert und mit HRP-konjugiertem Streptavidin-HRP
(Verdiinnung:1:100.000) nachgewiesen. Exp.: 30 min.

0,45
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0,35 —e— eukaryot. T84.66 scFv
g 0,30 —%— bakt T84.66 SCFv
w 025
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Abb. 7.2:

Kompetitiver ELISA zum vergleichenden Nachweis einer CEACAMS5-spezifischen Bindung von verschieden
exprimierten T84.66 scFv-Fragmenten durch Verdrangung von T84.66 mAk. Pro well der Mikrotiterplatte wurde
rekombinantes CEACAMS in einer Konzentration von 0.5 pg/mL immobilisiert. Verdinnungsreihen mit steigender
Konzentration an T84.66 scFv-Fragmenten wurden zusammen mit einer konstanten Konzentration T84.66 mAk
(0.125 pg/mL) in den beschichteten wells inkubiert. Der Nachweis des mAk erfolgte mit HRP-konjugiertem anti-
Maus Sekundarantikérper in einer Verdiinnung von 1:5.000. Nach Inkubation mit ABTS wurde die Absorption bei
405 nm nach einer Messzeit von 40 min ausgewertet. Alle Messungen wurden als Duplikat vorgenommen.
T84.66 scFv aus bakt. Expression ohne (lilafarbene Bindungskurve) bzw. mit co-exprimierten Chaperonen
(turkisfarbene Bindungskurve) wurden in Gesamtprotein-Konzentrationen von 0.04 pug/mL bis 25 ug/mL mit je
0.125 pg/mL T84.66 mAK inkubiert. Die Proben aus eukaryotischer Expression (blaue Bindungskurve) von
T84.66 scFv mit unbekannter Konzentration wurden in gleichen Volumina wie die bakt. exprimierten scFv-
Fragmente 0.4 pL/mL bis 250 pL/mL) mit je 0.125 pg/mL T84.66 mAKk inkubiert. Die grine gestrichelte Linie
entspricht dem durchschnittlichen Signal fir 0.125 pg/mL T84.66 mAk an CEACAMS unter nicht-kompetitiven
Bedingungen. Die rote gestrichelte entspricht dem durchschnittlichen Detektionssignal fiir immobiliserte scFv-
Fragmente (250 puL/mL) durch HRP-konjugierten anti-Maus Sekundarantikérper (Verdiinnung: 1:5.000).
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7.3 pBLAST- alignment fur Segmente variabler Ig-Domanen
auf Basis von RNA aus T84.1 Hybridom-Zellen

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 15 30 45 60 7% a0 107
Query seq,
heterodimer interface § 4 A A A A
antigen binding site 44 A A
intrachain domain interface A AL
L1 hypervariable region 44 A L2 hypervariable region A AMAN L3 hypervariable region 344 AL

Specific hits
Superfanilies Ig superfamily

GESEE e

cytomegalovirus gB-specific single chain antibody fragment [synthetic construct]
Sequence ID: gb|ACQ99514. 1| Length: 252 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 107 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
199 bits(506) 1e-61 Compositional matrix adjust. 95/107(89%) 101/107(94%) 0/107(0%)

Query 1 DIVLIQSQKFMSTSVGDRVSVICKASQNVVSSVINYQOKPGQSPKALIYSASYRYNGVPD 60
DI +TQSQKFMSTSVGDRVSVICKASQNV ++V WYQQKPGQSPKALIYSASYRY+GVPD
Sbjer 1 DIQMIQSQKFMSTSVGDRVSVICKASQNVGTINVANYQQKPGQSPKALIYSASYRYSGVPD 60

Query 61  RFIGSGSGIDFILTISNVQSEDLAEYYCQQYNNYPFTFGSGIKLEIN 107
RFTGSGSGIDFILTISNVQSEDLAEY+CQQYN+YP TFG GIKLEI
Sbject €1  RFIGSGSGIDFILTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPLTFGGGIKLEIK 107

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 20 40 60 80 100 120
uery seq,
a a heterodimer interface 4 A4 A A
antigen bindina site 4 A L2 hupervariable reaion AAAAMA L3 hupervariable resion Ak
intrachain domain interface 4 A AAA
L1 hypervariable region 444 A4
Specific hits IgV_H

Superfanilies Ig superfamily
MuLti-domasn. (VS S

immunoglobulin heavy chain, partial [Mus musculus]
Sequence ID: gblAAA16915.1] Length: 134 Number of Matches: 1

Range 1: 20 to 124 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps

201 bits(510) 9e-64 Compositional matrix adjust. 100/120(83%) 106/120(88%) 5/120(4%)

Query 1 EVQLOQSDTELVKPGASVKISCKASGYTFTDHGIHWVKQRPEQGLEWIGYISPGNGDIKY €0
+VQLQQSD ELVKPGASVKISCKASGYTFIDH IHWVKQ+PEQGLEWIGYISPGN DIKY
Sbjct 20 QVQLOQSDAELVKPGASVKISCKASGYTFIDHAIHWVKQKPEQGLEWIGYISPGNDDIKY 79

Query 61  NEKFKGKATLTADKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYFCKRFFLLLRGAMDYWGQGISVIVSS 120
NEKFKGKATLTADK S+T YMQLNSLISEDSAVYFC R L G + WGQGT++IVSS
Sbjct 80  NEKFKGKATLTADKPSNIVYMQLNSLTISEDSAVYFCTIR---SLSG--NSWGQGITLIVSS 134

Abb. 7.3:

Charakterisierung der Aminosauresequenzen fir PCR-amplifizierte Segmente variabler Ig-Doméanen auf
Basis von RNA aus T84.1 Hybridom-Zellen durch Datenbank-Vergleich mit homologen Sequenzen mittels
pBLAST-Algorithmus. Durch den Abgleich konnten fir beide Sequenzen charakteristischer Merkmale
variabler Immunglobulin-Doménen wie z.B. Dimerisierungsmotive und hypervariable Regionen aufgezeigt
werden. Zudem ist exemplarisch der direkte Vergleich mit einer bekannten, homologen Sequenz
dargestellt.

(A) pBLAST-alignment fiir PCR-amplifiziertes Segment der variablen Ig-Doméne von leichten Ketten (k)

(B) pBLAST-alignment fir PCR-amplifiziertes Segment der variablen Ig-Doméne von schweren Ketten
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7.4 Parameter fir 3D-Modellierung von AntikOrper-Fr  agmenten

7.4.1 ModWeb-log und Anolea/Qmean-Protokoll fir T84 .1 scFv

HEADER T84.1single chain-1374684029-01-30885
SOURCE ModWeb Comparative Modeling Server version SVN.r1409M
REMARK 1 Length of target sequence 1 245
REMARK 1 Region of target sequence modeled : 1to 245
REMARK 1

REMARK 2 Number of templates used 01

REMARK 2 Details of the first template structure
REMARK 2 PDB Code : 1h8nA

REMARK 2 Region used for modeling 1 4t0 243
REMARK 2

REMARK 3 E-value of the alignment 10

REMARK 3 Sequence identity of the alignment : 78
REMARK 3 Quality of the model (GA341 score) : 1

EXPDTA

THEORETICAL MODEL, MODELLER SVN 2013/07/24 10:02:03

REMARK 6 MODELLER OBJECTIVE FUNCTION:  1422.5963
REMARK 6 MODELLER BEST TEMPLATE % SEQ ID: 78.440
REMARK 6 GENERATED BY MODPIPE VERSION SVN.r1409M

Anolea

Qnean

Abb. 7.4:

Al21 A131 Ald4l A151 AL161 AL71 A181 191 AZ01 AZ211 A221 A231
GEGSSEVILQOSOTELYKPGASYKISCKASGY TF TDHS THWYKIRPEQGLEWIGYISPGNGO IKYNEKFKGKATL TADKSSSTAYMOLNSLTSEDSAYYFCKRFFLLLRGAMDYWGAGTS

ANOLEA- und Qmean-Protokolle der T84.1 scFv-Modellierung (s. Abb. 4.6, Kap. 4.2.4). ANOLEA (Atomic

non-local

environment assessment) berechnet als Teil des SWISS-MODEL Netzwerks Energien fir

paarweise Interaktionen des nicht-lokalen Umfelds (NLE) der schweren Atome des Modells als mittleres
Kraftpotential (Guex und Peitsch, 1997; Schwede, 2003; Arnold et al., 2005). Die y-Achse des Plots gibt

dabei die

Energie fir jede Aminosaure der Proteinkette an. Negative Energiewerte (griin) geben dabei ein

glnstiges energetisches Umfeld und positive Energiewerte (rot) ein eher ungiinstiges energetisches Umfeld
fur die jeweilige Aminoséure an. Qmean ist ein zusammengesetzte Wertungsfunktion sowohl fur die globale
Qualitat des gesamten Modells als auch flr unterschiedliche Regionen innerhalb des Modells durch Analyse

der einze

Inen Reste (Benkert et al., 2011).
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7.4.2 ModWeb-log und Anolea/Qmean-Protokoll fir CEA  CAM1-spezifischen
VyH-Klon No.10

HEADER VHH-Clone N0.10-1374833903-01-45962
SOURCE ModWeb Comparative Modeling Server version SVN.r1409M

REMARK 1 Length of target sequence : 159
REMARK 1 Region of target sequence modeled : 6 to 132
REMARK 1

REMARK 2 Number of templates used 01

REMARK 2 Details of the first template structure
REMARK 2 PDB Code : 2X6mMA

REMARK 2 Region used for modeling :3t0 126
REMARK 2

REMARK 3 E-value of the alignment :0

REMARK 3 Sequence identity of the alignment : 61

REMARK 3 Quality of the model (GA341 score) : 1

EXPDTA THEORETICAL MODEL, MODELLER SVN 2013/07/26 11:36:05
REMARK 6 MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 772.7242

REMARK 6 MODELLER BEST TEMPLATE % SEQ ID: 61.290

REMARK 6 GENERATED BY MODPIPE VERSION SVN.r1409M

Anolea 10 1

0 -4
101 F
-20
-30-
=401

-50-

Qnean 107
3.
6‘ J
41 — P — /w\
- i - ~ p— / . - — # -
A6 Al6 A26 A36 A46 AS6 AG6 A76 AB6 A96 A106 A116
QLOOSGEELYQPCOSLRLECYASGRAAYNYYMGWFROAPGKEREF YAS ISWGGSHTWTASTVRORF TISRONGKDTYYLOMNRYKPEDTGVYYCARCED TRWSATNYHINSNEYDYWGAG
Anolea 10
0
=10
=20
=30
-40
-50
Qnean 10
8
6
4
2
O
A126 A132
TAVTYST
Abb. 7.5:

ANOLEA- und Qmean-Protokolle der 3D-Modellierung fiir den anti-CEACAM1 VyH-Klon No.10 (s. Abb. 4.8,
Kap. 4.3.3). Die Beschreibung zu den Protokollen ist der Legende von Abb. 7.2 zu entnehmen.
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7.4.3 ModWeb-log und Anolea/Qmean-Protokoll fir CEA  CAM1-spezifischen
VyH-Klon No.17

HEADER VHH-Clone N0.17-1375213688-01-16734
SOURCE ModWeb Comparative Modeling Server version SVN.r1409M

REMARK 1 Length of target sequence 137
REMARK 1 Region of target sequence modeled : 1to 128
REMARK 1

REMARK 2 Number of templates used 01

REMARK 2 Details of the first template structure
REMARK 2 PDB Code : 4dkaA

REMARK 2 Region used for modeling :1to 127
REMARK 2

REMARK 3 E-value of the alignment :0

REMARK 3 Sequence identity of the alignment : 65

REMARK 3 Quality of the model (GA341 score) : 1

EXPDTA THEORETICAL MODEL, MODELLER SVN 2013/07/30 21:48:48
REMARK 6 MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 709.0502

REMARK 6 MODELLER BEST TEMPLATE % SEQ ID: 64.567

REMARK 6 GENERATED BY MODPIPE VERSION SVN.r1409M

Anolea 20 1
10

0 B

:;g:r'—‘r

-304

-40

10-

8-

6- J
4-

g: \\\_"’/,’ \\___/,’-\\\‘,/’ \___\\\_‘// — \\-4////’—‘"‘\_—~—‘\\

QVKLOQSGGGLVQVGDSLFLSCLQSGSTDYIYﬁLGwFRQﬁPGkDREFVGQIRWQGIDTYYPDSVKGFFTISRUSHKNTFlLQHDFLGSDDTﬁTYYCﬂ[RLLRCFQQLRLLTRHDFUSMGQ

Anolea
-10
=20
-30
-40
-50

Qnean

Qnean

ON A OD

A121  A127
GTAYTYS

Abb. 7.6:
ANOLEA- und Qmean-Protokolle der 3D-Modellierung fur den anti-CEACAM1 VyH-Klon No.17 (s. Abb. 4.8,
Kap. 4.3.3). Die Beschreibung zu den Protokollen ist der Legende von Abb. 7.2 zu entnehmen.

140



7 Anhang

7.5 Schematische Darstellung der Arbeitsschritte in einem
phage display-Verfahren

g,
o -

Lirary of variant POI
DNA sequences

Library
¢ Directed evolution / construction
: sequence analysis
L}
1

Abb. 7.7:

Schematische Darstellung des Ablaufs eines phage display-Verfahrens zur Selektion spezifischer
Zielproteine aus einer Gen-Bibliothek. Die Gesamtheit der verschiedenen genetischen Varianten fiir ein
Zielprotein (protein of interest; POI) aus einer entsprechenden Genbibliothek wird in den ORF eines
Phagemid-Vektors kloniert. Dieser enthalt downstream das fiir ein Phagenhdillprotein (hier: plll) kodierende
Segment, welches in der Regel vom Insert durch ein sog. Amber Stop Codon (UAG) getrennt ist. Durch
Transformation eines E. coli Suppressor-Stammes (z.B. TG1; ignoriert das Amber Stop Codon durch
veranderte tRNA) und anschlieende Infektion der Transformanten mit einem Helferphagen erfolgt die
Produktion von Phagenpartikeln, welche die verschiedenen Varianten des Zielproteins zum einen als
genetische Information im Inneren und zum anderen fusioniert mit dem entsprechenden Hullprotein auf der
Oberflache tragen. Die Gesamtheit der rekombinanten Phagen stellt die entsprechende Phagen-Bibliothek
dar. Aus dieser kénnen u.a. durch Inkubation mit an einer Festphase immobilisiertem Interaktionspartnern
(z.B. Antigen) die spezifischen Varianten selektioniert werden, wobei unspezifische Phagen durch
Waschschritte aus der Reaktionsldsung entfernt werden. Nach Elution werden die spezifischen
Phagenfusionsproteine wieder durch Infektion in E. coli eingebracht und amplifiziert (phage rescue). Die
amplifizierten, spezifischen Binder kénnen nun flir weitere Selektionsrunden eingesetzt werden. Nach
abgeschlossener Selektion lassen sich Gensegmente fir angereicherte spezifische Zielproteine durch DNA-
Sequenzierung identifizieren bzw. kann die Spezifitdt einzelner Klone durch screening uber funktionale
Assays (z.B. ELISA) bestatigt werden (Abb. aus Ruigrok et al., 2011).
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