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1 EINLEITUNG

1.1 Das Magenkarzinom

In Deutschland folgen bdsartige Tumoren als zweithdufigste Todesursache den
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems (siehe Abbildung 1). Zurzeit stirbt ungefahr
jeder Dritte an einer Krankheit des Kreislaufsystems und jeder Vierte an einer
Tumorerkrankung. Magenkarzinome sind dabei weltweit die dritthaufigste Todesursache

unter den malignen Erkrankungen (Zylberberg, Sultan et al. 2018).

Die haufigsten Todesursachengruppen in Deutschland 2012
The Most Frequent Causes of Death in Germany in 2012

Sonstige/Others
832 .
@73772) Manner

Frauen
Female

12,0 Kreislaufsystem
Circulatory System (13110) Circulatory System
Verdauungsorgane 1357 Verdauungsorgane 896
Digestive System (150 149) Digestive System (199 068)
231 130 439%

4254 2711
(416 423) LegendeiLegend: (453 159)

(Anzahi Todesfalle / No of Deaths)
Prozentualer Antell an allen Todesfallen/ Percentage of all Causes

Nikotaus Becker
Sabine Holzmeler

von

Abbildung 1: Prozentuale Darstellung der haufigsten Todesursachen in Deutschland (Becker 2012)

In der Bundesrepublik belegt diese Erkrankung bei Mannern die finfte, bei Frauen die

sechste Stelle der krebsbedingten Todesursachen (Becker 2012).

In den letzten Jahren wurde eine stetige Abnahme der Inzidenz- sowie Mortalitatsrate des
Magenkarzinoms verzeichnet, wobei die genaue Ursache fiir diese Ricklaufigkeit nicht

eindeutig geklart ist.

International bestehen jedoch starke Unterschiede. Die Inzidenz und Mortalitdt sind in
Ostasien — gefolgt von Lateinamerika — noch immer hoch und in entwickelten Landern am
geringsten. Exogene Einflisse wie Essgewohnheiten und neu implementierte primare und
sekundare Praventionsstrategien werden hierbei als Ursache gewertet (Balakrishnan,
George et al. 2017).
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Das Erkrankungsalter fur Magenkrebs liegt zwischen dem 65. und 70. Lebensjahr, wobei
Frauen durchschnittlich mit dem 70. und Manner mit dem 66. Lebensjahr erkranken
(Mlinchen 2018).

Die Prognose der Patienten mit Magenkarzinom ist mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von
etwas Uber 20 % (Sun, Sun et al. 2018) und einem mittleren Gesamtiberleben von < 12
Monaten beim Magenkrebs im fortgeschrittenen Stadium ungulnstig (Zhang and Zhang
2017).

Intensive Studien sowie neuartige Therapieansatze sind durch die weiterhin niedrigen
Uberlebensraten erforderlich, um die Behandlungsplane zu optimieren und den Patienten

eine bessere Prognose zu ermdglichen.

1.1.1 Risikofaktoren

Die Entstehung eines Magenkarzinoms kann von verschiedenen Faktoren beeinflusst
werden. Zu den Risikofaktoren gehdren eine bakterielle Besiedelung des Magens mit dem
Bakterium Helicobacter pylori (Gallo and Cha 2006, Chacaltana, Rodriguez et al. 2009), ein
genetischer Gendefekt des CDH1 (Zylberberg, Sultan et al. 2018), eine positive
Familienanamnese, Ubergewicht (Behrens, Gredner et al. 2018), die Blutgruppe A sowie
abweichende Erndhrungsgewohnheiten, welche die geografisch unterschiedliche
Pravalenz erklaren. Eine bakterielle Besiedelung des Magens mit Helicobacter pylori erhdht
das Erkrankungsrisiko um das Sechsfache (Gallo and Cha 2006, Chacaltana, Rodriguez et
al. 2009).

Bei der Entstehung von Tumoren des Gastrointestinaltraktes spielt auch die Erndhrung eine
Rolle. Eine gesunde und ausgewogene Ernahrung zeigt sich als praventiv, wogegen der
Konsum stark gesalzener, gerducherter und besonders nitrithaltiger Lebensmittel als

Risikofaktor gewertet werden muss (Behrens, Gredner et al. 2018).

In einer aktuellen Studie des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) aus dem Jahr
2018 wurden Adipositas sowie geringe korperliche Aktivitdt mit einer Erhdhung des
Krebsrisikos im Allgemeinen, aber auch des Magenkrebsrisikos im Speziellen in
Verbindung gebracht. Adipositas erhdht das Risiko an Magenkrebs zu erkranken um 5,2 %,
eine korperlich geringe Aktivitat (< 150 min/Woche moderate bis intensive korperliche
Aktivitat) um 5,5 %. Ein niedriger sozio6konomischer Status gilt als weiterer Risikofaktor
(S3-Leitlinie).

Es gibt auch Komorbiditdten, welche mit einem gehauften Auftreten eines

Margenkarzinoms vergesellschaftet sind. Diese sind in Tabelle 1 aufgeflhrt.
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Risiko Krankheitsbild

10 % Morbus Ménétrier

0,5-15 % Perniziosa (chronische Typ-A-Gastritis)
0-14 % Chronisch-atrophische Gastritis

(Typ-B-Gastritis) mit intestinaler Metaplasie vom Kolontyp

1-16 % operierter Magen (ab 15. postoperativem Jahr)
2-4% Z. n. Ektomie eines Adenoms
? Allg. erhdhtes Tumorrisiko bei Acanthosis nigricans,

Dermatomyositis und Sklerodermie

Tabelle 1: Pradispositionierende Erkrankungen, welche mit einer Entstehung eines Magenkarzinoms
vergesellschaftet sind (Kaikawus Arstéh 2018)

1.1.2 Symptome und Diagnostik

Die Symptome eines Magenkarzinoms sind lokalisationsabhéangig, wobei Patienten im
frhen Stadium kaum Beschwerden aufweisen. Dies begrindet das haufig spate Vorstellen
beim Arzt und somit die Diagnose des Magenkarzinoms im fortgeschrittenen Stadium. Die
Symptome werden haufig erst durch die TumorgréRe und/oder die Infiltration in

benachbartes Gewebe hervorgerufen.

Zu den unspezifischen Symptomen eines Magenkarzinoms gehdren Ublicherweise eine
Gewichtsabnahme, Dysphagie, Dyspepsie, Erbrechen, frihes Sattigungsgefihl und/oder

Eisenmangelanamie (Smyth, Verheij et al. 2016).

Die Erstuntersuchung zur Risikobewertung sollte eine koérperliche Untersuchung, ein
Blutbild sowie die Sicherstellung der Funktionsfahigkeit der Leber und der Niere beinhalten
(Smyth, Verheij et al. 2016).

Das Standardverfahren zur Feststellung eines Magenkarzinoms ist die endoskopische
Untersuchung des Patienten einschlieBlich der Endosonographie, um die
Tiefenausdehnung abschatzen zu kdnnen. Diese Untersuchung besitzt die hochste
Sensitivitdt und Spezifitdt fir den Nachweis von Neoplasien des oberen
Gastrointestinaltraktes und erlaubt die gleichzeitige Entnahme von Biopsien (S3-Leitlinie)
(Smyth, Verheij et al. 2016).

Die bildgebende diagnostische Untersuchung der Wahl ist eine abdominale
Computertomografie mit intravendser Kontrastmittelgabe, um einen Uberblick der

Tumorlokalisation, -ausbreitung sowie der -umgebung zu erhalten. Hierdurch konnen
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Infiltrationen oder Metastasierungen in Nachbarorgane wie Leber, Milz, Pankreas, Colon

transversum oder das Peritoneum beurteilt werden (Smyth, Verheij et al. 2016).

In Tabelle 2 werden die mdglichen Verfahren zur diagnostischen Untersuchung aufgelistet

und erlautert.

GroRes Blutbild Um Anamien/eine Eisenmangelandmie auszuschlielen

Nieren- und Leberfunktion Beurteilung der Nieren- und Leberfunktion, um geeignete
therapeutische Optionen zu bestimmen

Endoskopie und Biopsie Um Gewebe fiir eine eindeutige Diagnose, histologische
Klassifikation und molekulare Biomarker (HER2-Status) zu

erhalten
Endoskopischer Genaue Einschatzung der T- und N-Stufe bei potenziell
Ultraschall operablen Tumoren. Bestimmung der proximalen und

distalen Tumorausdehnung

Laparoskopie Lasst eine Metastasierung ins Peritoneum/Diaphragma
ausschlielen

PET Positronen-Emissions-Tomographie; Diagnosemethode, die
mithilfe winziger radioaktiver Teilchen sowie spezieller
Kamera eine Erkennung von Stoffwechselprozessen im
Korper ermoglicht

Tabelle 2: Ubersicht der erforderlichen Untersuchungen fiir die Erstellung einer Behandlungsplanung
(Smyth, Verheij et al. 2016)

1.1.3 Klassifikation

Nach anatomischen Gesichtspunkten koénnen maligne Tumoren im gesamten
Magenbereich auftreten. Die Lokalisation wird nach der Einteilung des Magens beschrieben
und kann in der Cardia, dem Magenmund, im Fundus, oberes Magendrittel, im Korpus,
mittleres Magendrittel, im Antrum, unteres Magendrittel oder im Pylorus auftreten (siehe
Abbildung 2). Auch ein multifokales Auftreten ist moglich. Von den vier anatomisch
eingeteilten Regionen des Magens sind Antrum und Korpus die am haufigsten befallenen
Bereiche. Die Lokalisation der Lasionen war nach einer Studie von Wanebo et al. (2000)
zu 31 % im oberen Drittel, zu 14 % im mittleren Drittel und zu 26 % im distalen Drittel zu
finden und bei 10 % der Patienten im ganzen Magen verteilt. Neoplasien sind haufiger in

der kleinen Magenkurvatur lokalisiert (Wanebo 2000).
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Abbildung 2: Einteilung des Magens sowie die mégliche Tumorlokalisation. Osophagus-Cardia-Ubergang
(A), oberes Magendrittel (B: Fundus), mittleres Drittel (C: Corpus), distales Drittel (D: Antrum)
mit Pylorus (E)

Neunzig Prozent der Magenkrebserkrankungen sind Adenokarzinome (ACs), die gemaR

Laurén-Klassifikation nach histologischen Erscheinungen in diffuse (undifferenzierte) und

intestinale (gut differenzierte) Typen unterteilt werden (Smyth, Verheij et al. 2016).

Das intestinale Adenokarzinom bildet Gberwiegend Drusen, die Tumorzellen ahneln. Dies
sind meist atypische intestinale Zylinderepithelzellen; es kommt zu einer ausgepragten
zellularen Stromareaktion und zu einem expansiven Wachstum. Eine makroskopische
Tumorabgrenzung ist beim intestinalen Typ eindeutiger, dies ermdglicht eine prazise
Resektion mit geringerem Resektionsabstand. Ist eine histologische Zuordnung nicht

eindeutig mdglich, wird eine Klassifikation des diffusen Typs empfohlen (Lauren 1965).

Im Gegensatz zum intestinalen Typ imponiert das diffuse entdifferenzierte
Siegelringkarzinom mit dissoziiert liegenden Zellen, einer weitldufig ausgepragten
Infiltration in die Magenwand, einer nicht eindeutigen Tumorbegrenzung sowie einer meist
nur geringen lymphozytaren Stromareaktion. Der diffuse Typ fordert einen gréReren
Resektionsrand, da dieser oft nicht der makroskopischen Tumorgrenze entspricht.
Tumorzellen sind hierbei mikroskopisch noch bis 10 cm vom Resektionsrand entfernt

nachweisbar.

Makroskopisch wird das fortgeschrittene Magenkarzinom in der Kilassifikation nach

Borrmann in 4 Wachstumstypen eingeteilt:
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Typ 1 polypés-exophytisch (35 %)
Typ 2 polypos-exulzerierend (35—40 %)
Typ 3 exulzerierend (20 %)
Typ 4 diffus infiltrierend (20 %)
Tabelle 3: Makroskopische Einteilung der Wachstumstypen des fortgeschrittenen Magenkarzinoms nach
Borrmann

Die Invasionstiefe spielt auch bei der prognostischen Uberlebensquote eine erhebliche
Rolle. So wird beim Frihkarzinom mit geringer Invasionstiefe (bis in die Mukosa, M-Typ,
oder Submukosa, SM-Typ) eine 85-95%ige 5-Jahres-Uberlebensrate prognostiziert, was
bei einem fortgeschrittenen Karzinom mit Infiltration in die Muscularis propria oder dartber
hinaus wesentlich geringer ist (Albert Roessner 2014). Eine vereinheitlichende
Klassifikation maligner Tumoren soll den behandelnden Arzten eine schnelle und
unmissverstandliche Einschatzung des Krankheitsbildes eines Patienten vermitteln. Die
von Pierre Denoix entwickelte und von der Union Internationale Centre le Cancer (UICC)
weiterentwickelte TNM-Klassifikation maligner Tumoren findet international Anwendung.
Dabei werden TumorgréRRe sowie -ausdehnung, der Befall von Lymphknoten und die Frage

nach dem Vorhandensein von Metastasen berlcksichtigt (siehe Tabelle 4 , Abbildung 3).

Klassifikation Primartumor T

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Nachweis eines Primartumors

Tis Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Invasion
der Lamina propria

T1 Tumor dringt in Lamina propria, Muscularis mucosae oder
Submucosa ein

T1a Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosa

T1b Tumor infiltriert Submucosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert Subserosa ohne Invasion des viszeralen
Peritoneums

T4 Tumor dringt in Serosa (viszerales Peritoneum) oder

angrenzende Strukturen ein

T4a Tumor perforiert Subserosa (viszerales Peritoneum)

T4b Tumor infiltriert benachbarte Strukturen
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Klassifikation Regionale Lymphknoten N

NX Regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-2 Lymphknoten

N2 Metastasen in 3—6 Lymphknoten

N3a Metastasen in 7-15 Lymphknoten

N3b = 16 Lymphknotenmetastasen

Klassifikation Fernmetastasen M

Mo Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen oder positiv peritoneale Zytologie
Tabelle 4: Erklarung der einzelnen Parameter der 8. Auflage des AJCC Magenkrebs-Staging-Systems

N2

M1 Leber

T4

Truncus

coeliacus ..

/)

Pancreas

N1

T2 — .

T1 B @

Abbildung 3: Bildliche Darstellung einer méglichen Tumorausdehnung, des méglichen Lymphknotenbefalls
sowie das Vorhandensein von Metastasen; T1= Tumor dringt in Lamina propria, Muscularis
mucosae oder Submucosa ein; T2= Tumor infiltriert Muscularis propria; T3= Tumor infiltriert
Subserosa ohne Invasion des viszeralen Peritoneums; T4= Tumor dringt in Serosa (viszerales
Peritoneum) oder angrenzende Strukturen ein; N1= regionar befallene Lymphknoten; N2=
nichtregionar befallene Lymphknoten; (Dr.Dr.Haller 2009)

Die Tumoren werden nach diesen drei Kriterien in die verschiedenen Stadien eingeteilt.
Diese sind insbesondere in Bezug auf die Therapieoptionen und Prognose von besonderer

Bedeutung (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Stadieneinteilung nach der WHO (UICC/TNM) (Kim, Seo et al. 2017)
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Drei weitere Kriterien, die von den behandelnden Arzten zwar Verwendung, in der

Klassifikation jedoch keine Berlcksichtigung finden, sind:
V0/1/2: Invasion in Venen (0 = keine, 1 = mikroskopisch, 2 = makroskopisch).
Pn0/1: Perineurale Invasion (0 = keine, 1 = vorhanden).

R0/1/2: Verbleib eines Tumorrestes trotz therapeutischer MalRnahmen (lokal, regionar oder

Fernmetastasen).

(RO = es ist kein Tumor nachweisbar, R1 = Tumorzellen im Resektionsrand nachweisbar

(mikroskopisch), R2 = Tumor oder Metastasen wurde belassen (makroskopisch))

1.1.4 Metastasierungsmuster

Eine Metastasierung des Magenkarzinoms ist durch die strukturnahe Positionierung des
Magens Uuber eine lymphogene Ausbreitung, eine intraperitoneale Infiltration mit
Abtropfmetastasen (Peritonealkarzinose, Krukenberg-Tumor der Ovarien) sowie

hamatogen, u. a. in die Leber und Lunge, maglich.

Die lymphogene Metastasierung kann, da die Lymphwege des Magens direkt unterhalb der
Basalmembran liegen, Uber regionare und nicht regionare Lymphknoten erfolgen und somit
auch Nachbarorgane wie Leber, Bauchspeicheldrise, Milz, Colon transversum u. a.
befallen (siehe Abbildung 4).

Es wurde nachgewiesen, dass die Anzahl der befallenen Lymphknoten die Prognose des
Patienten bestimmt, weshalb sich eine Resektion von Lymphknoten, eine sogenannte D1-

sowie eine D2-Lymphadenektomie, als chirurgische Mallnahme etabliert haben.

Bei einer durchgefihrten D1-Lymphadenektomie werden die regiondren Lymphknoten
direkt am Magen (Kompartiment |) mit den LK-Stationen 1-6 entfernt (siehe Abbildung 5).
Eine D2-Lymphadenektomie umfasst zusatzlich zu den Lymphknoten von Kompartiment |
(D1-Lymphadenektomie) die nicht regionaren Lymphknoten (Kompartiment 1) mit den
Stationen 7—11, welche die Lymphknoten am Truncus coeliacus sowie dessen Ableitungen

in Leber, Milz sowie Pankreas betreffen (siehe Abbildung 4).

Die Richtzahl fur eine korrekt ausgefihrte D2-Lymphadenektomie sieht die Entfernung und

histopathologische Untersuchung von 25 Lymphknoten vor (S3-Leitlinie August 2019).
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Nicht
regionar (M)

1 Kardia rechts
2 Kardia links
O 3 Kleine Kurvatur
4 Grofle Kurvatur (4a links, 4b rechts)
5 Oberhalb Pylorus

6 Unterhalb Pylorus

7 Agasltrica sinistra

8 A hepatica communis

9 Truncus coeliacus
10 Milzhilus
3 . 11 A lienalis

Bicas 12 Lig. hepatoducdenale (A.hepatica propria)

Regionar (N
Nicht g

regiondr (M)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der regionaren und nicht regionaren Lymphknotenregionen des
Magens(Abbildung nach (Spiessl))

1.1.5 Therapie

Eine interdisziplindre Behandlungsplanung ist vor jedem Therapiebeginn zwingend
erforderlich. Die drei wichtigsten Saulen bei der Behandlung von Magenkarzinomen stellen

die Chirurgie, die Bestrahlungs- und die Chemotherapie dar.

Eine kurative Behandlung ist lediglich durch eine chirurgische Teil- oder Totalresektion des

Magens im Gesunden samt lymphatischer Abflusswege realisierbar.
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Somit ist dies als Standardtherapie flr Patienten mit einem resektablen Magenkarzinom
anzusehen, auch fir Tumoren, welche die Mukosa zwar infiltrieren (T1a NO MO0), jedoch
komplett reseziert werden kénnen (S3-Leitlinie). Ausnahmen stellen Magenfrihkarzinome
mit kleinem Durchmesser (< 2 cm) dar, wenn diese kein infiltratives Wachstum bezuglich
der Mukosa aufweisen und Magenkarzinome vom intestinalen Typ mit gutem bzw.
maRigem Differenzierungsgrad (G1, G2). Beide sind einer endoskopischen En-bloc-

Resektion zugénglich (Gotoda, Yanagisawa et al. 2000).

Ein Down-Staging kann durch die Gabe einer praoperativen Chemotherapie bei anfangs

nicht RO-resezierbaren Karzinomen erreicht werden.

Bei der chirurgischen Resektion unterscheidet man eine subtotale Magenresektion (4/5-
Resektion), eine totale Gastrektomie und eine erweiterte Gastrektomie. Eine Teilresektion
des Magens wird nur bei Magenfriihkarzinomen oder Karzinomen vom intestinalen Typ im
Antrum empfohlen. Eine totale Gastrektomie sollte bei allen Karzinomen vom diffusen Typ
sowie bei Karzinomen im Korpus und Fundus vom intestinalen Typen durchgefiihrt werden.
Die beim Magenfrihkarzinom durchgefihrte subtotale oder totale Gastrektomie ist mit
laparoskopischer Vorgehensweise der offenen Resektion gleichwertig (Lee, Han et al.
2005). Bei chirurgischen Eingriffen mit kurativer Absicht sollten nach Laurén
Sicherheitsabstdnde von 5 cm beim intestinalen Typ und 8 cm beim diffusen Typ
eingehalten und in jedem Fall eine D2-Lymphadenektomie durchgefihrt werden. Ein
Karzinom der Kardia bedarf einer Gastrektomie sowie einer Mitresektion des distalen

Osophagus (S3-Leitlinie).

Das spate Auftreten von Symptomen sowie die damit einhergehende spate Diagnose der
an einem Magenkarzinom erkrankten Patienten, Iasst oftmals keine Kkurative
Therapiemdglichkeit mehr zu. Somit sollten chirurgisch-radiochemotherapeutische
Maflnahmen bei Patienten mit einem Magenkarzinom im héheren Stadium angewandt
werden (Ho, Jansen et al. 2017, Biondi, D'Ugo et al. 2019). Eine R1-Situation sollte
intraoperativ eine Erweiterung des chirurgischen Eingriffes im Sinne einer Nachresektion
des Resektionsrandes beinhalten (Lordick and Siewert 2008). Durch die Gabe einer
postoperativen Radiochemotherapie bei Patienten mit Stadium R1 konnte ein lokales
Rezidiv vermieden werden. Eine nach chirurgischem Eingriff verbleibende R1-Situation ist
meist mit einem schlecht differenzierbaren Karzinom und schlechteren T- bzw. N-Stadien

assoziiert (Gertler, Richter et al. 2016).

Bei einem Ausschluss einer Heilungschance werden rein palliative MaRnahmen zur
Verlangerung der Lebenszeit angewandt und von chirurgischen Eingriffen wird bei
symptomlosen oder -armen Patienten sowie bei nicht rezidivierenden oder akut blutenden

Tumoren abgeraten (S3-Leitlinie). Eine palliative Resektion durch Anlage einer
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Gastroenterostomie oder endoskopische Therapien kénnen die Passage wiederherstellen
und zur Aufrechterhaltung oder Ermdglichung einer besseren Lebensqualitat eingesetzt

werden.

1.2 Adhasionsmolekiile als Zielstrukturen bei der Behandlung
maligner Erkrankungen

1.2.1 Zelladhasion und Zelladhasionsmolekiile

Die Zelladhasion ist an dem grundlegenden Binde- und Kommunikationsmechanismus
einer Zelle beteiligt und definiert maRRgeblich die Gewebsmorphogenese. Durch Adhasion
wird der Kontakt zur extrazellularen Matrix oder zu einer benachbarten Zelle hergestellt.
Die Expression unterschiedlicher Zelladhasionsmoleklle ermoglicht die Bildung eines
Zellverbundes, einer Zelltrennung und damit einhergehend die Separation in
unterschiedliche Organe und Gewebe. Diese Kopplung zwischen physikalischer Adhasion
und Entwicklungssignal bietet einen Mechanismus, um physikalische Aspekte der
Gewebsmorphogenese eng mit dem Zellwachstum und der Zelldifferenzierung zu

verknupfen.

Bei der Vermittlung der Adhasion spielen vier verschiedene Adhasionsstrukturen eine Rolle:
die Selektine, die Integrine, die Immunglobuline und die Cadherin-Superfamilie (Cummings
and Smith 1992, Al-Amoudi, Diez et al. 2007, Aricescu and Jones 2007, Arnaout, Goodman
et al. 2007). In dieser Arbeit wird ein besonderes Augenmerk auf die Familie der Cadherine
gelegt und dabei besonders auf die magenkarzinomspezifische Mutation des E-Cadherins,
das E- CadherinA9.

1.2.2 Funktion und Klassifikation der Cadherine

Cadherine sind calciumabhangige glykosylierte Transmembranproteine, welche erstmals
durch die Arbeitsgruppe von Takeichi entdeckt und beschrieben wurden (Yoshida-Noro,
Suzuki et al. 1984). Diese haben ihre Bezeichnung aus der Abkirzung von

,calciumabhangiges Adherin“ (Katafiasz, Nieman et al. 2003).

Die mehr als 100 Glykoproteine umfassende Familie der Cadherine besitzt drei Domanen,
eine extrazellulare, eine transmembrandse und eine zytoplasmatische. Die extrazellulare
Domane vermittelt calciumabhangige Zelladhasion, die zytoplasmatische Domane stellt in
der Regel den Kontakt zum Zytoskelett her. Die Aufgabe der transmembranésen Doméane

ist bislang noch nicht eindeutig erforscht (Huber, Kemler et al. 1999).
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Abbildung 5: Struktur eines klassischen Cadherins

Die Unterteilung der Cadherine wird wie folgt vorgenommen:

Klassische Cadherine Cadherine von Desmosomen Protocadherine
E-Cadherin, N-Cadherin, Desmogleine, Desmocolline Kommen im
VE-Cadherin Nervensystem vor

Tabelle 6: Aufteilung der Cadherine

1.2.3 Das E-Cadherin

Das E-Cadherin besitzt, wie die klassischen Cadherine, funf extrazellulare Doménen (siehe
Abbildung 5). Die Stelle zwischen den extrazellularen Domanen ist die Bindestelle fiir
Calciumionen, welche elementar fiir die Funktion der Cadherine als Adhasionsmolekl ist.
Die homophile Interaktion von Cadherin-Monomeren in Cadherin-trans wird durch den auf
dem N-terminalen Ende befindlichen Tryptophanrest vermittelt. E-Cadherin resultiert aus
dem CDH1-Gen (Brooks-Wilson, Kaurah et al. 2004). Im Epithel des Dinndarms ist E-

Cadherin in adharenten Kontaktstellen konzentriert, in anderen Epithelien findet es sich
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entlang der lateralen Zelloberflache. Versuche mit Knock-out-Mausen zeigten, dass das
Leben ohne E-Cadherin nicht vereinbar ist. Die Verbindungsstellen im Darm der Mause
waren anomal und die Barrierefunktion durch die E-Cadherin-Mutante beeintrachtigt
(Bondow, Faber et al. 2012).

1.2.4 Mutation des E-Cadherin

In der Entwicklung maligner Tumoren spielt das E-Cadherin eine auRerordentliche Rolle,
da eine Herunterregulierung der Cadherin-Expression mit der Invasivitdt von Tumorzellen

zusammenhangt (Takeichi 1991).

Besonders bei Mamma- und Magenkarzinomen wird das E-Cadherin durch
Sequenzmutation des CDH1-Gens inaktiviert (Brooks-Wilson, Kaurah et al. 2004). Diese
inaktivierte Form wird haufig in sich diffus ausbreitenden Tumorzellen nachgewiesen
(Senekowitsch-Schmidtke, Schuhmacher et al. 2001, Conacci-Sorrell, Zhurinsky et al.
2002). Inaktivierende Mutationen im CDH1-Gen finden sich nur in Karzinomen vom

diffusen, nicht jedoch vom intestinalen Typ (Becker, Atkinson et al. 1994).

In Studien wurde bereits nahegelegt, dass Mutationen des E-Cadherins an Exon 8 und 9
des CDH1-Gens fir die invasive und funktionelle Entstehung des diffusen Typs des
Magenkarzinoms verantwortlich sind (Senekowitsch-Schmidtke, Schuhmacher et al. 2001,
Brooks-Wilson, Kaurah et al. 2004).

1.2.5 Die magenkarzinomspezifische Mutante E-Cadherin A9

Im diffusen Typen des Magenkarzinoms kann bei 13 % der Patienten eine spezifische
Mutation im E-Cadherin, das E-Cadherin A9, genauer in der mRNA an Exon 8 oder 9
nachgewiesen werden (Senekowitsch-Schmidtke, Schuhmacher et al. 2001). Diese
Mutation andert nachweislich die Funktion des Adhasionsmolekils und ist am irregularen
Wachstum des diffusen Magenkarzinomtypen beteiligt. Neue Antikdrpertherapien
(Immuntherapien) bei Tumorerkrankungen greifen auf diese spezifischen Bindestellen
zuruck, um die irregular wachsenden Zellen zu binden und der naturlichen Immunabwehr
auszuliefern. Das E-Cadherin A9 wurde bereits 2001 von der Muinchner Arbeitsgruppe
Senekowitsch-Schmidtke et al. erfolgreich als mdgliche Bindestelle fir eine
Radioimmuntherapie mit einem 213Bi-markierten monoklonalen Antikorper getestet und

nachgewiesen (Senekowitsch-Schmidtke, Schuhmacher et al. 2001).

1.2.6 EpCAM als Tumorantigen

Das Epithelzelladhasionsmolekil EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) istin der Lage,

Ca**-unabhangige Zell-Zell-Adhasion zu vermitteln (Balzar, Prins et al. 1999).
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Urspringlich als Oberflachenantigen beim menschlichen Kolonkarzinom beschrieben,
handelt es sich um ein 39 kDa groRRes Transmembranglykoprotein, welches interzellulare
Zelladhasion vermittelt. Es wurde aufgrund seines hohen Expressionsniveaus in schnell
wachsenden Epitheltumoren als tumorassoziiertes Antigen identifiziert (Huang, Yang et al.
2018). Jingste Daten legen nahe, dass EpCAM auch an der Signalliibertragung, Migration,

Proliferation und Differenzierung von Zellen beteiligt ist (Patriarca, Macchi et al. 2012).

Der erste in der Krebstherapie zugelassene monoklonale Antikérper war ein gegen EpCAM
gerichteter 1gG2a-Antikérper. EpCAM wird auf epithelialen Tumoren, zirkulierenden
Tumorzellen sowie auf Krebsstammzellen exprimiert und besitzt eine hohe Spezifitat, die
den Erfolg solch neu entwickelter Antikérper ausmacht (Eyvazi, Farajnia et al. 2018). Die
Wirksamkeit und Vertraglichkeit der gegen EpCAM gerichteten monoklonalen Antikérper
konnte in einer Phase-II-Studie von Kowalski et al. belegt werden (Kowalski, Guindon et al.
2012). Hierbei handelt es sich um ein gegen EpCAM gerichtetes Single-Chain-Fragment
(scFv) mit konjugiertem Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa, das Oportuzumab

monatox (Eyvazi, Farajnia et al. 2018).

1.3 Das Immunsystem als therapeutischer Schliisselmechanismus
bei malignen Erkrankungen

Paul Ehrlich stellte in seiner ,Seitenkettentheorie” die These auf, dass das Immunsystem in
der Lage sei, Tumorzellen zu erkennen und eliminieren zu kénnen. Hierflr erhielt er bereits
1908 den Nobelpreis fliir Medizin.

Das menschliche Immunsystem kann als eigenstandiges Organ angesehen werden und ist
im weitesten Sinne die Identifizierung und anschlieBende Neutralisierung sowie

Beseitigung von kdrperfremden oder auch kérpereigenen (Autoimmunitaten) Noxen.

Die Unterteilung erfolgt in angeborene (naturliche) oder erworbene (adaptive) Immunitat,

die beide sowohl auf humoraler sowie zellularer Ebene Schutz vor Pathogenen liefern.

Nach dem Erstkontakt mit einem Antigen bleiben sogenannte Memoryzellen mit
passendem Antigenrezeptor im Korper und l6sen nach Zweitkontakt die sekundare
Immunantwort aus, welche aus der Bindung des zum wiederholten Mal im Korper
befindlichen Antigens und Produktion von spezifischen Antikérpern durch Plasmazellen
(humorale Ebene) besteht. T-Lymphozyten, die den spezifischen Antikorper als

Antigenrezeptor auf ihrer Oberflache tragen (zellulare Ebene), werden aktiviert.

Aus diesem Zusammenspiel aus angeborener und erworbener Immunitat, jeweils auf

humoraler und zellularer Ebene, ergibt sich ein vielfaltiger Schutz vor allerlei Pathogenen.
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1.3.1 Antikorper: Funktion, Struktur und spezifische Antikorper

Antikérper sind hochspezifische Bindemolekile, welche vom Kdorper nach einem
Antigenkontakt generiert werden. Antikérper werden von B-Lymphozyten gebildet, befinden
sich als membranstdndige Immunglobuline (lg) sogenannte transmembrane
Antigenrezeptoren, auf der B-Zell-Oberflache, um dann in hochkonzentrierter Form als
globulare Proteine in das Blut sezerniert zu werden. In diesem Stadium bezeichnet man die

B-Lymphozyten als Plasmazellen (Messerschmidt, Hempel et al. 2012).

Immunglobuline werden zu der Proteingruppe der ,globulér-funktionellen, d. h. zu den
kugelférmigen Molekilen gezahlt. Die folgenden 5 Hauptklassen definieren die
Immunglobuline: 19G, IgA, IgM, IgD sowie IgE, welche durch die Variationsmdglichkeiten

der schweren Ketten zustande kommen (z. B. € bei Immunglobulin E = IgE).

Antikorper-Klassen

IgG IgE igD

IgM IgA

Verbindungskette
Sekretorisches Protein

Verbindungskette

>

Disulfid-Briicke

ﬂ

Abbildung 6: Die unterschiedlichen Hauptklassen der Immunglobuline (Abbildung nach (studymed GmbH,
2012-2019)
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Eine weitere Charakterisierung eines Antikdrpers in verschiedene Fragmente ermdglicht
das Verstandnis der Variabilitdt der Bindung. Ein Antikorper besteht aus zwei schweren
Ketten, ,heavy chains” oder H-Ketten, und zwei leichten Ketten, den ,light chains“ oder L-
Ketten. Eine enzymatische Aufspaltung mit z. B. Papain ergab eine Aufteilung in zwei

F(ab),-Fragmente und ein Fc-Fragment (siehe Abbildung 7).

Diesen wurden auch unterschiedliche ,Aufgaben® zugeordnet, wobei die Fab-Fragmente
(siehe Abbildung 7) eine spezifische Antigenbindung vermitteln und die Fc-Fragmente eine

Immunantwort ausldsen, also die Effektorzelle binden (Messerschmidt, Hempel et al. 2012).

A B Fab-Fragment

Antigen-Bindungsregion (mit PN

N-Terminus hypervariablen Regionen)

variable

\
Region

\\

Einzelketten-
Fragment

Gelenkregion Fo.Fragment
konstante Papain Spaltung

Region

C-Terminus

Abbildung 7: Einteilung des Antikdrpers mit seinen konstanten und variablen Regionen (A) und die
Unterteilung der jeweiligen F(ab),- sowie Fc-Fragmente (B) sowie ein Einzelkettenfragment,
das scFv . (Abbildung nach (Messerschmidt, Hempel et al. 2012))

Polyklonale Antikérper bestehen aus einem Gemisch verschiedener Immunglobuline
unterschiedlicher Spezifitdt. Da solche Gemische zu unerwiinschten Nebenreaktionen

fuhren, ist eine Verwendung monoklonaler Antikdrper (Monoclonal Antibody, mAb) ratsam.

»~Schon im Jahre 1975 mit Entwicklung der Hybridomtechnologie durch Kéhler und Milstein
ist es moglich geworden, monoklonale Antikérper gegen nahezu jede Substanz zu
generieren und fiir die Forschung, Diagnostik und Therapie einzusetzen* (Messerschmidit,
Hempel et al. 2012). Hierfir wurden Versuchstiere, meist Mduse, mit dem gewunschten
Antigen immunisiert, deren Milz bzw. die darin enthaltenen B-Lymphozyten — also die
Vorstufe der antikdrperproduzierenden Zelle — isoliert, anschlieRend mit Myelomzellen
fusioniert (Hybridomzellen) und so die Antikérper gewonnen (Messerschmidt, Hempel et al.
2012).

Diese wissenschaftliche Errungenschaft ergab neue Mdglichkeiten in der Therapie
unterschiedlicher maligner Entartungen, I6ste jedoch bei den Patienten eine humane Anti-
Maus-Antikdrper-Immunantwort  (HAMAM-Antwort) aus, welche im  Blutserum

nachgewiesen werden konnten (Sefan Dubel 2004).

Diese Erkenntnis fuhrte zur Entwicklung von Antikérper-Chimaren, welche variable
Regionen aus Mausantikdrpern und konstante Regionen aus humanen Antikorpern

besalen. Hierbei kam es zu einer deutlich geringeren Immunogenitat (Sefan Dubel 2004).
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Infliximab ist ein solch hergestelltes Medikament und wird bereits zur Behandlung
chronischer Erkrankungen eingesetzt (Tajiri, Arai et al. 2019). Da in solchen Konstrukten
die V| und Vy -Regionen (siehe Abbildung 7) weiterhin Mausursprungs waren, kam es

trotzdem zu einer Abwehrreaktion, die jedoch entscheidend geringer ausfiel.

Dies fihrte zur Entwicklung humanisierter Antikérper, wobei menschliche V_ und Vy -

Regionen verwendet wurden.

Um die Technik zur Herstellung humanisierter Antikérper noch weiter zu verfeinern, wurden
die Aminosauren der CDR-Regionen (Complementarily Determining Region) auf der
Antikérperoberflache analysiert und die Unterschiede zwischen Maus und Mensch gezielt
mutiert (Sefan Dubel 2004). Aufgrund des enormen Aufwandes einer solchen Herstellung
wird bereits nach Alternativen geforscht. Ein Ansatz beschéftigt sich mit virusdhnlichen
Partikeln, eine weitere Arbeit verfolgt den Gedanken einer In-vitro-lmmunisierung, um den
enormen Aufwand der Hybridomtechnik zu umgehen, speziesunabhangig zu arbeiten und
mit humanen Zellen auch humane Antikdrper generieren zu kdénnen (C.Milstein
07.08.1975).

Es entwickelte sich die Anwendung spezifischer Antikdrper, welche jedoch durch die GréRe

eines Antikorpers limitiert ist.

Die Antikorper-Fragment-Herstellung |6ste dieses Problem, bei welcher enzymatisch ein
Antikérper gespalten oder als rekombinante Form durch Genverknlpfung ein Einzelketten-

Fragment hergestellt werden kann (Messerschmidt, Hempel et al. 2012).

Bei der enzymatischen Spaltung wurden einerseits die F(ab),-Fragmente voneinander und

gleichzeitig das Fc-Fragment getrennt (siehe Abbildung 7).

Die Antigenbindung besteht in den Fab-Fragmenten (Fab = Fragment antigen binding), der

Fc-Teil tendiert zum ,Auskristallisieren“ (Fc = Fragment cristallizable).

Da beide Teile weiterhin eine HAMAM-Antwort auslosten, wurde vom Fab-Teil noch einmal
die Halfte herausgespalten. Das verbleibende Stlick besitzt noch immer eine

antigenbindende Eigenschaft und wird als Fv bezeichnet (Fv = Fragment variable).

Bispezifische Antikdrper besitzen eine doppelte Bindungsstelle, beide Fab-Teile werden auf
ein anderes Antigen kodiert und kénnen auf chemisch, genetische Fusion oder durch

Fusion von zwei Hybridomkulturen generiert werden.

Dadurch werden geringere Nebenwirkungen beschrieben, was durch die Nahe der Ziel-
sowie Effektorzelle erklart wird und eine Heranfiihrung der Effektorzelle durch den
bispezifischen Antikérper an die Zielzelle und somit eine starkere zytotoxische Wirkung

erzielt.
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So gibt es neben bispezifischen Antikdrpern auch bispezifische Fragmente (Diabodies),

welche mit den scFvs vergleichbar sind, aber auch trivalente scFvs (Triabodies).

Zur Darstellung bispezifischer Immunglobuline fusionierten Milstein und Cuello bereits 1983
zwei unterschiedliche Hybridomzellen miteinander, welche zwar den gewilnschten
bispezifischen Antikérper produzierten, jedoch ebenfalls weitere Immunglobuline, die von
dem gewiinschtem bispezifischen Molekul aufwendig getrennt werden mussten. Stellt man

diese rekombinant dar, tritt dieses Problem nicht auf.

Um solche rekombinanten Antikdrper komplett humanisiert herstellen zu kénnen, wird eine
gentechnologische In-vitro-Herstellung, die sogenannte ,Phagen-Display-Technologie*
durchgefihrt. Diese Methode ermdglicht es, ganze kombinatorische Bibliotheken zufallig
kombinierter V. und Vy-Gene (normalerweise als scFvs) auf der Oberflache von Bakterien
exprimiert vorzufinden und diese dann zur Klonierung mittels immunisierter oder nicht

immunisierter Mause, Kaninchen oder Menschen zu gewinnen.

Blinatumomab (Handelsname Blincyto®; Hersteller Amgen) ist beispielsweise solch ein
bispezifischer Antikdrper, der bereits erfolgreich zur Behandlung einer akuten

lymphatischen Leukdmie (ALL) bereits eingesetzt wird.
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Abbildung 8: Unterschiedliche Formate rekombinanter Antikorper als grafische Darstellung. Abkurzungen
Vi variable Domane der schweren Kette, Vy: variable Domane der leichten Kette; CH', CH?,
Cv: konstante Domane; S-S: Disulfidbriicke; Fv: variabler Teil des Antikérpers; scFv: durch
eine Peptidverbindung stabilisiertes Fv-Fragment; dsFv: durch eine Disulfidbriicke
stabilisiertes Fv-Fragment (Abbildung nach (Stefan Diibel 2004))

1.3.2 Bispezifische Antikorper als Inmuntherapeutika

Bispezifische Antikdrper kombinieren die antigenbindenden Doméanen zweier Antikdrper in

einem einzigen Molekul (Muller and Kontermann 2007).

Sie erdffneten in der Immuntherapie neue Mdoglichkeiten und wurden mit einer Vielzahl an
unterschiedlichen Effektorfunktionen ausgestattet. So wurden bispezifische Antikdrper zur
Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystems, aber auch zur Direktion von

Effektormolekilen (u. a. Radionuklide, Toxine, Enzyme), Transport-Systemen
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(Nanopartikel, Liposomen) oder Viren (Adenovirus, Coronavirus) eingesetzt (Pretargeting).
Damit finden sie Anwendung in Bereichen der Immuntherapie, Chemotherapie,

Radiotherapie und Gentherapie (Muller and Kontermann 2007).

1.3.3 Triplebody

Triplebodys (trivalent antibody fragments) von SpectraMab, eine Entwicklung der Uni
Erlangen, wurden erstmals fir die Behandlung von Leukdmie entwickelt und eingesetzt
(Singer, Kellner et al. 2010).

Zwei Bindestellen sind auf die von den Krebsstammzellen exprimierten Antigene (siehe
Abb. 9: Ag1, Ag2) ausgerichtet, die dritte Bindungsstelle ist auf die eigenen
Immunabwehrzellen codiert. Der Triplebody kann so zwei Antigene der Krebszelle
unterschiedlicher Population gleichzeitig binden und mit der dritten Bindestelle eine
Effektorzelle rekrutieren (siehe Abbildung 9). Dies wird bereits in der Behandlung von
Leukdmie angewandt, indem dieses AK-Derivat die Antigene CD123 und CD33 bindet
sowie CD16, ein ,Trigger-Molekul“ auf naturlichen NK-Zellen, welches diese zur
Beseitigung der entarteten Zellen bei akuter myeloischer Leukamie rekrutiert (Schiller,
Braciak et al. 2016).

Die Triplebodys bieten so, im Gegensatz zu den bisher erforschten bispezifischen scFv-
Antikérper-Fragmenten (bsscFvs), die nur ein scFv fur ein Zielantigen auf der Krebszelle
und ein Triggermolekll auf der Effektorzelle tragen, mégliche Vorteile im therapeutischen
Ansatz und Wirkungsmechanismus. Die Dosisgabe von Triplebodys kann gegenuber
anderen Antikérper (Rituximab: 10mg/kg) um das 1000-fache gesenkt werden, da die
doppelte Bindung an die Krebszelle u. a. einen héheren Aviditatseffekt erzielt. Durch das
,duale Targeting” der Triplebodys kann eine bevorzugte Bindung an die doppelt positiven,

im Vergleich zu den einfach positiven Zellen erreicht werden.

Die Bindungen der Triplebodys an normale Gewebsstammzellen kénnen so im Vergleich
zu den bsscFvs minimiert werden. Die Halbwertszeit der Triplebodys ist ungefahr doppelt
so lang wie die der bsscFvs. Die Summe der positiven Eigenschaften dieser Triplebody-

Formate férdert die Weiterentwicklung solcher Therapiepraparate.

In dieser Arbeit sollte der Nachweis der Stabilitat der Bindung des Antikérpers 6H8 an die
magenkarzinomspezifische Mutante E-Cadherin A9 erbracht werden. Zusatzlich wurde das
ubiquitar auf Tumorgewebe exprimierte EpCAM als zweites Zielmolekiil des trispezifischen
Antikorperkonstruktes ausgewahlt und das zugehorige scFv exprimiert, um im weiteren
Verlauf 6H8 scFv und EpCAM scFv in ein Triplebodyformat einzubauen und im

menschlichen Serum testen zu konnen.
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Abbildung 9: Grafische Darstellung eines Triplebody in Interaktion mit einer Tumorzelle sowie einer
Effektorzelle

1.3.4 Bereits zugelassene monoklonale sowie bispezifische
Antikorpertherapeutika

Bereits vor der Jahrhundertwende wurden erste Immuntherapeutika zugelassen und finden

immer mehr Anwendung in der Behandlung von unterschiedlichsten Krebserkrankungen.

Seit dem Jahr 2012 konnten neben den damals 25 zugelassenen Antikérpern 50 neue

Zulassungen erfolgen und somit insgesamt 75 unterschiedliche Medikamente Anwendung

finden (siehe Tabelle 7). Dieser Zuwachs unterstreicht den Erfolg und die Notwendigkeit

neuer Ansatzpunkte in der Krebstherapie.

Die Tabelle 7 gibt einen Ausschnitt zugelassener und bereits in Anwendung stehender

Antikorper.

Das Herceptin® (Hersteller Roche) wurde im Jahr 2000 in der EU zugelassen. Dies wird in
der Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms mit einer Uberexpression an
HER2/neu angewandt. 2010 wurde die Zulassung zur Anwendung bei Patienten mit
Magenkarzinomen erweitert. Dieses Medikament bindet bei den Patienten den
Uberexprimierten epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2/neu (humaner epidermaler
Wachstumsfaktor-Rezeptor), vermindert so die Proliferation der Krebszellen und fordert die

Elimination durch den zelleigenen Apoptosemechanismus.

Bezeichnung Stoff- oder Zulassungs- Zulassungs- Zulassungs-
Indikations- inhaber nummer datum
gruppe

Zevalin Anti-CD20 Schering AG EU/1/03/264/001 16.01.2004
Ibritumomab
*-Tiuxetan

Yervoy Anti-CTLA-4 Bristol-Myers EU/1/11/698/001  13.07.2011
Ipilimumab Squibb Pharma  -002

EEIG, UK

Xgeva Anti-RANKL Amgen Europe EU/1/11/703/001  13.07.2011

Denosumab B.V., NL -002
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Bezeichnung

Vectibix

Tecentriq

Perjeta

Opdivo

MabThera

Keytruda

Kadcyla

Herceptin

Blincyto

Besponsa

Bavencio

Avastin

Tabelle 7:

Stoff- oder
Indikations-

gruppe
Anti-EGFR
(Monoklonaler

IgG2-Antikorper)

Panitumumab

Atezolizumab

Pertuzumab

Nivolumab

Anti-CD20
Rituximab

Pembroli
zumab

Trastuzumab
Emtansin

Anti-HER2
Trastuzumab

Blinatumomab

Inotuzumab
Ozogamicin
(monoklonaler
Antikorper,
Antikorper-
konjugat)

Avelumab
PD-L1

Bevacizumab
Anti-VEGF

Zulassungs-
inhaber

Amgen Europe
B.V.

Roche

Registration Ltd.,

UK

Roche

Registration Ltd.,

UK

Bristol-Myers
Squibb Pharma
EEIG

Roche

Registration Ltd.

Merck Sharp &
Dohme Limited,
UK

Roche

Registration Ltd.

Roche

Registration Ltd.

Amgen Europe
B.V.

Pfizer Limited,
UK

Merck Serono
Europe Limited,
UK

Roche

Registration Ltd.

Zulassungs-
nummer

EU/1/07/423/001

-003

EU/M/17/1220

EU/1/13/813

EU/1/15/1014

EU/1/98/067/001
-002

EU/1/15/1024

EU/1/13/885

EU/1/00/145/001

EU/1/15/1047

EU/M/17/1200

EU/M/17/1214

EU/1/04/300/001
-002

bispezifischen (Blincyto) Antikdrperpraparate, (Paul-Ehrlich-Institut 2018)

Zulassungs-
datum

05.12.2007

21.09.2017

04.03.2013

19.06.2015

02.06.1998

17.07.2015

15.11.2013

28.08.2000

23.11.2015

29.06.2017

18.09.2017

12.01.2005

Die Tabelle zeigt einen Ausschnitt der bereits zugelassenen monoklonalen sowie

23



2 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Antikdrperkonstruktes, welches
spezifisch gegen Magenkarzinomzellen gerichtet ist und diese durch die Rekrutierung von
Immunzellen (hier NK-Zellen) eliminiert. Durch die Nahe der Tumor- zur Effektorzelle sowie
den erhdhten Aviditatseffekt kann eine gezielte und sehr spezifische Zytotoxizitat erreicht
werden. In dieser Arbeit sollten zunachst geeignete scFv-Fragmente fiur den Einbau in ein
Triplebodykonstrukt der Firma Spectramab herausgesucht und getestet werden. Zunachst
musste das Fv-Fragment 6H8, welches hochspezifisch an die Mutante E-CadherinA9
binden sollte, kloniert, exprimiert und gereinigt werden. Anschlief3end sollten Stabilitat und
Bindungseigenschaften nachgewiesen werden. Dazu musste zunachst die Mutante E-
CadherinA9 hergestellt und in das Plasmid pDESTeCadherinA9 zur Expression in
eukaryontischen Zellen kloniert werden. Als zweites Target auf den Tumorzellen wurde
EpCAM als Tumormarker ausgewahlt. Ein EpCAM-spezifisches scFv sollte kloniert,
exprimiert und gereinigt werden. Die Stabilitdt und Bindungseigenschaften dieses scFv

sollten ebenfalls tberprift werden.

Stabile tumorspezifische scFvs mit guten Bindungseigenschaften kdnnten die Grundlage
fur einen magenkarzinomspezifischen Triplebody sein, der das Potenzial hat, zukuinftig ein

wirksamer Baustein in der Behandlung des Magenkarzinoms zu werden.
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3 METHODEN UND MATERIAL

3.1 Material

3.1.1 In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Einwegspritzen:
1, 5,10, 20 ml

Membranfilter:

Nitrozellulose-Membranfilter

Reaktionsgefalie:
0,5,1,5,2ml
Rontgenfilm X-Omat DS

SDS-PAGE:

KulturgefalRe (Zellkultur)

Petrischalen

Pipettenspitzen:
200-1000 pl
5-200 pl

Whatmann 1 mm Filterpapier

Zentrifugenbecher

Braun

Schleicher & Schuell

Eppendorf-Netheler

Eastmann Kodak Company

Biotech, Biometra

Nalge Nunc International

Sarstedt
Sarstedt
GE Healthcare

Sarstedt
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3.1.2 In dieser Arbeit verwendete Gerate

Benutzung/ Gerat
Funktion
Absauggerate
Brutschranke Heraeus
Entwickler Curix 60
BD FACSCanto™
Kiihlgerate
Mikroskop Axiovert 40 CFL

Pipettierhilfe
Schiittelin-
kubator
Schiittelgerite

Heraeus
Instruments

Sicherheits-
Werkbank

Spannungsgerat

Spectrophoto-
meter
(Nanodrop)
Thermocycler
Thermoriihrer IKAMAG RH

Vortexer

Waage

Hersteller

Vacubrand

AGFA

Zeiss

Eppendorf Research plus
Hirschmann Laborgerate

Thermomixer Eppendorf

STUART SCIENTIFIC

HERAsafe®

Bio-Rad

PEQLAB

Biometra

Gerhardt
Jahnke & Kunkel IKA-
Laborgerate

Sartorius
Sartorius

Bemerkung

BVC 21

HBOS50/AC

2-1000 pl

2 ml Comfort

PowerPac Universal
T™M (500 V, 2,5 A,
500 W)

ND-1000

T3

MAG-H

TE 153S (max.
150 g)
LE 225D (max.
220 g)
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Benutzung/ Gerat Hersteller
Funktion
Zentrifuge Zentrifuge Eppendorf centrifuge
(Thermo) 5417R Thermo Scientific
Zentrifuge (mini)  Sarstedt
Rotina 35 R Hettich Zentrifugen
Tabelle 8: Geréate, welche in dieser Forschungsarbeit angewandt wurden
3.1.3 Software
Bionmetra BioDocAnalyze 2.0
NanoDrop 1000 3.8.1
SD FACSDiva Software

MikroWin 2000

3.1.4 Allgemeine Chemikalien

3.1.41

Blockldsung

Coomassie-Lsg. (SDS-PAGE)
Entfarber

Hanks: Salt Solution

Mayers Hamatoxylin-Lsg.

Mounting Medium

Standards und Kits

Plasmid Spain Kits:

QIAprep Spain Plasmid Miniprep Kit
QIAprep Plasmid Midiprep Kit
QIAquick PCR Purifunction KIT

Kits zur DNA-Sequenzierung:
DNA-Sequencing KIT, Big Dye

Terminator Cycle Sequencing

Standardlésungen, Standards und Kits

Bemerkung

Seriennummer
30507391

5 % Milchpulver, dest. H,O

Bio-Rad
Bio-Rad
Biochrome
Sigma

Biochrome

Hersteller:
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Perkin
Weiterstadt

Elmar,

Applied

Biosystem,
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Kits zur DNA- Isolierung:
JETSORB Gel Extraction Kit

JetQuick Plasmid Miniprep
QIAquick Gel Extraction Kit

Protein-GroRRenstandards
SDS-PAGE Standard, Low Range

Prestained SDS-PAGE Standard
Broad Range

DNA-GroRenstandards
1/BstEll

100 bp DNA-Leiter
1 kb DNA-Leiter

3.1.4.2 Puffersorten

1) PBS-Puffer

2) Tris-Puffer (Running Buffer)
3) TBS-T-Puffer

Genomed GmbH,
Qiagen GmbH, Hilden

Verdau

NaCl
KCL
Na,HPO,
KH,PO,4

4) TB-Medium auf pH 7,6 mit Phosphat-Puffer eingestellt

5) Periplasma-Aufschlusspuffer

6) Laemi Probenpuffer

7) Trenngelpuffer (Resolving Buffer 12 %)

8) Sammelgelpuffer (Stacking Buffer 4 %)

Pepton
Hefeextrakt
Glycerin
ad. dH,0

Acrylamid

1,5 M Tris pH 8,8
10 % SDS

10 % APS
TEMED

ddH,O

Acrylamid
0,5M Tris pH 6,8
10 % SDS
10 % APS

Oeynhausen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
New England Biolabs GmbH, Schwalbach

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

ml)
ml)
Hl)
Hl)
Hl)

ml)
ml)
Hl)
Hl)
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TEMED (4
ddH20 (6 ml)
9) Transferpuffer (Western Blot)
Glycine (288
Tris Base (60,4
Methanol (200 ml)
10) Laufpuffer (Running Buffer)
Tris-Base (30,3
Glycine (144
SDS (10 9)
11) Ni-NTA-Waschpuffer
12) Ni-NTA-Elutionspuffer
13) Restore™ Western Blot Stripping Buffer Pierce, Rockford, II, USA
14) ECL-Reagenz Amersham Pharmacia Biotech

GmbH, Europe, Freiburg
15) Restriktionsenzyme NEB Biolabs

3.1.5 Zellkulturen/Zelllinien

Jurkat Humane akute lymphozytische Leukamie-Zelllinie
LOX Melanome

Panc-1 Humane Pankreaskarzinomzelllinie

5830 i Humane Magenkarzinomzelllinie

E. coli JM83

HEK 293T Humane embryonale Nierenzellen

OE19 Osophaguszelllinie

Tabelle 9: Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien

3.1.6 Zellkulturmedien

DMEM Lonza, Gibco by life
¢ Penicillin/Streptomycin  (Dulbecco’s Modified Eagle Medium with L-glutamine)

e FBS

RPMI 1640 komplett (with L-glutamine 1), Lonza

TUM
¢ Penicillin/Streptomycin

M)

g)
g)

g)
g)
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Trypsin

e EDTAO0,25% Gibco

3.1.7 Antikorper und Farbereagenzien
Anti-mouse 1gG-HRP sc-2055, human absorbed Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Pierce® Anti-6x-His Epitope Tag, mouse Thermo Fisher Scientific®
Stabilized Peroxidase-conjugated Goat anti-Mouse  Thermo Fisher Scientific®

Sekundarer biotinylierter Antikérper, anti-Mouse Thermo Fisher Scientific®

Farbereagenzien:
Cell & Tissue Staining Kit; HRP-AEC-System R&D Systems®

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung und Konservierung von E.-coli-Stammen

E. coli wurden als Flissigkulturen oder auf festen Agar-Platten mit Lysogeny Broth (LB)
angezogen. Selektiert wurden diese mittels der spezifischen Antibiotika Ampicillin (Amp)
oder Kanamycin. Um ein optimales Wachstumsumfeld zu schaffen, wurden diese in
Bakterien-Inkubatoren bei 37 °C gehalten. Aufbewahrt wurden die Agarplatten

anschlieRend bei 4 °C fir mehrere Wochen.

3.2.1.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Es wurde die klassische CaCl,-Methode angewandt, um die E.-coli-Zellen in eine
kompetente Zellform zu (berfiihren. Je nach E.-coli-Stamm konnten ca. 10° bis 10°
Transformanden pro ug Plasmid-DNA erhalten werden. In einem Verhaltnis von 1:100
wurden exakt 50 ml LB-Medium ohne Antibiotikum mit einer stationaren
Ubernachtungskultur des zu transformierenden E.-coli-Stammes angeimpft und bei 37 °C
und 200 rpm inkubiert. Als die optische Dichte von OD550 = 0,5 nm erreicht wurde, wurde
die Kultur in einem 50-ml-Kunststoffrdhrchen zentrifugiert (4100 g, 4 °C, 10 min) und damit
sedimentiert. Anschlielend wurde das Sediment in 40 ml eiskalter 0,1 M MgCl,-Lésung
aufgenommen und wieder zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde in 20 ml eiskalter
50 mM CaCl,-Ldsung resuspendiert und anschlieffend auf Eis fir 30 Minuten inkubiert. Ein
weiterer Zentrifugationsschritt folgte, anschlieRend wurde das Pellet wieder in 2 ml 50 mM
CaClyund 15 % v/v Glycerin in L6sung gebracht, welche in Aliquoten mit jeweils 250 pl fur

die Transformation zur Verfiigung gestellt wurden. Gelagert wurden die Uberschiisse bei —
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80 °C. Die verwendeten Lésungen wurden sterilisiert und auf 4 °C abgekuhlt. Fir die
Transformation von E. coli wurden 250 ul von der Zellsuspension mit 1 ng Plasmid-DNA
angesetzt und anschlieftend fir 45 Minuten auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in einem
15-ml-Kulturréhrchen im 42 °C warmen Wasserbad fur 1 Minute erwarmt. Nachdem 2 ml
LB-Medium hinzugefiugt wurden, folgte eine 45-minltige Ruttelung bei 37 °C. 100 ul der
Suspension wurden auf eine LB-Agarplatte pipettiert, welche das entsprechende
Antibiotikum enthielt. Inkubiert wurde Gber Nacht bei 37 °C.

3.2.1.3 DNA-Isolierung aus E.-Coli-Stammen

Mittels alkalischer Lyse von Bakterien nach der Methode von Birnboim (1979) wurde die
Plasmid-DNA aus E. coli nach analytischem Malstab isoliert (Birnboim and Doly 1979).

Dafiir wurde der Plasmidisolierungskit ,Plasmid-Maxi-Kit“ der Firma Qiagen verwendet.

4 ml der Ubernachtkultur der Transformanden wurde entnommen und isoliert. Danach
wurden 75 pl 10 mM Tris/HCI der Plasmid-DNA entnommen und bei —20 °C gelagert. Im
Anschluss mussten 50 ml der Ubernachtkultur zentrifugiert und nach Herstellerangaben
aufgearbeitet werden. Die DNA wurde in 100 pl 10 mM Tris/HCI, pH 8 aufgenommen. Darin

waren ca. 10’ pg Plasmid-DNA enthalten.

3.2.1.4 DNA-Mutagenese

Invitrogen™ hat eine universelle Klonierungstechnik, die Gateway Cloning Technique,
entwickelt, welche in dieser Arbeit fir die DNA-Mutagenese verwendet wurde. Sie
ermdglicht den  Transfer von  DNA-Fragmenten zwischen  verschiedenen
Klonierungsvektoren unter Beibehaltung des Leserahmens. Die Gateway-Technologie
basiert auf dem Bakteriophagen-Lambda-Rekombinationssystem, das die Integration von
Lambda in das E.-coli-Chromosom und den Wechsel zwischen den lytischen Proteinen

erleichtert.

Das System nutzt somit die sequenzspezifische Rekombinationsfahigkeit des
Bakteriophagen Lambda (homologe Rekombination). Mithilfe seiner Enzyme werden DNA-
Fragmente, die von Lambda-Rekombinations-Sequenzen flankiert sind, atfL (Attachment
Site left), aus einem sogenannten ,Entry“-Vektor in den erwiinschten ,Destination®-Vektor
(Zielvektor) transferiert, der die korrespondierenden Rekombinations-Sequenzen attR
(Attachment Site right) enthalt. Zwei Rekombinationsreaktionen bilden die Grundlage fur

das Gateway-Klonen, die BP-Reaktion sowie die LR-Reaktion (Scientific 2017).

BP-Reaktion (PCR-Fragment + Donor - Vektor = Eintrittsklon)
Dem Herstellerprotokoll entsprechend wurden Primer mit den Rekombinationssequenzen

konstruiert und damit die gewtinschten Sequenzen durch PCR amplifiziert. Die Aufreinigung
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der PCR-Produkte erfolgte mit dem Extraktions-Kit von Qiagen. Die Gateway-Klonierung
wurde nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. pcDNADEST47 wurde als Entry-
Vektor benutzt. AnschlieBend erfolgte die LR-Reaktion.

LR-Reaktion (Eintrittsklon + Zielvektor = Expressionsklon)
Die LR-Reaktion erleichtert die Rekombination eines attL-Substrats (Eintrittsklon) mit einem

attR-Substrat (Zielvektor), um einen attB-enthaltenden (attB: Bacterial Attachement Site)
Expressionsklon zu erzeugen. Die Reaktion wird durch den LR Clonase™ Il Enzym-Mix
katalysiert. Eingabevektor pENTReCadherin und Zielvektor pCDNA-DEST47 wurde zu

einem Gesamtvolumen von 8 ul mit TE-Puffer gemischt.

Die vorsichtige Zugabe des LR Clonase™ II-Enzyms (Invitrogen™) ermdglichte die
Reaktion, welche durch Inkubation fir 1 h bei 25 °C ablief. Die Reaktion wurde
anschlie®end durch Zugabe von 1 ul Proteinase-K-Lésung gestoppt. Es folgte eine weitere
Inkubation bei 37 °C fir 10 min.

Fir eine Transfektion in E. coli wurde 1 pl der LR-Rekombinationsreaktion verwendet.

Die Rekombinationsreaktion wurde bis zu einer Woche vor der Transformation bei —20 °C

gelagert.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen
Alle Kulturen wurden im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und gesattigtem Wasserdampf

gehalten. Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden bereits in Tabelle 9 dargestellt.

Linie Typ Medium

Jurkat Suspension RPMI komplett (RPMI 1640, 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin;
1 mM Na-Pyruvat), 1 x Pen-Strep

HEK 293T Adhérent RPMI komplett (RPMI 1640, 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin;
1 mM Na-Pyruvat), 1 x Pen-Strep

Magen-Ca Adhérent RPMI komplett (RPMI 1640, 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin;

5830 i 1 mM Na-Pyruvat), 1 x Pen-Strep

Osophagus- Adharent RPMI (RPMI 1640 + 2mM Glutamine + 10% Foetal Bovine
CA OE19 Serum (FBS))

Tabelle 10: Tabellarische Darstellung der Zelllinien mit dem jeweils benétigten Medium

Bei den Magenkarzinomzellen musste alle 3-4 Tage der Mediumuberstand ab pipettiert

werden und diese anschlieBend durch Zugabe von 0,25 % Trypsin/EDTA (10 min
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anwarmen bei 37 °C) vom Zellkulturflaschenboden geldst und mit neuem Medium versorgt
werden. Suspensionszellen wurden je nach Zelldichte alle 4 Tage im Verhaltnis 1:15

verdunnt und weiterkultiviert.

3.2.2.2 Transfektion eukaryotischer Zellen HEK 293T

Eine Transfektion erfolgte mittels Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific®) nach

Herstellerangaben bei einer Konfluenz der Zelllinien von 50-80 %.

6 pg Plasmid DNA wurden dabei vorsichtig in 300 yg DMEM (ohne FCS, ohne PBS)
gemischt, anschlieRend nach 20 pl ,PLUS- Zugabe“ erneut vermischt sowie 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. 830 ul der Lipofectamine-DMEM-Mischung wurden zu dem
Plasmid-DMEM-Gemisch pipettiert und erneut 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Medium der Zielzellen wurde abgenommen und mit 5 ml DMEM aufgefillt. Der
Lipofectamine-Plasmidansatz (1.540 ul) wurde sorgfaltig auf die Zellen aufgebracht und bei
37 °C und 5 % CO, fur 5 h inkubiert. Ankntpfend wurde das Medium mit DMEM (mit
FCS/mit P/S) auf 9 ml aufgefillt und tUber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die

transgene Aktivitat wurde 24—72h nach erfolgter Transfektion gepruft.

3.2.3 Histologische Methoden

Der immunhistologische Nachweis des Oberflachenproteins EpCAM durch den scFv-
EpCAM erfolgte mittels Immunhistochemie. Dazu wurden OE19 Zellen auf Objekttragern

fixiert.

3.2.3.1 Vorbereitung der Objekttrager

Ca. 30.000 Zellen der zu untersuchenden Zelllinie wurden in 1 ml Nahrmedium mit
Zusatzen, in jeweils eine 2 cm? grol’e Vertiefung einer Zellkulturplatte gegeben. Diese
Platte hatte insgesamt 24 Vertiefungen, in welche zuvor ein steriles, rundes Glasplattchen
gelegt worden war, auf dem die Zellen wachsen sollten. Die Zellkulturplatte wurde einen
Tag lang im Brutschrank inkubiert, anschliefend wurde das Medium abgenommen und jede
Vertiefung dreimal mit 1 ml vorgewarmter PBS-Lésung gewaschen. Dann wurde 1 ml
Medium ohne Zusatze in jede verwendete Vertiefung gegeben und anschlieRend sofort

fixiert (Aceton) und gefarbt.

3.2.3.2 Immunhistochemie

Der Bindenachweis erfolgte mittels HRP-AEC Systems (Cell & Tissue Staining KIT, R&D
Systems). Zunachst wurden die fixierten Zellen mit 50 pl des gereinigten scFvs 1 h bei

Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Waschung mit TBS-T, der Pufferiberschuss
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wurde abgeschittet. Fur den Nachweis der Bindungsaktivitat wurden 20 ul single-chain-
Fragment-EpCAM-Pufferldésung mit 180 pl Diluent Solution auf ein Volumen von 200 ul
gebracht. Es wurde 100 ul der scFv-Lésung auf einen Schnitt pippetiert und Gber Nacht im
Kihlschrank inkubiert. 100 pl eine HRP-konjugierten anti-HIS-Antikérpers (3D5) 1/1000
verdunnt in TBS auf die Zellen gegeben. AnschlieBend wurde 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert.

Es erfolgte eine Waschung in einem, mit Calcium und Magnesium angereichertem TBS-T-
Puffer. Mit einem Tropfen AEC-Chromagen, wurden 2 ml ACE-Chromagen-Puffer
angereichert um es anschlieBend mit funf Tropfen pro Slite auftragen zu kénnen. Der
Farbumschlag ist bereits nach wenigen Augenblicken sichtbar geworden und wurde mit
dem Eintauchen der Schnitte in Aquadest gestoppt. Fur die Gegenfarbung wurden die
Zellen fur kurze Zeit in Mayers-Hamalaun-Lésung gehalten, die Farbiberschisse mit

Leitungswasser entfernt und abschlieffend mit Aquatex gedeckelt.

3.2.4 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

3.2.41 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

In  einer diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodium-Dodecylsulfate-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) kann das Molekulargewicht zwischen 5 und 250 kDa von bestimmten

Proteinen in einem Proteingemisch definiert werden.

Zunachst werden die Proteine durch das SDS (Natriumdodecylsulfat) mit einer negativen
Ladung behaftet, um die Eigenladung der Proteine zu tberdecken. So kommt es zu einer
Wanderung der Proteine durch das Sammel- und anschlieRend durch das Trenngel in

Richtung Anode.

Das mit 10 ml angesetzte Trenngel bestand aus 4 ml Acrylamid, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
und 100 pl 10%igem SDS. Hier wurden zur Polymerisation 5 TEMED und 100 pl 10%iges
APS hinzugefligt. AnschlieRend wurde das Trenngelgemisch zwischen zwei abgedichtete
Glasplatten pipettiert und mit 3,35 ml Wasser aufgegossen, um es vor Luftzutritt
abzudichten. Im nachsten Schritt wurde das 4%ige Sammelgel hergestellt, welches aus
1,34 ml Acrylamid-Stammldsung, 0,5 M Tris (pH 6,8) sowie 100 pl 10%igem SDS zubereitet
wurde. Mit Zugabe von 4 pyl TEMED und 50 pl 10%igem APS wurde die Polymerisation
gestartet. Das Sammelgel wurde auf das bereits polymerisierte Trenngel aufgetragen,
indem es zwischen zwei Glasplatten oberhalb des bereits eingegossenen Trenngels
gegossen wurde. Oben wurde ein Taschenformer mit zehn Zahnen aufgesetzt. In diese
Taschen wurden die Proteingemische mit jeweils 20 ul der Losungen pipettiert, wobei diese
vorher eine Denaturierung durchlaufen mussten. Hierfir wurden 40 ul Proteingemisch und

10 ul Auftragspuffer angesetzt und fiur 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um eine klare Abbildung
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der Banden zu erzielen. Um die GréRe der Proteine bestimmen zu kdénnen, wurde ein
GroéRenmarker in Form eines Bromphenolblau-Markers ebenfalls aufgetragen. Nun wurde
das polymerisierte Sammel-Trenngelgemisch in eine vertikale Elektrophoresekammer
eingespannt und mit SDS-Laufpuffer aufgefiillt. Die Gelelektrophorese wurde mit 120 V und
30 mA gestartet und dauerte 1,5 Stunden. Nach Abschluss wurde das Gel aus der Kammer
entnommen, das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel fir 20 Minuten in einer
Coomassie-Brillant-Blau-Farbel6sung geschwenkt, um tber Nacht in einer Entfarbelésung
zu liegen. Dadurch werden die Proteinbanden sichtbar gemacht und kdnnen anhand des
aufgetragenen Bromphenolblau-Markers definiert werden (siehe Abbildung 10).

A Probeaufgabe B Proteinkonzentrierung C Trennung der Proteine
und Start im Sammelgel im Trenngel

Tris-Glycin Tris-Glycin
Iy o ly

Tris-Glycin
o ly

Tris-CrpH 6,8
0,125 molar

Protein-Stapel

® Tris-CI _\

Abbildung 10: Diskontinuierliche Tris-Glycin-Gelelektrophorese. A: Das Proteingemisch befindet sich noch
oberhalb des Sammelgels; B: Das Proteingemisch hat das Sammelgel durchlaufen; C: Das
Proteingemisch hat das Trenngel durchlaufen, die Proteine wurden anhand ihrer Grof3e
voneinander getrennt und kénnen anhand des Bromphenolblau-Markers definiert werden
(Abbildung nach (Lottspeich & Engels, 2006))

Tris-CI'pH 8,8
0,375 molar

3.2.4.2 Produktion und Reinigung von Proteinen
Zur Anfertigung der bendtigten Proteine wurden Expressionsvektoren verwendet.
Diese sind flir die Produktion einer Polypeptidkette im periplasmatischen Raum von

E. coli zustandig und liefern das hierzu bendétigte Strukturgen des Proteins als Fusion mit
dem Gen fiir eine bakterielle Signalsequenz (pelB: Pektat-Lyase B aus Erwinia carotovora).
Eine selektive Permeabilisierung der dulleren Membran von E. coli ermdglichte eine

Isolierung der Periplasmafraktion samt rekombinanten Proteinen.

3.2.4.3 Aufzucht, Induktion und Ernte von Kulturen im Schiittelkolben

In einem 2-Liter-Erlenmeyerkolben wurde 1 Liter LB/Amp-Medium im Verhaltnis 1:50 mit
der stationédren Ubernachtkultur angeimpft. Diese Kultur wurde bei 26 °C und 300 rpm
geschuttelt und stundlich einer optischen Dichtemessung zur Wachstumskontrolle
zugefihrt. Bei einer Optischen Dichte von 0,5 wurde mit 1 ml IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid) induziert. Die Induktion dauerte 2 bis 3 Stunden. In 8

Zentrifugenbecher verteilt, wurde die Ernte der Zellen bei 4 °C und 4.200 g fur 15 min
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zentrifugiert. Nach einer Entfernung des Medienuberstandes wurde das Pellet 30 min
inkubiert, nachdem es in einem 50 ml Kunststoffrohrchen durch Zugabe von 20 ml eiskaltem
Saccharose-Aufschlusspuffer 100 mM Tris/HCI pH 8, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA)
auf Eis resuspendiert werden konnte. Um das rekombinante scFv-Fragment zu préparieren,
wurde der Suspension 5 mg Lysozym zugegeben. Zwei aufeinanderfolgende
Zentrifugationsschritte trennten die Spharoplasten (Sigma, 4K10, 5.000 rpm, 4 °C, 15 min
sowie SS-34, 15.000 rpm, 4 °C, 15 min), sodass das periplasmatische Extrakt iber Nacht
zur Reinigung des rekombinanten Proteins dialysiert werden konnte. Dies geschah mittels
Affinitdtschromatografie gegen das 100-fache Volumen an entsprechendem

Chromatografie-Puffer.

3.2.4.4 Western Blot

Western Blotting ist eine Methode zur Quanti- und Identifizierung von Proteinen, wobei die
Proteine nach dem gelelektrophoretischen Auftrennen auf eine Nitrozellulosemembran

Ubertragen und im Anschluss mittels spezifischer Antikbrper nachgewiesen werden.

Die SDS-PAGE wurde wie in 1.4.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Anschliefend wurde das
Trenngel 20 min in Transferpuffer (20 % v/v Methanol, 1 x SDS-Laufpuffer) geschwenkt.

Eine Nitrozellulose-Membran diente zum Elektronentransfer.

Far den Elektronentransfer wurde ein Transfersandwich, bestehend aus einem Schwamm,
drei Stlick Whatman-Filterpapieren (je 8,5 cm x 5,5 cm), dem Trenngel, der mit
Transferpuffer benetzten Nitrozellulose-Membran sowie drei weiteren Whatman-
Filterpapieren und zuletzt erneut einem Schwamm aufgebaut. Alles wurde unter
Vermeidung von Lufteinschliissen und nach Herstellerangaben in die Elektroblot-Apparatur
eingebaut und 90 min bei einer Spannung von 100 V im Kihlraum durchgefuhrt. Die
Nitrozellulose-Membran wurde anschlieBend drei Mal fir 15 min in ca. 10 ml TBS-T
geschwenkt und zur Absattigung unspezifischer Bindungen bei Raumtemperatur mit

Milchpulver-Blockadereagenz (5 % Magermilchpulver in PBS-T) inkubiert.

Fir den Nachweis der spezifischen Bindung wurde Uber Nacht die 6H8-Antikdrper-
Pufferlésung unverdinnt (10 uyl Antikdrper zu 10 ml PBS) auf die Membran gebracht und
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte dreimal eine Waschung fur je 15 Minuten mit TBS-T,
sodass im Anschluss die Membran mit einer 1: 1.000 verdiinnten Sekundarantikoper-
Lésung (10 pl Anti-His-Antikérper und 10 ml TBS-T) fur 60 Minuten inkubiert werden konnte.

Anschlieend wurde erneut mit TBS-T dreimal gewaschen.

Die Nachweisreaktion erfolgte durch die Meerrettichperoxidase HRP (Horseradish
Peroxidase) welche katalytisch ECL (Enhanced Chemiluminescence) als Substrat unter

Lichtemission umsetzt und kovalent an den Zweitantikbrper gebunden ist. Die im Verhaltnis
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1:1 gemischte Chemilumineszenzlésung (Pierce® ECL Western Blotting Substrate bzw.
SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate, Thermo Fisher Scientific®) wurde

auf die Membran gegeben und fir eine Minute inkubiert.

Die Entwicklung erfolgte in einer Dunkelkammer, wobei die Membran in einer Klarsichthdlle
in einer Filmkassette fixiert, auf ein Rontgenbild (Kodak® BioMax Light Film, Sigma-Aldrich)

gelegt, exponiert und entwickelt wurde.

3.24.5 Affinititschromatografie

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Proteine sind mit einer Polyhistidin-Markierung

versehen, welches Imidazol als aromatische Verbindung enthalt und Histidin bindet.

20 ml der Triplebody-Pufferldsung (DMEM) wurde mit 2 ml des 50%igen Ni-NTA (Nickel-
Nitrilotriacetic Acid) vermischt, bei 4 °C und 200 rpm fur 60 min rotiert und anschlieflend
eine Minute bei 1.000 g =zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 2 ml
Waschpufflésung aufgefillt und wieder bei gleichen Bedingungen 30 min bei 4 “C und 200
rom durchmischt. Nun folgte eine dreifache Waschung mit 1 ml Elutionspufferlésung,
sodass drei Elutionsproben mit je 50 ul auf das Gel aufgetragen werden konnten. Uber
Dialyse-Kassetten (Slide-A-Lyzer® 3,5K Dialysis Cassettes, Thermo Fisher Scientific®)
erfolgte eine Umpufferung der gereinigten Proteine. Geriihrt wurde bei 4 °C iber Nacht im
Zielpuffer (PBS angereichert mit je 5 ml Calcium und Magnesium), wobei die Taschen der
Kassetten mit 500 pl der Probe geflllt wurden. In dieser Arbeit wurden Proteine
aufgereinigt, welche eine Polyhistidin-Markierung trugen. Die Aminosaure Histidin enthalt
Imidazol als aromatische Verbindung, welche im Uberschuss zur Elution zugegeben wird,
damit so die zurlckgehaltenen Proteine von der Saule verdrangt werden kdnnen. Die

Beseitigung des Imidazols erfolgte bei der Umpufferung des gereinigten Proteins.
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4.1 Produktion, Aufreinigung und funktionelle Charakterisierung des
rekombinanten Single-Chain-Fragmentes 6H8

Das Single-Chain-Fragment 6H8 wurde aus variablen Domanen des Ratten-Antikdrpers
d9mAb (Clone 6H8) konstruiert (Becker, Kremmer et al. 1999). Der Antikérper 6H8 bindet
nachweislich die magenkarzinomspezifische Variante des E-Cadherin A9 (Senekowitsch-
Schmidtke, Schuhmacher et al. 2001).

Die Sequenzen der variablen Doménen dieses Antikdrpers fir die Konstruktion des
Triplebody wurden von der Miinchner Arbeitsgruppe Senekowitsch-Schmidtke et al. 2001
u. a. zur Verfugung gestellt (Senekowitsch-Schmidtke, Schuhmacher et al. 2001). Die
variablen Domanen des Antikérpers wurden von der Firma Geneart® in Regensburg
konstruiert und im Vektor pMA zur Verfugung gestellt. Zunachst musste ein
Expressionsvektor fir das scFv konstruiert werden, bei welchem das Strukturgen fir die
variablen Domanen unter der Kontrolle des tet-Promotors/Operators steht, um die Stabilitat
und Bindungsaffinitdt des scFv zu uUberprifen. Flr die Sekretion in das bakterielle
Periplasma liegt das Strukturgen fur das scFv an ihrem 5’-Ende mit der Signalsequenz der
Pektat-Lyase B (pelB) fusioniert vor. Die Signalpeptide werden abgespalten, nachdem die
Polypeptidketten Uber die innere Membran der Bakterienzelle ins Periplasma sezerniert
wurden. Die intra- und interchenaren Disulfidbricken mussen sich ausbilden und die
Polypeptidketten falten kénnen. Dies wird im vorherrschenden oxidierenden Milieu des

Periplasmas ermaoglicht.

Das scFv-Fragment, welches im oxidierenden Milieu korrekt gefaltet wurde und
Disulfidbriicken bilden konnte, konnte anschlieBend mithilfe eines an den Carboxy-
Terminus der schweren Immunglobulinkette fusionierten Affinitdtsanhangsels aus der

periplasmatischen Proteinfraktion isoliert werden.

4.2 Konstruktion des Expressionsvektors fiir die bakterielle
Produktion des E-Cadherin-A9-spezifischen Fragmentes scFv 6H8

Fir die Synthese des E-Cadherin-A9-spezifischen scFv-Fragments (scFv 6H8) als
Fusionsprotein (siehe Abbildung 12) mit dem Hexahistidinanhangsel (His-Tag) wurde der
Expressionsvektor PAK400scFv6H8 konstruiert (Skerra 1994). Hierfir wurde die DNA mit
Restriktionsenzymen aus dem Vektor pMA ausgeschnitten und in den Vektor pAK400
inseriert. Die korrekte Zusammensetzung des Plasmids PAK400scFv6H8 wurde mittels

Sequenzanalyse bestatigt (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pAK400scFv6H8: pAK400 kodiert fur das
6H8scFv-Fragment, bestehend aus den variablen Doméanen des Ratten-Antikdrpers 6H8. Die
Strukturgene V. und V4 liegen zur Sekretion in den periplasmatischen Raum von E. coli an
ihren 5’-Enden fusioniert mit den bakteriellen Signalsequenzen der Pektat-Lyase vor. Am 3'-
Ende des Gens der schweren Kette befindet sich die kodierende Sequenz fiir ein
Hexahistidin-Affinitdtsanhangsel (6xHis). Die Transkription des resultierenden Fusionsgens
steht unter der Kontrolle des lac-Promotor/Operators. Die Abkurzungen ori und f1 bezeichnen
den Replikationsursprung der pUC-Plasmidfamilie sowie die intergenische Region des
filamentésen Phagen f1

MADIVLSQAPLSVSVTPGESASISCRSSKSLLSTKGITSLYWYLQRPGKSPQLLIYQLSN
LASGVPDRFSSSGSEADFTLKISKVETADVGVYYCGHRLENPPTFGGGTKLELKRADG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQQSGEELAKPGSSVRISCKASGYTFPQVQLQQ
SGENYVAHSSWIKQTTGQTLEWIGYIAPGSGTALYNEKFKGKATLTVDRSSNTAYMQL
NSLTPVDTAVYYCARFDGYFDYWGQGTTVTVSS

Abbildung 12: Aminosauresequenz der variablen Doméanen des scFv 6H8: Die Aminosauren der CDRs sind
fett markiert

4.2.1 Aufreinigung und Detektion in der SDS-PAGE

Fir die gentechnische Herstellung und Uberexpression des scFv 6H8 wurde der E.-coli-
Stamm JM83 verwendet.

Der Expressionsvektor pAK400scFv6H8 wurden mittels Transfektion in den E.-coli-Stamm

JM83 eingebracht und Produktionskulturen im 2-L-MaRstab angesetzt.

Die Isolierung des scFv-Fragments erfolgte mittels Affinitdtschromatografie.
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Die Reinheit wurde anschlielend im SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Das scFv-Fragment
konnte mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatografie gereinigt werden. Dies zeigte die Analyse
der Eluatfraktionen durch SDS-PAGE. Die eine Kette war als Bande bei ca. "25 kDa sichtbar
und Aggregate hdherer Molekularmasse waren ebenfalls erkennbar (Siehe Abbildung 13).
Das Fab-Fragment wies einen Reinheitsgrad von tber 90 % auf. Die relative Ausbeute an

funktionellem Fab-Fragment gekoppelt mit His-Tag betrug ca. 25 pg/l Kulturvolumen.
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Abbildung 13: SDS-PAGE der Einschrittreinigung des scFv-Fragments mittels Metallchelat-
Affinitatschromatografie: E. coli JM83/pAK400scFv6H8 wurde im 2-L-Malstab bei 22 °C
kultiviert, die periplasmatische Proteinfraktion gewonnen und daraus das scFv-Fragment
durch IMAC an Ni-NTA-Sepharose mit einem Imidazolgradienten von 0 bis 300 mM isoliert.
Auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel wurde im reduzierten Zustand je eine Probe des
Gesamtzellextrakts (Spur 1), des periplasmatischen Proteinextraktes (PA), des Durchlaufs der
Saule (DF) sowie die Eluatfraktion des kompetitiv eluierten rekombinanten scFv-Fragments
aufgetragen (E1-E3)

Der spezifische Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte durch Western-Transfer-

Experimente, wobei ein Maus-anti-Pentahistidin-gekoppelter sowie ein sekundarer HRP-

gekoppelter Antikdrper verwendet wurden. Die elektrophoretische Mobilitat des 6H8 scFv-

Fragments stimmte hierbei mit dem Molekulargewicht Gberein.

4.3 Herstellung der Mutante E-Cadherin A9 fur funktionelle Assays

Das scFv 6H8 kann stabil und reproduzierbar hergestellt werden und eignet sich primar far

die Konstruktion eines spezifischen Triplebody. Die Bindungsaffinitat konnte zunachst nicht
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determiniert werden, da die krebsspezifische Variante E-Cadherin A9 weder als 16sliches
Protein vorlag, noch Magenkarzinomzelllinien bekannt sind, die speziell die Variante A9

exprimierten.

4.3.1 Herstellung pDESTeCadherinA9 aus pENTReCadherin

Im Rahmen dieser Doktorarbeit musste ein Testsystem etabliert werden und die Mutante
E-Cadherin A9 fur funktionelle Assays rekombinant hergestellt werden. Nachdem einfache
PCR-Mutagenese-Versuche aus Colon-CA rDNA fehlgeschlagen waren, wurde fir die
Mutagenese die Gateway Cloning Technology (GIBCO) gewahlt. Dazu wurde das fragliche
Gen E-Cadherin A9 per PCR amplifiziert und schlieRlich in den Vektor pcDNADEST47
kloniert. Das vollstandige E-Cadherin lag im Vektor pENTReCadherin vor. Von diesem
Vektor ausgehend wurde das Exon 9 nun per PCR deletiert (siehe Abbildung 14 A,14B).

A:
EXONS8

AGTTTCCCTACGTATACCCTGGTGGTTCAAGCTGCTGACCTTCAAGGTGAGGGGTTA
AGCACAA

PRIMERFOR

CAGCAACAGCTGTGATCACAGTCACTGACACCAACGATAATCCTCCGATCTTCAATC
CCACCACCTACAAGGGTCAGGTGCCTGAGAACGAGGCTAACGTCGTAATCACCACA
CTGAAAGTGACTGATGCTGATGCCCCCAATACCCCAGCGTGGGAGGCTGTATACAC
CATATTGAATGATGATGGTGGACAATTTGTCGTCACCACAAATCCAGTGAACAACGAT
GGCATTTTGAAAACAGCAAAGGGCTTGGATTTTGAGGCCAAGCAGCAGTACATTCTA
CACGTAGCAGTGACGAATGTGGTACCTTTTGAGGTC

PRIMERREV
TCTCTCACCACCTCCACAGCCACCGTCACCGTGGATG
EXON10

ROT: EXON9
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pENTReCadherin

I primfor X prmrey I ’

eCadherin

PCR+Ligation

eCadherinA9

LR clonase cloning

pDESTeCadherin

Abbildung 14: A: E-Cadherin-Sequenz aus pENTReCadherin. Das Exon 9 (rot) wurde durch PCR-
Amplifikation deletiert. B: Schematische Darstellung der Herstellung der E-Cadherin-Mutante
E-CadherinA9: nach PCR-Amplifikation eines PCR-Fragments ohne Exon 9 wurde der Vektor
pEntreCadherinA9 durch Ligierung hergestellt und die Vektoren pDESTeCadherinA9 und
pDESTeCadherin durch LR Clonase Cloning hergestellt

AnschlieBend erfolgte die Rekombination in pDEST47. Die finalen Plasmide waren
pDEST47eCadherinA9 und pDEST47eCAD. P(cDNA)Dest47 kann in eukaryotischen

Zellen transformiert und somit E-CadherinA9 Gberexprimiert werden (siehe Abbildung 15).
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Comments for pcDNA-DEST47
7780 nucleotides

CMV promoter: bases 232-819
T7 promoter: bases 863-882
attR1 recombination site: bases 914-1038
Chloramphenicol resistance gene: bases 1147-1827
ccdB gene: bases 2147-2452

attR2 recombination site: bases 2493-2617

Cycle 3 GFP (C-terminal): bases 2628-3347

BGH polyadenylation region: bases 3372-3599

f1 origin: bases 36454073

SV40 early promoter and origin: bases 4100-4408
Neomycin resistance ORF: bases 4483-5277

SV40 early polyadenylation region: bases 5453-5583
pUC origin: bases 5966-6639

Ampicillin resistance ORF (b/a): bases 6784-7644 (c)
bla promoter: bases 7645-7743 (c)

(c) = complementary strand

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Expressionsvektors. Das Strukturgen (in diesem Fall E-
Cadbherin) liegt zur Sekretion ins Zytoplasma von Saugerzellen fusioniert mit GFP (Green
fluorescent Protein) vor. Die Transkription des resultierenden Fusionsgens steht unter der
Kontrolle des CMV-Promotors/Operators. Die Kirzel ori und f1 bezeichnen den
Replikationsursprung der pUC-Plasmidfamilie sowie die intergenische Region des
filamentésen Phagen f1 (Invitrogen™) (siehe Kapitel 3.2.1.4)

4.4 Bindungsnachweis des scFv 6H8 an E-CadherinA9

Die spezifische Bindungsstabilitdt des monoklonalen Ratten-Antikdrper d9mAb an die
Mutante E-CadherinA9 wurde in der Studie von Senekowitsch-Schmidtke et al. 2001 mittels
Western Blotting sowie Immunhistochemie nachgewiesen und erfolgreich zur
Radioimmuntherapie verwendet. In dieser Arbeit sollte nachgewiesen werden, dass auch
das rekombinante scFv 6H8 seine Bindungsaffinitdt zu der magenkarzinomspezifischen
Mutante des E-Cadherin behalt. Das konnte unter denaturierten Bedingungen im Western

Blot im Folgenden gezeigt werden (siehe Abbildung 16).
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4.41 Western Blot

Die spezifische Bindung des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikérper-
Fragmentes scFv 6H8 an die magenkarzinomspezifische Mutante E-CadherinA9 konnte

mittels Western Blotting nachgewiesen werden.

Entsprechend der in 4.3 beschriebenen Vorgehensweise wurde ein Komplex aus drei
Antikérperbindungen hergestellt. Dabei konnte durch die ECL- Methode (enhanced
chemiluminescence) unter Umsetzung von HRP (Meerrettichperoxidase, engl.
horseradish), welches an den Anti-His-Antikérper gebunden war, der Komplex anhand der

Grofle von ca. 25 kD identifiziert werden.
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Abbildung 16: Nachweis von E-CadherinA9 durch den Antikdrper 6H8 und dessen rekombinantes scFv-
Fragment mittels Western Blotting. Auf einem 12%igen SDS-Gel wurden die Mutante A9 erste
Probe (Spur 1), E-Cadherin erste Probe (Spur 2), Kontroll-EGF (Spur 3), A9 zweite Probe
(Spur 4) und E-Cadherin zweite Probe (Spur 5) aufgetragen und nach Auftrennung auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde zunachst mit dem monoklonalen
Antikérper 6H8 (iber Nacht, dann mit Anti-His-Antikorper fiir eine Stunde inkubiert und mittels
ECL-Reagenz entwickelt. Fiir die Chemilumineszenz wurde ein Hyperfilm MP 10 s auf die
Membran gelegt und entwickelt

4.5 Konstruktion des Expressionsvektors fiir die bakterielle
Produktion eines EpCAM-spezifischen scFv-Fragmentes
Fir die Synthese eines EpCAM-spezifischen scFv-Fragments (scFv EpCAM) als
Fusionsprotein mit dem Hexahistidinanhangsel (His-Tag) wurde der Expressionsvektor
PAK400scEpCAM konstruiert. Hierfir wurde die DNA aus dem Vektor pMA mit
Restriktionsenzymen (Sfil) ausgeschnitten und in den Vektor pAK400 inseriert (Skerra
1994). Fir die Sequenz des EpCAM-spezifischen scFv-Fragments (siehe Abbildung 18),
wurden die variablen Domanen eines publizierten Anti-EpCAM-Antikorpers verwendet, die
frei verfugbar waren (Patent-Nr. WO2010142990A1). Die korrekte Zusammensetzung des
Plasmids pAK40scFvEpCAM wurde mittels Sequenzanalyse bestatigt (siehe Abbildung
17).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pAK400scFvEpCAM: pAK400 kodiert fir
das EpCAM Fv-Fragment, bestehend aus den variablen Doménen des Ratten-Antikérpers
EpCAM. Die Strukturgene V_ und Vy liegen zur Sekretion in den periplasmatischen Raum von
E. coli an ihren 5’-Enden fusioniert mit den bakteriellen Signalsequenzen der Pektat-Lyase
vor. Am 3’-Ende des Gens der schweren Kette befindet sich die kodierende Sequenz fiir ein
Hexahistidin-Affinitdtsanhangsel (6xHis). Die Transkription des resultierenden Fusionsgens
steht unter der Kontrolle des lac-Promotors/Operators. Die Kiirzel ori und f1 bezeichnen den
Replikationsursprung der pUC-Plasmidfamilie sowie die intergenische Region des
filamentésen Phagen f1

MADIQLTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGQSPKALIYASSYRYS
GVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPTLFGAGTKLEIKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSDIKLQESGPGLVQPSQSLSITCVSGFSLTSYGVHWVRQSPGKGL
EWILGVIWSGGSTDYNAAFISRLSISKDNSKSQVFFKMNSLQANDTAIYYCARMENWSF
AYWGQGTTVTVSS

Abbildung 18: Aminosauresequenz der variablen Doméanen des scFv EpCAM

4.5.1 Aufreinigung und Detektion mittels SDS-PAGE

Der Expressionsvektor pAK400scFvEpCAM wurde, wie zuvor bei dem E-Cadherin-
spezifischen scFv, mittels Transfektion in den E.-coli-Stamm JM83 eingebracht und
Produktionskulturen im 2-L-Mafstab angesetzt. Drei verschiedene Klone wurden hierbei
getestet (scFvEpCAM1.1; scFvEpCAM2.4 und scFvEpCAM3.1).
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Die Genexpression des scFv-Fragments wurde durch Zugabe von 1 mg IPTG (Isopropyl-
B-D-thiogalactopyranosid) pro Liter Kulturmedium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 nm

induziert.

Die Dauer der Induktion betrug 3 h. Alle Kulturen befanden sich zu diesem Zeitpunkt im
Ubergang zur stationaren Wachstumsphase, wobei noch keine Zelllyse zu beobachten war.
Die Zellen wurden geerntet und die periplasmatische Proteinfraktion prapariert. Die

Isolierung des scFv-Fragments erfolgte mittels Affinitdtschromatografie.

Die Reinheit wurde anschlieRend im SDS-Polyacrylamid-Gel analysiert. Das scFv-
Fragment konnte mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatografie gereinigt werden. Dies zeigte die
Analyse der Eluatfraktionen durch SDS-PAGE (siehe Abbildung 20). Die eine Kette war als
Bande bei ca. 30 kDa sichtbar. Ein Abbauprodukt zeigte sich unterhalb, dennoch wies das
Fab-Fragment einen Reinheitsgrad von Uber 90 % auf. Die relative Ausbeute an

funktionellem Fab-Fragment gekoppelt mit His-Tag betrug ca. 50 ug.

Epcam 3,1

PA DF WF E1 E2 ES3
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Abbildung 19: SDS-PAGE der Einschrittreinigung des scFv-Fragments mittels Metallchelat-
Affinitdtschromatografie: E. coli JM83/pAK400scFVEpCAM 3.1 wurde im 2-L-MaRstab bei
22 °C kultiviert, die periplasmatische Proteinfraktion gewonnen und daraus das scFv-
Fragment durch IMAC an Ni-NTA-Sepharose mit einem Imidazolgradienten von 0 bis 300 mM
isoliert. Auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel wurde das periplasmatische Proteinextrakte
(PA), der Durchlauf der Saule (DF), die Waschfraktion (WF) sowie die Eluatfraktion des
kompetitiv eluierten rekombinanten scFv-Fragments aufgetragen (E1-E3)

Der spezifische Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte durch Western-Transfer-
Experimente (siehe Abbildung 21), wobei ein Maus-anti-Pentahistidin-gekoppelter sowie
ein sekundarer HRP-gekoppelter Antikorper verwendet wurden. Die elektrophoretische

Mobilitdt des EpCAM-scFv-Fragments stimmte hierbei mit dem Molekulargewicht Gberein.
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Zudem wurde die Stabilitdt des scFv-Fragments bei 4 °C und 20 °C (Fragmente wurden

uber Nacht gelagert) getestet.

Penta - His 4°C| -20 | 4°C -20‘4°C -20
HRP Ep |cAM
1:5000 Her >
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Abbildung 20: Nachweis des EpCAM-scFvs durch Penta-His-HRP mittels Western Blotting und Priifung der
Stabilitat. Auf einem 12%igem SDS-Gel wurden die HER2 scFvs (Positivkontrolle) und jeweils
das Eluat der drei verschiedenen scFv-EpCAM-Klone 1.1, 2.4 und 3.1 aufgetragen. Die Eluate
waren jeweils bei 4 °C oder bei 20 °C lber Nacht gelagert worden

Das scFv EpCAM konnte in ausreichenden Mengen (0,5 mg/L) produziert werden. Nach
einer Produktion im 2-Liter-Kolben lag ca. 1 mg scFv fir weitere Bindungstests und
Stabilitatstestungen vor. Stabilitatstests, in denen das scFv jeweils bei 4 °C und —20 °C
gelagert wurde, zeigten, dass die Stabilitat bei 20 °C doch eindeutig geringer war, als bei
4 °C (s. Abbildung 20). Somit wurde das scFv fir weitere Tests immer nur im Kihlschrank

aufbewahrt.

Die Bindung des scFv EpCAM an EpCAM wurde abschlieRend zur Kontrolle noch mittels

Immunhistochemie nachgewiesen (siehe Abbildung 21).
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Epcam 3.1 scFv und anti-His 3D5

<

Abbildung 21: Immunhistochemie des scFVEpCAM auf Osophaguskarzinom-Zelllinie (OE19), 10-fache
VergréRerung. Die Zellen wurden mit scFv Epcam inkubiert und die Bindung mittles HRP-
konjugierten anti-His-Antikérper 3D5 und AEC Substrat nachgewiesen
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In der Entwicklung neuartiger Krebstherapien ist es seit Langem ein Ziel, eine

Tumorbekampfung lber eine Aktivierung des Immunsystems zu erreichen.

Ziel dieser Studie war es, die magenkarzinomspezifische Mutante das E-CadherinA9 als
Ansatz flr neuartige Antikérpertherapeutika zu generieren und die Bedeutung bzw.
Anwendbarkeit anhand der Bindungsqualitdt zum Antikérperfragment scFv 6H8 zu

Uberprifen. Diese konnte erfolgreich nachgewiesen werden.

Das bedeutendste Ergebnis ist hierbei der Nachweis der Stabilitdt, der in dieser Arbeit
produzierten Antikdrperfragmente, sowie der spezifische Bindungsnachweis des Antigen-
Antikérperkonstruktes, welches nun in einem Triplebodyformat gezielt zur

Krebsbekampfung eingesetzt werden kdnnte.

5.1 Bewertung der Relevanz bispezifischer Antikorperfragmente

Ein Durchbruch in der Krebsforschung war die Entwicklung therapeutischer Antikérper,
welche Krebszellen durch verschiedene Mechanismen bekampfen koénnen. Diese
Antikérper greifen an unterschiedlichen Stellen in die Ablaufe der Immunabwehr und

kénnen bestimmte regulatorische Effekte erzielen (Scott, Wolchok et al. 2012).

Die Bindung eines Antikorpers auf der Zelloberflache kann z. B. Signale zur Initialisierung
des Zelltodes ausldosen (Todessignale). Ein anderer Effekt ist die antikrpervermittelte
zellulare Toxizitat, wobei Bindungsstellen im Fulteil eines Antikérpers die Rezeptoren auf
Immunzellen stimulieren (ADCC). Die komplementabhangige Zytotoxizitat basiert auf der
Perforation der Zellmembran einer Tumorzelle. Diese wird durch die Verankerung des
Komplementproteins (Clq) an einer Tumorzelle durch einen IgG- oder IgM-Antikérper und

die anschlieRend ausgeldste Kettenreaktion hervorgerufen (CDC).

Ein weiterer Ansatz ist die Blockierung der proliferativen oder angiogenetischen

Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren (Rajabi and Mousa 2017).

Es ist auch mdglich, eine Stimulation des Immunsystems zu erreichen, indem
aktivititshemmende Proteine auf Immunzellen blockiert werden, wie zum Beispiel bei den
neuerdings fiir viele Indikationen zugelassenen Checkpointinhibitoren (Little 2014, Chen
and Mellman 2017).

Mit der Zulassung unterschiedlicher monoklonaler Antikorper, wie Trastuzumab
(Handelsname Herceptin®, Roche) oder auch Rituximab (MabThera, Roche) konnte ein
aullergewodhnlicher Erfolg in der Behandlung verschiedenster maligner Erkrankungen
erzielt werden. Trastuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper, der gegen die

extrazelluldre = Doméne des  haufig bei Mammakarzinomen  exprimierten
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Wachstumsfaktorrezeptors HER2/neu gerichtet ist. Dieses Medikament basiert lediglich auf
der Wirkung der Tumorzellproliferationshemmung, nicht jedoch auf der Aktivierung der
korpereigenen Immunabwehr. Um die Wirkung einer Anti-HER2-Therapie zu verstarken,
wurde die urspriingliche Monotherapie des Herceptin, in friheren Behandlungslinien vom
metastasierten Magenkarzinom und Brustkrebs, durch Kombinationstherapien mit
cytotoxischen Agentien (z. B. Docetaxel, Capecitabin, Paclitaxel) oder anderen Anti-HER2-
mAbs (z. B. Pertuzumab), und/oder Tyrosinkinase-Inhibitoren (z. B. Lapatinib) ersetzt
(Singh, Jhaveri et al. 2014). Alternativ kann ein Antibodie Drug Conjugate (ADC) wie
beispielsweise Trastuzumab/Emtansin (T-DM1), ein Anti-HER2-mAb, der an die
cytotoxische Substanz Emtansin (DM1) gekoppelt ist, eingesetzt werden (Lewis Phillips, Li
et al. 2008, Sadeghi, Olevsky et al. 2014).

Wie oben schon erwahnt gibt es aber zahlreiche therapeutische Antikdrper in der
Onkologie, die spezifisch die Erhdhung der zelluldren Toxizitat als Wirkmechanismus
haben. Das bekannteste Beispiel ist hierfir Rituximab (zb. Mabtera, Rituximab) (Boross and
Leusen 2012). Die Wirkung dieser Antikdrper beruht auf ADCC sowie auf CDC.

Es gibt allerdings bereits Ansatze mit bispezifischen Antikdrperkonstrukten, welche darauf
abzielen, die eigene Immunabwehr zur Zerstorung der Krebszellen starker anzuregen,

indem sie spezifisch zytotoxische T-Zellen rekrutieren. (Oberg, Kellner et al. 2018).

Beispiele fir zugelassene bispezifische Antikérperkonstrukte sind Blinatumomab,
(Blincyto®, Amgen) welches zur Therapie der akuten lymphatischen Leukdmie eingesetzt
wird, oder auch Catumaxomab (Removab®, Fresenius Biotech) welches zur Behandlung

des malignen Aszites zugelassen war (EMA 17.07.2017).

Solche Konstrukte haben gezeigt, dass eine erfolgreiche Redirektion von T-Zellen an eine
Tumorzielstruktur mittels bispezifischer Antikdrperfragmente mdglich ist. Diese gezielte
Redirection wurde bisher nur durch die Konstruktion von bispezifischen

Antikorperkonstrukten ermdglicht.

Blinatumomab konnte das Uberleben der Patienten, die zusatzlich zur Chemotherapie mit
Antikorperpraparaten behandelt wurden, gegenuber Patienten, die lediglich eine reine

Gabe einer Chemotherapie erhielten, deutlich verlangern (Kantarjian, Stein et al. 2017).

Ein enormer Nachteil ist jedoch die kurze Halbwertszeit der bispezifischen
Antikérperkonstrukte, aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes. Die Verabreichung ist
fur die Patienten nur als Dauerinfusion moéglich und stellt damit eine Einschrankung der
Lebensqualitat dar (EMA 17.07.2017).

Ein erhebliches Risiko besteht zudem in der beobachteten Ausbildung von

lebensbedrohlichen Nebenwirkungen. Die starke T-Zell-Aktivierung dieser Konstrukte birgt
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die Gefahr der Ausbildung eines Cytokin-Release-Syndroms (CRS), einem sogenannten
Zytokin-Sturm. Dieser basiert auf der Erhéhung des Zytokinspiegels, der mit dem Zerfall
der Tumorzellen korreliert. Die Bandbreite der Nebenwirkungen reichte hierbei von leichter

bis hin zur lebensbedrohlichen Symptomatik mit Todesfolge (Frey 2017).

Die Konstruktion eines Triplebodys mit erheblich hdoherer Molekularmasse konnte das
Problem der kurzen Halbwertszeit I6sen. Das Molekulargewicht eines Triplebody betragt in
etwa so viel wie jenes eines normalen IgG-Antikérpers. Auch in der Anzahl der Ig-Domanen
ahneln sie sich, weshalb man von ahnlich langen Halbwertszeiten ausgehen kann, die im
Schnitt bei Antikdrpern 14 Tage betragen. Eine subkutane oder intravendése Gabe des
Triplebody als Therapeutikum in einem Abstand von 2 bis 4 Wochen ist somit denkbar, was
fur die Patienten enorme Vorteile gegeniber den (Ublichen bispezifischen

Antikorperkonstrukten hatte.

Zudem werden mit den in dieser Arbeit vorgestellten Triplebody-Konstrukten, NK-Zellen
und nicht zytotoxische T-Zellen rekrutiert, was die Inzidenz des Cytokin-Release-Syndroms
verringern koénnte. Dies musste allerdings noch in klinischen Studien belegt werden. Da
allerdings die Funktion solcher CD16-bindenden Antikérperkonstrukte bislang nur in
praklinischen Versuchen gezeigt wurde (Gruel, Fridman et al. 2001, Shahied, Tang et al.

2004, Asano, Nakayama et al. 2012) steht dieser Beweis noch aus.

5.2 EpCAM sowie E-CadherinA9 als tumorassoziierte Antigene

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das E-Cadherin-A9-bindende scFv-
Fragment I8slich in ausreichenden Mengen in E. coli hergestellt werden kann. Es ist in der
Lage, die magenkarzinomspezifische Mutante, das Zielantigen, spezifisch zu binden. Fir
die Bindungsanalyse musste die Mutante in Sdugerzellen tberexprimiert werden und ergab
eine ausreichende Affinitdt gegeniber dem Zielantigen. Dies konnte im Western Blot
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 16). Genauere Bindungsanalysen wurden in
Rahmen dieser Arbeit nicht getatigt, da es sich um Vorversuche vor der
Triplebodykonstruktion handelt. Die genaue Affinitdt zum Zielantigen musste noch mittels
Biacore und/oder ELISA getestet werden. Das ist allerdings erst nach Einbau in einen
Triplebody sinnvoll, da das scFv an sich sehr instabil ist und sich die
Bindungseigenschaften durch den Einbau in einen Triplebody durchaus noch verandern

konnen.

Die Suche nach optimalen Targets auf Tumorzellen ist die gréote Herausforderung in der
zielgerichteten Immuntherapie. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein funktionales Fv-
Fragment fir ein hdchst spezifisches Target auf Magenkarzinomzellen charakterisiert

werden. Das zweite Target war allerdings noch offen. AusschlieRlich auf dem Tumor
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exprimierte Antigene sicher zu identifizieren ist selten mdglich und schwierig. Es wird heute
eher von tumorassoziierten Antigenen (TAA) gesprochen, die auf dem Tumor verstarkt
exprimiert werden, jedoch auf gesunden Zellen ebenfalls vorhanden sind. Neben dem
Hauptkriterium Spezifitat, sollten TAA idealerweise auf Tumoren weit verbreitet und fir
Antikérper zuganglich sein (Greenall, Gherardi et al. 2012). All diese Eigenschaften haben

spater Einfluss auf Wirkung und Sicherheit der Antikdrpertherapie.

Das bekannte und haufig vorkommendes TAA EpCAM, ist das erste Protein, welches mit
monoklonalen Antikérpern identifiziert wurde (Koprowski, Steplewski et al. 1979). Hierbei
handelt es sich um ein transmembranares Glykoprotein, welches physiologisch auf der
basolateralen Zelloberflache der meisten Epithelien exprimiert wird (Balzar, Prins et al.
1999). Seine Hauptfunktion ist die interzelluldre Zelladhasion (Patriarca, Macchi et al.
2012). EpCAM wird auf nahezu allen Karzinomen exprimiert, besonders Adenokarzinomen
des Kolons, des Magens, der Lunge und des Pankreas zeigen eine ausgepragte homogene
EpCAM-Expression (Balzar, Prins et al. 1999, Went, Lugli et al. 2004).

Auch im menschlichen Organismus ist bekannt, dass EpCAM auf epithelialem, stark
proliferierendem Gewebe physiologisch anzutreffen ist — ganz besonders in der Mucosa
des Gastrointestinaltraktes (Litvinov, Velders et al. 1994). Das beschriebene
Expressionsmuster lasst starke Toxizitdten aufgrund fehlender Tumorspezifitdt beim
therapeutischen Einsatz von EpCAM-Antikdrpern vermuten. Auch im Menschen konnten
schwere unerwiinschte Wirkungen durch EpCAM-Antikdrper beobachtet werden (de Bono,
Tolcher et al. 2004). Unter der Therapie mit zwei humanisierten IgG1-EpCAM-Antikdrpern
ING-1 und 3622W94 kam es zu schweren lebensbedrohlichen akuten Pankreatitiden (Goel,
Bauer et al. 2007). Eine Expression von EpCAM auf normalem epithelialem
Pankreasgewebe ist bekannt (Yonaiyama, Toyoki et al. 2013). Daher wird angenommen,
dass eine unspezifische Bindung und Aktivierung des Immunsystems im Pankreas zu einer
Autodigestion des Gewebes fihrte. Auch der EpCAM-biAK Catumaxomab zeigte in
klinischen Studien starke Toxizitat auf. Eine intraventse und somit systemische Gabe des
Antikérpers fihrte bei den Patienten unter anderem zu einem deutlichen Anstieg der
Leberenzyme. Auch hier wird neben der oben schon erwahnten massiven Ausschuttung
von Zytokinen durch die Immunaktivierung (Zytokinsturm), die unspezifische Bindung an
EpCAM und damit Immunaktivierung auf epitheliale Zellen der Gallengénge, oder beides
diskutiert (Sebastian, Passlick et al. 2007). Somit war EpCAM als TAA zwar
vielversprechend, eignete sich aber aufgrund der extremen Nebenwirkungen zur
Anwendung rein EpCAM-spezifischer Antikérper nicht. Eine Schadigung oder den
Funktionsverlust von Gewebe wurde nicht verhindert, was zu vielen schwerwiegenden
Nebenwirkungen fihrte und nur eines dieser Medikamente zur Anwendung zugelassen

wurde (Balzar, Winter et al. 1999). Das oben schon erwahnte Catumaxomab wurde bei
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Aszites nicht intravends, sondern intraperitoneal verabreicht, weshalb viele unspezifische

Nebenwirkungen verhindert werden konnten.

Die Kopplung des scFv EpCAM mit dem hochspezifischen anti-E-Cadherin-A9-scFv im
Triplebody scheint ideal, um diese Toxizitdten, sogenannte Off-target-Effekte, zu

verhindern.

Solche Triplebodykonstrukte wurden ebenfalls in anderen Versuchen konstruiert und deren
Stabilitat erfolgreich nachgewiesen. Zum Beispiel wurde bereits ein Triplebody erfolgreich
hergestellt, welcher EpCAM sowie das spezifische im Bauchspeicheldriisenkarzinom
exprimierte Tn-Antigen bindet. Dieser wirkt mittels Aktivierung des Immunsystems, genauer

der korpereigenen NK-Zellen und erzeugt somit eine Krebszelllyse (Schulz-Ludeke 2017).

Ein bindungsaktives EpCAM-spezifisches scFv wurde im Rahmen dieser Arbeit aus
Sequenzen des Patents WO2010142990A1 erfolgreich kloniert und exprimiert. Ebenso wie
ein hochselektives magenkarzinomspezifisches scFv gegen E-CadherinA9. Die
Konstruktion von diesen zwei stabilen und bindungsfahigen scFvs kann hier als Erfolg

gewertet werden. Der Einbau in einen Triplebody muss nun als nachster Schritt erfolgen.

5.3 Bewertung des Triplebody und seiner therapierelevanten
Einsatzmoglichkeiten

Rekombinante ftrispezifische Antikbrper zur immuntherapeutischen Anwendung im
Magenkarzinom sind in dieser Form neuartig und in der Literatur bisher nicht zu finden. Hier
wird somit ein neu entwickelter Antikdrper beschrieben, der hinsichtlich seiner In-vitro-
Eigenschaften charakterisiert worden ist. Wie in der Einleitung bereits erwahnt, bieten
Triplebodys Vorteile im therapeutischen Ansatz und Wirkungsmechanismus. Durch das
.duale Targeting“ der Triplebodys kann eine bevorzugte Bindung an die doppelt positiven,
d. h. gezielt an die Krebszellen, im Vergleich zu den einfach positiven Zellen, erreicht
werden. Fir den Einsatz als Therapeutikum muss das spezifische scFv-Fragment nun als
Triplebody hergestellt werden. Es gabe auch andere Moglichkeiten, zielgerichtete Anti-
Tumoraktivitat zu erzeugen, allerdings scheint bei naherer Analyse die Konstruktion eines
Triplebody am aussichtsreichsten zu sein. Eine Kopplung des scFv mit cytotoxischen
Substanzen wirde ebenfalls ein zielgerichtetes ,Killing“ der Tumorzellen erméglichen,
allerdings waéren die Stabilitdt und die Halbwertzeit dieser Konstrukte zu niedrig, um eine
effektive Wirksamkeit sicherstellen zu kénnen. Ein bispezifisches Konstrukt analog zu
Blinatumomab ware ebenfalls denkbar, jedoch haben diese Konstrukte — wie in Kapitel 5.1

bereits erwdhnt — nur eine Halbwertzeit von Stunden.

Die Halbwertszeit der Triplebodys ist ungeféahr doppelt so lang wie das der bsscFvs,

wodurch sie in die Nahe der therapeutisch haufig eingesetzten Antikdrper gelangen. Diese
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5 Diskussion

betragt normalerweise um die 14 Tage, was die Anwendung monoklonaler Antikdrper flr

die Patienten wesentlich angenehmer macht (in der Regel i. V. Gabe alle 2-4 Wochen).

Ein Therapieansatz mit rekombinanten trispezifischen Antikérpern wurde bislang nicht
zugelassen. Die tumorspezifischen Komponenten konnten hier anhand ihrer Stabilitat und
Bindungseigenschaften charakterisiert werden. Der Einbau in ein Triplebodyformat kdnnte

nun zigig erfolgen und der Triplebody in Tumormodellen getestet werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Patienten im voranschreitenden Stadium einer Magenkrebserkrankung haben oftmals
keine Therapieméglichkeiten zur Bekdmpfung des Tumors, werden meist lediglich

hinsichtlich der Linderung ihrer Symptome behandelt.

Die Anwendung bispezifischer Antikérper ware bei Patienten mit einem diagnostizierten

Magenkarzinom ein erfolgversprechender Therapieansatz.

Bispezifische Antikoérper sind in der Lage, immunkompetente und gleichzeitig maligne
Zellen zu binden und gegen die gebundenen malignen Zellen zu aktivieren. Gegenwartig
konnte ein ftrifunktionaler monoklonaler Ratte-Maus-Hybridantikérper (Removab®,
Catumaxomab) in der EU zugelassen werden. Weitere Produkte befinden sich in der

klinischen Prifung.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindungsaktivitat von Antikdrperfragmenten gegen
eine magenkarzinomspezifische Mutante des E-Cadherin, das E-CadherinA9 und gegen
EpCAM evaluiert.

Das E-Cadherin-A9-spezifische scFv 6H8 wurde durch die Firma Geneart® in Regensburg
synthetisiert, anschlieRend in dem in dieser Arbeit konstruierten Expressionsvektor

PAK400scFv6HS8 eingebaut und durch periplasmatische Expression in E. coli produziert.

Eine wesentliche Charakterisierung des scFv 6H8 konnte mittels Western Blot gegen die
per Gateway® Cloning Technology hergestellte Mutante des E-CadherinA9 nachgewiesen
werden, welche eine zufriedenstellende Bindungsaktivitat und Spezifitat hervorbrachte bzw.

aufwies.

Als zweites Target wurde zudem das in Tumorzellen generell stark exprimierte EpCAM
ausgewahlt. Ein EpCAM-spezifisches scFv wurde durch die Firma Geneart® in Regensburg
synthetisiert, in dieser Arbeit in den Expressionsvektor PAK400scFvEpCAM eingebaut und
durch periplasmatische Expression in E. coli produziert. Die Stabilitat des EpCAM scFvs
wurde getestet und die Bindung an Krebszellen mittels Immunhistochemie erfolgreich
nachgewiesen. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde moglicherweise die Grundlage
gelegt, nach einem Einbau der spezifischen Antikdrperfragmente in einen Triplebody, einen
neuen Therapieansatz fur die Behandlung des Magenkarzinoms im fortgeschrittenen

Stadium zu entwickeln.
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7 SUMMARY

Gemnerally, patients in the advancing stage of gastric cancer have no or limited curative

therapy options, and are usually treated only to alleviate their symptoms.

The use of bispecific antibodies would be a promising therapeutic approach for patients

diagnosed with gastric carcinoma.

Bispecific antibodies are able to redirect and activate immunocompetent cells to the

malignant cells.

Currently, a trifunctional monoclonal rat-mouse hybrid antibody (Removab®,
Catumaxomab) has been approved in the EU (however, approval has been withdrawn for

economic reasons). Further products are in clinical trials.

The present dissertation evaluated the binding activity of antibody fragments against a

gastric carcinoma-specific mutant of E-cadherin, E-CadherinA9 and against EpCAM.

The E-cadherin-A9-specific scFv 6H8 was synthesized by Geneart® in Regensburg,
subsequently incorporated into the expression vector PAK400scFv6H8 constructed in this

dissertation and produced by periplasmic expression in E. coli.

An essential characterization of scFv 6H8 could be demonstrated by Western blot against
the E-CadherinA9 mutant produced by Gateway® Cloning Technology, which produced or

demonstrated satisfactory binding activity and specificity.

The second target was EpCAM, which is generally highly expressed in tumor cells. An
EpCAM-specific scFv was synthesized by Geneart® in Regensburg, incorporated in this
dissertation into the expression vector PAK400scFvEpCAM and produced by periplasmatic
expression in E. coli. The stability of the EpCAM scFvs was tested and the binding to cancer

cells was successfully demonstrated by immunohistochemistry.

The results of this work may have laid the basis for developing a new therapeutic approach
for the treatment of gastric carcinoma in the advanced stage after incorporation of the

specific antibody fragments into a triplebody.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AK. o, Antikorper

Ampr.......ccoooooeeen. Ampicillin-Resistenz

AmMp ..., Ampicillin

aP .., Alkalische Phosphatase

attl ..o, Attachment Site left
attR...................... Attachment Site right

BCA ..o Bicinchinonsaure

bp oo Basenpaare

bsscFvs .............. bispezifischen scFv-Antikérper-Fragmenten
BSA ... Rinderserumalbumin
Co Nukleobase Cytosin

Ca i Circa

CC s Grad Celsius

Cm..... Chloramphenicol

CDC...oovveee Complement-dependent Cytotoxicity
Da...ooviiiii Dalton

DMEM.................. Dulbecco’s modified Eagle Medium
DNA .. Desoxyribonukleinsaure
DMSO.....ccccoeunnes Dimethylsulfoxid

DNA .. Desoxyribonukleinsaure

ANTP .o, Desoxynukleosidtriphosphat
dTTP.ccoi, Desoxythymidintriphosphat

EDTA ..o Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA .. Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EpCAM ........cc...... epithelial cell adhesion molecule
EtOH....oii Ethanol

Fab .....coovveeeieeneee. Fragment antigen binding
FACS.....coccoeiis Fluorescence-activated Cell Sorting
FCuiiiiiieeeee Fragment crystallizable
FVoeeee Fragment variable

GlUC ..ooviiiiiiiie Glucose

ho Stunde

HAMAM .............. humane Anti-Maus-Antikorper-Immunantwort
HCl . Salzsaure

H20* ..o Wasser 18 Megohm (DNAse und RNAse frei), steril
HRP ..o Horseradish Peroxidase

[ OO OOPPTPPPRPPPP Immunglobulin




Abklrzungsverzeichnis

o Ve e intra Venos

IPTG . Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Ko Kanamycin
KD Kilobase
kDa...ccooooeeeeeeeeeee. Kilodalton
L Liter

M. Molar

MAD ... Monoclonal Antibody

[VTo I Mikrogramm
Ml Mikroliter
M. Milligramm

10 D Milliliter

MIN.ccie e Minute

MM Millimolar

MRNA ... messenger-RNA

NG coorereiiieee e Nanogramm
M. Nanomolar
OD....cooeeeee Optische Dichte
OVA.................... Ovalbumin

PAGE .......ccccco..... Polyacrylamid-Gelelektophorese
PAK ... polyklonale Antikorper
PBS ..o Phosphate-buffered Saline
PCR....cooiiees Polymerase-Kettenreaktion
PDB ... Protein Data Bank

pelB ..o Pektat-Lyase B
pmMol......cccceeeeeeeee. Picomol

PMS.....ccoiiines Permethrinsaure
POD....cccooinnes Peroxidase
RE.....co Restriktionsenzyme

FAK ..o Rekombinante Antikorper
RT . Raumtemperatur

RU ... Refractive Unit
RV Restriktionsverdau

SCAD ... Single Chain Antibody
SCFV .o Single Chain Fragment
SDS ..o, Natriumdodecylsulfat

T o Nukleobase Thymin

TAA . tumorassoziiertes Antigen
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Abklrzungsverzeichnis

TBS..iiiieeeeeee Tryptic soy broth

TBS-T .o Tris-buffered saline with Tween20
TEMED................ Tetramethylethylendiamin
TMB...cooviiiiriieeene Tetramethylbenzidin

TriS e Trihydroxyaminomethan
UICC....coiieeees Union Internationale Contre le Cancer
Ui Unit

A Symbol delta

/. S Prozent
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