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1. Einleitung

1.1. Theoretischer Hintergrund

1.1.1. Endometriose

1.1.1.1. Definition

Endometriose ist eine chronische Erkrankung, die definiert ist als das Auftreten von
Endometrium-dhnlichem Gewebe au3erhalb des Cavum uteri (Zondervan et al. 2020; Ulrich
2020). Histologisch ist dies durch Zellverbiande aus endometrioiden Driisenzellverbédnden
und Stromazellen gekennzeichnet (Ulrich 2020). Makroskopisch kann sich Endometriose in
Form von oberfldchlichen peritonealen Lisionen, Zysten in den Ovarien (Endometriome),
Endometrioseknoten, die das umliegende Gewebe infiltrieren (tief-infiltrierende

Endometriose) und von extrapelvinen Lésionen prédsentieren (Zondervan et al. 2020; Ulrich

2020).

1.1.1.2. Epidemiologie

Die genaue Privalenz der Endometriose kann nur ndherungsweise bestimmt werden, da fiir
die definitive Diagnosestellung eine chirurgische Darstellung und Probeentnahme
notwendig ist, die nicht bei allen tatsichlich an Endometriose erkrankten Patientinnen
erfolgt. Aus diesem Grund muss von einer Dunkelziffer fiir Endometriose ausgegangen
werden (Ulrich 2020; Abbas et al. 2012; Shafrir et al. 2018). Je nach Subpopulation ergeben
sich andere Schitzungen fiir die Prévalenz. Bei Patientinnen, die an Unfruchtbarkeit leiden,
betrdgt die Pravalenz beispielsweise bis zu 50% (Shafrir et al. 2018). Die standardisierte
Pravalenz in Deutschland betriagt 0.8-1% (Abbas et al. 2012; Eisenberg et al. 2018). Diese
Angaben unterschitzen aufgrund der unbekannten Dunkelziffer allerdings das Vorliegen
von Endometriose (Ulrich 2020). Studien, die diese Einschrinkungen in der Bestimmung
der tatsdchlichen Pravalenz beriicksichtigen, nehmen eine Gesamtprdvalenz von mindestens

10% an (Shafrir et al. 2018).

1.1.1.3. Atiologie und Pathophysiologie

Die Atiologie der Endometriose ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Obwohl es

verschiedene Erkldrungsansitze gibt, kann keiner dieser Ansdtze die Pathogenese der



Endometriose vollstidndig erklidren (Ebert 2019; Ulrich 2020; Zondervan et al. 2020). Zu
diesen Ansdtzen gehdren beispielsweise die Implantationstheorie, die ,,Tissue-Injury-and-
Repair-Theorie®”, die Zdélom-Metaplasie-Theorie und eine lymphatische und vaskulére
Metastasierung (Ulrich 2020; Zondervan et al. 2020; Leyendecker et al. 2009; Sampson
1927a; Sampson 1927b; Ebert 2019). Allerdings gibt es einige Arbeiten, die die Hypothese
unterstiitzen, dass die retrograde Menstruation die Hauptpathogeneseform der Endometriose
darstellt. So konnten Konrad et al. zeigen, dass Endometriose nur dann entsteht, wenn
zumindest rudimentdres Endometriumgewebe vorhanden ist (Konrad et al. 2019). Auf
zelluldrer Ebene kommt es bei der Endometriose aulerdem zu einer im Vergleich zum
physiologischen Endometrium verédnderten Membranarchitektur. Fiir die Zelladhdsion
wichtige Molekiile wie das Claudin-10 dndern ihre Lokalisation in der Membran. Dies
spricht fiir eine gestorte Zelladhdsion und unterstiitzt somit die Implantationstheorie

(Loeffelmann et al. 2022).

Zudem wird auch ein Einfluss genetischer Faktoren diskutiert (Zondervan et al. 2020; Ulrich

2020).

1.1.1.4. Klinik

Die Symptome der Endometriose weisen eine ausgepriagte Heterogenitit auf. Das
Kardinalsymptom ist die Dysmenorrhoe, weitere Beschwerden wie azyklische chronische
Beckenschmerzen, Dyspareunie, Dyschezie, Dysurie, Infertilitdt und Fatigue (Zondervan et
al. 2020; Becker et al. 2022; Ulrich 2020) kénnen hinzukommen. Endometriose fiihrt nicht
nur zu korperlichen Beeintrdchtigungen, sondern wirkt sich auch negativ auf das mentale
und soziale Wohlbefinden aus (Moradi et al. 2014). Eine pathophysiologische Besonderheit
der Endometriose ist, dass der makroskopische Befund und die Symptomschwere

divergieren konnen (Johnson et al. 2017).

1.1.1.5. Diagnostik

Besteht anamnestisch der Verdacht auf Endometriose, sollte eine klinische Untersuchung
durchgefiihrt werden sowie ein transvaginaler Ultraschall oder eine MRT-Untersuchung. Es
muss beachtet werden, dass eine Endometriose bei unauffilligen Befunden in korperlicher

Untersuchung und Bildgebung nicht ausgeschlossen ist (Becker et al. 2022; Nisenblat et al.
2



2016; Ulrich 2020). Vor allem fiir oberflachliche peritoneale Endometrioseherde weisen
bildgebende Verfahren keine ausreichende Sensitivitit auf (Becker et al. 2022; Nisenblat et
al. 2016; Ulrich 2020). Um die Verdachtsdiagnose ,,Endometriose* definitiv zu bestitigen
ist eine chirurgische Inspektion des Abdomens und Beckens notwendig. Dies erfolgt in der
Regel laparoskopisch (Nisenblat et al. 2016; Kennedy et al. 2005; Becker et al. 2022; Ulrich
2020).

Zwischen dem Auftreten der ersten Symptome und der Diagnose Endometriose liegt eine
durchschnittliche Verzogerung von 4,4-8 Jahren (Ghai et al. 2020; Nnoaham et al. 2011;
Soliman et al. 2017). Als mdgliche Griinde hierfiir werden eine Symptomiiberlappung mit
anderen Krankheitsbildern wie der ,,akuten oder chronischen Beckenentziindung/Pelvic
Inflammatory Disease* und ein oft blander korperlicher Untersuchungsbefund bei
betroffenen Patientinnen genannt (Soliman et al. 2017). Ein weiterer Grund fiir die
Diagnoseverzogerung ist das Fehlen ausreichend sensitiver nicht-invasiver diagnostischer
Tools wie Biomarker oder bildgebender Verfahren (Zondervan et al. 2020, 2020; Nisenblat
et al. 2016; Ulrich 2020). Kiirzlich haben Bendifallah et al. eine Speichel-miRNA-
Testmethode eingefiihrt, um Endometriose nicht-invasiv zu diagnostizieren. Trotz einiger
Einschrinkungen der Studie, wie zum Beispiel einer kleinen StichprobengroBe und der
Verwendung einer internen Querschnittvalidierung, zeigt diese Studie ein
vielversprechendes Instrument zur Verbesserung der Diagnose von Endometriose

(Bendifallah et al. 2022).

1.1.1.6. Therapie

Die Therapie der Endometriose kann konservativ-medikamentds oder operativ erfolgen.
Zudem gibt es weitere supportive Therapieansitze (Ulrich 2020; Becker et al. 2022).
Therapieziel ist unter anderem die Symptomkontrolle und eine moglichst lange
Beschwerdefreiheit (Ulrich 2020; Becker et al. 2022). Die hormonell-medikamentdse
Therapie entfaltet ihre Wirkung iiber eine Reduktion des Ostrogenspiegels und besteht in
erster Linie in der Gabe gestagenhaltiger Praparate, supportiv kann eine medikamentdse
Analgesie erfolgen (Ulrich 2020; Becker et al. 2022).

Die Laparoskopie ist das Verfahren der Wahl in der operativen Therapie der Endometriose
(Ulrich 2020; Abbott et al. 2004; Deguara et al. 2012; Garry 2004; Abbott et al. 2004).

Das Ziel der Endometriosechirurgie ist ein moglichst hohes Resektionsausmal} zu erreichen.

Ein hohes Resektionsausmall korreliert mit einer postoperativen Reduktion von
3



endometriose-assoziierten Schmerzen und einer geringeren Anzahl an Krankheitsrezidiven
und notwendigen Folgeoperationen. Zudem steigt die Rate an spontanen Schwangerschaften
(Kaiser et al. 2009; Duepree et al. 2002; Hart et al. 2008). In mehr als 50% der Patientinnen
kommt es im Intervall allerdings zu einem Beschwerderezidiv mit der Notwendigkeit
weiterer Operationen (Cheong et al. 2008).

Ein weiterer operativer Ansatz zur Symptomkontrolle ist die sakrale Neuromodulation. Dies
beruht auf einer Schmerzreduktion iiber Stimulation sakraler Nerven mittels einer in Néhe
der entsprechenden Nerven implantierten Elektrode (Kolodziej et al. 2020; Zegrea et al.
2023).

1.1.1.7. Intraoperative Bildgebung in der Endometriosechirurgie

Ein Ansatz fiir die intraoperative Bildgebung von Endometrioseldsionen beruht auf der
Verwendung von Nahinfrarot-Indocyaningriin =~ (NIR-ICG). NIR-ICG ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der Plasmaproteine im vaskuldren System bindet und so eine
Darstellung der Gewebeperfusion ermdglicht (Raffone et al. 2022). NIR-ICG kann die
intraoperative Detektionsrate von Endometrioseldsionen verbessern, indem im WeiBlicht
sichtbare Herde bestitigt werden und okkulte Herde sichtbar gemacht werden konnen
(Cosentino et al. 2018). Vor allem die Kombination von Weilllicht und NIR-ICG-
Bildgebung kann den positiven priadiktiven Wert in der intraoperativen Diagnostik erhohen
(Al-Taher et al. 2021). Einschrinkend muss erwidhnt werden, dass mithilfe von NIR-ICG

nicht alle Endometrioseldsionen detektiert werden konnen (Cosentino et al. 2018).

1.1.2. Molecular Imaging und Image Guided Surgery

Das ,,Molecular Imaging* und die ,,Jmage Guided Surgery* beruhen auf der bildgebenden
Darstellung gewebespezifischer funktioneller Charakteristika mithilfe von zielgerichteten
Bildgebungssubstanzen (Zhang et al. 2017; Dammes und Peer 2020). Dazu werden
signalabgebende Substanzen entwickelt, die mit Biomarkern wie Oberflichenmolekiilen
interagieren, die spezifisch fiir das gesuchte Gewebe sind. Solche Substanzen bestehen aus
einem zielstruktur-bindenden Anteil, der spezifisch und sensitiv mit dem Biomarker
interagiert, und einem signalabgebendem Anteil, der ein Signal abgibt, das von bildgebenden

Systemen detektiert werden kann (Dammes und Peer 2020; Zhang et al. 2017; Weissleder et
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al. 2000). Fiir den zielstruktur-bindenden Anteil werden aufgrund ihrer hohen
Antigenspezifitdit und -affinitit am héufigsten Antikdrper und Antikorper-Derivate
verwendet. Die Auswahl des signalabgebenden Molekiils hidngt von dem verwendeten
Detektionsverfahren ab, es konnen beispielsweise Fluorophore und MRT-Kontrastmittel
verwendet werden (Dammes und Peer 2020; Zhang et al. 2017; Weissleder et al. 2000).
Diese Verfahren stellen also nicht nur anatomische, sondern auch funktionelle Unterschiede
verschiedener Gewebe dar (Dammes und Peer 2020). Funktionelle Verdnderungen konnen
auch dann detektierbar sein, wenn keine makroskopische anatomische Verdnderung

erkennbar ist (Dammes und Peer 2020; Weissleder et al. 2000).

Beispiele hierfiir sind ein von Duranti et al. entwickeltes Antikdrper-Fluorophor-Konjugat

(AFK) und ein von Johansen et al. entwickeltes zielgerichtetes MRT-Kontrastmittel.

Duranti et al. haben ein ,,single chain variable fragment* (scFv)-Antikérperfragment gegen
den hERGl1-Ionenkanal entwickelt und dessen Funktion Tumorgewebe zu detektieren im
Mausmodell eines pankreatischen duktalen Adenokarzinoms untersucht. Der scFv-
Antikdrper wurde mit einem Fluorophor konjugiert und nach intravendser Verabreichung
des scFv-Fluorophor-Konjugats konnte sowohl der Primartumor als auch Metastasen schnell
und spezifisch mittels Nahinfrarotbildgebung dargestellt werden (Duranti et al. 2018).
Johansen et al. konnten im Gliom-Mausmodell bei der Anwendung eines zielgerichteten
MRT-Kontrastmittels gegen eine Tyrosinphosphatase im Vergleich zu einem unspezifischen
Kontrastmittel eine verbesserte Detektion und ldnger anhaltende Anreicherung des

Kontrastmittels im Tumorgewebe darstellen (Johansen et al. 2017).

Das am weitesten verbreitete Verfahren zur intraoperativen Bildgebung ist die
»Fluorescence Guided Surgery*“ (FGS) (Vahrmeijer et al. 2013; Zhang et al. 2017).
Potenzielle Vorteile der FGS sind ein vollstindigeres ResektionsausmaB, die Reduktion von
Reoperationen, die Schonung wichtiger Strukturen wie Nerven, eine bessere intraoperative
Entscheidungsfindung, eine kiirzere Operationsdauer und damit einhergehend eine kiirzere
Anésthesiedauer. Insgesamt konnte dies zu einem besseren postoperativen Outcome mit

weniger operationsbezogenen Komorbiditéten fiihren (Zhang et al. 2017).

Ein Beispiel ist die intraoperative Bildgebung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und
Halsbereich mit dem anti-EGFR-AFK Cetuximab-IRDye800. Das AFK wurde intravends

verabreicht und das Fluoreszenzsignal mit einem Weitfeld-



Nahinfrarotfluoreszenzbildgebungssystem erfasst und dargestellt. Das Fluoreszenzsignal
zeigte einen deutlichen Kontrast zwischen pathologischem und gesundem Gewebe.
Postoperativ wurden die Resektate histologisch aufbereitet und mittels Hamatoxylin-Eosin
(HE)-Féarbung und Fluoreszenzdarstellung untersucht. Das Fluoreszenzsignal zeigte eine
Korrelation mit dem histologisch identifizierten Tumorgewebe- und -rand (Rosenthal et al.

2015).

Ein weiteres Anwendungsbeispiel wird von Van Dam et al. angefiihrt. Die Autoren
verwendeten ein gegen den Folat-Rezeptor-Alpha (FRa) gerichtetes Folat-Fluorophor-
Konjugat (Folat-Fluorescein-Isothiocyanate [FITC)) zur intraoperativen
Fluoreszenzdarstellung des metastasierten Ovarialkarzinoms. Das Fluorophorkonjugat
wurde intravends verabreicht und mit einem multispektralen intraoperativen Fluoreszenz-
Bildgebungssystem in Echtzeit dargestellt. Das Fluorophorkonjugat stellte spezifisch FRa-
positive Ovarialkarzinome dar, FRa-negative Ovarialkarzinome und gesundes Gewebe
zeigten kein Fluoreszenzsignal. Die ex-vivo-Identifikation von Tumorherden war mittels der
Fluoreszenzdarstellung signifikant héher als mit bloBem Auge. Postoperativ erfolgte eine
histopathologische Aufarbeitung der Resektate mit HE-Férbung, FRa-Immunhistochemie
und FITC-Fluoreszenzmikroskopie. Hier zeigte sich eine Ubereinstimmung zwischen der

In-vivo-Fluoreszenz und den histopathologischen Ergebnissen (van Dam et al. 2011).

1.1.3. Bildgebungssubstanzen — Priaparate zur zielgerichteten Detektion und Darstellung

von Gewebe

Eine Bildgebungssubstanz, die gezielt an Gewebe binden und es sichtbar machen soll, muss
aus mindestens drei Komponenten bestehen. Diese sind eine zielstruktur-bindende
Komponente (am hdufigsten werden Antikérper und ihre Derivate verwendet), eine
signalabgebende Komponente (allgemein: Wirkstoff) und ein Verbindungsstiick (im
Folgenden als Linker bezeichnet), der diese beiden Komponenten miteinander verbindet
(Weissleder et al. 2000; Kobayashi et al. 2016). Diese Bildgebungssubstanzen sollen
moglichst ausschlieBlich am Zielgewebe ihre Wirkung entfalten und so unerwiinschte

unspezifische Wirkungen minimieren (Weissleder et al. 2000; Kobayashi et al. 2016).

Allgemein muss bei der Konjugation von Wirkstoffen an Antikdrper beachtet werden, dass
die strukturelle Integritdt des Antikorpers und seine Fahigkeit Antigene zu binden erhalten

bleiben muss, gleiches gilt flir die Funktion des Wirkstoffs (Ducry und Stump 2010).



Je nach verwendeter Konjugationsmethode kdnnen homogenere oder heterogenere Produkte
entstehen. Im Vergleich zu heterogenen Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten (AWK) zeigen
homogene AWK eine hohere therapeutische Effektivitit und Stabilitit sowie weniger
Nebenwirkungen (Panowski et al. 2014; Chouman et al.). Aullerdem verbessert die
Verwendung seitenspezifischer Konjugationsmethoden den therapeutischen Index der AWK
(Junutula et al. 2008b). Aus diesen Uberlegungen ergibt sich, dass fiir die Herstellung von
AFK bevorzugt solche Methoden eingesetzt werden sollten, die moglichst homogene
Produkte erzeugen. Eine weitere wichtige Eigenschaft der AWK ist das Wirkstoft-
Antikorper-Verhiltnis (WAV). Ein zu niedriges WAV kann zu einer geringen Wirkung des
Konjugats fiihren, wéhrend bei einem zu hohen WAV die Pharmakokinetik negativ
beeinflusst werden kann, indem zum Beispiel die Hydrophobie erhdht wird (Jabbour et al.

2021).

1.1.3.1. Zielstruktur-bindende Komponente: Antikorper und Antikorper-Derivate

Durch ihre hohe Spezifitit und Affinitdt gegen ihre Antigene sind Antikdrper die idealen
Substanzen fiir zielgerichtete Bildgebungsansitze (Diibel et al. 2019; Hwang und Foote
2005). Der verwendete Antikorper sollte eine hohe Spezifitit und Affinitdt fiir das
Zielantigen aufweisen. Es sollten weder Kreuzreaktionen mit anderen Antigenen noch eine
unspezifische Antigenbindung auftreten. Dies muss gegeben sein, damit das AWK selektiv
am Zielgewebe wirken kann und unerwiinschte Effekte durch eine unspezifische
Antigenbindung minimiert werden (Dibel et al. 2019; Hwang und Foote 2005). Der
verwendete Antikorper muss zudem hinsichtlich seiner Immunogenitét untersucht werden.
Allgemein kann davon ausgegangen werden, dass humane oder humanisierte Antikorper
eine geringere Immunogenitét aufweisen als chiméire oder murine Antikorper (Diibel et al.

2019; Hwang und Foote 2005; Jabbour et al. 2021).

1.1.3.1.1. Physiologischer struktureller Aufbau

Antikorper werden von den B-Zellen gebildet und sind damit Teil des adaptiven
Immunsystems. Thre Aufgabe ist es Antigene spezifisch und mit hoher Affinitét zu erkennen
und zu binden. Es gibt insgesamt fiinf Antikorper-Isotypen (Immunglobulin (IgG), IgA,
IgM, IgE, IgD), die verschiedene Aufgaben in der Immunabwehr wahrnehmen (Schroeder
und Cavacini 2010).



Antikorper sind globuldre Proteine, die aus verschiedenen Immunglobulindomidnen
bestehen. Jede Domidne wird zudem {iber eine interne Disulfidbriicke stabilisiert (Diibel et

al. 2019; Chothia et al. 1985).

Das IgG entspricht dem strukturellen Prototyp aller Antikorper, sein Aufbau ist in
Abbildung 1 dargestellt. Es besteht aus zwei schweren und zwei leichten Ketten. Die leichten
Ketten bestehen aus zwei Immunglobulindoménen; ,,variable light domain“ (VL) und
,constant light domain“ (CL), wéahrend die schweren Ketten vier Domidnen enthalten;
,variable heavy domain“ (VH) und drei ,,constant heavy domains*“ (CH1, CH2, CH3) (Chiu
et al. 2019). Die beiden schweren Ketten des Antikorpers sind an der Scharnierregion

(englisch: ,,hinge-region®) liber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden (Diibel et al.

2019).

Fv-FragmentJ
‘ —Fab-Fragment

— Fc-Fragment

Abbildung 1: Aufbau IgG; VL: variable Domdne der leichten Kette; CL: konstante Domdne der leichten Kette; VH:
variable Domdne der schweren Kette; CHI: konstante Domdne 1 der schweren Kette, CH2: konstante Domdne 2 der

schweren Kette, CH3: konstante Domdne 3 der schweren Kette. Hergestellt mit BioRender.com

Das IgG kann in zwei unterschiedliche funktionelle Bereiche eingeteilt werden: Den Fc-Teil
(fragment crystallizable/constant) und zwei ,,fragment antigen binding* (Fab)-Teile. Fc- und
Fab-Fragmente sind iiber die Scharnierregion zwischen CHI- und CH2-Domine
miteinander verbunden (Amzel und Poljak 1979; Diibel et al. 2019). Das Fab-Fragment wird
von der leichten Kette und der VH- und CHI1-Domine der schweren Kette gebildet. Die
Verbindung der leichten und schweren Kette im Fab-Fragment erfolgt iiber eine
Disulfidbriicke zwischen der CH1-Doméne und der CL-Doméne. Das N-terminale Ende des

Fab-Fragments wird auch als Fragment-variable-(Fv)—Fragment bezeichnet und enthélt die
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fiir die Antigenbindung relevanten Dominen (Mestecky 1972). Die Peptidsequenz der
konstanten Doménen ist hochkonserviert. Die variablen Doménen der schweren und leichten
Kette weisen Sequenzabschnitte auf, die eine Vielzahl unterschiedlicher Peptidsequenzen
enthalten konnen. Diese Abschnitte werden deshalb auch als hypervariable Regionen
bezeichnet. Je drei hypervariable Regionen der leichten und schweren Kette bilden das
antigenbindende Paratop aus und stellen die ,,complementary-determining-regions* (CDR)
dar. Die Struktur der CDR wird mithilfe der anderen Anteile der variablen Doméne
stabilisiert (Diibel et al. 2019). Das Fc-Fragment wird ausschlieflich von den beiden
schweren Ketten des Antikorpers gebildet und besteht aus zwei Immunglobulindoménen

(CH2 und CH3) (Schroeder und Cavacini 2010).

1.1.3.1.2. Funktion eines AntikOrpers

Das Fab-Fragment bindet tliber die CDR der Fv-Region das Epitop des Antigens. Das Fc-
Fragment vermittelt die Effektorfunktion und bindet an den Fc-Rezeptor von Zellen der
Immunabwehr: den Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, B-Zellen,
Mastzellen und basophilen Granulozyten. Die Effektorfunktion hingt dabei von der Zelle
ab, an deren Fc-Rezeptor der Antikdrper bindet und reicht von einer verbesserten
Opsonisierung bis zur Vermittlung der antikdrperabhiangigen zelluldren Zytotoxizitdt (Chiu
et al. 2019). Antikorper weisen durch ihre Gro3e und Struktur eine hohe Halbwertszeit auf
(Fu et al. 2018). Ein weiterer Faktor, der zu der langen Halbwertszeit der Antikorper fiihrt,
ist die Interaktion des Fc-Fragments mit dem neonatalen FcRn-Rezeptor, dieser schiitzt [gG-

Molekiile vor dem Abbau (Rath et al. 2015).

1.1.3.1.3. Herstellung rekombinanter Antikorper

Um die antigenbindenden Eigenschaften von Antikdrpern therapeutisch und diagnostisch zu
nutzen, existieren verschiedene Verfahren. Urspriinglich wurde das Immunsystem von
Maiusen mit den Antigenen in Kontakt gebracht und so eine Immunantwort ausgelost. Die
antikorper-produzierenden murinen B-Zellen wurden aus der Milz isoliert und durch Fusion
mit Myelomzellen immortalisiert. Ein wichtiger Nachteil dieser murinen Antikdrper ist ihre
Immunogenitéit, die im menschlichen Korper zur Ausbildung von humanen anti-Maus-
Antikorpern flihrt. Dadurch sind ihre Einsatzmdglichkeiten begrenzt. Um dies zu umgehen,
wurden chimdre und humanisierte Antikdrper entwickelt, bei denen nur die variablen

Regionen oder die CDR murinen Ursprungs sind (Diibel et al. 2019; Kobayashi et al. 2016).
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Uber die Verwendung von Phage-Display Bibliotheken und die Entwicklung humanisierter
Maiuse konnen auch vollstindig humane Antikorper hergestellt werden (Diibel et al. 2019;
Kobayashi et al. 2016). Diese Ansitze ermdglichen die Herstellung von Antikérpern und
ihren Derivaten gegen nahezu jedes Zielmolekiil (Diibel et al. 2019).

1.1.3.1.4. Antikorper-Derivate: scFv-Fragmente

Neben den IgG-Antikdrpern wurden mittels enzymatischer und gentechnologischer
Methoden Antikorperderivate hergestellt, die sich in Grofle und Funktion von diesen

unterscheiden (Diibel et al. 2019).

Im vorliegenden Projekt werden scFv-Antikorper verwendet, daher wird diese Antikorper-

Klasse im Folgenden néher besprochen.

Die scFv-Antikorper sind gentechnologisch hergestellte Antikdrperderivate. Abbildung 2
zeigt schematisch die Struktur eines scFv-Antikorpers. Sie bestehen aus dem variablen
Anteil der leichten Kette und dem variablen Anteil der schweren Kette, die {iber einen

Peptidlinker miteinander verkniipft sind.

——Peptidlinker

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines scFv-Antikérper; VL: variable Domdne der leichten Kette; VH: variable

Domdine der schweren Kette. Hergestellt mit BioRender.com

Der Peptidlinker verbindet das C-terminale Ende des VL-Anteils mit dem N-terminalen
Ende des VH-Anteils, durch diese kovalente Bindung wird das posttranslationale
Zusammenlagern der beiden Domédnen erleichtert und die Antigenaffinitit positiv

beeinflusst (Bird et al. 1988; Mufoz-Lopez et al. 2022; Huston et al. 1988). Die scFv-

Antikorper haben eine Grofe von 26 kDa, sie werden renal eliminiert und haben durch ihre
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geringe Grofe eine schnelle ,,Clearance-Rate* (Kobayashi et al. 2016; Kaur et al. 2012). Sie
verfligen liber eine durchschnittliche Lebensdauer im Blut von 0.5-2 Stunden (Knowles und

Wu 2012).

Es gibt verschiedene Systeme, die zur Herstellung von scFv-Fragmenten genutzt werden
konnen, zu diesen gehdren die Hybridom-Technik, Phage-Display, Ribosomendisplay und
die sequentielle Klonierung (Mufioz-Lopez et al. 2022). Fiir die Expression des Proteins
konnen verschiedene Expressionssysteme verwendet werden, zum Beispiel bakterielle,

Hefe- und Sdugetierexpressionssysteme (Brondyk 2009).

Das diagnostische Potential von scFv-Fragmenten und scFv-Konjugaten wurde in
zahlreichen Studien erprobt. Lu et al. haben einen EGFR-spezifischen scFv-Antikorper mit
Fe;04/Au-Nanopartikeln konjugiert, um eine EGFR-spezifische MRT-Bildgebungssubstanz
zu entwickeln. Diese konnte im Mausmodell EGFR™ ,,Non-Small-Cell-Lung-Cancer*
(NSCLC)-Xenografts per MRT spezifisch erkennen (Lu et al. 2021).
Kessler et al. demonstrieren die spezifische Bindungsfahigkeit und Internalisierung
rekombinanter scFv-Fusionsproteine gegen das Prostata-Stammzell-Antigen (PSCA) in
vitro mit PSCA'-HEK-PSCA-Zellen und ex vivo an primédren Prostatakarzinom-

Gewebeproben (Kessler et al. 2017).

Khantasup et al. haben einen anti-aEpCAM-scFv-Antikorper mit Gadolinium konjugiert,
dieses Konjugat zeigte in vitro eine gute Bindungsfahigkeit an eine aEpCAM" Zelllinie und
eine Verstirkung des Magnetresonanz-(MR)-Signals bei der MR-Untersuchung dieser
Zelllinie (Khantasup et al. 2018). Ein von Yakushiji et al. entwickelter ®Zirkonium-
konjugierter anti-Mesothelin-scFv ermoglichte die deutliche Darstellung von murinen
Mesothelin"-Tumoren im PET-CT (Yakushiji et al. 2019). Neben diesen diagnostischen
Anwendungsmoglichkeiten gibt es bereits einige scFv-basierte Strategien zur Therapie von
Malignomen, die zurzeit in klinischen Studien erprobt werden (Mufioz-Lopez et al. 2022).
Zu diesen gehort die Therapie von B-Zell-Malignomen mit CAR-T-Zellen, die einen scFv-
Antikorper auf ihrer Oberfliche exprimieren, der gegen den B-Zellmarker CD19 gerichtet
ist (Hong et al. 2020; Neelapu et al. 2017). Eine weitere scFv-basierte Medikamentenklasse
sind die Bispezifischen-T-Zell-Engager (BiTE), die aus zwei verschiedenen scFv-
Fragmenten bestehen, die iiber einen flexiblen Linker miteinander verkniipft sind. Ein scFv-

Fragment ist dabei gegen den T-Zellmarker CD3 gerichtet und das andere gegen ein
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tumorspezifisches Antigen (Huehls et al. 2015). Blinatumomab ist beispielswese ein BiTE,
der zur Therapie der B-ALL erprobt wird und gegen CD3 und den B-Zellmarker CD19
gerichtet ist (Klinger et al. 2012).

1.1.3.2. Linker und Konjugationsmethode

Der Linker verbindet die zielstruktur-bindende- und die signalabgebende-Komponente
miteinander. Linker haben einen wichtigen Einfluss auf die Effektivitat, Sicherheit und
Pharmakokinetik der AWK (Jabbour et al. 2021; Mansour et al. 2017). Sind beispielsweise
sowohl der Linker als auch der Wirkstoff hydrophob, kann dies zur Aggregation und
hepatischen Elimination des Konjugats fithren und potentiell hepatotoxische Effekte
aufweisen (Sun et al. 2017; Satomaa et al. 2018). Der Linker sollte im Blutplasma auerdem
eine hohe Stabilitdt aufweisen, damit es wiahrend der Blutzirkulation nicht zur ungewollten

systemischen Freisetzung des Wirkstoffs kommt (Ducry und Stump 2010).

Es gibt zwei Hauptarten von Linkern: spaltbare und nicht-spaltbare Linker.
Spaltbare Linker sind so konzipiert, dass der Wirkstoff im Zielgewebe vom Antikorper
abgespalten wird. Die Spaltung kann chemisch oder enzymatisch erfolgen, allen Methoden
ist gemein, dass die fiir die Spaltung optimalen Bedingungen erst im intrazelluliren Raum
erflillt werden (Ducry und Stump 2010). Die chemische Spaltung kann durch den niedrigeren
intrazelluldren pH-Wert bewirkt werden. Um diesen Effekt zu erreichen, konnen Hydrazon-
Linker verwendet werden, wie es beispielsweise bei dem FDA-zugelassenen AWK gegen
die refraktire AML Gemtuzumab-Ozogamicin der Fall ist (Ducry und Stump 2010; Hamann
et al. 2002). Eine weitere Form chemisch spaltbarer Linker sind Disulfidbriicken, die durch
intrazelluldres Glutathion gespalten werden konnen (Ducry und Stump 2010). Um eine
enzymatische Spaltung mittels lysosomaler Proteasen zu nutzen, konnen Peptidlinker
verwendet werden. Es konnen beispielsweise Valin-Citrullin-Peptide und Phenylalanin-
Lysin-Peptide genutzt werden (Ducry und Stump 2010). Bei nicht-spaltbaren Linkern wie
Thioether-Bindungen erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffs erst nach vollstdndiger
lysosomaler Degradation des AWK. Dies fithrt dazu, dass am Wirkstoff der Linker und
Antikorperreste verbleiben, dadurch konne die chemischen Eigenschaften des Wirkstoffs
verdndert werden (Ducry und Stump 2010). Nicht-spaltbare Linker weisen eine hdohere
Serumstabilitdt auf (Polson et al. 2009). Der grof3te Vorteil spaltbarer Linker ist, dass sie

eine vollstindige Abspaltung des Wirkstoffs vom Antikorper ermoglichen. Der grofite
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Vorteil nicht-spaltbarer Linker ist, dass durch die hdhere Serumstabilitit die therapeutische
Breite vergrofert wird (Polson et al. 2009; Ducry und Stump 2010).

Es werden verschiedene Moglichkeiten unterschieden, den Linker mit dem Antikorper zu
verkniipfen. Bei der Auswahl der Konjugationsmethode muss beriicksichtigt werden, dass
die Funktion des Antikdrpers durch die Konjugation nicht beeintréchtigt wird, wie viele
Wirkstoffe mit der ausgewéhlten Methode an den Antikorper gebunden werden und wie
homogen das entstehenden Produkt ist (Ducry und Stump 2010; Hamblett et al. 2004;
Jabbour et al. 2021; Junutula et al. 2008b; McDonagh et al. 2006; Chouman et al.; Panowski
et al. 2014).

1.1.3.2.1. Unspezifische Konjugation an nativ-vorkommende reaktive Gruppen

Reaktive Gruppen von Aminosduren wie Lysin und Cystein konnen als Konjugationsort
verwendet werden. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass die native Struktur des
Antikorpers dazu nicht verdndert werden muss. Allerdings fiihrt diese Methode zu
heterogenen Produktgemischen, da nicht kontrolliert werden kann, welche Lysin- oder
Cysteinreste des Antikorpers zur Konjugation verwendet werden. Dies fiihrt zur Entstehung
eines Produktgemisches mit verschiedenen Konjugationsorten und unterschiedlichen WAV,
die zu einer unterschiedlichen Stabilitdt, Funktion und Pharmakokinetik fiithren konnen
(McCombs und Owen 2015; Tsuchikama und An 2018). Basierend auf diesem Konzept
wurden daher weitere Methoden entwickelt, mit dem Ziel eine hohere Homogenitit zu
erreichen. Dazu gehoren beispielsweise die THIOMAB-Technologie und das Cystein-
Rebridging (Junutula et al. 2008a; Junutula et al. 2008b; Behrens et al. 2015).

1.1.3.2.2. Gentechnisches Einfiigen nicht-natiirlicher Aminosiuren

Um spezifische und lokalisierte Konjugationsstellen bereit zu stellen, kdnnen nicht-
natiirliche Aminoséuren mit spezifischen reaktiven Gruppen in die Antikdrper inkorporiert
werden (Tsuchikama und An 2018; McCombs und Owen 2015). Ein Beispiel ist die
Aminosédure p-azidomethyl-L-phenylalanin, die {iber eine Azidogruppe mit Alkin-Linkern
reagieren kann (Zimmerman et al. 2014). Vorteil dieser Methode ist ithre Spezifitit mit der
Moglichkeit homogene Produkte mit kontrollierten WAV zu generieren. Limitierende

Faktoren sind der technisch aufwendige Herstellungsprozess und die mogliche
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Immunogenitét der eingefiigten Aminosduren (Tsuchikama und An 2018; McCombs und

Owen 2015).

1.1.3.2.3. Enzymatische Konjugation

Enzymatische Methoden bedienen sich der katalytischen und substratspezifischen
Eigenschaften von Enzymen, um seitenspezifische Konjugationen mit einem kontrollierten
WAV zu erreichen. Die Enzyme erkennen spezifische gentechnisch eingefiigte oder native
Aminosduresequenzen und binden modifizierte Substrate an diese (McCombs und Owen
2015; Tsuchikama und An 2018). Ein Beispiel hierfiir sind die Sortasen. Hierbei handelt es
sich um Cystein-Transpeptidasen, die urspriinglich an der Zellwand gram-positiver
Bakterien lokalisiert sind und Proteine an die bakterielle Zelloberflache binden (Spirig et al.
2011). Diese Proteine konnen wichtige Funktionen als Virulenzfaktoren einnehmen und
beispielsweise die Immunantwort des Wirtsorganismus hemmen. Zudem sind die Sortasen
an der Ausbildung der bakteriellen Pili beteiligt, die die bakterielle Adhésion vermitteln. Die
Sortasen werden in Untergruppen von A bis F eingeteilt (Spirig et al. 2011). Die Sortase A
erkennt die Sequenz LPXTG (wobei X fiir eine beliebige Aminosédure steht) und konjugiert
an diese Stelle, nach Spaltung der Threonin-Glycin-Bindung, Molekiile, die mit einem
Oligo-Glycin-Rest modifiziert sind. Zur Herstellung eines AWK muss der Antikorper
entweder am C-terminalen Ende mit der LPXTG-Sequenz oder am N-terminalen Ende mit
einem Oligo-Glycin-Rest modifiziert sein. Die Konjugation erfolgt anschlieend mit einem
komplementidr modifizierten Wirkstoff unter Katalyse durch die Sortase A (Popp et al.
2009). Eine Abwandlung dieses Ansatzes ist die gentechnische Fusion des Antikorpers mit
einem enzymatisch aktiven Peptid-Tag. Bei der SNAP-tag-Methode wird ein Derivat des
humanen = DNA-Reperaturenzyms  O(6)-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase  (AGT)
verwendet. Dieses als SNAP-tag bezeichnete Enzym bindet spezifisch und kovalent mit
O(6)-Benzylguanin modifizierte Molekiile, indem es die Benzylgruppe unter Freisetzung
eines freien Guanins an das aktive Zentrum bindet (Kampmeier et al. 2009). Der SNAP-tag
wurde so modifiziert, dass er im Vergleich zur AGT eine hohere Affinitdt zu O(6)-
Benzylguanin aufweist und eine niedrigere Affinitit zu DNA. Aufgrund des humanen
Ursprungs kann von einer niedrigen Immunogenitit ausgegangen werden (Hussain et al.
2013). Der SNAP-tag wird gentechnisch mit dem N- oder C-terminalen Ende des
Antikorpers fusioniert. Fiir scFv-Fragmente wird in der Regel das C-terminale Ende gewédhlt

(Kampmeier et al. 2009). Mit dem SNAP-tag modifizierte Antikdrper werden in demselben
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Ausmal} exprimiert wie korrespondierende native Antikorper (Kampmeier et al. 2009).
Durch die Fusion des Antikorpers mit dem SNAP-tag werden weder die Funktion des
Antikorpers noch die Funktion des SNAP-tag beeintrichtigt. Kampmeier et al. beschreiben
eine Reaktionseffizienz von 90-100 % bei Inkubation des SNAP-tag-Fusionsproteins mit
einem BG-modifizierten Substrat iiber Nacht und eine Effizienz von 60-70 % nach
Inkubation fiir eine Stunde. Die Konjugation erfolgt demnach sowohl schnell als auch
effektiv (Kampmeier et al. 2009). Der SNAP-tag wirkt zudem als ,,Spacer* zwischen dem
Antikorper und dem Wirkstoff und reduziert so die Wahrscheinlichkeit, dass sich diese
beiden Komponenten negativ in ihrer Funktionalitit beeinflussen (Hussain et al. 2013). Die
Konjugation erfolgt aufgrund der Substratspezifitdt mit einem definierten WAV von 1:1

(Kampmeier et al. 2009). Das Funktionsprinzip des SNAP-tag ist in Abbildung 3 gezeigt.

BG-modifiziertes Fluorophor

BG
I Fluorophor-gekoppeltes
F scFv-SNAP-Fusionsprotein
R

SNAP
SNAP

scFv-Antikdrper scFv-SNAP-Fusionsprotein 2S

Abbildung 3: Schema zur Modifizierung der scFv-Antikérper mit dem SNAP-tag und der SNAP-tag-vermittelten

Konjugation mit einem BG-modifizierten Fluorophor; BG: Benzylguanin; F: Fluorophor. Hergestellt mit BioRender.com

1.1.3.3. Wirkstoff: Fluorophore

Fiir bildgebende Ansitze konnen je nach verwendetem Bildgebungsverfahren verschiedene
Bildgebungsagenzien verwendet werden. Es bietet sich an fiir einen ,,Proof-of-Principle* die
Konjugation mit einem Fluorophor durchzufiihre, da hiermit sowohl in vitro
(Durchflusszytometrie, Fluoreszenzmikroskopie), ex vivo (Immunfluoreszenz von
Patientenproben) und in vivo (praklinisch: Fluoreszenzbildgebung im Mausmodell, klinisch:
»Fluorescence Guided Surgery*) Studien durchgefiihrt werden konnen (Kessler et al. 2017;
Kampmeier et al. 2010; van Dam et al. 2011; Zhang et al. 2017; Raffone et al. 2022;
Rosenthal et al. 2015; Schouw et al. 2021; Sato et al. 2014). Man kann prinzipiell zwischen
konstitutiv aktiven Substanzen und aktivierbaren Proben, die erst bei Interaktion mit der

Zielstruktur ein Signal abgeben, unterscheiden. Der Vorteil solcher aktivierbarer Proben ist,
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dass sie erst im Zielgewebe aktiv werden und so unspezifische Background-Signale

minimiert werden konnen (Weissleder et al. 2000; van Oosten et al. 2011).

Um zu ermoglichen, dass eine Konjugation mit einem Antikorper realisierbar ist, muss eine
passende Konjugationdoméne entweder gegeben sein oder das Fluorophor entsprechend
modifiziert werden koOnnen, ohne dass dessen Funktion durch die Modifikation
beeintrachtigt wird. Fiir den Gebrauch mit dem SNAP-tag miissen die Fluorophore mit einer
0O(6)-Benzylguanin-Gruppe modifiziert sein (Kampmeier et al. 2009). Da mit der
Verwendung von NIR-ICG bereits klinische Erfahrung gesammelt wurde, bietet es sich an
Fluorophore auszuwihlen, die ein dhnliches Exzitations- und Emissionsspektrum wie NIR-

ICG aufweisen, um auf die bereits bestehende Infrastruktur zugreifen zu konnen (Rosenthal

et al. 2015). Eine Auswahl solcher Fluorophore ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Fluorophore im NIR-Bereich

Fluorophor

IRDye800(IRDye® 800
2022)

NIR-ICG

Alexa647(Alexa Fluor 647
dye | Thermo Fisher
Scientific - DE 2022)

5-Aminolavulinsdure

(fluoreszierender

Anwendungsbeispiel

Cetuximab-IRDye800-Konjugat
zur Detektion von

Plattenepithelkarzinomen

(Rosenthal et al. 2015)

NIR-ICG-Bildgebung in der
Endometriosechirurgie (Raffone

et al. 2022)

Detektion Kolorektaler

Lebermetastasen (van der Vorst

et al. 2013)

Anti-Tissue-Factor-scFv-

Alexa647 (Sato et al. 2014)

Glioblastom-Chirurgie (Leroy et
al. 2015)

BG-Modifikation

Vorhanden (Gong et al.
2011)

Vorhanden (ICG-SNAP
2022)

Vorhanden (New England
Biolabs 2022)

Nein
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Metabolit: Protoporphyrin
IX)

1.2. Zielsetzung des Projekts

Mit einer Pravalenz von 10 % gehort die Endometriose zu den hiufigsten gutartigen
gynikologischen Krankheitsbildern (Ulrich 2020). Die Diagnostik und Therapie der
Endometriose stellt die Medizin aber immer noch vor Herausforderungen (Ulrich 2020;
Zondervan et al. 2020). Bildgebende Verfahren, die in der Diagnostik der Endometriose
Anwendung finden sind zwar fiir manche Entitdten der Endometriose wie Endometriome
und die tief-infiltrierende Endometriose des Darms hilfreiche und aussagekriftige Tools,
andere Manifestationsformen wie die peritoneale Endometriose konnen bisher aber
ausschlieBlich mittels einer diagnostischen Laparoskopie identifiziert werden (Ulrich
2020; Becker et al. 2022). Zudem weisen auch die etablierten bildgebenden Verfahren
eine verbesserungswiirdige Sensitivitit auf, fiir die Adenomyose betrdagt diese
beispielsweise 77 % (Champaneria et al. 2010). Es fehlt dementsprechend immer noch
an ausreichend sensitiven diagnostischen Tools. Dies resultiert zum einen in einer
Dunkelziffer an nicht diagnostizierten Endometriosepatientinnen und zum anderen in
einer Verzogerung zwischen dem ersten Auftreten von Symptomen und der Diagnose
,Endometriose®“. In Deutschland liegt diese Diagnoseverzogerung im Mittel bei
10,4 Jahren (Ulrich 2020; Abbas et al. 2012; Shafrir et al. 2018; Hudelist et al. 2012).
Auch die diagnostische Laparoskopie — als aktueller Goldstandard zur Diagnosestellung
der Endometriose weist entscheidende Einschrankungen auf (Ulrich 2020; Becker et al.
2022; Nisenblat et al. 2016; Kennedy et al. 2005). Hier sind vor allem die Abhédngigkeit
der Identifizierung suspekter Lasionen von der Erfahrung des Operateurs zu nennen und
dass nicht alle Endometrioseherde mit dem bloBen Auge erkannt werden konnen
(Nisenblat et al. 2016). Auch der Einsatz von Nahinfrarot-Indocyaningriin (NIR-ICG) als
intraoperatives fluoreszierendes Kontrastmittel zur Optimierung der Detektion von
Endometrioseldsionen kann diese Limitationen aufgrund der fehlenden Sensitivitdt fiir
endometrioides Gewebe nicht zu geniige beheben. Dies hat nicht nur Auswirkungen auf
die Diagnostik, sondern auch auf den therapeutischen Erfolg, da die Endometrioseherde

nicht vollstindig entfernt werden kdonnen und ein geringeres Resektionsausmal} mit einer
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schlechteren Symptomkontrolle und mehr Reoperationen assoziiert ist (Kaiser et al. 2009;
Duepree et al. 2002; Hart et al. 2008; Vignali et al. 2005).
Ein Verfahren, das die intraoperative Detektion von Endometrioselédsionen objektiviert
und von der individuellen Erfahrung unabhédngiger macht und zudem sensitiv und
spezifisch endometrioides Gewebe darstellt, wére ein sinnvoller Schritt zur Verbesserung
dieser Einschrankungen. Ein Ansatz, um diese Herausforderungen anzugehen ist die
Entwicklung zielgerichteter AFK. Solche Konjugate kdnnen in zielgerichteten Verfahren
wie dem ,,Molecular Imaging* und der ,,Jmage Guided Surgery* Verwendung finden und
so zu einer Verbesserung der Diagnostik und Therapie der Endometriose filihren
(Weissleder et al. 2000; Zhang et al. 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Entwicklung und Anwendung von endometriosespezifischen AFK untersucht. Dazu
wurden scFv-Antikorper gentechnisch mit dem SNAP-tag fusioniert und iiber diesen die
Konjugation mit einem Fluorophor vermittelt (Kampmeier et al. 2009; Hussain et al.
2019a). AnschlieBend wurde die Fahigkeit der scFv-SNAP-Fusionsproteine untersucht
endometrioide Zelllinien in der Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie zu
detektieren. AbschlieBend wurde analysiert, ob die verwendeten scFv-SNAP-
Fusionsproteine fiir ein Multiplex-Imaging geeignet sind. Die Arbeit soll damit eine
Grundlage fiir die weitere Entwicklung eines endometriosespezifischen antikorper-

basierten Kontrastmittels legen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und allgemeine Verbrauchsmaterialien

Alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von Carl Roth, Greiner, Sigma,

Corning, Eppendorf, Novolab und Sarstedt bezogen, sofern nicht anders angegeben.

2.1.2. Verwendete Puffer

Tabelle 2: Liste verwendeter Puffer

Puffer/Losung

4 x Ni-NTA
Bindungspuffer (pH 8,0)

1 x Ni-NTA
Bindungspuffer (pH 8,0)

Ni-NTA Waschpuffer
(pH 8,0)

Ni-NTA Elutionspuffer
(pH 8,0)

Ni-NTA Strippingpuffer
(pH 7.4)

Regenerationspuffer

Bestandteile

NaH;POq4
NaCl

Imidazol

NaH;POq4
NaCl

Imidazol

NaH>POq4
NaCl

Imidazol

NaH,POq4
NaCl

Imidazol

NaH>POq4
NaCl
EDTA

NiCl;

Konzentration

200 mM
1200 mM
40 mM

50 mM
300 mM
10 mM

50 mM
300 mM
40 mM

50 mM
300 mM
250 mM

20 mM
500 mM
50 mM

100 mM
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5 x Proteinladungspuffer

10% SDS-PAGE
(Trenngel)

4% SDS-PAGE
(Sammelgel)

SDS-Laufpuffer

Coomassie-Brilliantblau

Gelféarbelosung

Coomassie-Brilliantblau

Entfarbungslosung

TAE-Puffer

10 x PBS (pH 7,4)

Bromophenolblau
Glycerol

SDS

Tris-HCl

Milli-Q-Wasser
Acrylamid/Bisacrylamid
(30%, 37,5:1)

Tris-HCI (pH 8,8)

SDS

TEMED

APS

Milli-Q-Wasser
Acrylamid/Bisacrylamid
(30%, 37,5:1)

Tris-HCI (0,5 M; pH 6,8)
SDS

TEMED

APS

Tris
Glycin
SDS

Brilliantblau R250
Methanol

Essigsdure

Methanol

Essigsdure

Tris
Reine Essigsdure

EDTA

NaxHPO4

0,02% (v/v)
30% (v/v)
10% (v/v)
250 mM

40,8% (v/v)
32,9% (v/v)

373 mM
0,1% (w/v)
0,1% (v/v)
0,032% (w/v)

60,3% (v/v)
12,9% (v/v)

125 mM

0,1% (w/v)
0,1% (v/v)
0,1% (w/v)

25 mM
0,192 mM
0,1% (w/v)

1,21 mM
50% (v/v)
10% (v/v)

50% (v/v)
10% (v/v)

40 mM
5,71% (v/v)
1 mM

76,8 mM
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NaH>PO4 H,O 23,2 mM
NaCl 1,54 M
LB-Medium (pH 7,0) LB-Medium 25¢g
(Luria/Miller)
Milli-Q-Wasser 1000 ml
LB-Medium mit LB-Medium -
Ambicilli Amicilli
mpicillin mpicillin 0.27 mM
LB-Ampicillin-Agar mit LB-Medium -
A A
e SR 0,015% (W/v)
Ampicillin
0,27 mM
2.1.3. Kits
Tabelle 3: Liste verwendeter Kits
Name des Kits Hersteller
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel
NucleoSpin® Gel- und PCR- Macherey-Nagel
Aufreinigungskit
Quick Ligation™ Kit New England Biolabs
2.1.4. Sédulen
Tabelle 4: Liste verwendeter Sculen
Name Verwendung Hersteller
Ni-NTA superflow Proteinpurifikation Qiagen

Kartusche

40K MWCO Zeba ™

Spin Entsalzungsséulen

GroBenausschlusschromatographie  Thermo

Scientific

Fisher
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2.1.5. Antikorper

Tabelle 5: Liste verwendeter Antikorper und Antikorperfragmente

Material

Bezugsquelle

425-scFv-SNAP-BG647
425-scFv-SNAP-BG488
425-scFv-SNAP-BG546
CSPG4-scFv-SNAP-BG647
CSPG4-scFv-SNAP-BG488
CSPG4-scFv-SNAP-BG546
aEpCAM-scFv-SNAP-BG647
aEpCAM-scFv-SNAP-BG488
aEpCAM-scFv-SNAP-BG546
Farlet-scFv-SNAP-BG488

Farlet-scFv-SNAP-BG647

Antibody

Antibody (1B7)

Antibody (548908)

Fluor™ Plus 647

EGFR Monoclonal Antibody (H11)

CSPG4-Antibody: NG2 Monoclonal

(D120.43/D4.11/N143.8/N109.6) 37-2700

aEpCAM-Antibody: CD326 Monoclonal

Folate Receptor Alpha Monoclonal

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa

Eigenstdandig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstdandig hergestellt
Eigenstdandig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Eigenstindig hergestellt
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
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2.1.6. Gerite

Tabelle 6: Liste der verwendeten Gerdte

Name Hersteller

AKTA Start System GE Healthcare Bio-Sciences AB
Waagen Kern&Sohn

BD FACSCantoTM II BD Bioscienes
Durchflusszytometer

Zentrifuge Megafuge™ 16 Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge 5427 R Eppendorf

ChemiDoc XRS+ System BIORAD

DMi8 S Live-cell Mikroskop Leica Microsystems

ECLIPSE Ts2 invertiertes Mikroskop Nikon

Eppendorf ThermoMixer® F2.0 Eppendorf
FisherbrandTM Multi-Platform Fisher Scientific
Schiittler

Inkubator IN75 Memmert
Inkubationsschiittler Multitron Infors

Standard

Inkubator Model CB 170 BINDER
NanoDropTM One/OneC ThermoFisher Scientific
Odyssey DLx Imager LI-COR Biosciences
Schott CG 840 pH Meter Schott

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System BIORAD

Vortex RS-VA 10 Phoenix Instrument




Wasserbad WB 7

Memmert

2.1.7. Software zur Datenanalyse

Tabelle 7: Liste verwendeter Software

FIJI (Version 2,15.0)

Adobe Photoshop 2021
PowerPoint 2019

Imagel

Schindelin et al. 2012

Adobe
Microsoft

National Institues of Health

Software Hersteller Anwendung

FlowJo™ v10.8 Software BD Life Sciences Bild- und Datenanalyse

Image Lab 6.0.1 Software Bio Rad Bildanalyse

UNICOR start 1.1 (Build GE Healthcare Bedienungssoftware

1.1.0.2) AKTA start

SnapGene 5.1.3.1 SnapGene Software Plasmidanalyse
(www.snapgene.com)

Image Studio™ Software LI COR Biosciences Bildanalyse

v5.5

Leica LAS X Software Leica Bildanalyse

Bildbearbeitung und -
analyse

Bildbearbeitung
Bildbearbeitung
Bildanalyse

2.1.8. Zelllinien

Die endometrioiden Zelllinien

12Z, 497Z, THESC und

Ishikawa wurden

freundlicherweise von PD Dr. Lutz Konrad (Klinik fiir Geburtshilfe und Frauenheilkunde
UKGM GieBlen) zur Verfiigung gestellt. Die die Ovarialkarzinomzelllinie IGROV1
wurde vom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen bezogen. Die Ovarialkarzinomzelllinie A2780 (93112519) und die
menschliche embryonale Nierenzelllinie HEK293T (CRL-11268) wurden von der
American Type Culture Collection bezogen. One Shot MAX Efficiency DH5aTM

kompetente Zellen wurden von Thermo Fisher Scientific bezogen.
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2.1.9. Zellkultur

Die Zellkulturmedien DMEM hoher Glukosegehalt (Thermo Fisher Scientific), DMEM
F12 (Thermo Fisher Scientific) und RPMI 1640 (Biowest) enthielten 10 % (v/v) fetales
Rinderserum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
(Thermo Fisher Scientific). Zur Selektion transfizierter Zellen wihrend der
Proteinexpression wurde dem Medium RPMI 1640 zusitzlich 0,1 % (v/v) Zeocin
(InvivoGen) hinzugefiigt. DMEM F12 enthielt zusdtzlich 1 % Insulin-Transferrin-
Selenium (Thermo Fisher Scientific). Das Zellkulturmedium MEM Glutamax (Thermo
Fisher Scientific) enthielt 5 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) nicht essentielle Aminoséduren (MEM
NEAA) (Thermo Fisher Scientific) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin.

2.1.10. Enzyme

Alle Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs bezogen.

2.1.11. Herstellung der Plasmide pMS-Farlet-scFv-SNAP., pMS-425-scFv-SNAP. pMS-
o0EpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-SNAP am Beispiel des Plasmids
pMS-Farlet-scFv-SNAP

Die verschiedenen Gensequenzen, die fiir die scFv-Antikorperfragmente Farletuzumab-
scFv, aEpCAM-scFv, CSPG4-scFv und 425-scFv kodieren, wurden aus offentlich
zugédnglichen Quellen (Patente, Zeitschriften und Antikérperdatenbanken) bezogen und

durch In-silico-Expressionsplasmiddesign mit dem SNAP-tag fusioniert.

2.1.12. Verwendete Fluorophore

Tabelle 8: Liste verwendeter Fluorophore

Material Bezugsquelle

SNAP-Surface Alexa Fluor 488 New England Biolabs

SNAP-Surface Alexa Fluor 647 New England Biolabs

SNAP-Surface Alexa Fluor 546 New England Biolabs
2.2. Methode

Alle Experimente wurden mindestens drei Mal unabhéngig voneinander wiederholt.
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2.2.1. Zellkultivierung

Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage passagiert, sobald eine Konfluenz von ca. 80
% vorlag. Dazu wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen vorsichtig mit PBS
gespiilt, um Mediumriickstinde zu entfernen. Das PBS wurde verworfen und
anschlieBend wurde 1 ml Trypsin (Thermo Fisher Scientific) hinzugefiigt. Die Zellen
wurden bei 37°C fiir 2-3 Minute inkubiert und 8 ml des entsprechenden Kulturmediums
hinzugefiigt. 1 ml der Zellen wurde in eine neue Flasche iiberfiihrt, die 19 ml

Kulturmedium enthielt.

Die Zelllinien 12Z und 49Z wurden in ,,DMEM hoher Glukosegehalt komplettem
Kulturmedium* kultiviert, die Zelllinie THESC wurde in ,,DMEM F12 komplettem
Kulturmedium* kultiviert, die Zelllinie Ishikawa wurde in ,, MEM Glutamax komplettem
Kulturmedium* kultiviert, die Zelllinien IGROV1, A2780 und HEK293T wurden in
»RPMI 1640 komplettem Kulturmedium® kultiviert. Transfizierte HEK293T-Zellen
wurden in ,,RPMI 1640 komplettem Kulturmedium mit 0,1 % Zeocin® kultiviert, Die

Zellkulturen wurden bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphére mit 5 % CO> kultiviert

2.2.2. Zellen einfrieren

Das Einfriermedium wurde vorbereitet, indem 27 ml frisches Kulturmedium mit 3 ml
(10 %) DMSO vermischt wurden. Das Einfriermedium wurde anschlie3end durch einen

0,22 um Filter filtriert.

Die Zellen wurden wie oben beschrieben suspendiert und fiir 5 Minuten bei 500 r.p.m.
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer entsprechenden Menge
Einfriermedium resuspendiert, um eine Suspension mit 1x10° Zellen pro Milliliter

herzustellen. Die Zellen wurden in 1 ml-Aliquots eingefroren.

2.2.3. Zellen auftauen

Die Zellen (1x10%) wurden in 15 ml adiquaten auf 37°C vorgewirmten Mediums
aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen bei 350 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 7 ml adiiquaten Mediums resuspendiert und

in einer T25-Kulturflasche bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.
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2.2.4. Herstellung der Plasmide pMS-Farlet-scFv-SNAP. pMS-425-scFv-SNAP, pMS-
o0EpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-SNAP am Beispiel des Plasmids
pMS-Farlet-scFv-SNAP

Die codierenden Sequenzen fiir die scFv-Fragmente wurden in einen pSecTag2-
modifizierten pMS-Vektor (Stocker et al. 2003) kloniert, der bereits die SNAP-tag-
Sequenz enthielt. Je nach verwendeten Restriktionsenzymen wurde der
Restriktionsverdau entweder unter einem Inkubationsschritt (Xbal und Blpl)
durchgefiihrt oder unter zwei Inkubationsschritten (Sfil) durchgefiihrt. Zum
Restriktionsverdau mit den Enzymen Xbal und Blpl wurde 1 pg DNA mit je 5 U der
entsprechenden Restriktionsenzyme und 1 x Restriktionsenzymverdaupuffer (New
England Biolabs) vermischt und das Gesamtvolumen mit Milli-Q-Wasser auf 25 pl
angepasst. Der Reaktionsansatz wurde mittels Pipettierens und anschlieBendem
Zentrifugieren in einer Mikrozentrifuge vermischt. Danach erfolgte die Inkubation bei
37°C. Wenn die Restriktionsenzyme Sfil und Xbal verwendet wurden, wurde zuerst ein
Reaktionsansatz mit Sfil vorbereitet, dieser dann bei 50°C inkubiert, auf 37°C gekiihlt
und anschlieBend das Restriktionsenzym Xbal hinzugefiigt und der Reaktionsansatz fiir
eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Tabelle 9 zeigt den Reaktionsansatz flir den

Restriktionsenzymverdau.

Tabelle 9: Reaktionsansatz Restriktionsenzymverdau

Komponenten Volumen (ul) Finale Konzentration
DNA Variabel 1 pg
Restriktionsenzym Variabel 5U

10 X CutSmart® Puffer 2,5 ul I x
(Restriktionsenzymverdaupuffer)

Milli-Q-Wasser Auffiillen auf 25ul

Die verdaute DNA wurde mit 6 x violettem Gelladefarbstoff (New England Biolabs)
gemischt und bei 100 V fiir 30 Minuten in einem 1 % (wt/vol) Agarosegel separiert, das
mit 1x SYBR Safe DNA-Gelfarbelosung (Invitrogen) versetzt wurde. Als
GroBenstandard wurde eine 2-log DNA-Leiter (New England Biolabs) verwendet. Das
Gel wurde anschlieBend unter UV-Licht mit dem ChemiDoc XRS+ System und der
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ImagelLab Software (BIORAD) analysiert. Die Banden fiir die scFv-Fragmente und das
pMS-Vektor-Grundgeriist wurden mit einem NucleoSpin Gel und PCR Clean-Up Kit
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Konzentration der DNA-Produkte wurde
mittels UV-Spektrophotometrie gemessen. Die scFv-DNA wurde mithilfe des Quick
Ligation™ Kit nach Angaben des Herstellers in den pMS-Vektor kloniert. Dazu wurde

der in Tabelle 10 dargestellte Reaktionsansatz hergestellt.

Tabelle 10: Reaktionsansatz Ligationsreaktion

Komponente Volumen Finale Konzentration
Quick Ligase Puffer (2X) 10 pl 1X
pMS-DNA-Vektor Variabel 50 ng

scFv-DNA in einem molaren  Variabel Variabel

Verhiltnis von 1:3

Vektor:Insert!
Quick-Ligase 1 ul 1ug
Reinstwasser Auffiillen auf 20 pl

1: Formel: erforderliche Masse des Inserts (g) = gewliinschtes

molares Verhéltnis von Insert/Vektor x Masse des Vektors (g) x Verhéltnis von Insert-
zu Vektorldnge

Es wurde als Negativkontrolle ein weiterer Ligationsansatz hergestellt bei dem die scFv-
DNA mit Reinstwasser ersetzt wurde. Die Ligationsansidtze wurden vorsichtig vermischt

und bei 25°C fiir 5 Minuten inkubiert. Dann wurden die Ansétze auf Eis gekiihlt.

Die Ligationsansdtze wurden zur Transfektion von DHSa-kompetenten Zellen genutzt.
Dazu wurden die DHS5a-Zellen auf Eis aufgetaut. Fiir jede Transfektion wurden 50 pl
DH5a-Zellen genutzt. Es wurden 5 pl Ligationsansatz zu den DH5a-Zellen hinzugefiigt
und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 45 Sekunden
bei 42°C inkubiert und danach sofort auf Eis fiir 5 Minuten gekiihlt. Es wurden 800 pl
LB-Medium (Raumtemperatur) zu den Zellen hinzugefiigt und diese fiir 60 Minuten bei
37°C in einem Schiittelinkubator bei 250 r.p.m. inkubiert. AnschlieBend wurden die
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Zellen bei 5000 r.p.m. fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen resuspendiert und je 100 pl auf einer vorgewérmten LB-Platten, die 100 pg/ml
Ampicillin enthielt, ausgesit. Die Platten wurden bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Am
niachsten Tag wurden die Platten auf Koloniewachstum tberpriift. Mit einer sterilen
Pipette wurden 5 einzelne Kolonien in je 5 sterile Rohrchen iibertragen, die 2 ml LB-
Medium versetzt mit 100 pg/ml Ampicillin enthielten. Die R6hrchen wurden bei 37°C
iiber Nacht in einem Schiittelinkubator bei 220 r.p.m.. inkubiert. Zur Kryokonservierung
wurden je 500 pl der Zellen mit 500 pl 50% (vol/vol) Glycerol versetzt, in 250 ul Aliquots
verteilt und bei -80°C gelagert. Mittels des NucleoSpin-Plasmid-DNA-Purifikationskit
wurde die Plasmid-DNA von den restlichen 1,5 ml der Bakterienkultur isoliert. Zur
Konfirmation der DNA-Sequenz erfolgte eine Sangersequenzierung bei Eurofins
Genomics (85560 Ebersberg, Deutschland). Dazu wurde der IgK-For Primer (5’
ACACACTCCTGCTATGGG 3") verwendet.

2.2.5. Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen und Proteinexpression

Die Transfektion erfolgte mithilfe der Transfektionsreagenz Roti®Fect (Carl Roth). Je
Plasmid wurden 2 x10° HEK293T-Zellen auf je zwei Wells einer 6-well-Platte ausgesiit.
Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. DNA (2 pug) wurde in
100 pl serumfreien Kulturmedium verdiinnt (Mixtur eins). Rotifect-Transfektionsreagenz
(10 pl) wurde mit 90 pl serumfreien Kulturmedium zusammengefiigt (Mixtur zwei).
Beide Mixturen wurden vermischt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Kulturmedium der HEK293T-Zellen wurde verworfen und die Zellen mit PBS
gespiilt. AnschlieBend wurde 1,5 ml antibiotikafreies FBS-haltiges Kulturmedium
hinzugefiigt. Die Nukleinsdurelipidkomplexe wurden den Zellen tropfchenweise
hinzugefiigt und die Zellen iiber Nacht bei 37°C und 5 % CO: inkubiert. Das
antibiotikafreie Kulturmedium wurde nach 24 Stunden entfernt und ein 0,1 %-Zeocin-
haltiges Kulturmedium hinzugefiigt. Der Transfektionserfolg wurde mikroskopisch per
Erfassung des GFP-Signals kontrolliert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen in
eine T25-Kulturflasche iibertragen. Die Prisenz des SNAP-tag-Fusionsproteins wurde
untersucht, indem 10 pl des Kulturiiberstandes der transfizierten HEK293T-Zellen
(optimalerweise bei mindestens 80% Konfluenz der Zellen) mit 0,05 nM SNAP-Surface

Alexa Fluor 488 fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Als
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Negativkontrolle wurden 10 pl Kulturiiberstand untransfizierter Zellen mit derselben
Menge SNAP-Surface Alexa Fluor 488 unter denselben Bedingungen inkubiert.
Anschlieend wurden die Proben zusammen mit einem ,,blue prestained protein standard
broad range* (New England Biolabs) in einem 12% SDS-PAGE Gel in TGS-Puffer fiir
60 Minuten bei 160 V separiert. Das Gel wurde mit einem Fluoreszenzbildgebungsystem
(ChemiDoc XRS+ System und ImageLab Software (BIORAD) untersucht. AnschlieSend
wurde das Gel mit Coomassie Brilliant Blau fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt.
Das Gel wurde zur Entfirbung mit Entfiarbungslésung inkubiert (6-24h) bis der
Hintergrund klar erschien. AnschlieBend wurde das Gel mit ChemiDoc XRS+ System
untersucht.

Um die antigenbindenden Eigenschaften des exprimierten Zielproteins gegen Zielzellen
mit entsprechender Antigenexpression zu untersuchen, wurde eine Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Es wurde 7 ml Kulturiiberstand von den transfizierten Zellen entnommen
und dieser durch einen 0,22 um Filter filtriert, um Zellreste zu entfernen. Anschlieend
wurden 10 pl dieses zellfreien Kulturiiberstandes der transfizierten HEK293T-Zellen mit
0,05 nM SNAP-Surface Alexa Fluor 488 fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
um ein scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugat herzustellen. Der konjugierte Kulturiiberstand
wurde mit PBS anschlieend auf ein Volumen von 200 pl aufgefiillt.

Die zu bindenden Zielzellen (4x10°) wurden zwei Mal mit 1,8 ml PBS gewaschen. Die
Zielzellen sowie Zellen zur Negativkontrolle wurden bei 500 r.p.m. fiir 3 Minuten bei
4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Im nichsten Schritt wurden die Zielzellen
mit dem konjugierten Kulturiiberstand (10 pl konjugierter Kulturiiberstand in 190 pl
PBS) resuspendiert und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Als weitere Negativkontrolle
wurde ein Ansatz nur mit PBS behandelt. Alle Zellen wurden anschlieBend zwei Mal mit
PBS gewaschen, indem sie bei 500 r.p.m. fiir 3 Minuten bei 4°C zentrifugiert wurden und
der Uberstand verworfen wurde. AnschlieBend wurden die Zellen in 300 pl PBS
resuspendiert. Die Zellen wurden per Durchflusszytometrie im BD FACSCantoTM I
Durchflusszytometer mit entsprechendem Farbkanal untersucht.

Nach Bestétigung der Prisenz und Funktionsfihigkeit des Fusionsproteins wurden 7x10’
der transfizierten HEK293T-Zellen in eine drei-lagige Zellkulturflasche (525 cm?
Kulturfliche) mit 150 ml 0,1%-Zeocin-haltigem Kulturmedium transferiert, um eine
groflere Produktionsmenge zu erreichen. Der Kulturiiberstand wurde in einer sterilen

Flasche gesammelt und frisches Medium hinzugefiigt, ohne die Zellen zu passagieren.
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Insgesamt wurde aus einer Kulturflasche zweimal Kulturiiberstand gewonnen und
anschlielend eine neue Kultur angelegt. Der gesammelte Kulturiiberstand wurde bei 4°C

fiir bis zu 2 Wochen gelagert.

2.2.6. Proteinpurifikation mittels ,.Immobiliserter Metallchelat-

Affinititschromatographie‘ (IMAC)

Der Kulturiiberstand wurde bei 5000 r.p.m. fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und dann
durch ein 0,45-um ,bottle-top vacuum filter system* (Corning®) filtriert, um einen
zellfreien Uberstand zu erhalten. Der zellfreie Uberstand wurde im Verhiltnis von 1:4

mit 4 x Ni-NTA Bindungspuffer gemischt, um den pH-Wert anzupassen.

Die Ni-NTA-Kartusche wurde mit 10 Sdulenvolumen (50 ml) 1 x Ni-NTA
Bindungspuffer mit einer Flussrate von 1 ml/Minute kalibriert. Alle anschlieBend
eluierten Fraktionen wurden gesammelt. Der Kulturiiberstand lief mit einer Flussrate von
1 ml/Minute durch die Kartusche. Die Kartusche wurde danach mit 1x Ni-NTA
Bindungspuffer bei einer Flussrate von 1 ml/Minute gewaschen, bis die UV-Extinktion
wieder ihren Grundwert erreicht hat. Die Kartusche wurde mit 10 Saulenvolumen Ni-
NTA-Waschpuffer mit einer Flussrate von 1 ml/Minute gewaschen, um unspezifisch
gebundene Proteine zu entfernen. Das mit einem 6xHis-Rest versehene Fusionsprotein
wurde mittels Ni-NTA Elutionspuffer aus der Kartusche eluiert und gesammelt. Die
Elutionsfraktion wurde gesammelt mit Ansteigen der UV-Extinktion und bis diese wieder

ithren Grundwert erreicht hatte.

Die Kartusche wurde anschlieend mit NaOH (0,5 M) gefolgt von Strippingpuffer
gewaschen um noch verbliebene Proteine und Zinkionen zu eluieren. Die Saule wurde

dann mit NiClo-Losung regeneriert. Hiernach war ein erneutes Nutzen der Séule moglich.

Um die Prisenz des Proteins zu bestétigen, wurde ein SDS-Gel wie bereits in Abschnitt
2.2.5 beschrieben durchgefiihrt. Der Elutionspuffer wurde gegen PBS ausgetauscht,
indem mithilfe einer Dialysemembran (Spektrum™ Labs Spectra/Por™ 2 12-14 kDa
MWCO Trockene standardméBige Dialyse-Kits aus regenerierter Cellulose, Thermo
Fisher Scientific) eine Dialyse gegen 5 Liter PBS iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt wurde.

Zur Bestimmung der Konzentration des Fusionsproteins wurde ein SDS-Gel mit

Rinderserumalbumin-(BSA)-Standard durchgefiihrt und die Konzentration mittels
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ImagelLab Software (BIORAD) bestimmt. Dazu wurde BSA (New England Biolabs 20
mg/ml) mit PBS verdiinnt um vier definierte Konzentrationen (0,2; 0,1; 0,05; 0,025 ug/ul)
zu erreichen. Die Proben und je 10 pl des BSA-Standards wurden in 10% SDS-Gel
separiert. Die Standardkurve und Proteinkonzentration wurde anschlieBend durch die

Imagelab Software bestimmt.

2.2.7. Konjugation mit BG-modifizierten Fluorophoren

Die SNAP-Surface Fluorophore (SNAP-Surface® Alexa Fluor® 488, SNAP-Surface®
Alexa Fluor® 647, SNAP-Surface® Alexa Fluor® 546) wurden in DMSO zu ciner
finalen Konzentration von 1 mM aufgeldst. Die scFv-SNAP-Fusionsproteine wurden mit
einem zweifachen molaren Uberschuss des jeweiligen SNAP-Surface-Fluorophor fiir
2 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die mit einem Fluorophor
verkniipften scFv-SNAP-Fusionsproteine wurden mithilfe einer 7K-MWCO Zeba Spin™
Entsalzungssdule nach Angaben des Herstellers purifiziert. Die Konjugation des
Fluorophors an die Fusionsproteine wurde bestitigt, indem die Fusionsproteine wie zuvor
beschrieben auf ein SDS -Gel aufgetragen wurden. Die Proteinkonzentration wurde

mithilfe eines BSA-Standards und der ImagelLab-Software bestimmt.

2.2.8. Durchflusszytometrie

Es wurde angestrebt mindestens 400.000 Zellen pro Probenr6hrchen zu erreichen. Es
wurden Probenrohrchen fiir alle in dem jeweiligen Experiment verwendeten Antikorper
hergestellt sowie ein Probenréhrchen ohne Antikorperzusatz als Negativkontrolle. Die
Zellen wurden 2 Mal mit PBS gewaschen, indem sie bei 500 r.p.m. fiir 3 Minuten bei 4°C
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 1,8 ml PBS
resuspendiert. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Zellen in 200 ul PBS
resuspendiert. Je Probenrohrchen wurde 1 pg des entsprechenden Fusionsproteins
hinzugefiigt, fir die kommerziellen IgG-Antikérper wurde die vom Hersteller
empfohlene Menge verwendet. Die Zellen und Antikorper wurden fiir 30 Minuten auf Eis
im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut zwei Mal mit PBS
gewaschen wie oben beschrieben. Falls primire IgG-Antikorper verwendet wurden,
erfolgte eine zweite Inkubation mit dem sekunddren fluorophor-gekoppelten Antikdrper
ebenfalls fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln. Nach der Inkubation wurden die Zellen

erneut zwei Mal mit PBS gewaschen wie oben beschrieben. Nach dem letzten
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Waschschritt wurden die Zellen in 300 ul PBS resuspendiert. Die Probenrdhrchen wurden
mit einem BD FACSCantoTM II Durchflusszytometer und der FlowJo™ v10.8 Software

analysiert.

2.2.9. Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellen wurden mittels Trypsins von der Kulturflasche gelost und in 8 ml frischem
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden gezihlt, bei 500 r.p.m. fiir 3 Minuten
bei 4°C zentrifugiert und je 5 x 10° Zellen pro Ansatz in ein Well (Screenstar, 96 Well
Mikroplatte, schwarz, Greiner bio-one) pipettiert. Die Zellen wurden tiber Nacht bei 37°C
und 5 % CO; inkubiert. Am nidchsten Tag wurde das Kulturmedium vorsichtig
abpipettiert und die Zellen vorsichtig drei Mal mit 200 pl PBS gewaschen. Nach dem
letzten Waschschritt wurde den Zellen 1 pg scFv-Fluorophor-Konjugat (konjugiert mit
SNAP-Surface® Alexa Fluor® 488, SNAP-Surface® Alexa Fluor® 647, SNAP-
Surface® Alexa Fluor® 546) in 100 pl PBS je Well hinzugefiigt. Fiir die Durchfiihrung
des ,,Multiplex-Imaging* wurden je 1 ng zweier verschiedener Antikorper in ein Well
hinzugefiigt. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 30 Minuten auf Eis in einer
angefeuchteten Umgebung inkubiert. Die Inkubationszeit fiir jedes scFv-Fluorophor-
Konjugat war gleich lang. Nach der Inkubation wurden die Zellen drei Mal mit 200 pl
PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit ,,Hoechst 33,342 fluorescent nuclear
counterstain® (1:500 in PBS) (Thermo Fisher Scientific) fiir 15 Minuten auf Eis. Nach
der Inkubation wurden die Zellen drei Mal mit 200 ul PBS gewaschen. Anschlieend
erfolgte die Untersuchung der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop (DMi8 S Live-
cell Mikroskop, Leica Microsystems) mithilfe der Software Leica LAS X. Es erfolgte
zudem eine Benchtop-Inkubation bei 37°C. Die Bilder wurden mit der Software FIJI

(Version 2,15.0) analysiert (Schindelin et al. 2012).
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3. Ergebnisse

3.1. Entwicklung der scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate

Im ersten Schritt wurden die scFv-Gene in den pMS-Vektor kloniert. Das so entwickelte
Plasmid ,,pMS-scFv-SNAP* wurde genutzt, um HEK293T-Zellen zu transfizieren. Die
Fusionsproteine wurden von diesen exprimiert und in den Kulturiiberstand sezerniert.
Aus dem Kulturiiberstand wurden die Fusionsproteine per IMAC purifiziert. Die
purifizierten Fusionsproteine wurden mit SNAP-Surface-Alexa-Fluorophoren konjugiert.
Zum Nachweis der Funktionsfdhigkeit der Fusionsproteine wurde deren
Bindungsfihigkeit an Zelllinien mit bekanntem Expressionsstatus in der

Durchflusszytometrie untersucht.

3.1.1. Herstellung der Plasmide pMS-Farlet-scFv-SNAP, pMS-425-scFv-SNAP. pMS-
o0EpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-SNAP am Beispiel des Plasmids
pMS-Farlet-scFv-SNAP

Zielsetzung dieses Experiments war es ein Plasmid herzustellen, mithilfe dessen das
rekombinante Fusionsprotein Farlet-scFv-SNAP exprimiert und isoliert werden konnte.
Das Gen fiir das Farlet-scFv-Fragment wurde bei Genscript (2288EB Rijswijk,
Niederlande) bestellt und in einem pEX-A128-Vektor bereitgestellt. Zur Bereitstellung
des Plasmidgeriists wurde der pSec-Tag2-modifizierte pMS-Vektor pMS-,,Insert”“-SNAP
verwendet. Die beiden Plasmide wurden mithilfe der Restriktionsenzyme Sfil und Xbal
verdaut und anschlieend das Zielgen und das pMS-Plasmidgeriist miteinander ligiert,
sodass die Gensequenz fiir das Farlet-scFv-Fragment downstream der SNAP-tag-sequenz
eingefiigt wurde (Abbildung 4). Die Korrektheit der Sequenz wurde durch eine DNA-

Sequenzierung bestitigt (Sanger Sequencing Services, Eurofins Genomics, Germany).
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Abbildung 4: Klonierung des Plasmids pMS-Farlet-scFv-SNAP aus den Ursprungsplasmiden pMS-
scFv-425-SNAP  (Plasmidgeriist) und pEX-A128-Farlet-scFv (Farlet-scFv-Gen), verwendete
Restriktionsenzyme: Sfil, Xbal a) Schematische Darstellung der Klonierung b) Agarose-Gel nach
Klonierung, M: DNA-Groflenstandard, 1: pEX-A128-Farlet-scFv, 2: pMS-425-scFv-SNAP, schwarzer
Pfeil: Plasmidgrundgeriist des pMS-Vektors; roter Pfeil: Gen fiir Farlet-scFv, AmpR, ampicillin re-
sistance; BleoR, bleomycin resistance gene; f1, class I filamentous phage; GS, glycine-serine; Igk,
immunoglobulin x; IRES, internal ribosome entry site; ori, origin of replication; rev, reverse; VH, variable

heavy; VL, variable light region. Hergestellt mit Snap Gene

3.1.2. Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen und Proteinexpression

Die Transfektion wurde mit vier verschiedenen Plasmiden durchgefiihrt:
*  pMS-Farlet-scFv-SNAP (Im Folgenden als Beispielplasmid verwendet)
*  pMS-425-scFv-SNAP
*  pMS-CSPG4-scFv-SNAP

*  pMS-0EpCAM-scFv-SNAP
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Fiir die Geniibertragung wurde die Transfektionsreagenz RotiFect gewahlt. Die Selektion
der transfizierten Zellen erfolgte in einem Zeocin-haltigen Medium (RPMI, 5 % FBS, 1%
P/S, 0.1 % Zeocin). Die Resistenz gegen das Zeocin wurde liber das Bleomycin-
Resistenzgen des Plasmids vermittelt. Ein Monitoring der Produktion des Zielproteins
erfolgte fluoreszenzmikroskopisch tiiber die Expression des ,Enhanced Green
Fluorescence Protein* (EGFP). Das EGFP-Gen dient als Reportergen, es ist iiber eine
,Internal Ribosome Entry Site* (IRES) mit dem Gen fiir das rekombinante Fusionsprotein
verknilipft und wird somit mit diesem cotranslationiert. Die transfizierten Zellen zeigten
ein deutliches EGFP-Signal. Dies wurde als Zeichen einer funktionierenden
Plasmidtransformation und  Proteinexpression gewertet. Das rekombinante
Fusionsprotein wurde mittels des IgK-Leaders in das Kulturmedium sezerniert. Um die
Prasenz und Funktionsfahigkeit des Fusionsproteins im Kulturiiberstand orientierend zu
tiberpriifen, wurde sowohl die Aktivitdt des SNAP-tags per Konjugation mit einem BG-
modifizierten Fluorophor (Abbildung 5a) als auch die Bindungseigenschaften des Farlet-
scFv-Anteils an bekannte FRa-positive Zelllinien in der Durchflusszytometrie untersucht

(Abbildung 5b). Der Kulturiiberstand wurde gesammelt und bei 4°C gelagert.
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Abbildung 5: Nachweis des Fusionsproteins Farlet-scFv-SNAP im Kulturiiberstand von HEK293T-
Zellen, die mit pMS-Farlet-sc Fv-SNAP transfiziert wurden. a) Nachweis der SNAP-tag Aktivitit mittels
In-Gel-Visualisierung des gekoppelten Alexa SNAP Surface 488 mit ChemiDoc XRS+ System nach
Inkubation von Kulturiiberstand der transfizierten HEK293T-Zellen mit Alexa-SNAP-Surface-BG488; M:
Blue Prestained Protein Standard Broad Range (11—250 kDa),; Bahn 1: Kulturiiberstand. b) Bindung von
Farlet-scFv-SNAP-BG647 aus dem Kulturiiberstand transfizierter HEK293T-Zellen an FRo-positive
Ishikawa-Zellen, schwarzer Graph: Negativkontrolle; blauer Graph: Farlet-scFv-SNAP-BG647
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3.1.3. Proteinpurifikation mittels IMAC

Die Extraktion der rekombinanten Fusionsproteins aus dem Kulturiiberstand erfolgte
mittels IMAC, dies beruht auf einer Bindung des C-terminalen 6-x-His-tag an

immobilisierte Zink-Ionen in der Chromatographie-Saule.

Die aufgesammelten Probenfraktionen wurden mittels SDS-Page-Gelelektrophorese auf
die Prisenz des Zielproteins und die Aktivitit des SNAP-tags untersucht. Mithilfe der
Software SnapGene wurde die theoretische Grofle des rekombinanten Fusionsproteins
ermittelt, diese betrdgt 51.6 kDa fiir Farlet-scFv-SNAP. Fiir den Nachweis der Aktivitit
des SNAP-tags wurden die Proben mit dem Fluorophore SNAP-Surface Alexa Fluor 488
inkubiert, eine Bindung an diesen BG-modifizierten Farbstoff ist nur iiber die katalytische

Aktivitat des SNAP-tag moglich.

Der  durchgeflossene  Kulturiiberstand,  die = Bindungspufferfraktion,  die
Waschpufferfraktion und die Elutionspufferfraktion wurden gesammelt und analysiert. In
der SDS-Page Gelelektrophorese zeigten sich im gesammelten Kulturiiberstand, der
Waschpufferfraktion und der Elutionspufferfraktion Banden in dem erwarteten
GroBenbereich von ca. 52 kDa. Zudem zeigte sich bei der In-Gel-Visualisierung in diesen
Fraktionen ein Fluoreszenzsignal (Abbildung 6). In einem Dialyseverfahren gegen 5 L
PBS mit einer Dialysemembran (Molekulargewichtgrenzwert von 12-14 kDa) wurde der

Elutionspuffer gegen PBS ausgetauscht.
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Abbildung 6: Purifikation des Fusionsproteins Farlet-scFv-SNAP. a) Schematische Darstellung der
Konjugation von scFv-SNAP-Antikérpern mit BG-modifizierten Fluorophoren. b) In-Gel-Visualisierung
des gekoppelten Alexa SNAP Surface 488 mit ChemiDoc XRS+ System. c¢) korrespondierende Coomassie-
Blau-Firbung des SDS-Page-Gels. M: Blue Prestained Protein Standard Broad Range (11—250 kDa),
Bahn 1: Kulturiiberstand; Bahn 2: Durchfluss; Bahn 3: Bindungspuffer;, Bahn 4: Waschpuffer;, Bahn 5:
leer; Bahn 6: Elutionspuffer. Abschnitt a) hergestellt mit BioRender.com

Die Konzentration aller Proteine wurde mithilfe eines BSA-Standards und der ImageLab
Software bestimmt. Abbildung 7 zeigt beispielhaft das SDS-Gel zur Bestimmung der
Konzentration des konjugierten Fusionsproteins Farlet-scFv-SNAP-BG647. Die
Konzentration der purifizierten unkonjugierten Fusionsproteine ist in Tabelle 11

angezeigt.
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Abbildung 7: Konzentrationsbestimmung mittels BSA-Standard in Coomassie-Blau-Firbung eines
SDS-Page-Gels. M: Blue Prestained Protein Standard Broad Range (11—250 kDa); Bahn 1. 0,5 ul Farlet-
scFv-SNAP-BG647; Bahn 2: 1 ul Farlet-scFv-SNAP-BG647; Bahn 3: leer; Bahn 4: 2000ng BSA-Standard;
Bahn 5 1000 ng BSA-Standard; Bahn 6: 500 ng BSA-Standard; Bahn 7: 250 ng BSA-Standard

Tabelle 11: Konzentration purifizierter Proteine

Protein Konzentration
Farlet-scFv-SNAP 2000 ng/pl
425-scFv-SNAP 1000 ng/pl
CSPG4-scFv-SNAP 700 ng/ul
aEpCAM-scFv-SNAP 320 ng/pl

Die Proteine wurden erfolgreich mit SNAP-Surface Alexa Fluor 647 konjugiert
(Abbildung 8b). Nach Konjugation mit SNAP-Surface Alexa Fluor 647 erfolgte eine
Postinkubation mit SNAP-Surface Alexa Fluor 488. Hier zeigte sich kein
Fluoreszenzsignal in der In-Gel-Visualisierung (Abbildung 8a). Diese Postinkubation
bestitigt, dass nach der ersten Inkubation alle scFv-SNAP-Fusionsproteine erfolgreich
konjugiert wurden. Tabelle 12 stellt die Konzentration der konjugierten Fusionsproteine

dar.
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Abbildung 8: Konjugation der Fusionsproteine mit BG-modifizierten Fluorophoren. a) In-Gel-
Visualisierung von SNAP Surface Alexa Fluor 488, b) In-Gel-Visualisierung von SNAP-Surface Alexa
Fluor 647. M: Blue Prestained Protein Standard Broad Range (11—250 kDa); 1: Farlet-scFv-SNAP-
BG488,; 2: Farlet-scFv-SNAP-BG647; 3: 425-scFv-SNAP-BG647; 4: aEpCAM-scFv-SNAP-BG647; 5:
CSPG4-scFv-SNAP-BG647. Die Fusionsproteine in den Banden 2-5 wurden nach Konjugation mit SNAP-
Surface Alexa Fluor 647 mit SNAP-Surface Alexa Fluor 488 postinkubiert

Tabelle 12: Konzentration konjugierter Fusionsproteine

Protein Konzentration
Farlet-scFv-SNAP-BG647 1500 ng/pl
425-scFv-SNAP-BG647 400 ng/pl
CSPG4-scFv-SNAP-BG647 800 ng/ul
aEpCAM-scFv-SNAP-BG647 349 ng/nl

3.1.4. Analyse der Antigenbindung durch das Fusionsprotein Farlet-scFv-SNAP

Zur Analyse der Antigenbindungseigenschaften des Fusionproteins Farlet-scFv-SNAP
wurden eine FRa-positive und eine FRa-negative Zelllinie mit Farlet-scFv-SNAP-

BG647 inkubiert und anschlieBend eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

Farlet-scFv-SNAP zeigte eine gute Bindungsfdhigkeit an die FRa-positive Zelllinie
IGROV1 (Abbildung 9b) (Siwowska et al. 2017; Wen et al. 2015) und keine
unspezifische Bindung an die FRa-negative Zelllinie A2780 (Abbildung 9a) (Wen et al.
2015; Saito et al. 2020).

40



b) 1004

Count
Count

Abbildung 9: Nachweis der antigenbindenden Funktion des rekombinanten Fusionsproteins Farlet-
scFv-SNAP-BG647. a) FRo-negative Zelllinie A2780, b) FRa-positive Zelllinie IGROVI. Schwarzer
Graph: unbehandelte Zellen, magentafarbener Graph: Farlet-scFv-SNAP-BG647

3.2. Evaluation der scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate zur Detektion endometrioider

Antigene

Der Expressionsstatus der endometrioiden Zelllinien 12Z, 497, THESC und Ishikawa
wurde mithilfe von validierten kommerziellen monoklonalen IgG-Antikdrpern bestimmt.
AnschlieBend wurde die Fiahigkeit der scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate untersucht die
endometrioiden Zelllinien zu binden. Dies erfolgte mittels Durchflusszytometrie und

Fluoreszenzmikroskopie.

3.2.1. Bestimmung des Expressionslevels der endometrioiden Zelllinien 127. 497,

THESC und Ishikawa fiir die untersuchten Antigene mittels monoklonaler IgG-

Antikorper

Zur Bestimmung des Expressionslevels wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit
validierten kommerziellen primiren monoklonalen IgG-Antikdrpern, die gegen EGFR,
CSPG4, aEpCam und FRa gerichtet sind, und einem korrespondierendem sekundéren
647-gekoppelten-monoklonalen Antikorper durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die Ergebnisse der Bestimmung der Expressionslevel werden in

Tabelle 13 angezeigt.
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Tabelle 13: Expressionslevel der verwendeten endometrioiden Zelllinien:

127 497 THESC Ishikawa
EGFR +++ +++ +++ S
CSPG4 ++ ++ ++ )
oEpCAM - + - ++
FRo - - - 4+

3.2.2. Vergleich der Bindungsfahigkeit der scFv-SNAP-Fluorophor-Antikorper mit der

Bindungsfihigkeit monoklonaler IeG-Antikorper an die endometrioiden Zelllinien

127,497, THESC und Ishikawa.

Die Bindungsaktivitit der Fluorophor-gekoppelten scFv-Antikorper 425-scFv-SNAP,
CSPG4-scFv-SNAP, aEpCAM-scFv-SNAP und Farlet-scFv-SNAP im Vergleich zu
korrespondierenden monoklonalen IgG-Antikdrpern wurde mittels Durchflusszytometrie

untersucht.

Das Bindungsverhalten der Fluorophor-gekoppelten scFv-Antikorper 425-scFv-SNAP,
CSPG4-scFv-SNAP und Farlet-scFv-SNAP stimmte in allen Zellrethen mit dem
Bindungsverhalten der monoklonalen IgG-Antikorper {iberein (Abbildung 10). Das
Bindungsverhalten des oEpCAM-scFv-SNAP-BG647-Antikorper stimmte fiir die
Zelllinien 12Z, THESC und Ishikawa mit dem monoklonalen tEPCAM-IgG-Antikdrper
iiberein. Der kommerzielle aEpCAM-IgG-Antikorper zeigte eine Bindung an die
Zelllinie 497, der aEpCAM-scFv-SNAP-BG647-Antikorper zeigte keine Bindung an die
Zelllinie 49Z (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Bindungsfihigkeit der scFv-SNAP-Fluorophor-Antikérper an endometrioide Zelllinien
in Relation zu validierten kommerziellen monoklonalen IgG-Antikorper.  schwarzer Graph:
Negativkontrolle; roter Graph: mit scFv-SNAP-Fluorophor inkubierte Zellen; blauer Graph mit Maus-
IgG + anti-Maus-1gG-647 inkubierte Zellen, lila Graph: mit anti-Maus-1gG-647 inkubierte Zellen
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3.2.3. Untersuchung der Bindungsfihigkeit der scFv-SNAP-Antikorper an
endometrioide Zellen, die EGFR, CSPG4, aEpCAM oder Farlet exprimieren

mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie

Die Zelllinien 12Z, 49Z und THESC konnten durch die scFv-SNAP-Fluorophor-
Konjugate 425-scFv-SNAP-BG647 und CSPG4-scFv-SNAP-BG647 markiert werden. In
der Durchflusszytometrie zeigten beide scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate fiir alle drei
Zelllinien ein &hnlich starkes Signal. Zudem zeigte sich kein Unterschied in der
Signalstidrke zwischen den beiden scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugaten. Die Zelllinie
Ishikawa konnte durch die scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate 425-scFv-SNAP-BG647,
Farlet-scFv-SNAP-BG647 und aEpCAM-scFv-SNAP-BG647 markiert werden. In der
Durchflusszytometrie zeigten diese drei scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate ein dhnlich

starkes Signal bei der Bindung an die Zelllinie Ishikawa.

Nach der Inkubation der Zellen 127, 497 und THESC mit 425-scFv-SNAP-BG647 auf
Eis zeigte sich in der Fluoreszenzmikroskopie eine klare Membranfiarbung. Unter
Inkubation bei 37°C wurde zudem auch ein intrazelluldres Signal beobachtet. CSPG4-
scFv-SNAP-BG647 zeigte nach Inkubation mit den Zellen auf Eis als auch bei 37°C nur

eine Membranfarbung.

Nach Inkubation der Zelllinien Ishikawa mit 425-scFv-SNAP-BG647 und aEpCAM-
scFv-SNAP-BG647 auf Eis zeigte sich in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
eine klare Membranfiarbung fiir beide Antikorper. Nach Inkubation bei 37°C wurde
zudem fiir beide Antikorper ein intrazelluldres Signal beobachtet. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Detektion der endometrioiden Zelllinien 127, 49Z, THESC und Ishikawa mittels
Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie 12Z, 49Z, THESC a) Durchflusszytometrie, schwarzer Graph:
Negativkontrolle, griiner Graph: mit 425-scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen, roter Graph: mit CSPG4-scFv-SNAP-
BG647 inkubierte Zellen, blauer Graph: mit aEpCAM-scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen, magentafarbener Graph:
mit Farlet-scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen; b)Fluoreszenzmikroskopie der mit 425-scFv-SNAP-BG647
inkubierten Zellen c) Fluoreszenzmikroskopie der mit CSPG4-scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen, blaues Signal:
DAPI, rotes Signal: BG647-gekoppelte scFv-Antikorper Ishikawa a) Durchflusszytometrie, schwarzer Graph:
Negativkontrolle, griiner Graph: mit 425-scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen, roter Graph: mit CSPG4-
scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen, blauer Graph: mit aEpCAM-scFv-SNAP-BG647 inkubierte Zellen,
magentafarbener Graph: mit Farlet-scFv-SNAP-inkubierte Zellen ; b) Fluoreszenzmikroskopie der mit
425-scFv-SNAP-BG647 inkubierten Zellen c) Fluoreszenzmikroskopie der mit oEpCAM-scFv-SNAP-
BG647 inkubierten Zellen; blaues Signal: DAPI, rotes Signal: BG647-gekoppelte scFv-Antikorper. Der
Mapstab zeigt 100 um an
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3.2.4. Multiplex Imaging der endometrioiden Zelllinien 127. 497 und THESC mit den
scFv-Antikorperfluorophorkonjugaten 425-scFv-SNAP-BG546 und CSPG4-scFv-
SNAP-BG647

Die Zelllinien 127, 49Z und THESC wurden gleichzeitig mit den AFC 425-scFv-SNAP-
BG546 und CSPG4-scFv-SNAP-BG647 inkubiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Die gleichzeitige Bindung beider Antikorper an die Zellen war moglich. Fiir
425-scFv-SNAP-BG546 zeigte sich eine klare Membranfarbung. Unter Inkubation bei
37°C wurde zudem auch ein intrazelluldres Signal beobachtet. CSPG4-scFv-SNAP-
BG647 zeigte nach Inkubation mit den Zellen auf Eis als auch bei 37°C nur eine
Membranfirbung. In der Kombination beider AFC wurden in allen untersuchten

Zelllinien jeweils mehr Zellen detektiert als bei der Verwendung eines einzelnen AFC

(Abbildung 12).
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127

49Z

Abbildung 12: Multiplex Imaging der endometrioiden Zelllinien 12Z,49Z und THESC mit den AFC 425-scFv-
SNAP-BG546 und CSPG4-scFv-SNAP-BG647; blaues Signal: DAPI, lila Signal: 425-scFv-SNAP-BG546, rotes
Signal: CSPG4-scFv-SNAP-BG647. Der Mafistab zeigt 100 um an
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4. Diskussion

4.1. Entwicklung der scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate

4.1.1. Herstellung der Plasmide pMS-Farlet-scFv-SNAP. pMS-425-scFv-SNAP., pMS-
oEpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-SNAP am Beispiel des Plasmids
pMS-Farlet-scFv-SNAP

Die vorliegende Arbeit zeigt die Herstellung der Plasmide pMS-Farlet-scFv-SNAP,
pMS-425-scFv-SNAP, pMS-aEpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-SNAP. Die
Arbeitsschritte in der Herstellung der jeweiligen Plasmide gleichen sich, sodass im
Folgenden die Diskussion am Beispiel des Plasmids pMS-Farlet-scFv-SNAP
durchgefiihrt wird. Dieses Plasmid wurde in dieser Studie erstmals hergestellt. Die
Plasmide pMS-425-scFv-SNAP, pMS-aEpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-
SNAP wurden bereits in vorangehenden Projekten der Arbeitsgruppe entwickelt und

verwendet (Hussain et al. 2019b; Hussain et al. 2011; Amoury et. al 2016).

Die Entwicklung des Plasmids pMS-Farlet-scFv-SNAP beruht auf der Klonierung des
Farlet-scFv-Gens in einen pMS-Vektor. Dadurch erfolgt eine gentechnische Fusion des
Farlet-scFv-Fragments mit dem SNAP-tag. Das pMS-Vektor-Grundgeriist dient zudem
der Optimierung der weiteren Proteinherstellung, da dem Fusionsprotein funktionelle
Charakteristika vermittelt werden, die fiir die weiteren Produktionsschritte notwendig
sind und die Effizienz der Produktion steigern. Beispielsweise wird iiber den IgK-Leader
eine Sekretion des exprimierten Proteins in den Kulturiiberstand initiiert. Das Protein
kann so durch ein einfaches Sammeln des Kulturiiberstandes der Purifikation zugianglich
gemacht werden. Die hier durchgefiihrte Klonierung wurde mittels eines kommerziell
erwerblichen Kits durchgefiihrt und entspricht den gdngigen Standards.

Das hier verwendete Farlet-scFv-Fragment beruht auf dem Fv-Fragment des
monoklonalen IgG-Antikorpers (mAb) Farletuzumab. Farletuzumab ist ein humanisierter
mAD, der gegen den FRa gerichtet ist. Die Sicherheit dieses monoklonalen Antikorpers
wurde bereits in Phase I und II Studien klinisch gepriift (Sato und Itamochi 2016). Um
die beiden Doménen des Fv-Fragments zu verkniipfen, wurde ein (GlysSer)s-Linker
verwendet. Dieser Linker verfiigt iiber eine gute Flexibilitit und ermdoglicht so die
korrekte raumliche Orientierung der variablen Dominen zueinander (Bird et al. 1988;

Huston et al. 1988). Dieser Linker wurde auch in der gesichteten Literatur zu scFv-
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basierten Molecular-Imaging-Ansédtzen am hiufigsten verwendet (Lu et al. 2021,
Khantasup et al. 2018; Sato et al. 2014; Hussain et al. 2019b; Kampmeier et al. 2010;
Kampmeier et al. 2009). Fiir das Design des scFv-Fragments wird im Allgemeinen ein
korrespondierender mAb ausgewihlt, dessen Fv-Fragment als Grundlage fiir die
Herstellung des scFv-Fragments verwendet wird. Die Gene fiir die VH- und VL-Region
werden beispielsweise aus Hybridom-Zelllinien gewonnen, die diese mAbs sezernieren
(Toleikis und Frenzel 2012; Ahmad et al. 2012). In der Literatur gibt es verschiedene
Ansitze fiir dieses scFv-Design. Lu et al. haben ein anti-EGFR-scFv verwendet, das
basierend auf dem mAb Nimotuzumab entwickelt wurde (Lu et al. 2021). Nimotuzumab
wurde bereits in mehreren klinischen Studien hinsichtlich seiner Effektivitdt und
Sicherheit gepriift und wurde in mehreren Léndern zur Therapie von
Plattenepithelkarzinomen und péadiatrischen Gliomen zugelassen (Yang et al. 2015;
Parenrengi et al. 2022). Kessler et al. haben einen anti-PCSA-scFv-Antikorper verwendet,
dessen Fv-Fragment auf einem affinitdtsgereiften Minibody beruht. Grundlage fiir diesen
Minibody war der humanisierte mAb hulG8. Diese beiden Antikdrper wurden bisher
préklinisch evaluiert, weder der affinititsgereifte Minibody noch hulG8 waren bisher
Gegenstand klinischer Studien (Kessler et al. 2017; Olafsen et al. 2007). Khantasup et al.
haben einen gegen oEpCAM gerichteten humanisierten scFv verwendet, den sie
basierend auf einem in ihrer Arbeitsgruppe entwickelten und ex vivo evaluierten mAb
hergestellt haben (Khantasup et al. 2018; Chantima et al. 2017).

Fir die Auswahl der passenden VH- und VL-Domine muss zudem beriicksichtigt
werden, welche Frage mit dem zugrundeliegenden Projekt beantwortet werden soll. Bei
Khantasup et al. sowie bei Kessler et al. wurde eine weitere Anwendungsmoglichkeit
eines in der priklinischen Entwicklung befindlichen monoklonalen Antikorpers
beziehungswese fiir dessen CDR untersucht. Fehlende klinische Studien sind hier eine
wichtige Einschrinkung, da sie, auch wenn eine eingeschrinkte Ubertragbarkeit
beriicksichtigt wird, keine Aussage dariiber zulassen, ob die Spezifitdt und Sensitivitét
des gewihlten Antikorpers im humanen Organismus vorteilhaft sind. Lu et al. dagegen
bedienen sich mit der VH- und VL-Domine des mAb Nimotuzumab eines Antikdrpers,
der bereits klinisch evaluiert ist. Fokus ist also nicht die Entwicklung eines neuen
Antikorpers, sondern die Optimierung der Verwendung bereits evaluierter CDR, in dem
diese in ein neues Antikorpergeriist (scFv-Fragment) implementiert werden. Es muss also

unterschieden werden, ob der Fokus darauf liegt, eine neue CDR mittels verschiedener
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préklinischer Studien zu evaluieren oder ob die Anwendung einer bereits etablierten CDR
optimiert werden soll. Zielsetzung der Entwicklung unserer scFv-Fluorophor-Konjugate
ist der perspektivische klinische FEinsatz zur intraoperativen Detektion von
Endometrioseherden. Hieraus ergibt sich, dass bereits beim scFv-Design moglichst
klinisch gedacht werden sollte. Daher ist es am sinnvollsten als Grundlage eines scFv-
Fragments einen monoklonalen IgG-Antikdrper zu verwenden, der bereits im Rahmen
klinischer Studien evaluiert wurde. Aullerdem sollte darauf geachtet werden humanisierte
monoklonale Antikorper zu verwenden, da bei diesen die potenzielle Immunogenitit am
geringsten ist (Jabbour et al. 2021; McDonagh et al. 2006). Die Sensitivitit und Spezifitét
eines Antikorpers wird mafgeblich durch die CDR beeinflusst. Antikorperderivate wie
scFv-Fragmente konnen zwar iiber dieselben CDR wie IgG-Antikorper verfligen, haben
im Vergleich zu diesen aber andere pharmakokinetische und -dynamische Eigenschaften,
beispielsweise aufgrund der groBeren Molekiilstruktur und dem Fc-Fragment. Aus
diesem Grund konnen die Erkenntnisse, die in Studien mit einem IgG-Antikdrper erhoben
worden sind, nur eingeschriankt auf scFv-Fragmente iibertragen werden. Dennoch
erscheint es sinnvoll als Grundlage fiir die Entwicklung eines scFv-Fragment, das
perspektivisch klinisch eingesetzt werden soll, die CDR eines IgG-Antikorpers zu
wihlen, dessen Sensitivitit und Spezifitdt bereits in klinischen Studien gepriift wurden.
Eine vollstindige eigenstdandige Evaluation des hergestellten scFv-Fragments in weiteren

Studien ist allerdings weiterhin notwendig.(Jabbour et al. 2021; McDonagh et al. 2006).

4.1.2. Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen und Proteinexpression

HEK293T-Zellen wurden erfolgreich mit den Plasmiden pMS-Farlet-scFv-SNAP, pMS-
425-scFv-SNAP, pMS-0EpCAM-scFv-SNAP und pMS-CSPG4-scFv-SNAP transient
transfiziert und die Proteinexpression wurde induziert. Die Plasmide enthielten ein
Zeocinresistenzgen, durch Kultivierung in einem Zeocin-haltigem Medium erfolgte so
eine effiziente Selektion transfizierter Zellen. Zudem wurde iiber eine IRES EGFP mit
dem Fusionsprotein koexprimiert, wodurch eine einfache optische Kontrolle der
Expression moglich war. Die IgK-Leadersequenz bewirkt die Sekretion des
Fusionsprotein in den Kulturiiberstand und ermdglicht iiber das Sammeln des
Kulturiiberstands eine einfache Moglichkeit zur Anreicherung des Fusionsproteins. Ein
weiterer Vorteil der Sekretion der Fusionsproteine in den Kulturiiberstandes ist, dass die

tatsdchliche Expression der Fusionsproteine bereits wéahrend der Expressionsphase
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schnell kontrolliert werden kann. Um die Prisenz und Aktivitit des SNAP-tag
nachzuweisen wurde Kulturiiberstand mit BG-modifiziertem Alexa488 inkubiert und das
Alexa488-Signal in einem SDS-Gel dargestellt. Zur Kontrolle der Aktivitit des scFv-
Fragments wurde die Bindung an Zelllinien, die das entsprechende Antigen exprimieren,

in der Durchflusszytometrie untersucht.

Die Auswahl eines geeigneten Expressionssystems ist ein wichtiger Faktor in der
Produktion von scFv-Fragmenten, um ein funktionierendes Protein in ausreichender
Menge zu erhalten. Hiufig verwendete Expressionssystem sind E.coli, Pichia pastoris
und Saugetierzellen wie CHO-Zellen und HEK293-Zellen (Brondyk 2009). Alle der
genannten Expressionssysteme wurden bereits erfolgreich zur Produktion von scFv-
Fragmenten eingesetzt (Kessler et al. 2017; Sato et al. 2014; Yakushiji et al. 2019; Duranti
et al. 2018).

Fiir die Expression von scFv-SNAP-tag-Fusionsproteinen wurden in der Literatur mit
gutem Erfolg HEK293T-Zellen verwendet (Hussain et al. 2019b; Hussain et al. 2011;
Kampmeier et al. 2010; Kampmeier et al. 2009). Aus diesem Grund wurde dieses
Expressionssystem auch zur Produktion der hier verwendeten rekombinanten
Fusionsproteine genutzt. HEK293T-Zellen sind eine genetisch modifizierte Version der
HEK293-Zellen, die das SV40-T-Antigen exprimieren. Dies ermdglicht fiir Vektoren, die
den ,,SV40-origin of replication* tragen, eine Erhéhung der Anzahl an Plasmidkopien in
den transfizierten Zellen (Baldi et al. 2007). Der pSEC-Tag2-modifizierte pMS-Vektor,
der in dieser Arbeit verwendet wurde, enthdlt ebenfalls diesen ,,SV40-origin of
replication. Ein Vorteil von Sdugetierzellen ist, dass sie den anderen
Expressionssystemen in der Komplexitit der Faltung und der Vielfalt an mdglichen
posttranslationalen Modifikationen iiberlegen sind. AuBerdem verfiigen sie iliber ein
humanes Glykosylierungsmuster. Diese Faktoren sind wichtig, damit die rekombinanten
Proteine ihre volle Bioaktivitit entfalten konnen, zudem wird die Immunogenitét
reduziert (Baldi et al. 2007; Brondyk 2009; Mark et al. 2022). Der Proteinertrag ist bei
Saugetierexpressionssystemen hoch (Diibel et al. 2019). Mithilfe des IgK-Leaders wird
das rekombinante Protein ebenfalls sezerniert, dies ermdglicht die Anreicherung des
Proteins im Kulturiiberstand und erleichtert die Proteingewinnung, da der

Kulturiiberstand unkompliziert abgeschopft werden kann. Dies hat beispielsweise im
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Vergleich zu E.coli den Vorteil, dass das rekombinante Protein nicht als unlosliche und

inaktive Einschlusskorper ausfillt (Brondyk 2009).

Es kann zwischen einer stabilen und einer transienten Transfektion unterschieden werden.
Die stabile Transfektion fithrt zu einer langfristigen Produktstabilitdit und ist zu
bevorzugen, wenn die rekombinanten Proteine klinisch eingesetzt werden sollen.
Allerdings ist sie im Vergleich zur transienten Transfektion teuer, zeit- und
arbeitsaufwendig und erfordert einen hoheren Sicherheitsstandard. Aus diesen Griinden
ist die transiente Transfektion fiir Forschungsansitze hinreichend effektiv (Frenzel et al.

2013).

Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass die transiente Transfektion
von HEK293T-Zellen eine geeignete Methode zur préklinischen Evaluation der
rekombinanten scFv-SNAP-Antikorper ist. Starken der Methode sind die schnelle und
kostengiinstige Produktion des gewliinschten Proteins und die Vorteile, die sich aus der
Verwendung von Saugetierexpressionssystemen ergeben. Fiir eine perspektivische
klinische Evaluation sollte allerdings eine Umstellung auf eine stabile Transfektion eines
Expressionssystems, wie beispielsweise CHO-Zellen oder HEK293-Zellen, erwogen
werden (Brondyk 2009; Mark et al. 2022). Als Kritikpunkt an dem in dieser Arbeit
verwendeten Protokolls muss erwdhnt werden, dass zur Optimierung der
Proteinproduktion eine Selektion stark exprimierender HEK293T-Zellen beispielsweise
mittels GFP-Signal-gesteuerter Zellsortierung eine sinnvolle Ergdnzung darstellen
wiirde. AuBBerdem wurde fiir die Kultivierung der HEK293T-Zellen RPMI-Medium mit
10 % FBS-Zusatz verwendet, wihrend FBS fiir das Zellwachstum einige vorteilhafte
Eigenschaften aufweist, wie beispielsweise ein Fordern der Zellproliferation, muss
kritisch angemerkt werden, dass die exakte biochemische Zusammensetzung des FBS
unbekannt ist und zwischen verschiedenen Chargen variieren kann. Dies kann Einfluss
auf die Proteinexpression haben und so eine Storvariable hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse darstellen (Mark et al. 2022). Fin Ansatz zur
Verbesserung ist beispielsweise die Verwendung von Serum-freien Medium mit einer

definierten und reproduzierbaren Zusammensetzung (Mark et al. 2022).
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4.1.3. Proteinpurifikation mittels IMAC

Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mittels Ni-NTA-IMAC aus dem
Kulturiiberstand gewonnen (Abbildung 6). Die rekombinanten Fusionsproteine Farlet-
scFv-SNAP, CSPG4-scFv-SNAP, 425-scFv-SNAP und aEpCAM-scFv-SNAP konnten

in hoher Konzentration purifiziert werden (Tabelle 12).

Die Purifikation von rekombinanten Antikorperfragmenten erfolgt in der Regel mithilfe
einer Affinititschromatographie (Diibel et al. 2019; Huse et al. 2002). Eine
Herausforderung bei der Purifikation der hier verwendeten rekombinanten
Fusionsproteine ist, dass diese in einen serumhaltigen Kulturiiberstand sezerniert werden,
aus dem sie wieder extrahiert werden miissen. Da das Serum eine Storvariable
hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sein kann, ist eine Purifikation
unabdingbar (Huse et al. 2002). Im Allgemeinen gibt es verschiedene
Purifikationsmethode, je nach zu extrahierendem Protein kann eine andere Methode
sinnvoll sein. Zu beriicksichtigende Faktoren sind dabei, dass Struktur und Funktion des
Proteins erhalten bleiben miissen, zudem miissen bei der Wahl der Purifikationsmethode
der erwiinschte Proteinertrag und Reinheitsgrad sowie die Kosten berticksichtigt werden
(Huse et al. 2002). In der gesichteten Literatur zur Produktion von scFv-Fragmenten
nahm die IMAC eine zentrale Rolle ein. In den meisten Fillen wurde eine Methode
gewihlt, die auf der Bindung des His-tag mittels IMAC beruhte (Khantasup et al. 2018;
Kessler et al. 2017; Sato et al. 2014; Frigerio et al. 2013; Duranti et al. 2018; Kampmeier
et al. 2010; Kampmeier et al. 2009; Hussain et al. 2011). Ein Beispiel fiir einen anderen
Tag ist der von Lu et al. verwendete Glutathion-S-Transferase (GST)-tag (Lu et al. 2021).
Proteine, die einen GST-tag aufweisen konnen per Glutathion-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt werden (Malhotra 2009). Der GST-tag kann zudem die Loslichkeit von
Proteinen erhohen, dies kann insbesondere dann sinnvoll sein, wenn E.coli als
Expressionssystem verwendet werden, um die Wahrscheinlichkeit fiir das Ausféllen
unldslicher Einschlusskorper zu minimieren (Brondyk 2009). Da Lu et al. ebenfalls E.coli
als Expressionssystem verwendet haben, konnte dies moglicherweise der Grund fiir die

Verwendung des GST-tags sein (Lu et al. 2021; Lu et al. 2016).
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Der 6xHis-tag ist ein kurzer Peptidtag bestehend aus sechs Histidin-Molekiilen, der
gentechnisch an das zu extrahierendes Protein gebunden wird. Uber den Imidazolring des
Histidins kann eine koordinative Bindung an Nickel-, Zink- oder Cobaltionen formiert
werden. Diese Funktion wird sich bei der Ni-NTA-IMAC zu Nutze gemacht (Malhotra
2009; Diibel et al. 2019). Die Elution erfolgt iiber die Behandlung der Séule mit einem
Puffer der Imidazol in hoher Konzentration enthilt. Ein Vorteil dieser Methode sind die
milden Elutionsbedingungen (Diibel et al. 2019; Malhotra 2009). Wie in Abbildung 6b
und 6c¢ ersichtlich, konnte mittels der Ni-NTA-IMAC das His-tag-scFv-SNAP-
Fusionsprotein gut aus dem FBS-haltigen Kulturiiberstand aufgereinigt werden. Durch
die niedrige bis mittlere Imidazolkonzentration im Bindungspuffer und Waschpuffer
konnten schwach gebundene Proteine aus dem Medium erfolgreich aus der Séaule entfernt
werden, bevor mit dem Elutionspuffer das rekombinante Fusionsproteine eluiert wurde.
In der In-Gel-Visualisierung des BG-488 in Abbildung 6b zeigt sich allerdings, dass
sowohl im Durchfluss als auch in Bindungs- und Waschpuffer ein BG488-Signal zu
erkennen ist. Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass die Menge an Fusionsprotein und
generell Proteinen mit der die Sédule beladen wurde die Bindungskapazitit der Séule
iiberschritten hat. Um dieses Problem zu beheben, konnen Puffer, in denen eine Priasenz
des Fusionsproteins im SDS-Gel per In-Gel-Visualisierung dargestellt wurde, einer
zweiten Ni-NTA-IMAC zugefiihrt werden. Beachtenswert ist zudem, dass in der BG488-
In-Gel-Visualisierung im  Elutionspuffer zwei schwache BG488-Signale im
GroBenbereich von etwa 110 kDa und etwa 180 kDa zu sehen sind. Im Waschpuffer zeigt
sich ebenfalls im Bereich von etwa 180 kDa ein Signal (Abbildung 6b). Dies lésst sich
dadurch erkldren, dass es in geringem Ausmal} zu einer Dimerisierung beziehungsweise
Trimerisierung des scFv-SNAP-Fusionsproteins gekommen sein konnte. Dieses
Phinomen ist fiir scFv-Fragmente beschrieben worden (Arndt et al. 1998). Um die
Monomere von den Oligomeren zu trennen, kann eine Gro3enausschlusschromatographie
(SEC) durchgefiihrt werden. Dies wurde auch von Sato et al. durchgefiihrt, um scFv-
Monomere von scFv-Dimeren zu trennen (Sato et al. 2014). Gegen diese Erkldrung
spricht, dass scFv-Fragmente mit einer Linkerldnge von iiber 12 Aminosduren, wie in
diesem Projekt verwendet, laut Literatur am hiufigsten Monomere bilden und Dimere
und Trimere erst bei kiirzeren Linkerldngen bevorzugt auftreten (Hudson und Kortt
1999). Eine weitere Erklarung fiir das Auftreten verschiedener GréBenfraktionen wird

von Duranti et al. geliefert. In einer SEC ihres scFv-Fragments zeigten sich sowohl
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Fraktionen mit einer groBeren Grofle als erwartet, als auch mit einer kleineren Grof3e
(Duranti et al. 2018). Die Autoren fiihrten die grofBere Fraktion auf eine Aggregation
zuriick und die kleinere Fraktion auf eine Degradierung des scFv-Fragments und
interpretierten dies in Zusammenschau mit einem niedrigen Proteinertrag als Zeichen
einer instabilen Struktur des scFv-Fragments. Nach Austausch eines Phenylalanin mit
einem Cystein per zielgerichteter Mutagenese konnte ein stabiles scFv-Cis-Fragment
produziert werden, bei dem in der SEC keine unerwarteten Peaks auftraten (Duranti et al.
2018). Mit Blick auf die erhaltene Funktion des SNAP-tag in den Banden bei 180 und
100 kDa und des hohen Proteinertrags von 2 pg/ul fiir Farlet-scFv-SNAP erscheint die
Oligomerisierung hier als wahrscheinlichere Erkldrung. Um eine abschlieBende
Erklarung geben zu konnen sind aber dennoch weitere Analysen notwendig,
beispielsweise eine SEC mit anschlieBender Aktivitdtskontrolle der einzelnen Fraktionen

mittels Durchflusszytometrie.

Nach der Purifikation besteht die Moglichkeit Tags von den rekombinanten Proteinen
abzuspalten (Malhotra 2009). Fiir manche Tags wird dies regelhaft durchgefiihrt,
beispielsweise beim GST-Tag (Harper und Speicher 2011). Griinde hierfiir konnen sein,
dass grofle Tags die korrekte Proteinfaltung unterbinden konnen und sich so negativ auf
die Funktion auswirken konnen. Um eine Abspaltung des Tags zu ermdglichen, muss
zwischen Tag und Protein ein Spaltungsmotiv vorhanden sein, an das Proteasen binden
konnen (Malhotra 2009). Fiir den His-Tag ist eine Abspaltung in der Regel nicht
notwendig, da er die Struktur der Proteine nicht signifikant beeinflusst (Carson et al.
2007). In der Literatur finden sich Beispiele fiir scFv-SNAP-Antikorper, die mit einem
His6-Tag versehen sind und eine gute Funktion aufweisen (Kampmeier et al. 2010;
Kampmeier et al. 2009). Basierend auf diesen Studien wurde der His-Tag bei den in dieser
Arbeit verwendeten scFv-SNAP-Antikorpern, einschlieBlich des neuen Farlet-scFv-

SNAP, belassen.

Zusammenfassend gibt es verschiedene Methoden zur Proteinpurifikation und
verschiedene Tags, mithilfe derer die Proteine gebunden werden konnen. Es ist nicht
moglich eine bestimmte Methode als obligat iiberlegen zu benennen. Je nach
Anforderungen sind bestimmte Methoden vorteilhaft. Daher ist es sinnvoll sich bei der
Auswahl der verwendeten Methode an dem jeweiligen rekombinanten Protein zu
orientieren und die fiir das spezifische Vorhaben beste Methode individuell auszuwihlen.
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In diesem Projekt wurden die Ni-NTA-IMAC und der His-tag ausgewéhlt. Griinde fiir
diese Auswahl sind die milden Elutionsbedingungen, dass der His-Tag die Funktion der
scFv-Fragmente nicht beeinflusst und daher nicht nachtraglich entfernt werden muss,
sowie dass sich in der Literatur weitere Arbeiten finden, bei denen scFv-SNAP-

Fusionsproteine mit gutem Erfolg mit dieser Methode purifiziert worden sind.

4.1.4. Konjugation mit BG-modifizierten Fluorophoren und Analyse der

Antigenbindung

Das Fusionsprotein Farlet-scFv-SNAP-BG-Fluorophor zeigte nach Konjugation mit
einem BG-modifizierten Fluorophor eine erhaltene Funktionsfdhigkeit. Sowohl die
antigenbindenden Eigenschaften des scFv-Anteils (Abbildung 9) als auch die
autokatalytischen Eigenschaften des SNAP-tags (Abbildung 8) wurden demnach durch
die gentechnische Fusion von scFv-Fragment und SNAP-tag sowie durch die
nachfolgende Konjugation mit dem Fluorophor nicht beeintrachtigt. Es konnte damit
erstmal gezeigt werden, dass die SNAP-tag-Technologie ein geeignetes Mittel ist, um ein

gegen den FRa-gerichtetes scFv-Fluorophor-Konjugat herzustellen.

Die durch den SNAP-tag vermittelte Konjugation der Fusionsproteine Farlet-scFv-
SNAP, 425-scFv-SNAP, aEpCAM-scFv-SNAP und CSPG4-scFv-SNAP mit einem BG-
modifizierten Fluorophor verfiigt iiber eine hohe Konjugationseftfizienz (Abbildung 8).

Die Konjugation nimmt in der Produktion von AWK eine zentrale Rolle ein. In der
Literatur finden sich bestimmte Anforderungen, die bei der Konjugation von
Antikorperfragmenten mit Wirkstoffen erfiillt sein sollten. Eine effektive Konjugation
muss sowohl die Funktionalitdt beider Konjugationspartner erhalten als auch ein
verlasslich reproduzierbares Endprodukt erzielen. Voraussetzung hierfiir ist, dass das
pharmakodynamische und -kinetische Profil des Endprodukts fest definiert ist. Dies ist
dann der Fall, wenn ein mdglichst hoher Grad an Homogenitét des Endprodukts erreicht
wird. Eine Konjugation, die die Funktionalitdt des Antikorpers erhélt, wird als inert
bezeichnet (Cohen et al. 2011; Ducry und Stump 2010; Panowski et al. 2014). Nach der
Wahl des Wirkstoffs sind weitere wichtige Faktoren fiir das Erzielen einer inerten
Konjugation und eines homogenen Produkts mit kontrollierbaren pharmakodynamischen
und -kinetischen Profils der Konjugationsort, das Wirkstoff-Antikorper-Verhéltnis und
die Konjugationseffizienz (Panowski et al. 2014; Strop et al. 2013; Hamblett et al. 2004).
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Zur Konjugation gibt es verschiedene Ansétze, der am weitesten verbreitete Ansatz ist
die Verwendung von Aminosdure-Reste, die bereits in der nativen Struktur des
Antikorpers vorkommen. Die am hédufigsten verwendeten Konjugationsmethoden
bedienen sich natiirlich vorkommender Lysin- oder Cystein-Reste. Es gibt bereits einige
von der FDA zugelassene Antikorper-Konjugate, die mittels dieser Methoden hergestellt
worden sind (Katz et al. 2011). In der Literatur finden sich ebenfalls Beispiele fiir scFv-
Fluorophor-Konjugate, die mittels Lysin-Konjugation hergestellt worden sind (Sato et al.
2014; Duranti et al. 2018). Der zentrale Vorteil dieser Methoden ist, dass keine
Modifikation des Antikorpers zwecks Hinzufiigens einer zusétzlichen Reaktionsseite
notwendig ist, allerdings weisen diese Methoden Schwéchen auf, die im Folgenden

dargelegt werden sollen.

Sowohl Lysinreste als auch Cysteinreste kommen mehrfach in Antikérpern vor. Ein
typisches IgG-Molekiil enthilt 40 Lysinreste und acht Cysteinreste!, das Farlet scFv-
Molekiil enthilt beispielsweise sieben Lysinreste?, dies fiihrt zu einer unzureichenden
Kontrolle iiber den Konjugationsort und das entstehende Wirkstoff-Antikorper-
Verhiltnis (WAV)® (Panowski et al. 2014). Gibt es beispielsweise nur zwei zur
Verfligung stehende Lysinreste, ergeben sich hieraus bereits vier verschiedene Produkte,
mit potenziell vier verschiedenen pharmakologischen und funktionellen Charakteristika.
Diese Konjugationsmethoden definieren demnach zwar die jeweiligen nativ
vorkommenden Aminosduren als Konjugationspartner, aufgrund der
Mehrfachvorhandenheit dieser Aminosduren in einem Antikdrper, kann der genaue
Konjugationsort aber nicht bestimmt werden. Aullerdem kann nicht die Anzahl an
Konjugationsereignissen kontrolliert werden. Dies fiihrt zu einem insgesamt heterogenen
Produktgemisch (Panowski et al. 2014). Prinzipiell kann zwar durch weitere

Reinigungsschritte eine hohere Homogenitdt erzielt werden, beispielsweise durch

! Fiir die Konjugation werden vier Disulfidbriicken zwischen den Antikorperketten reduziert und die
freiwerdenden acht Cysteine verwendet.

2 Da fiir die Cysteinkonjugation nur Interketten-Cysteine verwendet werden erfolgt keine Konjugation an
native Cysteine der scFv, sondern es werden gentechnisch eingefiigte Cysteinreste verwendet. Anzahl der
Lysinreste in Farlet-scFv iibernommen aus SNAPGene Analyse des Vekors pMS-Farlet-scFv-SNAP

3 Lysinkonjugation: WAV 0-40, iiber eine Million AWK-Subtypen, Cysteinkonjugation: WAV 0-8, iiber
100 AWK-Subtypen Panowski et al. 2014
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Anschliefen einer SEC an den Konjugationsschritt, dies fiihrt aber zu einem
aufwendigeren Protokoll. Eine optimale Konjugationsmethode definiert also nicht nur
den Konjugationspartner, sondern auch den genauen Konjugationsort und ermoglicht die

Kontrolle iiber die Anzahl an ablaufenden Konjugationen.

Ein Ansatz hierfiir ist das Einfiigen von Reaktionsseiten in den Antikorper, die mit
definierten Reaktionspartnern eine Konjugation eingehen. Beispiele hierfiir sind
unnatiirliche Aminosduren wie p-Acetylphenylalanin und Selenocysteine oder das
Einfligen von enzymatischen Tags wie der SortaseA und dem SNAP-tag. Durch die
seitenspezifische Konjugation wird so ein homogeneres Endprodukt erreicht (Panowski
et al. 2014; Kampmeier et al. 2009; Popp et al. 2009). Das Einfiigen spezifischer
Konjugationsseiten ermoglicht somit eine Kontrolle {iber den definitiven
Konjugationsort. Werden mehr als eine Konjugationsseite eingefiigt, konnen folglich
auch wieder verschiedenen Konjugationsorte vorkommen. Fiir AWK mit einem
angestrebten WAV von eins ist es demnach sinnvoll eine einzelne spezifische
Konjugationsseite einzufiigen. Die gentechnische Modifikation von Antikérpern mit
diesen Konjugationsseiten ermoglicht auch die Wahl des optimalen Ortes innerhalb des
Molekiils, ohne die funktionellen Charakteristika des Antikorpers zu beeintrachtigen bei
gleichzeitig guter Zugénglichkeit des Konjugationsortes (Panowski et al. 2014; Junutula
et al. 2008a). Die Homogenitédt des Endprodukts ist in diesem Fall nur noch von der
Konjugationseffizienz abhédngig. Eine hierfiir optimale Konjugationsmethode muss also
iiber eine hohe Konjugationseffizienz (nahe 100 %) verfiigen. Die SNAP-tag Technologie
erflillt diese Bedingungen, da sie spezifisch mit BG-modifizierten Wirkstoffen reagiert
und tber eine hohe Konjugationseffizienz verfiigt (Abbildung 8) (Kampmeier et al.
2009).

Die Auswahl des passenden WAV ist von verschiedenen Variablen abhingig. Bezogen
auf die Herstellung von AFK besteht in der Literatur kein Konsens iiber das optimale
Verhiltnis von Fluorophoren pro Antikorper. Vira et al. haben den Einfluss verschiedener
Fluorophor-Antikorper-Verhéltnisse auf den Anteil inaktiver und unkonjugierter
Antikorper untersucht. Sie benennen ein Verhéltnis von 2,8 als optimal und ein Verhéltnis
zwischen 1,6 und 5 als ausreichend gut (Vira et al. 2010). Rijpkema et al., empfehlen ein
Verhiltnis von 1 — 1.5 Fluorophoren pro Antikorper, fiigen allerdings ergénzend hinzu,
dass das optimale Verhiltnis fiir jeden Antikorper individuell bestimmt werden sollte
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(Rijpkema et al. 2015). Vor dem Hintergrund, dass AFK mit mehr als einem Fluorophor
eine erhohte Leberaufnahme und eine schnellere Blutclearance zeigen, empfehlen Cohen
et al., ein Verhéltnis von 1:1 (Cohen et al. 2011). AuBlerdem muss beachtet werden, dass
der Konjugationsmechanismus bei der Angabe des optimalen Fluorophor-Antikorper-
Verhiltnisses eine wichtige Rolle spielt. Die Empfehlungen von Vira et al. und Rijpkema
et al. miissen vor dem Hintergrund interpretiert werden, dass sie sich auf Lysin-NHS-

Konjugate beziehen (Rijpkema et al. 2015; Vira et al. 2010).

Auch wenn in der Literatur keine allgemeingiiltige Angabe zur optimalen Anzahl von
Fluorophoren pro Antikdrper gefunden werden kann, lassen sich einige Ergebnisse
finden, die bei der Auswahl des richtigen Verhéltnisses unterstiitzen konnen. So fiihrt ein
hohes WAV zu einer schnelleren Clearance des Konjugats aus dem Blut (Hamblett et al.
2004; Rijpkema et al. 2015; Cohen et al. 2011) und zu einem gréferen
Verteilungsvolumen (Hamblett et al. 2004). Ein groBeres Verteilungsvolumen ist nicht
wiinschenswert, da die AFK zur kontrastreichen Darstellung hauptsidchlich am Zielort
akkumulieren sollen. Bei einem zu hohen WAV kann es aulerdem zu einer Abnahme der

Fluoreszenz-Intensitit und der Bildqualitdt kommen (Tadatsu et al. 2006).

Bei der Auswahl des optimalen WAV miissen auch die Charakteristika der verwendeten
Antikorperklasse beachtet werden. Die Angaben zum optimalen WAV, die in der
Literatur zu finden sind, beziehen sich auf [gG-Antikorper (Rijpkema et al. 2015; Vira et
al. 2010) Von einer vollstindigen Ubertragbarkeit dieser Annahmen auf die hier
verwendeten scFv-Fragmente kann nicht ausgegangen werden. Wihrend IgG-Antikrper
beispielsweise eine lange Zirkulationszeit aufweisen, zeigen scFv-Fragmente aufgrund
threr geringen Grofle eine schnelle Clearance-Rate (Rath et al. 2015; Fu et al. 2018;
Dammes und Peer 2020). Dies muss bei der Wahl des optimalen WAV beriicksichtigt
werden, da hohe WAV die Clearance-Rate beschleunigen (Hamblett et al. 2004;
Rijpkema et al. 2015; Cohen et al. 2011). Es kann die Annahme aufgestellt werden, dass
scFv-Fragmente sensibler auf diese Zunahme der Clearance-Rate reagieren als die 1gG-
Antikorper, die aufgrund ihrer Grofle und des Fc-Fragments eine lange Zirkulationszeit

haben.

Basierend auf diesen Uberlegungen wurde in diesem Projekt bei der Herstellung des

rekombinanten Fusionsproteine ein Ziel-WAV von eins gewihlt. Dies entspricht den
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Empfehlungen von Rijpkema et al. und Cohen et al. Die prinzipielle Effektivitit von
scFv-SNAP-basierten AFK, die ein maximales WAV von eins anstreben konnte von
Kampmeier et al. sowohl in vitro als auch ex vivo bereits dargestellt werden (Kampmeier
et al. 2010). Auch wenn diese Ergebnisse die Auswahl eines Ziel-WAV von eins
unterstiitzen, muss einschrinkend erwdhnt werden, dass das optimale WAV fiir die
verschiedenen scFv-Antikorper individuell im Rahmen weiterer Studien bestimmt
werden sollte, da konkrete Empfehlungen zum optimalen WAV bei scFv-Fluorophor-

Konjugaten in der Literatur nicht vorhanden sind.

Um dieser Einschrinkung Rechnung zu tragen, soll im Folgenden kurz erldutert werden,
welche Moglichkeiten es gibt scFv-SNAP-Fluorophor Konjugate mit einem WAV grof3er

eins herzustellen.

Es erscheint auf den ersten Blick naheliegend, dass eine Konjugationsmethode wie die
SNAP-tag Technologie mit einem maximalen WAV von eins fiir AFK, die ein WAV
grofler eins anstreben, ungeeignet ist und das in diesem Kontext Konjugationsmethoden,
der Vorzug gegeben werden sollte, die ein hoheres WAV ermdglichen. Bei genauerer
Betrachtung erweist sich dies als nur eingeschrinkt zutreffend. Wie bereits dargelegt,
fiihrt das Vorhandensein mehrerer gleicher Konjugationsseiten zu einem Kontrollverlust
iiber den genauen Konjugationsort. Zudem ist auch die Kontrolle iiber das WAV nur
eingeschrinkt moglich. Verfligt ein Antikorper beispielsweise iiber vier einer
Konjugation gleichermafen gut zugénglichen gleichen Reaktionsseiten - beispielsweise
vier Lysinreste - sind WAV von null bis vier moglich. Ein homogenes Produkt wiirde
hier nur bei einer Konjugationseffizienz von null Prozent (WAV null) oder von 100 %
(WAV vier) entstehen. Fiir ein WAV zwischen eins bis drei miisste eine niedrigere
Konjugationseffizienz gewidhlt werden, mit dem Ergebnis eines heterogenen
Produktgemisches mit einem durchschnittlichen WAV. Das Ausmal} der Kontrolle {iber
das entstehende Produktgemisch ist dabei gering, es kommt nicht nur zu einem
heterogenen Produktgemisch bezogen auf das WAV, sondern innerhalb eines definierten
WAYV auch zu einer Heterogenitdt beziiglich des Konjugationsortes. Das gentechnische
Einfligen von Konjugationsseiten ermdglicht mehr Kontrolle, da je nach gewiinschtem
WAV die benétigte Anzahl an Konjugationsseiten eingefiigt werden kann. Durch das
Verwenden  verschiedener  Konjugationsseiten konnen auch  verschiedene
Effektormolekiile gleichzeitig mit einem Antikdrper konjugiert werden.
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Zur Generierung von scFv-Fluorophor-Konjugaten mit einem WAV von zwei kann ein
scFv-Molekiil mit zwei SNAP-tags versehen werden. Dies kann aufgrund der hohen
Konjugationseftfizienz des SNAP-tags die Produktion von nahezu homogenen AFC mit
einem WAV von zwei ermoglichen (Kampmeier et al. 2009). Zurzeit gibt es keine
Studien, die einen scFv-Antikorper mit zwei SNAP-tags versehen. Wollschlaeger et al.
haben allerdings einen anti-EGFR-scFv-Antikorper entwickelt, der zusétzlich zum
SNAP-tag ebenfalls mit einem CLIP-tag versehen wurde (Wollschlaeger et al. 2018). Der
CLIP-tag ist dhnlich wie der SNAP-tag eine gentechnisch modifizierte Version der
humanen O6-AGT, die in einer Ein-Schritt-Reaktion unter physiologischen Bedingungen
mit O2-Benzylcytosin-(BC)-modifizierten Molekiilen reagiert. SNAP-tag und CLIP-tag
konnen gleichzeitig mit einer Selektivitidt von 99 % mit den entsprechend modifizierten
Substraten reagieren (Gautier et al. 2008). Die CLIP-EGFR-scFv-SNAP-Konjugate
waren dazu in der Lage simultan und unabhingig voneinander BC- und BG-modifizierte
Molekiile in einem einzigen Reaktionsansatz zu binden und dabei die
Bindungseigenschaften des korrespondierenden scFv- respektive scFv-SNAP-
Antikorpers zu erhalten (Wollschlaeger et al. 2018). Mithilfe des CLIP-tags konnte
demnach ein weiteres BC-modifiziertes Fluorophor an das scFv-Fragment konjugiert
werden, um ein optimales WAV zu erreichen. Zudem kann die Arbeit von Wollschlaeger
et al. auch als Grundlage fiir die Produktion von scFv-Antikdrpern mit zwei SNAP-tags
genutzt werden, da sie sie prinzipielle Funktionalitdt von scFv-Antikorpern, die mit zwei
Tags versehen wurden, nachweist. Was bei Verwendung von CLIP-scFv-SNAP-
Konstrukten unabhéngig von den verwendeten Effektormolekiilen beachtet werden muss,
ist, dass das Molekulargewicht des Konstrukts vergrofert wird. Das von Wollschlaeger
et al. hergestellte CLIP-EGFR-scFv-SNAP-Konstrukt hat eine Grée von 75 kDa
verglichen mit 52 kDa eines EGFR-scFv-SNAP-Antikorpers.

Ein weiterer Ansatz ist die Entwicklung von BG-Molekiilen, die mit mehr als einem
Fluorophor beladen sind. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass nur das Substrat, nicht aber
das scFv-Fragment modifiziert werden miissten und zudem die insgesamte Molekiilgrofle
nur um die zusdtzlichen Fluorophore steigen wiirde. Ein denkbarer Nachteil ist eine
mogliche Fluoreszenzausloschung (engl. Quenching), wenn ein BG-Molekiil mit mehr

als einem Fluorophor beladen wird (Vira et al. 2010).
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Andere seitenspezifische Konjugationsmethoden eignen sich prinzipiell ebenfalls zur
Konstruktion homogener AWK. Der Vorteil der SNAP-tag Technologie gegeniiber
diesen Methoden ist vornehmlich das einfache Protokoll mit Durchfiihrung der
Konjugation unter physiologischen Bedingungen in einem einzigen Reaktionsansatz.
Khantasup et al. modifizieren beispielsweise zur Produktion ihres anti-aEpCam-scFv-
Gd-Konstruktes das C-terminale Ende des scFv-Fragments mit einem Cystein-Rest und
nutzen diesen zur Konjugation. Eine zentrale Schwiéche dieses Verfahrens ist, dass es
zwischen den Cystein-Resten einzelner scFv-Molekiilen zur Ausbildung von
Disulfidbriicken kommt, die vor Durchfiihrung der Konjugation mittels Reduktion
gespalten werden miissen. Dies fiihrt zu einem aufwendigeren Protokoll. In der zitierten
Studie war dies fiir etwa 20 % der hergestellten anti-aEpCAM-scFv-Cys-Molekiile
notwendig (Khantasup et al. 2018). Bei der SNAP-tag Technologie kommt es dagegen

nicht zu einer solchen Dimerbildung.

Zusammenfassend ist die SNAP-tag Technologie eine geeignete Methode, um
rekombinante scFv-Fluorophor-Konjugate herzustellen. Stirken der Methode sind die
Seitenspezifitit und die hohe Konjugationseffizienz. Eine Schwiche der SNAP-tag-
Technologie ist, dass pro SNAP-tag nur ein Effektormolekiil konjugiert werden kann,
damit kann mit den hergestellten rekombinanten scFv-SNAP-Fusionsproteinen ein
maximales WAV von eins erreicht werden. Ein Weg, um diese Limitation zu umgehen,
ist die Produktion von scFv-Molekiilen, die mehr als ein SNAP-tag enthalten oder die

Konjugation von mehreren Fluorophoren an ein BG-Molekiil.

4.1.5. Fazit und Ausblick

Die scFv-SNAP-Fusionsproteine verkniipfen die antigenbindenden Eigenschaften der
scFv-Fragmente mit den autokatalytischen Eigenschaften des SNAP-tags. Hiermit wird
eine Moglichkeit geschaffen seitenspezifisch und kontrolliert AWK herzustellen. In der
vorliegenden Arbeit wurde dies anhand der Produktion der AFK 425-scFv-SNAP-BG-
Fluorophor, aEpCAM-scFv-SNAP-BG-Fluorophor, CSPG4-scFv-BG-Fluorophor und
Farlet-scFv-SNAP-BG-Fluorophor demonstriert. Es ist auch moglich mithilfe dieses
Protokolls andere BG-modifizierte Wirkstoffe an die scFv-SNAP-Fusionsproteine zu
konjugieren. Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals ein rekombinantes
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Fusionsprotein bestehend aus dem Farlet-scFv-Fragment und dem SNAP-tag hergestellt

und evaluiert.

Hervorzuhebende Stiarken der Arbeit sind die Passgenauigkeit der verwendeten Methode
fiir die angestrebte klinische Nutzung des Fusionsproteins, dies zeigt sich vor allem in der
Verwendung eines klinisch evaluierten Antikorpers als Grundlage zur Entwicklung des
scFv-Fragments und in der Nutzung eines Expressionssystem, das humane
posttranslationale Modifikationen ermoglicht. Zudem ermoglicht das Protokoll eine
schnelle und simultane Produktion und Evaluation mehrerer verschiedener
rekombinanter scFv-SNAP- Fusionsproteine, in diesem Projekt: Farlet-scFv-SNAP-BG-
Fluorophor, 425-scFv-SNAP-BG-Fluorophor, oEpCAM-scFv-SNAP-BG-Fluorophor
und CSPG4-scFv-SNAP-BG-Fluorophor. Besondere Stirken der SNAP-tag Technologie
sind dabei die Mdoglichkeit bereits wihrend der Expressionsphase mittels Inkubation des
Kulturiiberstandes mit BG-modifizierten Fluorophoren schnell und spezifisch die
Expression des Zielproteins nachzuweisen, die schnelle Konjugation unter
physiologischen Bedingungen mit hoher Konjugationseffizienz, sowie die Entwicklung

homogener Produkte mit definiertem WAV und echter Seitenspezifitit der Konjugation.

Im Folgenden sollen einige Moglichkeiten zur weiteren Optimierung des Protokolls

aufgefiihrt werden.

Zur Selektion stark exprimierender transfizierter HEK293T-Zellen kann eine
fluoreszenz-gesteuerte Zellsortierung durchgefiihrt werden. Um eventuelle Oligomere
aus der eluierten Fraktion nach der IMAC zu entfernen kann an diese eine

GroBenausschlusschromatographie angeschlossen werden.

Die Bestimmung der Konjugationseffizienz erfolgte visuell-qualitativ, ergidnzend kann
dies um weitere quantitative Methoden wie beispielsweise eine Photometrie ergénzt
werden (Kampmeier et al. 2009; Hussain et al. 2011). Zudem kann kritisiert werden, dass
die Strichprobenzahl der untersuchten Zelllinien zur Kontrolle der Bindungsspezifitét des
Farlet-scFv-Fluorophor-Konjugats gering ist. Da es sich bei den untersuchten Zelllinien
aber um gut untersuchte Zelllinien mit bekanntem Rezeptorstatus handelt, wurde die

niedrige Stichprobenzahl akzeptiert (Siwowska et al. 2017; Wen et al. 2015).

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Entwicklung von rekombinanten Proteinen ist die

Beurteilung des immunogenen Potentials der Proteine. Die Immunogenitit eines
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rekombinanten Proteins hat Einfluss auf dessen Effektivitit und pharmakologische
Sicherheit. Fiir eine abschlieBende Beurteilung der Immunogenitit sind klinische Studien
notwendig, hierzu gibt es standardisierte Protokolle, mit denen die Immunogenitét eines
rekombinanten Proteins erfasst werden kann (Rosenberg und Sauna 2018).
Nichtsdestotrotz kénnen bereits beim Proteindesign Uberlegungen hinsichtlich einer
moglichen Immunogenitit aufgestellt werden. Aus den Anfingen der antikorper-
basierten Therapien ist bekannt, dass das Immunsystem auf murine Antikérper mit der
Bildung von humanen anti-murinen Antikérpern reagiert. Die Immunogenitét dieser
Antikorper konnte mittels Humanisierung reduziert werden. Farletuzumab, dessen VH-
und VL-Domine zur Entwicklung des Farlet-scFv-Fragments verwendet wurden ist
beispielsweise ebenfalls ein humanisierter Antikorper (Diibel et al. 2019). Ein weiterer
Faktor, der die Immunogenitét eines rekombinanten Proteins beeinflusst, ist die Auswahl
des Expressionssystems, hier sind insbesondere posttranslationale Modifikationen wie
die Glykosylierung potentiell immunogene Faktoren. Aus diesem Aspekt heraus ist es
sinnvoll ein Expressionssystem zu wihlen, das posttranslationale Modifikationen
durchfiihren kann, die denen im humanen Organismus gleich oder zumindest sehr dhnlich
sind. Die in diesem Projekt verwendeten HEK293T-Zellen sind aufgrund ihres humanen

Ursprungs dazu in der Lage.

Neben diesen methodischen Aspekten zur Reduzierung der Immunogenitit miissen auch
funktionelle und strukturelle Eigenschaften der rekombinanten Proteine berticksichtigt
werden. Da scFv-Fragmente iiber keine Fc-Doméne verfiigen und so nicht mit dem Fc-
Rezeptor interagieren, ist ihre Immunogenitit geringer als die korrespondierender IgG-

Antikorper (Chiu et al. 2019).

Der SNAP-tag ist ein weiterer Faktor, der zu einer erhohten Immunogenitit fithren kann,
da der Tag trotz seines humanen Ursprungs durch das gentechnische Einfligen von

Mutationen verdndert wurde (Hussain et al. 2013).

Auf Grundlage dieser Arbeit ergeben sich weitere Forschungsfelder. Zur Bestimmung
des optimalen WAV fiir die rekombinanten scFv-SNAP-Fusionsproteine sowie zur
weiteren Charakterisierung der pharmakokinetischen und -dynamischen Eigenschaften
sind weitere in vitro und in vivo Studien notwendig. In diesem Kontext ist es sinnvoll

Moglichkeiten zur Entwicklung von scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugaten mit einem
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WAV grofler eins zu evaluieren. Hierzu gehort die Entwicklung von scFv-Fragmenten,
die iiber zwei SNAP-tags verfiigen sowie die Kombination des SNAP-tags mit dem CLIP-
tag.

Zudem sollten Anwendungsmoglichkeiten der rekombinanten scFv-SNAP-
Fusionsproteine als diagnostisches, therapeutisches und theranostisches Tool evaluiert
werden. Auf Basis dieser Uberlegung wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die
Anwendung der entwickelten scFv-SNAP-Fusionsproteine zur Detektion endometrioider

Antigene untersucht. Diese Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

4.2. Evaluation der scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate zur Detektion endometrioider

Antigene

Das Ziel des zweiten Teils der Arbeit war zu iiberpriifen, ob scFv-SNAP-Fusionsproteine
dazu geeignet sind als Grundlage fiir die Entwicklung eines antikorperbasierten
Bildgebungssystems zur Detektion von Endometriose verwendet zu werden. Dazu wurde
die Fihigkeit der scFv-SNAP Fusionsproteine untersucht endometrioide Zelllinien in

vitro zu erkennen.

Die Ergebnisse stellen dar, dass scFv-SNAP-Fusionsproteine dazu in der Lage sind
Antigene auf endometrioiden Ziellinien sensitiv und spezifisch zu binden. Das
Expressionslevel fiir die untersuchten Antigene auf den endometrioiden Zelllinien wurde
mittels validierter IgG-Antikrper definiert. Die scFv-SNAP-Fusionsproteine zeigten
dabei qualitativ das gleiche Bindungsverhalten wie die validierten IgG-Antikorper.
Einschrinkend muss hier erwidhnt werden, dass sich bei der Untersuchung der 49Z-
Zelllinie mittels IgG-Antikorper eine Expression von aEpCAM zeigte, es aber nicht
moglich war ein Bindungssignal nach Inkubation mit dEpCAM-scFv-SNAP-BG647 zu
detektieren. Da derselbe scFv-Antikorper in derselben Versuchsreihe eine Bindung an die
aEpCAM-positive Zelllinie Ishikawa zeigte (Abbildung 10), kann davon ausgegangen
werden, dass die Funktion des scFv-Antikorpers erhalten war. Das fehlende
Bindungssignal an 49Z-Zellen kann also nicht auf eine Funktionslosigkeit des aEpCAM-
scFv-Fragments zuriickgefiihrt werden. Die Zelllinie 49Z zeigt im Vergleich zur Zelllinie
Ishikawa allerdings eine geringer ausgeprigte Expression von aEpCAM (Tabelle 13).
Die scFv-Antikorper verfiigen im Vergleich zu IgG-Antikorpern iiber eine geringere
Aviditét (Fu et al. 2018). Zudem verfiigt das scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugat nur iiber
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ein einzelnes Fluorophor, wihrend der sekundére anti-Maus-IgG-Antikorper, der an den
primiren aEpCAM-IgG-Antikorper bindet, iiber mehrere Fluorophore verfiigt, wodurch
es pro gebundenem Antigen zu einem stérkeren Fluoreszenzsignal kommt. Eine mogliche
Erklarung fiir das vorliegende Bindungsverhalten ist also, dass die primédren aEpCAM-
IgG-Antikorper aufgrund ihrer hoheren Aviditit eine bessere Bindung an die 49Z-Zellen
zeigen und zudem der sekundére anti-Maus-IgG-Antikdrper aufgrund der mehrfach
vorhandenen Fluorophore ein stirkeres Fluoreszenzsignal zeigt. Es ist zudem moglich,
dass der aEpCAM-scFv-SNAP-BG647-Antikorper zwar an die 49Z-Zellen gebunden
hat, die Signalstirke aufgrund des geringen aEpCAM-Expressionslevels der 49Z-Zellen
und des 1:1 WAV des scFv-Antikorpers zu schwach war um durch das

Durchflusszytometer detektiert zu werden.

Die Bindungseigenschaften der scFv-SNAP-Fusionsproteine an die endometrioiden
Zelllinien konnten sowohl in der Durchflusszytometrie als auch in der
Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden. Die scFv-SNAP-Fusionsproteine konnten an
die Oberfldche der Zellen binden und teils auch internalisiert werden. Zudem war ein
Multiplex-Imaging mit der simultanen Verwendung mehrerer scFv-SNAP-
Fusionsproteine moglich. Die Ergebnisse der Arbeit zeigen damit, dass die scFv-SNAP-
Fusionsproteine iiber vorteilhafte FEigenschaften fiir die Entwicklung eines

antikorperbasierten Bildgebungssystems verfiigen.

Hier ist vor allem die schnelle und effiziente Produktion der scFv-SNAP-Fusionsproteine
zu nennen. Das hier verwendete und von Hussain et al. etablierte Protokoll ermoglichte
die Produktion und Evaluation von scFv-SNAP-Fusionsproteinen in einem Zeitraum von
etwa acht Wochen (Hussain et al. 2019b). Es war moglich darzustellen, dass die scFv-
SNAP-Fusionsproteine sowohl iliber die Sensitivitidt und Spezifitdt der scFv-Fragmente
verfiigen als auch tiber die katalytischen Eigenschaften des SNAP-tags. Dadurch war es
moglich BG-modifizierte Fluorophore mittels einer seitenspezifischen Reaktion mit
definierter 1:1-Stochiometrie an die scFv-SNAP-Fusionsproteine zu konjugieren. Dies
ermOglicht die Herstellung homogener AFK. Wie bereits im vorangehenden Abschnitt
dargelegt, ist die Entwicklung homogener Produkte ein wichtiges Kriterium in der

Entwicklung sicherer Produkte mit definierter Pharmakokinetik und -dynamik.
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Die scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate zeigten ein sensitives und spezifisches
Bindungsverhalten an endometrioide Zelllinien. Es konnte eine Bindung sowohl an
Zelllinien epithelialen (12Z, 49Z, Ishikawa) als auch mesenchymalen Ursprungs
(THESC) gezeigt werden. (Zeitvogel et al. 2001; T HESCs - CRL-4003 | ATCC 2023).
Durch die Untersuchung des Bindungsverhaltens sowohl in der Durchflusszytometrie als
auch in der Fluoreszenzmikroskopie, war es moglich das Bindungsverhalten der scFv-
SNAP-Fluorophor-Konjugate mit verschiedenen Modalititen zu charakterisieren. Es
konnte dargestellt werden, dass die 425-scFv-SNAP-Fusionsproteine, die gegen den
EGF-Rezeptor gerichtet sind, dazu in der Lage sind eine Internalisierung der Antikdrper-
Rezeptor-Komplexe zu induzieren. Hier muss beachtet werden, dass die Internalisierung
nicht nur von dem Antikérper abhédngt, sondern auch von dem entsprechenden Rezeptor-
Zielantigen. Daher kommt auch der Auswahl der Targets eine besondere Bedeutung zu.
Eine Internalisierung ist fiir ein antikdrperbasiertes Kontrastmittel eine wichtige
Eigenschaft, weil es zu einer intrazelluldren Anreicherung des AFK kommt. Diese
Anreicherung fiihrt zu einer kontrastreicheren Darstellung (van Oosten et al. 2011).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch die gleichzeitige Anwendung mehrerer
scFv-SNAP-Fusionsproteine mdglich ist, ohne dass es zu einer gegenseitigen
Beeintrachtigung der verwendeten Fusionsproteine gekommen ist. Zudem konnten bei
der gleichzeitigen Verwendung von zwei scFv-SNAP-Fusionsproteinen mehr Zellen
dargestellt werden als bei der Verwendung eines einzelnen scFv-SNAP-Fusionsproteins.
Dies weist darauf hin, dass fiir die Entwicklung eines Bildgebungssystems sinnvoll ist,
mehrere Antigene anzuvisieren, da die Detektion eines einzelnen Antigens im
Allgemeinen weniger sensitiv und spezifisch fiir ein bestimmtes Gewebe ist, als die

Darstellung eines Expressionsprofils mit mehreren Zielantigenen.

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse weist die Arbeit einige wichtige
Einschrankungen auf. Die Ergebnisse der Studie beziehen sich lediglich auf in vitro
Untersuchungen von endometrioiden Zelllinien. Das Expressionsprofil von Zelllinien
kann sich deutlich von der Expression in Gewebe unterscheiden. Eine Erkldrung fiir
diesen Umstand ist, dass durch die Kulturbedingungen wie beispielsweise die
Zusammensetzung des Mediums die Expression bestimmter Antigene gefordert oder
gehemmt werden kann. Ein Beispiel hierfiir ist, dass etablierte Zelllinien bekannter FRa-

positiver Malignome oft einen negativen FRa-Status aufweisen, dies konne laut Elnakat
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et al. durch Rekombinationen im FRoa-Genlocus oder die Langzeitwirkungen der
Kulturbedingungen bedingt sein (Elnakat und Ratnam 2004). Die hier erhobenen
Ergebnisse konnen demnach nur eingeschrinkt auf ex vivo und in- vivo Studien
iibertragen werden. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit weitere Experimente
durchzufiihren, die diese Liicke schlieBen. Zudem ist die Stichprobenzahl der Studie
gering. Als weitere Einschrinkung muss erwdhnt werden, dass die Zelllinie Ishikawa
zwar endometrioiden Ursprungs ist, es sich hier allerdings um eine
Endometriumkarzinom-Zelllinie handelt (Nishida et al. 1985). Aufgrund des
endometrioiden Ursprungs der Zelle wurde sie dennoch in die Untersuchungen
eingeschlossen, da die primédre Zielsetzung des Projektes darin lag die
Detektionsfahigkeit der scFv-SNAP-Fusionsproteine fiir endometrioide Antigene
darzustellen. Die weitere Passgenauigkeit des Konzepts fiir die Darstellung von

Endometriose muss im Rahmen weiterer Studien evaluiert werden.

In dieser Arbeit war nur fiir das AFK gegen den EGF-Rezeptor eine Internalisierung
darstellbar. Es gibt allerdings Publikationen, in denen beispielsweise auch fiir Antikorper,
die gegen CSPG4 gerichtet sind, eine Internalisierung dargestellt wurde (Jordaan et al.
2017). Eine mogliche Erklérung dafiir, dass in dieser Arbeit fiir das AFK gegen CSPG4
keine Internalisierung darstellbar war, konnte sein, dass die Inkubationszeit nicht
ausreichend lang war. Hieraus ergibt sich, dass fiir die AFK zudem ldngere
Inkubationszeiten erprobt werden miissen, beispielsweise konnte eine Inkubation iiber

Nacht durchgefiihrt werden.

Trotz der vielversprechenden in vitro Ergebnisse sind weitere Untersuchungen
notwendig, um die spezifischen Bindungseigenschaften der rekombinanten
Fusionsproteine an humanes Primédrgewebe zu untersuchen. Ein entsprechendes Projekt
wird aktuell in der Arbeitsgruppe ,,Molekulare Gynidkologie®, in der diese Arbeit
entstanden ist, durchgefiihrt. Es werden die Bindungseigenschaften der rekombinanten
Fusionsproteine an Tissue-Micro-Arrays untersucht . Die Tissue Micro-Arrays enthalten
90 Gewebeproben, die verschiedenen klinische Erscheinungsformen der Endometriose

abbilden.
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4.2.1. Die Wahl des Antikorpers fir antikorperbasierte Bildgebungssysteme: 1gG-

Antikorper oder scFv-Fragmente?

Eine wichtige Frage ist die Auswahl des passenden Antikorpers fiir die Entwicklung eines
antikorperbasierten Bildgebungssystems. Wie in Abbildung 10 dargestellt war die
Detektion von 49Z-Zellen, die aEpCAM niedrig exprimieren, durch aEpCAM-scFv-
SNAP-Fluorophor nicht moglich, wihrend die Detektion durch gegen oEpCAM
gerichtete IgG-Antikorper moglich war. Nichtsdestotrotz weisen scFv-Fragmente im
Vergleich zu IgG-Antikorpern vorteilhafte Eigenschaften fiir die Verwendung als
antikorperbasiertes Kontrastmittel auf. Durch ihre geringere Grof3e ist ihre Halbwertszeit
geringer, zudem fehlt ihnen die Fc-Domine, wodurch nochmals die Halbwertszeit
verkiirzt wird. Die ldngere Halbwertszeit der IgG-Antikorper fiihrt zu einem starkeren
Background-Signal und einer unspezifischen Anreicherung in Organen wie Leber und

Niere (Kobayashi et al. 2016).

Da iiber die Interaktion der Fc-Domédne mit dem Fc-Rezeptor auf Zellen der
Immunabwehr auch eine Immunreaktion ausgeldst wird, fithrt die fehlende Fc-Doméne
der scFv-Fragmente auch zu einer niedrigeren Immunogenitét. IgG-Antikorper fithren
dagegen zu einer Aktivierung des Immunsystems. Sollen IgG-Antikorper diagnostisch
und nicht therapeutisch verwendet werden, miissen niedrigere Dosierungen verwendet
werden (Kobayashi et al. 2016). Dies kann bei bildgebenden Ansédtzen zu einer
eingeschriankten Darstellung des Zielgewebes fiihren. Die unspezifische Bindung, die
iber die Fc-Doméne vermittelt wird, kann die Bildqualitét negativ beeinflussen (Fu et al.

2018).

Dariiber hinaus weisen die scFv-Fragmente eine gute Gewebepenetration auf und
verteilen sich im Zielgewebe gleichmifBiger als IgG-Antikorper. Allerdings ist die
Akkumulation der scFv-Fragmente im Zielgewebe im Vergleich zu IgG-Antikérpern

geringer ausgepragt (Kobayashi et al. 2016)

Zudem muss beriicksichtigt werden, dass scFv-Fragmente im Vergleich zu IgG-
Antikorpern aufgrund ihrer Monovalenz iiber eine geringere Aviditdt verfiigen (Fu et al.
2018). Nichtsdestotrotz gibt es Studien, die vorteilhafte Eigenschaft der scFv-Fragmente
gegeniiber IgG-Antikorpern mit Blick auf die Bildgebung zeigen. In einer Studie im

Mausmodell konnten Sato et al. eine gute in vivo Detektionsfahigkeit eines Alexa-647
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gelabelten anti-Tissue-Factor-scFv darstellen. Im Vergleich zu einem korrespondieren
IgG-Antikorper zeigte das scFv-Fragment eine schnellere Akkumulation im Zielgewebe,
eine schnellere Clearance und ein schnelleres Erreichen des maximalen Tumor-
Hintergrund-Verhiltnisses (Sato et al. 2014). Ein von Frigerio et al. entwickelter anti-
PSMA-scFv-Alexa 680-Antikorper zeigte im murinen Tumormodell im Vergleich zu
einem korrespondierenden IgG-Antikdrper eine spezifischere und schnellere
Tumordarstellung (Frigerio et al. 2013). In einer Studie am murinen Pankreas-Xenograft-
Model konnten Kampmeier et al. darstellen, dass ein gegen den EGF-Rezeptor gerichtetes
scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugat eine schnelle und spezifische Akkumulation im
Tumorgebiet sowie eine schnelle vollstindige Clearance aus dem Blut zeigte. Dies
resultierte in einem signifikant hoheren Tumor-Hintergrund-Verhéltnis verglichen mit
dem korrespondierenden monoklonalen EGFR-Antikérper Cetuximab (Kampmeier et al.

2010).

Diese Studien untermauern eindriicklich das Potenzial, dass in der Verwendung von scFv-
Antikdrpern zur Entwicklung eines antikorperbasierten Bildgebungssystems liegt und
unterstiitzen zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit die weitere
Erforschung eines endometriose-spezifischen Bildgebungssystem basierend auf scFv-

SNAP-AFK.

Es muss erwdhnt werden, dass neben scFv-Fragmenten viele verschiedene weitere
Antikorperderivate entwickelt wurden, um die Limitationen von IgG-Antikérpern zu
umgehen. Eine Auswahl einiger Antikorperderivate ist in Tabelle 14 dargestellt
(Kobayashi et al. 2016). Diese modifizierten Fragmente haben im Vergleich zu IgG-
Antikorpern eine schnellere Clearance und fithren so zu einem geringeren Background.
Allerdings weisen sie auch eine geringere Akkumulation im Zielgewebe auf, sodass bei
der Wahl des passenden Antikorpers zwischen einer maximalen Akkumulation im
Zielgewebe und einem minimalen Background abgewogen werden muss (Kobayashi et
al. 2016). Insgesamt kann keine dieser Antikdrperklassen als den anderen obligatorisch
iiberlegen bezeichnet werden. Stattdessen muss das passende Antikorperderivat je nach
spezifischer Fragestellung, anvisiertem Zielgewebe und Expressionslevel des

Zielantigens ausgewéhlt werden.
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Tabelle 14 Ubersicht ausgewdhliter Antikérperderivate, modifiziert nach (Kobayashi et al. 2016; Fu et al. 2018; Dammes und Peer 2020; Kaur et al. 2012)

IgG

F(ab). Fab Diabody scFv

Struktur

GroBe (kDa)

Valenz

Herstellung

(gentechnisch vs enzymatisch)
Elimination

Gewebeaufnahme
Clearance-Rate

Gewebepenetration

Y N4 Il i

150

2

Hepatisch

110 50 50 26
2 1 2 1
Enzymatisch zum Beispiel Enzymatisch zum Beispiel Gentechnisch Gentechnisch
Pepsin Papain

Hepatisch Renal Renal Renal

_
_

71



4.2.2. Einordnung der Ergebnisse in den Kontext klinischer Herausforderungen in

Diagnostik und Therapie der Endometriose

Die Entwicklung endometriosespezifischer scFv-SNAP-Antikorper bietet vielféltige
Moglichkeiten zur klinischen Anwendung und zur gezielten Verbesserung aktueller

Herausforderungen in Diagnostik und Therapie der Endometriose.

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es kein etabliertes nicht-invasives Verfahren zur definitiven
Diagnosestellung der Endometriose. Goldstandard ist weiterhin die diagnostische
Laparoskopie mit Probenentnahme und histologischer Bestdtigung. Selbst ein blander
klinischer Untersuchungsbefund und eine unauffillige Bildgebung schlieBen das
Vorliegen einer Endometriose nicht aus. Zudem ist das Beschwerdebild der Endometriose
heterogen und es gibt eine Symptomiiberlappung mit anderen Krankheitsbildern wie der
,»Chronic Inflammatory Pelvic Disease* (Ulrich 2020; Zondervan et al. 2020; Becker et
al. 2022). Dies fiihrt in der klinischen Entscheidungsfindung zu einer Herausforderung
bei der Selektion derjenigen Patientinnen, die tatsdchlich von einer Laparoskopie
profitieren wiirden. Hier besteht also die Notwendigkeit eines diagnostischen Tools, das
nicht-invasiv Patientinnen mit Endometriose identifizieren kann. Ein vielversprechender
Ansatz ist der von Bendifallah et al. vorgestellte Speicheltest, der anhand eines miRNA-
Profils Endometriosepatientinnen identifizieren kann (Bendifallah et al. 2022). Eine
Schwachstelle dieses Speicheltests ist, dass er keine Aussage iiber Krankheitslast und -
lokalisation treffen kann (Bendifallah et al. 2022). Dies ist allerdings eine wichtige
Information, um das intraoperative Vorgehen planen zu konnen. Aktuelle bildgebende
Verfahren verfligen tliber keine ausreichende Sensitivitit in der Detektion von
Endometrioseherden. Insbesondere oberfldachliche peritoneale Endometrioseherde sind
zum jetzigen Zeitpunkt keiner bildgebenden Diagnostik zugénglich (Zondervan et al.
2020; Becker et al. 2022). Die Entwicklung eines endometriosespezifischen
antikorperbasierten Bildgebungssystems konnte eine sinnvolle Ergidnzung in der
Diagnostik der Endometriose darstellen, da dadurch auch funktionelle Charakteristika
wie Unterschiede in der Expression von Oberflaichenmolekiilen sichtbar gemacht werden
konnen, die bereits vor makroskopisch erkennbaren Verdnderungen auftreten (Dammes

und Peer 2020). Ein denkbarer Ansatz ist die Herstellung eines scFv-SNAP-Gadolinium
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Konjugats zur Durchfiihrung einer kontrastmittelgestiitzten MRT-Untersuchung. Ein
Beispiel hierfiir ist ein von Kuriu et al. entwickeltes IgG-Gadolinium-Konjugat, das
gegen ein Glykoprotein auf Zellen des humanen kolorektalen Karzinoms gerichtet ist. Im
Mausmodell war eine gute Darstellung eines Tumor-Xenografts mithilfe dieses
Kontrastmittels moglich (Kuriu et al. 2006). Mit einem endometriose-spezifischen
Kontrastmittel konnten zudem auch extraabdominelle Lasionen einer Identifizierung
besser zuginglich gemacht werden. Ein weiterer Vorteil eines endometriosespezifischen
antikorperbasierten Bildgebungsverfahrens ist die Moglichkeit zur Anwendung im
postoperativen Follow-up um eine erneute Zunahme der Krankheitslast friihzeitig

erkennen zu konnen.

Auch die operative Therapie der Endometriose kann von der Entwicklung eines
antikorperbasierten Bildgebungssystems profitieren. Aktuell ist die Identifikation von
Endometrioseherden auch abhdngig von der individuellen Erfahrung des Operateurs,
zudem sind nicht alle Endometrioseherde mit dem blofen Auge sicher erkennbar
(Nisenblat et al. 2016). Eine Methode, die hier Abhilfe schaffen sollte ist die
,Fluorescence Guided Surgery*. Fluoreszenz-basierte Bildgebungsverfahren beruhen auf
elektromagnetischer Strahlung, deren Spektrum im ultravioletten bis Nahinfrarot-Bereich
liegt. Die Fluorophore werden mit Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt
(Exzitation) und emittieren darauthin Licht einer ebenfalls spezifischen Wellenldnge
(Emission). Ein wichtiger Vorteil der Fluoreszenzbildgebung fiir den intraoperativen
Gebrauch ist, dass damit eine Darstellung in Echtzeit moglich ist, die eine sinnvolle
Integration in das operative Prozedere ermdglicht (Alam et al. 2018). Bisherige klinische
Erfahrungen mit Fluorophoren zeigen eine gute Sicherheit der Praparate (Marshall et al.
2010; Hope-Ross et al. 1994; Obana et al. 1994). Ein wichtiger Faktor, der die Sicherheit
erhoht, ist das Fehlen ionisierender Strahlung (Zhang et al. 2017; Vahrmeijer et al. 2013).
Zudem sind Bildgebungssysteme fiir die Darstellung von Fluoreszenzsignalen im
Vergleich zu anderen Bildgebungsverfahren giinstiger und weisen eine einfachere
Handhabung auf (Schouw et al. 2021). Fiir den intraoperativen Gebrauch verfiigt Licht
im Nahinfrarot-Bereich (700-1000nm) iiber sinnvolle Eigenschaften. Es liegt eine
geringere Autofluoreszenz vor, die Gewebepenetration ist tiefer und die Streuung gering
(Weissleder und Ntziachristos 2003; Frangioni 2003; Zhang et al. 2017). Die

Gewebepenetrationstiefe von Nahinfrarotlicht liegt bei mehreren Millimetern bis
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wenigen Zentimetern (Vahrmeijer et al. 2013). Bei tief liegenden Strukturen ist die

Detektion nicht sicher gegeben (Kampmeier et al. 2010).

In der Endometriosechirurgie findet sich die Verwendung von Nahinfrarot-
Indocyaningriin (NIR-ICG) als intraoperatives fluoreszierendes Kontrastmittel (Raffone
et al. 2022). Auch wenn dadurch die Detektionsrate von Endometrioseherden verbessert
werden kann, weist diese Methode wichtige Limitationen auf. So beruht die Darstellung
der Herde auf Unterschieden in der Gewebeperfusion, also einer indirekten Darstellung
der Herde. Der diagnostische Wert des NIR-ICG ist insbesondere bei avaskulidren und
hypovaskuldren Endometrioseherden niedrig (Raimondo et al. 2020). Daraus ergibt sich
die Notwendigkeit der Entwicklung eines Kontrastmittels, das Endometrioseldsionen
nicht nur indirekt, sondern direkt darstellt. Ein vielversprechendes Beispiel aus der
Ovarialkarzinomchirurgie ist hier Pafolacianine, eine gegen den FRa gerichtete
Bildgebungsreagenz. Sie besteht aus der Pteroyl-Einheit der Folsdure, gekoppelt mit
einem Fluoreszenzfarbstoff und wurde von der FDA zugelassen zur intraoperativen
Detektion von Ovarialkarzinomgewebe. Mittels Pafolacianine konnte FRa-positives
Gewebe von umgebendem Gewebe unterschieden werden. Es wurden mehr Lisionen als
mit bloBem Auge erkannt (Tanyi et al. 2023; FDA 2021 Wed, 2021; Gul und Henary
2023). Beachtenswert ist hier, dass es eine Uberschneidung zwischen der abdominellen
Lokalisation von Ovarialkarzinom- und Endometriosegewebe gibt (Hrsg.:
Leitlinienprogramm Onkologie 2022 2022). Hiermit wird der Bedarf und das Potenzial
einer zielgerichteten intraoperativen Bildgebung in der Endometriosechirurgie nochmals
hervorgehoben. (FDA 2021 Wed, 2021; Gul und Henary 2023; Hrsg.:
Leitlinienprogramm Onkologie 2022 2022).

Dieser Bedarf kann durch ein antikorperbasiertes fluoreszierendes Kontrastmittel gedeckt
werden. Die Verbesserung der Detektion von Endometrioseldsionen ist flir den
therapeutischen Erfolg von besonderer Relevanz, da die Symptomkontrolle direkt mit
dem Resektionsausmall zusammenhédngt. Darliber hinaus flihrt ein hdheres
Resektionsausmall zu einer geringeren Anzahl an Krankheitsrezidiven und
Folgeoperationen und bewirkt einen Anstieg der Rate an postoperativen
Spontanschwangerschaften (Kaiser et al. 2009; Hart et al. 2008; Vignali et al. 2005). Ein
wichtiger Vorteil, den die FGS bietet ist zudem die Darstellung des Operationssitus in
Echtzeit (van Dam et al. 2011; Rosenthal et al. 2015; Zhang et al. 2017). Dies kann auch
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bei der Exzision zystischer Adenomyoseherde hilfreich sein. Bei diesen ist die Erkennung
der Schichtung insbesondere laparoskopisch schwierig, dies fiihrt zu einer hoheren
Rezidivrate bei laparoskopischen Operationen im Vergleich zu einem offen-
chirurgischen Vorgehen (Ulrich 2020; Osada 2018). Eine zielgenaue funktionelle
Darstellung der Endometrioseldsionen konnte die Identifizierung der Schichten
erleichtern. Die bessere Differenzierung von endometrioidem Gewebe von gesundem
Gewebe kann zudem zu einem schonenderen und komplikationsdrmeren operativen
Vorgehen fithren, weil auch gesundes und funktionell wichtiges Gewebe wie

Nervengewebe besser erkannt werden konnte (Ceccaroni et al. 2012).

Ein antikorperbasiertes Kontrastmittel verfiigt demnach {iber das Potenzial sowohl
Diagnostik als auch Therapie der Endometriose zu verbessern. Zur Herstellung von AWK
gibt es dabei verschiedene Methoden. Wie bereits dargelegt verfiigen scFv-Antikorper im
Vergleich zu IgG-Antikorpern iiber vorteilhafte Eigenschaften mit Blick auf die
Verwendung als antikdrperbasiertes Kontrastmittel. Die vorliegende Arbeit postuliert
dariiber hinaus, dass die hier vorgestellten scFv-SNAP-BG-Fluorophor-Konjugate
anderen scFv-Fluorophor-Konjugaten aufgrund der vorteilhaften Eigenschaften der
SNAP-tag-Technologie liberlegen sind. Dies liegt vor allem in der seitenspezifischen
Konjugation mit definierter 1:1 Stochiometrie begriindet. Dadurch wird die Herstellung
homogener Produkte ermdglicht. Eine detaillierte Ausfithrung zu den Stirken dieser
Konjugationsmethode kann dem ersten Abschnitt der Diskussion entnommen werden. Im
Folgenden sollen die relevantesten Vorteile nochmals zusammengefasst werden und in

einen klinischen Kontext gestellt werden.

Der groBte Vorteil der SNAP-tag Methode gegeniiber anderen Konjugationsmethoden ist
die schnelle und effiziente Herstellung homogener Produkte (Hussain et al. 2019b;
Hamblett et al. 2004). Methoden wie die Lysin-NHS-Konjugation fithren zu
Produktgemischen, bei denen ein Anteil der scFv-Antikdrper unkonjugiert sein wird, ein
weiterer Anteil wird iiber ein ineffizientes Wirkstoff-Antikorper-Verhiltnis verfiigen, bei
dem es beispielsweise zu einer schnelleren hepatischen Elimination, einem Quenching
kommt oder die Konjugation fiihrt zu einer Inaktivierung des scFv-Antikorpers
(Panowski et al. 2014; Vira et al. 2010). Solche Probleme konnen aufgrund ihrer
Kontrolliertheit mit der SNAP-tag Methode umgangen werden. Bei heterogenen
Produktgemischen ist die Pharmakokinetik und -dynamik unter Umstinden sehr variabel
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(Hamblett et al. 2004; Panowski et al. 2014). Uber die Entwicklung von scFv-Molekiilen
mit zwei Tags - zwei SNAP-tags, ein SNAP-tag und ein CLIP-tag - oder von
Benzylguanin-Molekiilen, die mit mehr als einem Fluorophor verkniipft sind, konnen
zudem weitere kontrollierte Optimierungen erfolgen (Wollschlaeger et al. 2018). Die
Moglichkeit hohere Wirkstoff-Antikorper-Verhéltnisse mit der SNAP-tag Technologie
zu erreichen ist ein wichtiges Forschungsfeld, da es bei einem 1:1 WAV mdglich ist, dass
die Signalstdrke zur sicheren Detektion nicht ausreichend ist. Dies ist insbesondere fiir
Zielantigene relevant, die fir Endometriose zwar hochspezifisch sind, aber nur in

niedriger Kopienzahl vorkommen.

Von einem klinischen Standpunkt aus betrachtet ist es dariiber hinaus notwendig, dass
das Signal eines AFK eindeutig interpretiert werden kann. Fiir heterogene
Produktgemische mit unterschiedlichen WAYV ist dies nicht der Fall. Bei einem starken
Signal kann nicht eindeutig unterschieden werden, ob das Signal durch eine ausgeprigte
Gewebsansammlung hervorgerufen wird oder ob das Signal an der fraglichen Stelle nur
deswegen stirker ist, weil dort vermehrt AFK mit einem hohen WAV vorkommen. Dies
kann zu klinischen Fehleinschitzungen fiihren. Im Kontext einer pri- oder postoperativen
Bildgebung demnach zu einer Fehleinschédtzung der Krankheitslast und im Kontext der
intraoperativen Fluoreszenzdarstellung zu einer falschen Einschédtzung des notwendigen
Resektionsausmafes mit einer Schiadigung umliegenden gesunden Gewebes. Die scFv-
SNAP-Fluorophor-Konjugate bieten hier den Vorteil, dass die Interpretation eines
Signals aufgrund der definierten 1:1 Stochiometrie und der homogenen Produkte
eindeutig ist. Ein stirkeres Signal kann nur durch eine stirkere Ansammlung des

Zielgewebes verursacht werden.

Diese Uberlegungen unterstiitzen zusammen mit den vielversprechenden Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit die Weiterentwicklung eines antikorperbasierten Kontrastmittels
anhand der scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate zur Verbesserung der Diagnostik und

Therapie der Endometriose.
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4.2.3. Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit stellt dar, dass scFv-SNAP-Fusionsproteine dazu in der Lage sind
Antigene auf endometrioiden Zelllinien zu erkennen. Langfristiges Ziel ist es mithilfe
dieser scFv-SNAP-Fusionsproteine ein antikorperbasiertes Kontrastmittel fiir die
Detektion von Endometriose zu entwickeln. Aufgrund der niedrigen Stichprobenzahl, des
heterogenen Ursprungs der Zelllinien und der fehlenden Untersuchung von
Gewebeproben kann anhand der vorliegenden Arbeit keine Aussage liber die Auswahl
passender Zielmolekiile getroffen werden. In der Literatur finden sich allerdings
Nachweise dafiir, dass die untersuchten Antigene in endometrioidem Gewebe exprimiert
sind. In einer Studie mit Gewebeproben von 18 verschiedenen Endometriosepatientinnen
konnten van den Berg et al. die Expression von EpCAM und FRa darstellen. Von
Bedeutung ist hier zudem, dass eine Expression dieser beiden Antigene im umliegenden
gesunden Gewebe nicht vorhanden war. Dies ist fiir die Verwendung als Kontrastmittel
vorteilhaft (van den Berg et al. 2013). Prentice et al. konnten in einer Studie mit
Gewebeproben von 27 Endometriosepatientinnen die Expression des EGF-Rezeptors
nachweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Expression keinen Schwankungen
wihrend des Menstruationszyklus unterliegt (Prentice et al. 1992). Winship et al. konnten
darstellen, dass CSPG4 sowohl im Endometrium als auch im Endometriumkarzinom
exprimiert wird. Die Expression in Gewebe des Endometriumkarzinoms war dabei im

Vergleich zum gesunden Gewebe erhoht (Winship et al. 2017).

Im Folgenden soll ein geeigneter Versuchsautbau fiir die weitere Auswahl von
endometriosespezifischen Zielmolekiilen und die Entwicklung entsprechender scFv-

SNAP-Fusionsproteine skizziert werden.

Als Untersuchungsmaterial sollten ex vivo Patientenproben in ausreichend hoher
Stichprobenzahl verwendet werden. Die Diagnose ,,Endometriose™ sollte bei den
verwendeten Gewebeproben durch einen erfahrenen Pathologen gesichert sein. Ein
entsprechendes Projekt wird in der Arbeitsgruppe wie bereits unter 4.2 erldutert bereits

durchgefiihrt.

Die verschiedenen Unterformen und Lokalisationen der Endometriose sollten durch das
Stichprobenkollektiv repriasentiert werden. Zudem miissen relevante Charakteristika der

Patientinnen erfasst werden. Dazu gehoren das Alter der Patientin, Vorerkrankungen,
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Voroperationen, Medikamenteneinnahmen und Zeitpunkt des Menstruationszyklus bei
Probenentnahme. Da die Expression bestimmter Zielmolekiile auch durch Hormone
beeinflusst wird - so kommt es beispielsweise unter Ostrogeneinfluss zu einer Rezeptor-
Downregulation des FRo (Elnakat und Ratnam 2004) - sind der Zeitpunkt des
Menstruationszykluses und bestehende (hormonelle) medikamentése Therapien von

besonderer Relevanz.

AulBlerdem sollte als Kontrollgruppe gesunde Gewebeproben untersucht werden von
Lokalisationen, an denen hédufig Endometrioseherde aufzufinden sind. Dazu gehort
beispielsweise das Peritoneum, die Darmwand oder die Blase. Dies ist bei der Auswahl
von Zielmolekiilen relevant, da Molekiile, die sowohl in Endometrioseherden als auch in

umliegendem Gewebe hoch exprimiert sind als Zielmolekiile ungeeignet sind.

Zur Untersuchung des Expressionslevels des Gewebes sollten ausreichend validierte

Antikdrper mit bekannter Antigenspezifitdt und -sensitivitit verwendet werden.

Um eine Nachvollziehbarkeit und Reproduzierbarkeit der Auswahl zu erzielen ist es
sinnvoll die Zielmolekiile nach einem definierten System auszuwéhlen. Eine sinnvolle
Moglichkeit dazu bietet der TASC-Score, der von Van Oosten et al. zur Auswahl von
Zielmolekiilen fiir intraoperative Bildgebungsansétze entwickelt wurde. Eine wichtige
Starke dieses Scoring-Systems ist die strukturierte und reproduzierbare Auswahl von
Zielmolekiilen basierend auf Molekiileigenschaften, die fiir bildgebende Ansitze
vorteilhaft sind. Anhand des TASC-Scores wurden bereits einige mogliche Zielmolekiile
zur Detektion von Endometriose evaluiert. So zeigten beispielsweise EpCAM und VEGF

vielversprechende Ergebnisse (van Oosten et al. 2011; van den Berg et al. 2013).

Nach Auswahl passender Zielmolekiile miissen gegebenenfalls entsprechende scFv-
SNAP-Fusionsproteine hergestellt und in vitro evaluiert werden. Dazu kann das in dieser

Arbeit verwendete Protokoll verwendet werden (Hussain et al. 2019b).

Die Bindungsfahigkeit der scFv-SNAP-Fusionsproteine muss ebenfalls an ex vivo
Patientenproben evaluiert werden. Die sinnvolle Zusammensetzung eines
Stichprobenkollektivs wurde im vorherigen Absatz bereits skizziert. Um die
Bindungsfahigkeit der scFv-SNAP-Fusionsproteine zu charakterisieren ist es sinnvoll,

diese mit der Bindungsféhigkeit etablierter IgG-Antikorper zu vergleichen.
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Um weitere relevante Charakteristika der scFv-SNAP-Fusionsproteine zu untersuchen,
sind Tiermodelle notwendig. Dazu gehort die Untersuchung der Biodistribution und der
Toxizitdt sowie der Pharmakokinetik und -dynamik. Wichtige Fragen sind hier, ob
ausreichende Mengen des Fusionsproteins das Zielgewebe erreichen, welche
Halbwertszeit die scFv-SNAP-Fluorophor-Konjugate im lebenden Organismus
aufweisen und ob ein wiinschenswertes Tumor-Hintergrund-Verhéltnis erreicht werden

kann (Weissleder et al. 2000).

Besondere praktische Herausforderungen in der Umsetzung des skizzierten
Forschungskonzepts sind, eine reprisentative Stichprobe an Gewebeproben zu sammeln,
bei der sowohl alle Unterformen der Endometriose als auch alle Lokalisationen
ausreichend beinhaltet sind. Zudem ist die Etablierung eines passenden tierischen
Endometriosemodels herausfordernd. Prinzipiell sind Spezies vorteilhaft, bei denen eine
spontane Entwicklung von Endometriose bekannt ist. Dazu gehdren beispielsweise
Rhesusaffen. Ein wichtiger Nachteil sind hier die hohen Kosten, eine aufwéndigere
Handhabung und ethische Aspekte. Kostengiinstiger und einfacher in der Handhabung
sind Mausmodelle. Nachteilig ist hier, dass es bei Mausen nicht zu einer spontanen
Entwicklung von Endometriose kommt (Burns et al. 2021). Aufgrund der einfacheren
Handhabung und der besseren Moglichkeit ein ausreichend hohes Stichprobenkollektiv
zu generieren, wire ein murines Endometriosemodell fiir die initiale in vivo Untersuchung

der scFv-SNAP-Fusionsproteine zu bevorzugen.

Die im Rahmen dieser Arbeit hervorgehobenen Stirken der scFv-SNAP-Fluorophor-
Konjugate zeigen das vielversprechende Potential dieser Methode zur Entwicklung eines
endometriosespezifischen antikdrperbasierten Kontrastmittels auf. Nichtsdestotrotz kann
die Frage, welche AFK sich am besten zur Entwicklung eines solchen Kontrastmittels
eignen, anhand der vorliegenden Arbeit nicht abschlieBend beantwortet werden und sollte
im Rahmen weiterer Studien evaluiert werden. Zu untersuchende Fragen sind
beispielsweise, ob andere Antikorperderivate den scFv-Fragmenten iiberlegen sind.
Beispielsweise konnten bivalente Diabodies den monovalenten scFv-Fragmenten

iberlegen sein.

79



5. Zusammenfassung/Summary

5.1. Zusammenfassung

Endometriose ist eine chronische Erkrankung, die durch ektopes endometrioides Gewebe
verursacht wird. Héufige Lokalisationen sind die Ovarien, die Eierstocke und das
Peritoneum. Die Laparoskopie stellt den diagnostischen und therapeutischen
Goldstandard dar. Eine zentrale Herausforderung ist hierbei die korrekte Identifikation
der Krankheitsherde. Dies fiihrt zu einer unvollstindigen Resektionsrate mit
Symptompersistenz. Aktuelle Verfahren zur optimierten Darstellung der Krankheitsherde
wie die NIR-ICG-assistierte Endometriosechirurgie fithren ebenfalls nicht zu einer
sicheren vollstindigen Resektion. In dieser Studie wurden Antikdrper-Fluorophor-
Konjugate (AFK) entwickelt, die spezifisch fiir endometrioide Antigene sind und
potenziell die intraoperative Detektionsrate verbessern konnten. Die AFK bestehen aus
rekombinanten scFv-Antikorpern, die genetisch mit dem SNAP-tag verkniipft sind, was
eine seitenspezifische Konjugation mit BG-modifizierten Fluorophoren ermdglicht. Das
Ziel dieser Promotionsarbeit war es, die Féhigkeit der entwickelten AFK zu
demonstrieren, endometrioide Zelllinien spezifisch zu detektieren und zu binden. Es
wurden dazu rekombinante scFv-SNAP-Fusionsproteine hergestellt, die gegen vier
verschiedene Antigene gerichtet sind, die in endometrioidem Gewebe exprimiert werden:
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Chondroitin Sulfate Proteoglycan
4 (CSPG4), Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM) und Folate Receptor alpha
(FRa). Um die Detektionsfahigkeit der AFK zu zeigen, wurde ihr Bindungsverhalten an
vier verschiedene endometrioide Zelllinien (127, 497, THESC, Ishikawa) in der
Durchflusszytometrie und Flureszenzmikroskopie untersucht. Die AFK konnten
spezifisch an endometrioide Zelllinien binden, die die Antigene EGFR, CSPG4, EpCAM
und FRa exprimierten. Es war zudem moglich mit den scFv-SNAP-Fusionsproteinen

gleichzeitig zwei verschiedenen Antigene zu detektieren.

Zusammenfassend waren die AFK, die mittels der SNAP-tag-Technologie hergestellt
wurden, dazu in der Lage endometrioide Zelllinien zu detektieren. Damit wurde eine
Grundlage zur weiteren Erforschung dieser scFv-SNAP-Fusionsproteine als

Bildgebungsmodalitit in der Diagnostik und Therapie der Endometriose gelegt.
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5.2. Summary

Endometriosis is a chronic disease caused by ectopic endometrial tissue. Common
localizations are the ovaries, the fallopian tubes and the peritoneum. Today’s diagnostic
and therapeutic standard is the laparoscopic resection of these foci. However, identifying
the pathological tissue can be challenging leading to incomplete resection and symptom
persistence. Current imaging methods like NIR-ICG-assisted surgery trying to address
this issue lack specificity. We therefore developed antibody-fluorophore-conjugates
(AFC) targeting antigens, which are specific for endometrioid cells and could potentially
improve the detection specificity. These AFCs consist of a single-chain-Fragment-
variable (scFv) genetically fused to the SNAP-tag. This tag allows a single-step
conjugation with a benzylguanine-modified fluorophore in a defined 1:1 stoichiometry.
In this study, we aim to show that these conjugates are capable of specifically detecting

endometrioid cell lines in vitro using flow cytometry and fluorescence microscopy.

We generated recombinant scFv-fusion-proteins containing the SNAP-tag, a self-labeling
protein used for site-directed conjugation with a fluorophore. These scFv-SNAP-fusion-
proteins targeted four antigens known to be expressed by endometrial tissue: Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), Chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4), Epithelial
Cell Adhesion Molecule (EpCAM) and Folate Receptor alpha (FRa). To assess their
detection capabilities, we conjugated the proteins with fluorophores, incubated them with
four endometrioid cell lines (12Z, 49Z, THESC, Ishikawa) and evaluateed their binding

activity using flow cytometry and fluorescence microscopy.

The generated AFCs were suitable for the specific detection of endometrioid cell lines
expressing the target antigens EGFR, CSPG4, EpCAM and FRa. It was also possible to
perform multiplex imaging by combining two different scFv-SNAP-fusion-proteins for

the simultaneous detection of two antigens.

In conclusion AFCs generated by using the SNAP-tag-technology were able to detect
endometrioid cell lines by targeting specific antigens. However, the possible role as a
diagnostic tool needs further studies e.g. the ability of the conjugates to detect endometrial

tissue samples.
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