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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Bronchialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Bronchialkarzinom weist mit 265.000 Todesféllen pro Jahr in Europa die hochste
Mortalititsrate einer Krebserkrankung auf. Dies entspricht 21 % aller Krebstodesfille.
Die geschitzte Inzidenz des Bronchialkarzinoms betrdgt 410.000 Neuerkrankungen pro
Jahr in Europa (£ 11,9 % aller Krebsneuerkrankungen), womit es zu den am haufigsten
diagnostizierten =~ Krebserkrankungen gehort [1]. Auch weltweit zeigt das
Bronchialkarzinom eine hohe Prévalenz [2]. In Deutschland betrifft jede dritte
Tumorneuerkrankung die Lunge, sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen [3].
Kleinzellige Bronchialkarzinome stellen 12-15 % der heute diagnostizierten
Lungenkarzinome dar, wobei die Inzidenz leicht fillt. Als mogliche Erklarung fiir diese
fallende Inzidenz wird unter anderem der sinkende prozentuale Anteil an Rauchern
diskutiert [4]. Dennoch erkranken jahrlich 7.000-8.000 Menschen in Deutschland an
dieser Lungenkrebsart [5]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei tiber 70 Jahren [6].

Tabakrauch ist seit langem als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von
Bronchialkarzinomen bekannt [3, 7]. Berufliche Expositionen gegeniiber kanzerogenen
Stoffen wie z.B. Radon, Asbest oder ionisierender Strahlung spielen eine eher
untergeordnete Rolle. Ein moglicher Einfluss von Umweltbelastungen ist noch

Gegenstand aktueller Forschung [3].

1.1.2  Histopathologische Klassifizierung

Neben den kleinzelligen Bronchialkarzinomen (SCLC), die Eigenschaften von
neuroendokrinen Zellen aufweisen, unterscheidet man drei gro3e Subtypen der nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinome (NSCLC): Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom
und grof3zellige Karzinome, von denen das Adenokarzinom am héufigsten zu finden ist.
Diese Subtypen weisen grofitenteils keine neuroendokrinen Eigenschaften auf [8, 9].
Obwohl fiir die Bronchialkarzinome diese diskreten Subtypen beschrieben sind, zeigen

die Tumore haufig Aspekte mehrerer histologischer Phdnotypen. Beispielsweise sind ca.
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1-3 % aller SCLC-Fille so genannte kombinierte SCLCs, da sie auch Eigenschaften der

Adeno- oder Plattenepithelzellkarzinome aufweisen [8].

1.1.3 Disseminierung und Metastasierung

Bei der Metastasierung siedeln sich disseminierte Zellen auf dem Blut- (hdmatogene
Aussaat) oder Lymphweg (lymphogene Aussaat) in anderen Korperregionen ab [10,
11]. Das SCLC metastasiert friih, vor allem hématogen [11]. Bevorzugte
Metastasierungsorte sind Knochen und Gehirn [6]. NSCLC hingegen metastasieren
deutlich spiater [12] und primdr lymphogen [11]. Bei diesem Tumortyp konnen
Metastasen in fast allen Korperregionen auftreten. Die haufigsten Lokalisationen sind
Lymphknoten, ipsi- oder kontralaterale Lunge, Skelett, Leber, Nebennieren und ZNS
[13].

1.1.3.1 Die minimale residuale Tumorerkrankung

Tumorzellen, die vom Tumor ausgehend im Kdorper disseminiert wurden oder weiterhin
zirkulieren, sind seit ldngerem als Vorstufe von Fernmetastasen bekannt [14]. Sind
solche Zellen nach Abschluss einer primér kurativen Therapie (pharmakologisch oder
operativ) einzeln oder als Tumorzellverbinde im Blut zirkulierend oder in
Organsystemen, wie beispielsweise dem Knochenmark, bei Patienten nachweisbar,
ohne dass noch klinische Zeichen eines Tumors erkennbar sind, spricht man auch von
einer minimalen residualen Erkrankung oder minimalen Resterkrankung (MRD).
Inzwischen wurden minimale Resterkrankungen als Hauptrisikofaktor fiir Rezidive
beschrieben [14]. Die bemerkenswerte Fdhigkeit von Bronchialkarzinomen trotz
erfolgreicher lokaler oder sytemischer Therapie zu rezidivieren, legt nahe, dass im
Stadium der minimalen Resterkrankung eine Zellpopulation vorhanden sein kdnnte, die
eine enorme Kapazitit zur Selbsterneuerung und Regeneration besitzt [15]. In der
Regel ist diese biologische Funktion jedoch auf somatische Stammzellen beschriankt,
weshalb Zellen aus dieser Population auch als ,,Krebsstammzellen* bezeichnet werden.
Diese besondere Zellpopulation steht im Verdacht, Tumor-Potential zu besitzen,

weshalb sie als potentielles therapeutisches Ziel in den Fokus geriickt ist. Einige
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Strategien zum Ausschalten der Tumorstammzellen sind bereits in der klinischen
Entwicklung. Von diesen verspricht man sich die Verzogerung oder Verhiitung von

Rezidiven [15].

Um einen dauerhaften Therapieerfolg zu erreichen, wird immer mehr in zielgerichtete
systemische Therapeutika investiert, die fiir spezifische Subkollektive von Patienten
eine optimal angepasste adjuvante Therapieform definieren kénnen [16]. Durch
Tumortherapien, die auf der Verwendung von spezifischen Antikdrpern basieren,
konnten die Raten an minimalen Resterkrankungen und somit auch an Rezidiven
gesenkt werden [17]. Durch ihre Spezifitit gegeniiber den Tumorzellen sind die
Antikorper in der Lage, die zirkulierenden Tumorzellen zielgerichtet zu erkennen und
zu eliminieren. Topp et al. verdffentlichten 2011 eine Studie in der 20 ALL-Patienten,
bei denen nach einer Primértherapie eine MRD nachgewiesen wurde, mit einer
Monotherapie eines monoklonalen Antikdrpers (Blinatumomab) therapiert wurden. 16
Patienten waren nach der Monotherapie MRD negativ, unter diesen auch 12 Patienten,
die zuvor weder nach einer Hoch-Dosis-Chemotherapie noch nach einer kombinierten
Chemotherapeutikagabe jemals MRD negativ waren [17]. Monoklonale Antikorper
konnen also bei Patienten mit bisher therapieresistenter minimaler Resterkrankung eine

Alternative bieten und so das Riickfall-freie Uberleben verlingern [17].

1.1.4 Molekulare (Genetische) Verinderungen beim Bronchialkarzinom

In einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2011 wurde der aktuelle Kenntnisstand der
Mechanismen der Krebsentstehung von Douglas Hanahan und Richard A. Weinberg
zusammengefasst [18]. Die Forscher stellten die lineare Krebsentstehung nach strikten
Regeln und Selektionskriterien in Frage und &duferten stattdessen die These, dass
Krebszellen vielmehr durch bestimmte , Markenzeichen® charakterisiert werden

konnten. Zu diesen ,,Markenzeichen* gehorten:

1. Dem programmierten Zelltod (der Apoptose) zu entkommen
Eine unabhéngige Eigenversorgung mit Proliferationssignalen zu garantieren

Wachstumshemmende Signalwege zu unterdriicken

Ll

Das Einwandern in zellfremdes Gewebematerial zu ermoglichen
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Die Angiogenese zu fordern, um so die Néhrstoffversorgung zu sichern
Trotz Replikation Immortalitét zu erreichen

Den Energiemetabolismus von aerob auf anaerob umzustellen

o N W

Und der Zerstorung durch das Immunsystem zu entkommen

Kifferlein und Briining, die sich in Ihrer Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2012 auf den
Artikel von Hanahan und Weinberg (siche [18]) bezogen, vermuteten, dass nicht alle,
sondern etwa drei bis vier dieser Charakteristika gleichzeitig vorhanden sein miissten,
um aus einer gesunden Zelle eine Krebszelle werden zu lassen [19]. Diese Theorie
verdeutlicht, dass jede Krebserkrankung letztendlich einzigartig ist. Dies bedeutet, dass
fiir zwei Personen mit exakt der gleichen Krebsentitdt, gleichem Krankheitsstadium und
Differenzierungsgrad moglicherweise dennoch zwei verschiedene medikamentose
Behandlungen erforderlich sind, da die Krebszellen immer noch iiber individuelle
molekulare Muster verfiigen. Diese Theorie legt ebenfalls nahe, dass eine gezielte
Behandlung dieser spezifischen Verdnderungen eine hoffnungsvolle Strategie zur

Krebstherapie darstellt [18, 19].

In wvielen epithelialen Tumoren ist die Rezeptor-Tyrosinkinase epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) iibermédBig aktiviert, was eine gesteigerte
Proliferation bewirkt und weitere Tumor-fordernde Aktivititen, wie Angiogenese,
Metastasierung und Invasion von Tumorzellen sowie die Inhibierung der Apoptose,
unterstiitzt [20]. Der Tumor ist also in der Lage sich selbst mit Wachstumsfaktoren zu
versorgen, wie es der Punkt ,,unabhidngige Eigenversorgung mit Proliferationssignalen*
nach Hanahan und Weinberg beschreibt. Aufgrund dessen ist EGFR ein viel
versprechendes Angriffsziel fiir neue Therapeutika, wie zum Beispiel die
Wirkstoftklasse der Tyrosinkinase-Inhibitoren [21]. Bei NSCLC kann eine EGFR-
Expression in 80 % der Fille nachgewiesen werden und ist mit einer schlechteren

Prognose verkniipft [20].

Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist an der physiologischen
Regulation der Angiogenese beteiligt. Aber auch bei der pathologischen Angiogenese
von Tumoren findet sich VEGF [22, 23]. Durch diese GefdBBneubildung sichert sich der
Tumor seine Néhrstoffversorgung. Zurzeit befinden sich diverse VEGF-Inhibitoren in
der klinischen Testung, auch zur Behandlung von Bronchialkarzinomen [22]. Einer

dieser VEGF-Inhibitoren ist der monoklonale Antikorper Bevacizumab. In Kombination

4
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mit Standardtherapeutika konnte fiir Bevacizumab ein klinischer Nutzen fiir Patienten
mit fortgeschrittenen kolorektalen Karzinomen, Mamma- und Ovarialkarzinomen,
Nierenkarzinomen, sowie NSCLC und Glioblastom gezeigt werden. Allerdings werfen
weitere Studienergebnisse die Frage auf, ob eine ldngerfristige Verabreichung von Anti-
VEGF-Therapeutika bis zur Progression der Erkrankung zu einem aggressiveren
Tumorphénotyp fithren konnte. Als Ursache dafiir wird eine adaptive Ausweichreaktion
des Tumors diskutiert [23, 24, 25]. Des Weiteren hitte der Einsatz von Bevacizumab in
der adjuvanten Chemotherapie zu weniger vielversprechenden Ergebnissen gefiihrt als
erwartet. Diese Diskrepanz in der Effizienz der Anti-VEGF-Therapie legt nahe, dass
frihe und fortgeschrittene Krankheitsstadien nicht wie bisher mit &hnlichen
Behandlungsschemata therapiert werden sollten. Vielmehr scheint es notwendig,
speziell fir die frithen Krankheitsstadien neue adjuvante Therapieschemata zu

entwickeln [23].

Auch manche Punktmutationen des Tumorsuppressorgens p53 sind mit einer
schlechteren Prognose der Bronchialkarzinome verkniipft [26]. Diese p53-Mutationen
kommen in ca. 50 % aller NSCLC-Fille und sogar in 75-100 % der SCLC-Fille vor [8].
Das p53-Gen, das auf Chromosom 17 liegt, ist an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt und 16st bei Zellen mit beschddigter DNA die Apoptose aus. Sind die
Tumorzellen homozygot fiir das mutierte p53-Gen, fehlt diese Inhibierung des
Wachstums und Apoptose-Einleitung, wodurch das Tumorwachstum begiinstigt wird.
Das Unterdriicken von wachstumshemmenden Signalwegen und der Apoptose sind
ebenfalls Kennzeichen von Krebszellen nach Hanahan und Weinberg. Dies macht p53
zu einem weiteren prognostischen Marker und interessantem Studienobjekt fiir

zielgerichtete Therapien [26].

Als weitere molekulare Verdnderungen sind erhdhte Telomerase-Aktivitidt (SCLC und
NSCLC), fehlende pl16-Expression und Ras-Mutationen (v. a. NSCLC) sowie BCL-2-
Expression und fehlende RB-Expression (v.a. SCLC) [8]. Insbesondere durch die
iibermédBig aktivierte Telomerase gelingt es dem Tumor trotz Replikation Immortalitit
zu erreichen und so ein weiteres ,,Krebsmarkenzeichen“ nach Hanahan und Weinberg

zu erfillen [18].
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1.1.5 Diagnostik, Prognose und Therapie des Bronchialkarzinoms

Symptomatik

Das Bronchialkarzinom verursacht im Frithstadium unspezifische Symptome wie
Husten und Auswurf, die im Verlauf zunehmen. Spiter kommen Dyspnoe, Fieber,
Thoraxschmerzen, Heiserkeit, Gewichtsverlust oder Zeichen der oberen Einflussstauung
sowie  Schluckstérungen hinzu [12]. Charakteristisch fiir das kleinzellige
Bronchialkarzinom sind auflerdem die Entstehung in den zentralen Atemwegen und
vorwiegend endokrinologische paraneoplastische Syndrome wie z.B. SIADH oder das

Cushing-Syndrom [6].

Diagnostik und Staging

Zum Nachweis einer thorakalen Raumforderung wird Rontgen- oder CT-Diagnostik des
Thorax durchgefiihrt. Zur histologischen und zytologischen Sicherung der Diagnose
und zum Staging eignen sich Bronchoskopie, transthorakale Punktion,
Mediastinoskopie, Thorakotomie oder eine supraklavikulire —Lymphknoten-
Feinnadelbiopsie [6, 27]. Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist in der
Immunhistochemie hédufig positiv fiir folgende Marker: CD56, TTF-1, Chromogranin
A, Synaptophysin [28]. Zur Suche nach Fernmetastasen eignen sich CT bzw. MRT von
Abdomen und Schidel, sowie die Knochenszintigraphie. Es schlieen sich Verfahren

zum Nachweis der intrathorakalen Ausbreitung an, wie z.B. PET-CT.

Eine iibliche Stadieneinteilung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms erfolgt nach der
Klassifikation der Veterans Administration Lung Study (siehe Tabelle 1). Man
unterscheidet ein schweres Erkrankungsstadium mit Befall beider Thoraxhilften,
Pleuraergiissen mit Nachweis maligner Zellen, Vena-Cava-superior-Syndrom oder
Auftreten von Fernmetastasen (Extensive Disease) von einem Stadium mit einem auf
einen Hemithorax begrenzten Primértumor (Limited Disease, z.T. zusétzliche
Abgrenzung einer Very Limited Disease ohne mediastinalen Lymphknotenbefall) [6,

12]. Etwa zwei Drittel der Patienten befinden sich bei Erstdiagnose bereits im Stadium
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einer Extensive Disease [6]. Inzwischen empfiehlt sich jedoch sowohl fiir das SCLC als

auch fiir das NSCLC die Anwendung der TNM-Klassifikation (Tabelle 2).

Tabelle 1: Klassifikation des SCLC nach der Veterans Administration Lung Study. Diese Tabelle zeigt die Zuordnung
der Stadieneinteilung nach der Veterans Administration Lung Study zu den Merkmalen der TNM-Klassifikation.

Stadien der Veterans Administration Lung Zuordnung zur TNM-Klassifikation
Study

Very Limited Disease T1-2, NO-1

Limited Disease T3-4 und/oder N2-3

Extensive Disease M1

Modifiziert nach [5]

Tabelle 2: TNM-Klassifikation der Bronchialkarzinome. Die Verwendung der TNM-Klassifikation der
Bronchialkarzinome wird heute unter anderem aufgrund ihrer genaueren prognostischen Aussagekraft sowohl fiir
das NSCLC als auch fir das SCLC empfohlen [6]. Die Therapieempfehlungen der DGHO (Deutsche Gesellschaft fur
Hamatologie und Medizinische Onkologie) orientieren sich jedoch bisher an der Veterans Administration Lung Study
[6].

T (Tumor)

Tx Keine Beurteilung moglich

T0 Kein Primarius zu sichern

Tis Carcinoma in situ

Tla:<2cm Tumor infiltriert nicht die Pleura visceralis, bronchoskopisch keine
Tlb: 2-3 cm Infiltration in Hauptbronchus

T2a:3-5cm Invasion des Stammbronchus oder der Pleura visceralis,

T2b:5-7 cm Atelektase/obstruktive Pneumonie eines Segmentes

T3:>7cm Invasion von Thoraxwand, Zwerchfell, N. phrenicus, Pleura

mediastinalis, Perikard, Stammbronchus bis zur Hauptkarina,
Atelektase/obstruktive Pneumonie eines Segmentes

T4: jede GrolRe Invasion von Mediastinum, Herz, GefaRRen, Trachea, Hauptkarina,
N. laryngeus reccurens, Osophagus, Wirbelkérper
Metastase in anderem ipsilateralem Segment

N (Lymphknoten)

NXx Keine Beurteilung moglich

NO Kein Befall von regionalen Lymphknoten nachweisbar

N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen
hilaren Lymphknoten

N2 Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen
Lymphknoten

N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen und hilaren
Lymphknoten

oder ipsi- oder kontralateralen Skalenus-Lymphknoten
oder supraklavikularen Lymphknoten
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M (Fernmetastasen)

Mx Keine Beurteilung moglich
MO Keine Fernmetastasen nachweisbar
M1la Lungenmetastasen in einem kontralateralen Lappen

Tumor mit Pleura- oder Perikarderguss
Pleuraknoten

M1b Fernmetastasen

Modifiziert nach [12]

Therapie — Standardverfahren und Alternativen

Die Therapie beim kleinzelligen Bronchialkarzinom erfolgt stadienabhéngig [6]. Im
Stadium VLD kommen als Optionen eine kombinierte Radiochemotherapie oder eine
primdre chirurgische Resektion mit adjuvanter Chemotherapie zur Verfiigung. Als
Chemotherapeutika werden beim kleinzelligen Bronchialkarzinom meist Cisplatin oder
Carboplatin und Etoposid verwendet. Seltener werden Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Irinotecan, Topotecan oder Vinca-Alkaloide verwendet. Auch im LD Stadium ist der
Therapieansatz  kurativer Art. Standardtherapie ist hier die kombinierte
Radiochemotherapie. Sowohl im VLD, als auch im LD Stadium wird eine
prophylaktische Bestrahlung des Schédels durchgefiihrt [6]. Im ED Stadium erfolgt eine
palliative medikamentdse Tumortherapie, die ebenfalls durch Schédelbestrahlung
erginzt werden kann. Obwohl das kleinzellige Bronchialkarzinom aufgrund seiner
hohen Zellteilungsrate und Wachstumsprogredienz gut auf Chemo- und Radiotherapie
anspricht, treten Rezidive auch im LD Stadium héufig schon innerhalb der ersten beiden

Jahre nach der Behandlung auf [6, 7, 11].

Da NSCLC meist lange lokal begrenzt wachsen, bevor sie metastasieren, ist hier die
operative Therapie primir indiziert. Im Stadium IA-IIB werden Segment- oder
Lappenresektionen, ggf. mit adjuvanter Chemotherapie durchgefiihrt. Das Stadium IIIA
wird mit Operationen und adjuvanter Chemo- oder Radiotherapie behandelt. Zur
Therapie im Stadium IIIB wird die simultane Radiochemotherapie eingesetzt und im
Stadium IV ist die Therapie palliativer Natur [12]. Zu beachten ist, dass die NSCLC im
Vergleich zu SCLC nur moderat auf klassische Radio-/Chemotherapieverfahren

ansprechen [11].
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Tabelle 3: Klinische Stadiengruppierung des NSCLC. In dieser Tabelle werden die 5 verschiedenen UICC- (Union
internationale contre le cancer) und TNM-Stadien des NSCLC und ihre -Jahres-Uberlebensraten (5-JUL) dargestellt.
Fiir das UICC-Stadium IV ist keine 5-JUL mehr angegeben, da die mittlere Lebenserwartung dann nur noch ca. 10-12
Monate betragt.

UICC TNM 5-Jahres-Uberleben

Stadium IA Tla-T1b, NO, MO 61 %

Stadium IB T2a, NO, MO 38 %

Stadium ITA T1a-T2a, N1, MO oder 36 %
T2b, NO, M0

Stadium IIB T2b, N1, MO oder 22-24 %
T3, NO, MO

Stadium IITA T3, N1, MO oder 13 %
T4, NO, MO oder
T1a-T3, N2, M0

Stadium I1I1B T4, N2, MO oder 5%
T1a-T4, N3, M0

Stadium IV Jedes T, jedes N, M1a-M1b -

Modifiziert nach [12]

Als zielgerichtete Therapie zur Inhibierung der Tumor-Angiogenese des NSCLC stehen
derzeit unter anderem monoklonale Antikdrper wie Bevacizumab und Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKI) wie Nintedanib zur Verfiigung [20, 22]. Fiir das seit 2006 fiir die
NSCLC Therapie zugelassene Bevacizumab konnte in Kombination mit klassischen
platinhaltigen Chemotherapeutika in 30 % der Félle eine partielle Remission und
dadurch ein lingeres progressionsfreies Uberleben gezeigt werden [12, 29, 30]. Seine
Wirkung entfaltet Bevacizumab durch Bindung an den vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF), wodurch die Tumorangiogenese beeintrachtigt wird (siche
auch 1.1.4, S. 3). Dieser Faktor zirkuliert im Blut und initiiert das Wachstum von
Blutgefden. Tumorzellen bilden diesen Faktor, um ihre eigene Blutversorgung
sicherzustellen. Nach Bindung von Bevacizumab an VEGF kann dieser nicht mehr mit
dem VEGF-Rezeptor interagieren. Die Tumorzellen werden daraufhin schlechter mit
Néhrstoffen und Sauerstoff versorgt und so deren Wachstum gehemmt. Derzeit wird
Bevacizumab in Kombination mit klassischen Chemotherapeutika vor allem bei
metastasierten oder fortgeschrittenen Tumorerkrankungen sowie bei Rezidiven
eingesetzt. In einer Studie der European Medicines Agency wurde die Wirkung von
Bevacizumab bei 878 Patienten untersucht. Hierbei zeigte sich, dass bei
fortgeschrittenen, metastasierten oder rezidivierenden  Lungentumoren die

durchschnittliche Gesamtiiberlebenszeit von 10,3 Monate bei alleiniger platinhaltiger



Einleitung

Chemotherapie auf 12,3 Monate bei Kombinationstherapie mit Bevacizumab verbessert

werden konnte [31].

Als weitere Alternativen zu den klassischen Chemotherapeutika konnten bisher sowohl
monoklonale Antikorper, die gegen EGFR gerichtet sind, als auch ATP-kompetitive
Inhibitoren der Tyrosinkinase (TKI) Aktivitit gegen NSCLC zeigen [32]. Fiir Patienten
mit hoher EGFR-Expression konnte so bereits ein verbessertes Uberleben bei
zusitzlicher Gabe des gegen den EGFR gerichteten monoklonalen Antikrper
Cetuximab gezeigt werden [33]. Folgestudien mit Matuzumab, Panitumumab (beide
gegen EGFR gerichtet) und Trastuzumab (gegen HER2/neu gerichtet) sind in Planung
[20]. Weitere Studien zeigten eine antitumordse Aktivitit und einen Riickgang der
Symptome unter dem EGFR-TKI Gefitinib, der inzwischen bereits in der Behandlung
von Patienten mit NSCLC eingesetzt wird [21]. Dieser TKI der ersten Generation bindet
dabei kompetitiv-reversibel an die Tyrosin-Kinase-Doméne des EGFR, wodurch die
Zellen der Apoptose zugefiihrt werden [34]. In 10 % der Félle ldsst sich eine
inkomplette Remission erzielen, in 40 % der Fille stabilisiert sich die Erkrankung [12].
Das Auftreten von Resistenzen limitiert den Nutzen des Medikamentes jedoch
entscheidend. Daher sind neue Medikamente, die diese Resistenzen verhindern oder
beseitigen konnen, erforderlich [35]. Sogenannte Tyrosin-Kinase-Inhibitoren der 2.
Generation, die eine irreversible und somit prolongierte Bindung an die Tyrosin-Kinase-
Doméne ermoglichen (wie Afatinib, Dacomitinib und Neratinib) werden zur Zeit
erprobt [34]. Erste Ergebnisse préiklinischer Studien zeigten, dass diese TKI der 2.
Generation in manchen Fillen in der Lage sind, auch Zellen zu toten, die gegen eine
Therapie mit TKI der 1. Generation Resistenzen zeigten [34]. Ungliicklicherweise ist
der klinische Benefit von EGFR-TKIs an bestimmte Mutationen des Tumor-Zell-
Genoms geknlipft [35]. So ist dieses Medikament vor allem bei Nicht-Rauchern und
Asiaten wirksam, da dort hiufig die entsprechende EGFR-Mutation vorliegt [36]. Fiir
weitere Patientengruppen konnte noch kein eindeutiger Nutzen nachgewiesen werden

[37, 38].

Die vielversprechenden Erfolge, die mit monoklonalen Antikdrpern und Tyrosinkinase-
Inhibitoren bei der Therapie des NSCLC erzielt wurden, konnten bisher beim SCLC
nicht erreicht werden [39]. In einer Ubersichtsarbeit von Zhang et al. aus dem Jahr 2013

kamen die Autoren zu dem Schluss, dass der Bedarf an zielgerichteten Therapien in der
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Behandlung des SCLC nach wie vor grof3 sei [39]. Untersucht wurden unter anderem
Substanzen, die die Angiogenese inhibieren, intrazelluldre Signalwege zur Proliferation
der Zelle beeinflussen und die Apoptose induzieren. Mehrere der getesteten Substanzen
erbrachten dabei keinen Vorteil hinsichtlich des Uberlebens (wie z. B. Imatinib [40],
Cediranib [41], Vandetanib [42] oder Gefitinib [43]) [39]. Bei anderen Substanzen kam
es zum Auftreten von nicht-akzeptablen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen [39].
Chemotherapien zur Rezidivbehandlung sind ineffektiver als initiale Chemotherapien,
da das SCLC iiber eine Reihe von Resistenzmechanismen verfiigt [39]. Daher wurde in
einer Studie die Gabe von Biridocar (Multiple Drug Resistance Inhibitor VX-710) zur
herkdmmlichen Chemotherapie getestet. Dabei stellte sich diese Therapie als wenig
effektiv heraus, fiihrte aber zugleich bei einigen Patienten zu schweren Neutropenien
und Todesfdllen infolge von Septitiden, weshalb die Studie vorzeitig beendet wurde [39,

44].

Neben diesen wenig erfolgversprechenden Substanzen, befinden sich zur Zeit einige
weitere zielgerichtete Therapien gegen SCLC in klinischen Studien, wie zum Beispiel
Inhibitoren des Insulin-like growth factor Rezeptors (IGFR) [39]. Vielversprechende
Ergebnisse liegen zurzeit vor allem fiir den Einsatz von Bevacizumab vor [39]. Da
kleinzellige Bronchialkarzinome besser vaskularisiert sind als NSCLC [45] und den
Wachstumsfaktor VEGF autokrin sezernieren [46], konnte sich der VEGF-Inhibitor
Bevacizumab fiir die Therapie des SCLC eignen [39]. Auch wenn einige Studien eine
Verbesserung der 1- und 2-Jahresiiberlebensraten zeigten [47], konnte eine signifikante
Verbesserung der mittleren Uberlebenszeit in anderen Studien nicht bestiitigt werden
[48]. Hinzu kommt, dass fiir Bevacizumab einige relevante unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen bestehen, aufgrund derer viele Patienten mit SCLC in den
Studien nicht beriicksichtigt werden konnten wie z. B.: Hadmoptysen, unbehandelte
Hirnmetastasen und Koagulopathien [48, 49]. Zusammenfassend kommen Zhang et al.
in ihrer Ubersichtsarbeit zu dem Schluss, dass Bevacizumab zum Teil
vielversprechende Studienergebnisse lieferte, aber man noch weit von einem
Durchbruch in der Therapie des SCLC entfernt sei, sodass weitere Forschung auf dem

Gebiet der zielgerichteten SCLC-Therapien notwendig ist [39].
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Prognose

Das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom zeigt 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen 61
% (Stadium IA nach UICC) und 5 % (Stadium IIIB). Im Stadium IV betridgt die mittlere
Lebenserwartung ca. 10-12 Monate [12]. Zur Ubersicht iiber die 5-Jahres-
Uberlebensraten  der UICC- und TNM-Stadien des nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinoms siehe auch Tabelle 3 (s. S. 9).

Das  kleinzellige = Bronchialkarzinom  unterscheidet sich  von  anderen
Bronchialkarzinomtypen durch seinen aggressiven klinischen Verlauf und gehiuftes
Auftreten von paraneoplastischen Syndromen [50], sowie durch eine schnelle Tumor-
Verdopplungszeit und friihzeitiges Auftreten von Fernmetastasen [7]. Insgesamt geht
diese Erkrankung mit einer hohen Todesrate innerhalb des ersten Jahres nach
Diagnosestellung einher [6]. Zur Verbesserung der Uberlebensrate sollte die Diagnose
spatestens 2 Monate nach Symptombeginn gestellt und die Behandlung binnen 6
Wochen begonnen werden [27]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate im VLD-Stadium liegt je
nach Lymphknotenbefall bei 35-70 %, im LD-Stadium bei 20-25 % [6]. Bei Patienten
im extensiven Stadium finden sich in 21,6 % der Fille Hirnmetastasen, die sich negativ
auf das Uberleben auswirken kénnen [51]. Trotz intensiver Forschung stieg die 2-
Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinomen im
extensiven Stadium von 1,5 % im Jahr 1973 auf nur 4,6 % im Jahr 2000 [4]. Fiir viele
adltere Patienten ist die Therapie schlecht vertrdglich und gemeinsam mit dieser sehr
schlechten Uberlebensrate besonders im ED-Stadium zeigt sich, dass neue und
vertraglichere Therapieansitze flir viele Patienten einen Benefit bringen konnten. Um
einen dauerhaften Therapieerfolg zu erreichen und minimale Resterkrankungen zu
therapieren, scheint die zielgerichtete Gabe von spezifisch angepassten Therapeutika

sinnvoll.

1.2 Monoklonale Antikorper — bisheriger Stand

1.2.1 Herstellung von monoklonalen Antikorpern

Prinzipien zur Herstellung monoklonaler Antikoérper wurden erstmals 1975 von Georges

Kohler und César Milstein publiziert [52], die dafiir 1984 gemeinsam mit Niels Kaj
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Jerne mit dem Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie ausgezeichnet wurden [53].
Jerne entwickelte bereits 1955 grundlegende Theorien fiir die mogliche Herstellung von
monoklonalen Antikérpern [54]. Auch schon zuvor wurden Antikérper nach
Immunisierung von Tieren in Form von Antisera gewonnen und fiir diagnostische und
seltener flir therapeutische Zwecke (z. B. Diptherieantiserum) eingesetzt [55]. Diese
polyklonalen Seren wiesen jedoch auch eine grofSere Anzahl an nicht-spezifischen
Bindern auf [56]. Zudem variierte die Menge der spezifischen Antikérper von
Herstellungsprozess zu Herstellungsprozess deutlich, sodass jede neue Charge zunichst
auf ihre Spezifitit getestet werden musste [56]. Bei der Verwendung von
rekombinanten Antikérpern bleiben diese im Gegensatz dazu TUber viele
Produktionsrunden hinweg stabil, d. h. es wird immer exakt der gleiche Antikérper

hergestellt [56].

Das von Kohler und Milstein entwickelte Verfahren ist unter dem Namen Hybridom-
Technik bekannt [52, 55]. Dabei werden Méuse mit einem gewiinschten loslichen oder
zelluldren Antigen infiziert. Infolgedessen nimmt die Anzahl spezifischer B-
Lymphozyten in Milz und Lymphknoten der Tiere zu. Diese spezifischen B-
Lymphozyten werden entnommen, isoliert und mit Hilfe von Fusionsvermittlern in vitro
mit speziellen Zelllinien zum so genannten Hybridom verschmolzen. Dafiir werden
hiufig Plasmozytomzellen verwendet, die einen Gendefekt tragen, der eine spétere
Selektion moglich macht. Von den Plasmozytomzellen erhélt das Hybridom die
Féahigkeit zum unbegrenzten Wachstum im Reagenzglas. Ein mdglicher Gendefekt ist
das Fehlen der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT), die die
Purinbasen Adenin und Guanin synthetisiert. Als Selektionsmedium wird beispielsweise
HAT-Medium eingesetzt, welches Hypoxanthin, Thymidin und Aminopterin enthilt.
Nach Zugabe des Zellgiftes Aminopterin (Folsdure-Analogon) werden alternative
Synthesewege fiir die Purinbasen Guanin und Adenin blockiert. Somit kénnen dann nur
die Zellen {iberleben, die von den isolierten spezifischen B-Zellen ein
funktionstiichtiges HGPRT {ibernommen hatten, um so die toxische Wirkung des
Aminopterins aufler Kraft zu setzen. Da Aminopterin auch die Synthese von Thymidin
blockiert, muss dieses dem Medium zugesetzt werden. Die nicht-fusionierten
Myelomzellen sterben im HAT-Medium ab, da sie diesen alternativen Soffwechselweg
tiber HGPRT nicht verfolgen kdnnen. Die nicht-fusionierten B-Lymphozyten sterben

ebenfalls nach einer Zeit ab, da ihre Lebenszeit im Reagenzglas begrenzt ist. So sind

13



Einleitung

nach diesem Selektionsverfahren nur noch Hybridomzellen in der Kultur enthalten, die
dann vereinzelt werden. Aus dem Uberstand der Zellen kénnen nun Antikdrper
gewonnen und aufgereinigt werden, um sie anschlieBend auf ihre Spezifitit zu testen.
Da die Antikorper-produzierenden Zellen alle von der gleichen Mutterzelle ausgehen,

bezeichnet man die Antikorper als monoklonal [52, 55].

Moderne Verfahren zur monoklonalen Antikorper-Herstellung kommen zum Teil ohne
zweckgerichtete Immunisierung aus, wie beispielsweise die Phage-Display-Methode (s.
S. 18). Als weiteres modernes Antikorperherstellungsverfahren ist die Human-
Immunglobulin-Transgene Maus-Technologie zu nennen. Bei letztgenannter Methode
werden fiir die Produktion humaner Immunglobuline (Ig) transgene Miuse immunisiert,
wodurch primdr humane Antikdrper entstehen [55]. Eine solche Transgene Maus-
Technologie ist die XenoMaus Technologie. Bei dieser Technologie werden nahezu alle
menschlichen Immunglobulin-Loci in die Keimbahn von Méausen eingefiihrt und die
Produktion von mauseigenen Antikorpern unterdriickt. So werden Sicherheit und
Effizienz dieser Medikamente verbessert. Aufgrund der Vielzahl an mdglichen
vollstindig humanen Antikorperkandidaten, die mithilfe der XenoMaus Technologie
generiert werden konnten, erhofft man sich von dieser Methode auch neue Therapeutika
fiir eine Vielzahl weiterer Erkrankungen [57]. Als vollstindig humane Antikorper sind
bisher unter anderem seit 2003 Adalimumab zur Therapie schwerer Arthritiden und des
schweren Morbus Crohn [58] und seit 2007 Panitumumab zur Therapie des
therapierefraktéren kolorektalen Karzinoms zugelassen [57]. Aufgrund ihrer vollstdndig
humanen Eigenschaften sind diese Antikorper durch eine sehr geringe Immunogenitit
und eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit fiir Uberempfindlichkeitsreaktionen

gekennzeichnet [57].

1.2.2  Bisherige Anwendung von monoklonalen Antikorpern

Die Verwendung der zuerst zugelassenen murinen Antikorper beinhaltet das Risiko der
Bildung von humanen Antimausantikorpern, die die Wirkung autheben oder zu
unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren kdnnen [55]. Durch B- und T-Zell-Epitope auf
den Nagerproteinen konnen die murinen Antikérper eine immunogene Antwort im

menschlichen Korper auslosen. Bei dieser Antwortreaktion entstehen so genannte
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humane anti-Maus Antikérper (HAMA). Durch diese HAMA-Reaktion werden die
murinen Antikorper im menschlichen Korper schneller abgebaut als Antikorper
humanen Ursprungs. Dadurch ist die therapeutische Effizienz von murinen Antikdrpern
eingeschrankt [59]. Daher wird in Zukunft wohl vermehrt auf menschliche
Proteinsequenzen gesetzt werden. Mit Hilfe der Phage-Display-Technologie werden
vollstdndig humane Antikorper generiert, die nicht zur Bildung von HAMAss fiihren und
somit effizienter eingesetzt werden konnen. Um die Gewebegingigkeit zu erhdhen,
werden Antikorperbruchstiicke bzw. Antikorperfragmente eingesetzt, die als so
genannte scFv (single chain varable fragment) hergestellt werden. Aullerdem ist es
inzwischen mdglich Antikérper mit Radionukliden, Zytokinen oder Toxinen zu
konjugieren, um die Zielzellen gezielt zu beeinflussen oder auszuschalten [55].
Eingesetzt werden die monoklonalen Antikorper bisher vor allem bei Tumor- und
Autoimmunerkrankungen sowie in der Kardiologie, bei Transplantationen und
Infektionskrankheiten. So wird der Mensch/Maus-chiméire monoklonale Antikorper
Rituximab beispielsweise bei Lymphomen, rheumatoider Arthritis und systemischem
Lupus erythematodes verwendet. Das Zielmolekiil von Rituximab ist CD20.
Adalimumab ist dagegen ein humaner Antikorper und findet in der Therapie von
rheumatoider Arthritis und Psoriasisarthritis Anwendung. Dieser Antikorper ist gegen
den TNF gerichtet. Zudem sind noch diverse humanisierte und einige wenige murine

Antikorper auf dem Markt [55].

In Studien wird zurzeit die einfachere subkutane Gabe erprobt, um die sonst notwendige
intravendse Applikation zu umgehen [55]. Der monoklonale Antikorper Trastuzumab
ist fiir die subkutane Gabe bereits zugelassen [60]. Das Hauptproblem beim Einsatz von
Antikorper-basierten Therapien stellt jedoch die Identifizierung eines diagnostisch und
therapeutisch geeigneten Zielantigens dar. Dieses Problem wird auch von Carter et al.

in einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2004 dargestellt [61].

1.2.3 Antikorper in der Imnmuntherapie

In den letzten Jahren wurden diverse Proteine identifiziert, die auf der Oberfldche
maligner Zellen aberrant exprimiert werden [62]. Antikorper und Antikdrper-Fragmente

konnen nicht-fusioniert als reine Antikorper eingesetzt werden, um diese spezifischen
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Oberfldchenmolekiile maligner Zellen zu erkennen und die entarteten Zellen gezielt zu
bekdmpfen. Dabei nutzen sie beispielsweise Signalkaskaden des Immunsystems wie die
antikorperabhingige zellvermittelte Toxizitdit (ADCC), bei der zytotoxische
Effektorzellen (wie NK-Zellen) zur Zielzelle gelenkt werden oder die
komplementabhéngige Zytolyse (CDC), die ebenfalls zum Tod der Zielzelle fiihrt [63].
Die Antikorper konnen aber auch mit zytotoxischen Stoffen fusioniert werden, wodurch
das Bekdmpfen dieser Zielstruktur-tragenden Zellen weiter optimiert werden kann. Bei
den ersten Antikorper-Konjugaten traten jedoch diverse Probleme auf: Die
zytotoxischen Stoffe waren aufgrund ihres bakteriellen oder pflanzlichen Ursprungs
immunogen oder nicht potent genug, um die Tumorzellen zu vernichten. Auch die
schlechte Penetration dieser Konjugate ins Gewebe stellte hierbei einen limitierenden
Faktor dar. AuBlerdem war die Verbindung zwischen Antikorper und Toxin zum Teil
nicht stabil genug, um ausreichend lange im Blut zu zirkulieren und somit gemeinsam
die soliden Tumorzellen zu erreichen. Letztendlich verblieben vier Strategien, um
spezifische Antikorper, die mit zytotoxischen Stoffen konjugiert waren, einzusetzen

[62].

1. Immuntoxine: Die ersten Agenzien, die an Antikérper gekniipft wurden, waren
antivirale Proteine, pflanzliche und bakterielle Toxine [62]. Aufgrund der
Immunogenitit der murinen Antikdrper, der systemischen Toxizitdt und der kurzen
Verweildauer im Blutstrom, brachten diese Studien nur méBigen Erfolg. Die GroBe der
Molekiile schien zudem die Penetration in solide Tumoren zu beschrianken. Mit diesem
zusitzlichen Wissen wurde eine zweite Generation von deutlich kleineren
Immuntoxinen entwickelt. Dabei wurde die zytotoxische Doméne, beispielsweise von
Pseudomonas Exotoxin A, an scFv-Fragmente fusioniert. Moxetumomab pasudotox ist
ein solches Konjugat, das zurzeit in klinischen Studien zur Behandlung von B-Zell-
Lymphomen getestet wird und sich gegen CD-22 richtet [64]. Bisher konnte im
Vergleich zu Standardtherapeutika jedoch nur eine geringfiigig bessere Rate kompletter
Remissionen gezeigt werden. Das grundlegende Problem der Immunogenitit der
murinen Antikdrper und die kurze Verweildauer im Blutstrom scheinen die
therapeutische Potenz des Medikamentes weiterhin zu limitieren. Des Weiteren ist auch

die maximale tolerable Dosis dieses Konjugats eher gering [62, 64].
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Aufgrund der oben genannten systemischen Toxizitdt und Immunogenitit von Toxinen,
die aus Bakterien oder Pflanzen gewonnen werden, gibt es inzwischen Anstrengungen
die nicht-humanen Toxine zu verlassen und durch so genannte humane
Effektormolekiile zu ersetzen. Bei dieser Technik werden die AntikOrper an pro-
apoptotische Enzyme, RNasen oder Rezeptoren, die den Zelltod herbeifiihren, gekniipft
[65].

2. Antikorper-Radionuklid-Konjugate: Das Ziel dieser Therapievariante ist es, lokal
eine ausreichend hohe Dosis Radioaktivitidt zu erreichen, um so das Tumorgewebe
prézise zu vernichten, ohne dabei das gesunde Gewebe zu zerstdren. AuBlerdem konnten
mit dieser Methode auch subklinische Metastasen durch radioaktive Strahlung therapiert
werden. Fiir die Behandlung des Non-Hodgkin-Lymphoms wurden bereits zwei dieser
Konjugate entwickelt. Die guten Ansprechraten der Lymphome auf die Behandlung mit
Pl-Tositumomab und *°-Y-Ibritumomab-Tiuxetan konnten allerdings in soliden
Tumoren bisher nicht wiederholt werden, vermutlich aufgrund der geringeren
Radiosensitivitit dieser Zellen. Bisher liegen die maximalen Dosen an Radioaktivitit,

die mit Immunokonjugaten zu den Zellen dieser soliden Tumore transportiert werden

konnten, noch im subtherapeutischen Bereich. [62]

3. Antikorper-Wirkstoff-Konjugate: Mithilfe dieser Methode sollen bereits bewéhrte
Zytostatika gezielt an die Tumorzellen abgegeben werden, um so deren therapeutischen
Index zu erweitern. Nach ersten gescheiterten Studien wurden die verwendeten murinen
Antikorper durch humane oder humanisierte Antikorper ersetzt, um dadurch die
Immunogenitit zu senken. Auflerdem wurden potentere Zytostatika verwendet. Die
Oberflichenmolekiile, die als Zielstrukturen der Antikorper fungieren, finden sich in
geringerem Ausmal} auch auf gesunden Zellen, sodass eine Zytotoxizitit flir gesunde
Zellen nicht ausgeschlossen werden kann. Im Jahr 2000 erschien mit Gemtuzumab-
Ozogamicin das erste zugelassene Medikament dieser Art. Allerdings wurde die
Zulassung dieses Medikamentes 2010 von der FDA widerrufen, da die erhofften
Erfolge in der Behandlung der akuten myeloischen Leukdmie ausblieben. Zwei weitere
Antikorper-Arzneimittel-Konjugate  (Brentuximab ~ Vedotin  und  Trastuzumab-
Emtansine) zeigen jedoch eine vielversprechende Aktivitidt und sind inzwischen zur
Behandlung von Lymphomen und Mammakarzinomen zugelassen. Einige weitere

Medikamente dieser Klasse befinden sich ebenfalls in klinischen Studien. Bisher
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scheinen die Patienten mit besonders hohen Expressionsraten des jeweiligen

Zielantigens am meisten von dieser Therapieform zu profitieren. [62, 66, 67].

4. Antikorper-Enzym-Konjugate (ADEPT - antibody-directed enzyme prodrug
therapy): Bei dieser Technik werden Antikérper mit Enzymen kombiniert und dann
meist gemeinsam mit kleinen Prodrug-Molekiilen verabreicht, die dann im Korper von
den mitgelieferten Enzymen verstoffwechselt werden, um die biologisch aktive
Substanz frei zu geben. Die kurze Halbwertszeit der Konjugate und die Immunogenitit
der bakteriellen Enzyme stellen jedoch Probleme bei dieser Methode dar, die eine
langfristige Applikation erschweren [62, 68]. Die Verwendung von humanen
Antikdrpern in Kombination mit humanen zytotoxischen Liganden (wie beispielsweise
Tumornekrosefaktoren, Granzym B oder Ribonukleasen) stellt dabei eine mogliche
Alternative dar, um die Immunogenitét zu reduzieren [68]. Die Auswahl der richtigen

Proteasen ist dabei wichtig, um eine systemische Toxizitdt zu verhindern [68].

Probleme bei der Verwendung dieser Methoden sind die erschwerte Zuginglichkeit der
soliden Tumorgewebe fiir Antikdrper, ein heterogenes Expressionsmuster auf der
Oberflache der Tumorzellen, sowie Expression des Zielantigens auch in nicht-entarteten
Geweben und damit einhergehende Nebenwirkungen. Des Weiteren muss der Tumor
zuvor auf die Expression des Antigens getestet werden. Vorteile dieser Strategien sind
das spezifische Binden an das Zielantigen und das selektive Applizieren der hoch-

potenten Arzneimittel sowie verminderte unerwiinschte Arzneimittelwirkungen [62].

1.3 Phage-Display als Herstellungsverfahren von monoklonalen
Antikorpern

Das menschliche Immunsystem ist in der Lage Milliarden verschiedener Antikorper zu
generieren [69]. Die Antigen-Bindungsstelle der Antikorper besteht aus sechs
hypervariablen Regionen, den so genannten complementarity determining regions
(CDRs). Drei davon sind in der variablen Doméne der leichten Kette (V) enthalten und
drei weitere in der variablen Doméne der schweren Kette (V). Das Immunsystem
entwickelt ein Repertoire naiver B-Lymphozyten, von denen jede Zelle eine andere
Antigen-Bindungsstelle aufweist. Nach Antigen-Exposition werden die Lymphozyten

ausgewadhlt, deren Antikorper das Antigen erkannt haben. Bei diesem Vorgang wird der
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Einbau von somatischen Mutationen in die variablen Regionen gefordert, der zu einer

hoheren Affinitét fiihren soll [69, 70].

Das Selektieren spezifischer Antikérper kann aber auch im Labor mithilfe
rekombinanter Antikorper-Bibliotheken erfolgen. Als Begriinder dieser Technik gilt
George P. Smith, der 1985 das Phage-Display als Methode zur Prisentation von
Polypeptiden auf der Oberfldche von Bakteriophagen publizierte [70]. Inzwischen hat
sich die Phage-Display-Technologie als effizientes Verfahren zur Produktion von
Antikorpern in kurzer Zeit etabliert. Die Methode basiert auf der Expression von
funktionellen Antikorperfragmenten auf der Oberfliche von Bakteriophagen, die dann
anhand ihres Antigen-Bindungsverhalten isoliert werden konnen. Der hierfiir am
hiufigsten verwendete Phage ist M13. Fiir dieses Verfahren sind vier Grundschritte
notig: 1. das Generieren einer grolen genotypischen Vielfalt aus synthetischen Genen
der variablen Doménen oder aus B-Zell-Klonen; 2. der Phinotyp und der dafiir
kodierende Genotyp miissen physikalisch miteinander verbunden werden; 3. das
Anlegen eines Selektionsdrucks und 4. die gezielte Vermehrung (Amplifikation). Um
Genotyp und Phédnotyp aneinander zu koppeln, wird das kodierende Gen als
Einzelstrang-DNA 1n das gleiche Virion kopiert, auf dessen Oberfldche das gewiinschte
Protein exprimiert wird. Im Gegensatz zum menschlichen Immunsystem werden die
Antikorper hier nicht direkt nach ihrem Antigenbindungsverhalten ausgewihlt, sondern
durchlaufen mehrere Selektionsrunden mit Zielantigenen und Amplifikation in vitro.
Erst nach diesen Runden werden die individuellen Klone auf ihre Antigen-Reaktivitdt
getestet. Im Gegensatz zu anderen Display-Verfahren ist beim Phage-Display auch die

Selektion auf ganzen Zellen, auf Geweben und in Tieren moglich [69, 71].

Die Antikorper, die an der Oberfliche des Phagen prédsentiert werden sollen, konnen
sowohl an das Nebenhiillprotein plll, als auch an das Haupthiillprotein pVIII gebunden
werden. Der Nachteil am Display auf pVIII ist, dass an pVIII nur Peptide mit einer
Liange von sechs bis acht Aminosduren gekniipft werden kénnen [72]. Fiir groBere
Peptide stellt das pllI-Hiillprotein die bessere Alternative dar. Die gewiinschte Sequenz
wird nach der Signalpeptid-Sequenz eingefiigt. Nachteilig bei der Darstellung an plII ist
jedoch, dass auf einem Phagen-Partikel nur maximal fiinf Kopien des Wunschpeptides
prasentiert werden konnen, da jeder Phagenpartikel nur finf pIIl Proteine enthilt. Durch

besonders grofle prisentierte Peptide kann auBlerdem die Infektidsitit der Phagen
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gemindert werden. Dieses Problem kann jedoch durch die Verwendung von
Hybridphagen umgangen werden. Dabei wird das Zielpeptid nur an eine plll-Kopie
geknlipft, wohingegen die anderen vier Molekiile mit dem Wildtyp-Protein fusioniert

werden. Dies lasst sich durch die Verwendung eines Helferphagen erreichen [72, 73].

1.3.1 Selektionieren und Testen der Antikorper-Bibliotheken

Theoretisch besteht die Maoglichkeit, einzelne rekombinante scFv- oder Fab-
Antikorperfragmente aus den Antikdrper-Bibliotheken direkt auf ihre Antigen-
Bindungsaktivitdt zu testen. Allerdings sind die Bibliotheken zu gro3 und die Anzahl
der spezifischen Binder vor der Selektion zu gering, um mit herkdmmlichen Verfahren
effektiv getestet werden zu konnen. Durch mehrere Selektionsrunden, bestehend aus
Inkubation, Waschen, Riickgewinnung und Amplifizieren der gebundenen Phagen,
konnen fiir das entsprechende Antigen spezifische Antikdrper in der Bibliothek
angereichert werden. Die physikalische Kopplung von Genotyp und Phénotyp
ermoglicht die Sicherung der angereicherten Antikorper-Sequenzen jeder
Selektionsrunde (z. B. durch Einfrieren), so dass diese als Ausgangsmaterial fiir weitere
Selektionsrunden verwendet werden konnen. Damit das Antikorper-Fragment auf der
Oberfliche des Phagen exprimiert werden kann, wird das dafiir kodierende Gen im
Leseraster an ein Hiillproteingen fusioniert und danach in einen Vektor kloniert, der bei
der Synthese neuer Phagen-Partikel verpackt werden kann. Im Verlauf der drei
Selektionsrunden erhoht sich die Héiufigkeit der Antigen-reaktiven Binder, welche die

Waschprozedur iiberstanden haben [69, 71].

Standardselektionen fiir die Phage-Display-Technologie finden auf Antigenen statt, die
auf einer Plastikoberfliche immobilisiert wurden. Diese Methode bringt jedoch einige
Nachteile mit sich: Zunichst muss das Antigen in aufgereinigter Form vorhanden sein
[74]. Dies bedeutet auch, dass das Antigen vor der Selektion bereits bekannt sein muss.
Gegen unbekannte Antigene gerichtete Selektionen, wie in dieser Arbeit, sind daher
nicht moglich. Des Weiteren binden die auf diese Weise isolierten Antikdrper zwar das
aufgereinigte Antigen, erkennen dieses Antigen jedoch oft nicht in seiner nativen Form
[74], da es wihrend des Immobilisierungsvorganges zu Denaturierungen und somit

Konformationsdnderungen der Antigene kommen kann [75]. Auch die Selektion auf
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Zelllinien bringt Probleme mit sich: Da die Zellen hier vereinzelt und in einem
Zellkulturmedium vorliegen, befinden sich die Zellen nicht mehr in ihrer natiirlichen
Umgebung, wie sie in vivo vorliegt. Dadurch kann die Genexpression und somit auch

die Antigenprasentation auf der Zelloberflache beeinflusst werden [76, 77].

Die Selektion auf FFPE-Gewebe bietet den Vorteil die Antikérper auf Tumorzellen zu
selektionieren, die sich in ihrer natiirlichen Umgebung befinden. Dadurch werden
genetische und epigenetische Verdnderungen, die die Prisentation von
Oberflichenantigenen beeinflussen konnten verhindert [77]. In einigen wenigen
Arbeiten wurden Phage-Display-Selektionen auf FFPE-Gewebeschnitten bereits
angewendet. Neben einer unterschiedlichen Anzahl an Selektionsrunden und zum Teil
anderen verwendeten Antikorper-Bibliotheken, unterschieden sich diese Studien vom
geplanten Vorgehen in dieser Arbeit vor allem durch die Aufbereitung des FFPE-
Gewebes. In den meisten dieser Versuche wurden die FFPE-Gewebeschnitte, nachdem
die Phagen gebunden hatten, einer Laser-Mikrodissektion unterzogen, sodass sich im
Anschluss daran nur noch entartetes Gewebe auf dem Objekttrager befand und gesunde
Gewebeanteile abgetragen wurden [77, 76, 78, 79, 80]. Teilweise wurden diese Technik
auch an gefrorenen Geweben und nicht, wie in dieser Arbeit, an Patientenmaterial
getestet [77, 76, 78]. In einer Arbeit wurden nach Bindung der Phagen die Objekttrager
mit UV-Licht bestrahlt, wobei die Gewebeanteile, die Zielzellen enthielten mit
mikroskopisch kleinen Goldplittchen vor der Strahlung geschiitzt wurden [81]. So
iiberlebten nur die Phagen, die an Zielzellen gebunden hatten. Bei den Verfahren, die
auf Laser-Mikrodissektion basierten, zeigte sich, dass es zu grolen Verlusten an Phagen
kam - moglicherweise Aufgrund der Austrocknung des Gewebes [81]. Des Weiteren
schienen die Phagen, die auf Laser-Mikrodissektions-Gewebe gebunden hatten, ihre
Féhigkeit zur Infektion der Bakterien zu verlieren [77]. In einer weiteren Arbeit von
Jarutat et al. wurde das FFPE-Gewebe nicht auf einem Objekttrager, sondern frei im
Falcon schwimmend eingesetzt [82]. Ein moglicher Nachteil der Selektionen auf FFPE-
Gewebe ist, dass die gesuchten Antigene auf der Zelloberfliche wesentlich seltener
vorkommen als unspezifische Antigene [74]. Dieses Problem kann durch Depletionen
auf nicht-entartetem Gewebe, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, umgangen

werden [74].
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Abbildung 1 (siehe S. 22) zeigt das geplante Vorgehen im Rahmen dieser Arbeit:
Wihrend der Depletion werden scFv-Phagen-Antikorper (rot und blau) auf nicht-
entartetes Lungengewebe (hellgriin) gegeben. Dies soll die Anreicherung von
Antikorpern gegen nicht krankheitsrelevante Antigene minimieren. Nach einer
Inkubationszeit werden die nicht an das gesunde Gewebe gebundenen Phagen (rot)
abgesaugt und zum Zielantigen gegeben. Das Zielantigen ist in diesem Fall das auf den
Objekttragern fixierte Bronchialkarzinom-Gewebe (beige). Der Phagen-Antikorper
kann dann wihrend der Inkubation an ein Antigen binden. Nach dem Entfernen der
nicht gebundenen Phagen durch
Sckv-Phagen intensives Waschen, werden die
— Il { 1.1 Phagen, die an ein Antigen
: gebunden  haben,  abgelost
(eluiert) und anschlieBend mit

diesen frische Bakterien

infiziert. In den meisten Fillen

sind mehrere Selektionsrunden

gesundes Lungengewebe - . .
ndtig, um eine Anreicherung

spezifischer ~ Antikorper im
Absaugen der nicht-bindenden Phagen

2x |||

Phagenpool zu erzielen. In

wiedetholen. i | ] dieser Arbeit wurden drei
Runden mit Depletion und
Inkubation
Selektion durchgefiihrt.
FIDN
I x
\ Abbildung 1: Schematische Darstellung einer
Waschen SCLC-Gewebe Phage-Display Selektionsrunde: scFv-Phagen-
Antikorper (rot: gegen SCLC-Gewebe gerichtet;
blau: gegen gesundes Lungengewebe gerichtet)
e werden auf gesundem Lungengewebe
' l (hellgriin) inkubiert. Die nicht-gebundenen
(roten) scFv-Phagen-Antikorper werden
abgesaugt und auf dem SCLC-Gewebe (beige)
. inkubiert. Nachdem die nicht-bindenden
l Elution Phagen abgewaschen wurden, werden die
l l k\ spezifisch gebundenen Phagen eluiert und in

zwei weiteren Selektionsrunden eingesetzt.

D
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Je nach verwendetem Phagen werden das monovalente und das multivalente Display
unterschieden. Beim monovalenten Display werden vor allem Antikérper mit hoherer
Affinitdt herausgefiltert. Dies wird durch eine direkte Fusion an das kleine Hiillprotein
plIl unter Verwendung von phagemid-Vektoren erreicht. Die Effizienz der Selektion
wird durch das multivalente Display gefordert. Haufig wird diese Form des Displays
beim ersten Selektionsschritt eingesetzt und dann durch monovalentes Display abgeldst

[69].

Auch in dieser Arbeit wurde in der ersten Selektionsrunde das multivalente Display
benutzt, um die wenigen spezifischen Binder innerhalb der Ausgangsbibliothek zu
erfassen. Um diese Multivalenz zu erreichen, wurde der so genannte Hyperphage
eingesetzt [62]. Das virale Display ist bei Verwendung des Hyperphagen M13K07AplIII
signifikant hoher als bei der Verwendung des Helferphagen M13K07. Dies bedeutet,
dass mehr scFv-Antikorper-Fragmente auf der Oberfliche der Phagen présentiert
werden. Der Hyperphage hat den Wildtyp-Phénotyp fiir das kleine Hiillprotein pllI, was
fiir eine gute Infektion der E.coli-Zellen wichtig ist. Allerdings ist das Gen 3, welches
fiir das Protein plIl kodiert hier durch eine in-frame Deletion funktionslos [83, 84],
weshalb bei der Verwendung des Hyperphagen das Phagemid die einzige Quelle einer
Gensequenz fiir das kleine Hiillprotein darstellt. Nachdem die Phagen die Bakterien
infiziert haben, werden nur die auf dem Phagemid des Bakteriums kodierten scFv-plII-
Fusionsproteine produziert. Somit wird ausschlieBlich das scFv-fusionierte plII-
Hiillprotein des Phagemids in die Hiille der Phagen eingebaut. Hierdurch tragen alle neu
synthetisierten Hyperphagen an allen fiinf pIII-Hiillproteinen ein scFv, wodurch sich die
Aviditit des Phagen-Antikorpers erhoht [83, 85]. Wiahrend der ersten Selektionsrunde
besteht der Vorteil der Multivalenz darin, dass positive Binder in der grolen Gesamtheit
der Klone weniger verloren gehen, da sich durch die polyvalente Darstellung ihre
Valenz zum Antigen erhoht [69, 86]. Durch die scheinbar stirkere Affinitit des
multivalenten Displays, wird aber die Identifizierung besonders starker Bindungen
erschwert, weshalb fiir die weiteren Selektionsrunden auf das monovalente Display
zuriickgegriffen wird. Der dafiir verwendete Helferphage verfiigt iber das Genom fiir
alle Wildtypproteine, einschlieBlich pIIl. Dadurch présentiert ein kleiner Teil Phagen
auf ihrer Hiille ein Fusionsprotein aus scFv und dem Hiillprotein plll; die restlichen

Hiillproteine entsprechen dann meist dem Wildtyp [87]. Der Grofteil der scFv-
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prasentierenden Phagen, die dabei hergestellt werden, ist also monovalent. Dies

erleichtert das Selektionieren von Bindern mit héherer Affinitdt [85, 88].

Nach der Selektion verbleibt ein Gemisch von Antikdrper-Klonen, die unterschiedliche
Bindungseigenschaften aufweisen. Diese Eigenschaften miissen dann individuell
getestet werden. Zum Testen der Antigenbindung von mono- oder polyklonalen
Phagen-Antikorpern werden zum Beispiel ELISA und die Durchflusszytometrie
verwendet [69, 71].

Obwohl die Antikorper bereits zu Beginn iiber einige wiinschenswerte Eigenschaften
verfliigen, bediirfen sie meist noch einiger Verbesserungen, um ihre Potenz fiir
therapeutische Anwendungen und sensitive Diagnosen zu steigern. In der Regel wird
eine Affinititsreifung durchgefiihrt, die die pharmakokinetischen Eigenschaften des
Antikorpers verbessern kann, was eine hohere Sicherheit, sowie eine Reduzierung von
Dosis und unerwiinschten Nebenwirkungen bewirken kann [69]. Eine Mdglichkeit der
Affinititsreifung ist die ungezielte Mutagenese, bei der durch eine fehleranfillige PCR
(so genannte error-prone PCR) Mutationen in die CDRs eingefiigt werden. Eine weitere
Methode ist die ortsgerichtete Mutagenese, bei der Mutationen an zuvor definierten
Punkten eingefiligt werden konnen. Nach dem Einbau der Mutationen schlief3t sich eine

Affinitétsselektion mit definierten Waschbedingungen an [89].

1.3.2 Die Tomlinson-Bibliothek

In dieser Arbeit wurden die etablierten Tomlinson ,,Phage-Display* Bibliotheken I + J
zur Selektion spezifischer, humaner scFv-Antikdrper verwendet. Die Tomlinson-
Bibliotheken sind semi-synthetische Phage-Display-Bibliotheken [69]. Fiir die
Herstellung einer semi-synthetischen Phage-Display-Bibliothek kénnen beispielsweise
hochfunktionelle CDR3-Sequenzen aus humanen B-Zellen mit der Vielfalt an
synthetischen CDR1- und CDR2-Sequenzen kombiniert werden. Durch semi-
synthetische Antikorper-Bibiotheken ldsst sich die natiirliche Vielfalt mit Hilfe von
synthetischen Methoden erhdhen, ohne jedoch an Funktionalitit einzubiiBen. Dazu
wird die zentrale Vy-CDR3-Region durch PCR oder oligonukleotid-gerichtete

Mutagenese verdndert [69]. Die beiden Tomlinson-Bibliotheken I und J tragen jeweils
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iiber 100 Millionen unterschiedliche humane scFv-Antikorperfragmente, die in einem
ampicillinresistenten Vektor kodiert sind. Diese Vektoren wurden in TG1 E.coli-Zellen
transformiert [90]. ScFv sind die inzwischen am hiufigsten eingesetzten Antikorper-
Fragmente. Sie bestehen nur aus der Vi- und Vy-Region, die mit einem (GlysSer)s-
Linker verbunden werden. Dadurch wird die Stabilitdt erhoht und die Antigenbindung
verbessert, ohne dass es bei der Expression auf der Phagenoberfliche zu einem
Affinitatsverlust kommt [71]. Das Grundgeriist (,,framework®) fiir die Vy-Region
(schwere Kette) besteht aus den Genen V3-23/DP-47 und JH4b, das Grundgeriist fiir die
Vi-Region (leichte Kette) aus den Genen O12/02/DPK9 und Jxl. Die von diesen
Grundgeriisten kodierte Struktur weist eine hohe thermodynamische Stabilitdt aus und
ist eine der hdufigsten im menschlichen Antikorper-Repertoire [90]. Als Alternative

stehen auch Antikorper-Bibliotheken aus Fab-Fragmenten zur Verfligung [91].
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2 Zielsetzung

Das kleinzellige Bronchialkarzinom (SCLC) metastasiert frith und zeichnet sich durch
einen aggressiven Verlauf aus [7, 11, 50]. Etwa zwei Drittel der Patienten befinden sich
bei Diagnosestellung bereits in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium [6], indem
die 2-Jahres-Uberlebensrate weniger als fiinf Prozent betrigt [4]. Zielgerichtete
Therapien konnten sowohl Metastasen, als auch minimale residuale Tumorzellen

bekdmpfen und dabei das gesunde Gewebe schonen [15, 17].

Genetische Verdnderungen in Tumorzellen fiihren unter anderem zu einer aberranten
Expression von Oberflichenmolekiilen [18, 19]. Das Muster an vorhandenen
Oberflachenmolekiilen ist fiir jede Krebserkrankung einzigartig, sodass auch bei
Patienten mit der gleichen Krebsentitdt verschiedene Therapeutika erforderlich sind [18,
19], weshalb eine spezifische Therapie gegen diese molekularen Veridnderungen
erfolgsversprechend zu sein scheint [18, 19]. Als Therapeutika fiir spezifische
Verdnderungen an Tumorzellen, werden zur Zeit monoklonale Antikdrper oder
Tyrosinkinase-Inhibitoren verwendet [20, 22, 39]. Beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom konnten damit bereits vielversprechende Erfolge erzielt werden
[39]. Diese konnten jedoch bisher beim SCLC nicht bestétigt werden, sodass der

Forschungsbedarf weiterhin als hoch anzusehen ist [39].

Inzwischen wird immer intensiver an der Herstellung und Weiterentwicklung von
Antikorpern fir die Diagnostik und Therapie geforscht [52]. Insbesondere die
Erforschung vollstindig humaner oder humanisierter Antikorper, die eine geringere
Immunogenitit aufweisen, nimmt einen immer groferen Stellenwert ein [57]. Ein
effektives Herstellungsverfahren flir humane Antikérper ist die in dieser Arbeit
verwendete Phage-Display-Technologie. Standardverfahren fiir das Phage-Display sind
Selektionen auf Zelllinien oder aufgereinigten Antigenen. Bei diesen Verfahren liegt
das Tumorantigen jedoch nicht in seiner natiirlichen Umgebung vor [92, 93]. Das Ziel
dieser Arbeit ist es daher die Antikorper auf komplexen Tumorantigenstrukturen zu
selektionieren. Dazu sollen die Selektionen direkt auf Patienten-Routinematerial,
welches in Form von FFPE-Gewebe konserviert wird, durchgefiihrt werden. Das FFPE-

Tumorgewebe dient dabei als Zielantigen. Ein Nachteil bei der Verwendung von FFPE-
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Gewebe ist, dass die Antigene wihrend der Fixation mdglicherweise unzugénglich
gemacht werden. Diesem Problem soll in dieser Arbeit durch die Verwendung
verschiedener Antigendemaskierungsverfahren entgegengewirkt werden. Zusitzlich soll
vor den Selektionen eine Depletion auf gesundem Lungengewebe durchgefiihrt werden,
um zu verhindern, dass Antikérper gegen physiologisch vorhandene Oberflachenmarker

selektioniert werden.

Durch die Verwendung dieses FFPE-Materials besteht also die Moglichkeit, Antikdrper
zu generieren, die Antigene auch in ihrer natiirlichen Umgebung erkennen und
spezifisch auf den individuellen Patienten zugeschnitten sind. Somit wére flir auf diese
Weise gewonnene Antikdrper sowohl eine diagnostische, als auch eine therapeutische

Verwendung denkbar.
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3 Material

Geschiitzte Markenzeichen wurden in dieser Arbeit nicht als solche gekennzeichnet.
Das Fehlen der Kennzeichnung bedeutet daher nicht, dass der Produktname frei von

Rechten Dritter ist.

3.1 Gerite und Software

Im Folgenden sind nur analytische und préparative Geréte aufgelistet, bei denen es sich
nicht um Standardgerétschaften handelt und deren Austausch einen relevanten Einfluss

auf die Ergebnisse hat oder haben kdnnte.

Geriit/Zubehor Hersteller/Anbieter

Autoklav Tuttnauer Systec 2540 EL, Systec GmbH Labor-
Systemtechnik (Wettenberg)

Blotkammer XCell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System, Life
Technologies (Carlsbad/USA)

Durchflusszytometer Guava easyCyte SHT, Merck Millipore Headquarters

Software (Billerica/USA)
InCyte Vers. 2.7

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad Technologies
(Hercules/USA)

Generator E443 2 Microcomputer Electrophoresis Power Supplies,

Consort (Turnhout/Belgien)
Standard Power Pack P25, Biometra (Géttingen)

Inkubationsschiittler Schittler KS15 mit Inkubationshaube TH 15, Edmund
Biihler GmbH (Hechingen)

KS 4000 ic control, IKA-Werke GmbH & Co. KG

(Staufen)

Ionenaustauscher Seradest SD 2000 Vario, Seral Erich Alhduser GmbH
(Ransbach-Baumbach)

Mikroplatten Washer Hydroflex ELISA, Tecan Austria GmbH
(Grodig/Osterreich)

Mikrotom Jung SM2000R, Leica Microsystems (Newcastle/UK)

Mikrovolumen- NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific (Waltham/USA)

Spektralphotometer

Software NanoDrop 3.0.0
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Schiittler Unimax 1010 - rotierender Plattformschiittler, Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG (Schwabach)
Vortex Genie ZTM, Bender & Hobein AG
(Ziirich/Schweiz)

Sequenzierautomat 3730x1 DNA Analyzer, Hitachi (Chiyoda, Japan)

Software Sequencing Analysis 5.3.1

Sonifiziergerat Branson Digital Cell Disruptor (Danbury/USA)

Spektralphotometer fiir 96-
,well“ Mikrotiterplatten
Software

Sunrise-Basic, Tecan Austrian GmbH
(Grodig/Osterreich)
XFluor

Ultrazentrifuge

Sorvall Ultra Pro 80, Thermo Scientific (Waltham/USA)

UV-Cleaner Box

DNA/RNA UV-Cleaner UVT-B-AR, Biosan
(Riga/Lettland)

Waagen

KERN 410 (Feinwaage), A&D Company, Limited
(Tokio/Japan)

PM480 DeltaRange, Mettler-Toledo GmbH (Gieflen)

Wasseraufbereitungssystem

Direct-Q 3, Merck Millipore Headquarters
(Billerica/USA)

Zelldichtemesser

Ultrospec 10, American Biosciences (Blauvelt/USA)

Zentrifugen

Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG (Hamburg)

Sigma 3K30, Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode
am Harz)

Rotanta/TRC, Hettich GmbH & Co0.KG (Tuttlingen)

Weitere Software:

Verwendungszweck Bezeichnung
Grafikverarbeitung Dia 0.97.2, Open-Source-Tool
Primerdesign DNASTAR Lasergene 10
Statistiksoftware GraphPad Prism 6

Textverarbeitung, statistische

Office 2010, Microsoft Corp., Redmond,

Auswertung, Grafikverarbeitung WA, USA
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3.2 Puffer, Losungen, Medien und Agarplatten

Fir die Kultivierung von Bakterien und eukaryontischen Zellen wurden die
aufgelisteten Medien und Zusitze hergestellt und vor ihrem Einsatz autoklaviert. Das

Portionieren erfolgte stets unter Einhaltung der allgemeinen mikrobiologischen

Arbeitstechniken.
Bezeichnung Hersteller
Bacto Agar Becton, Dickinson and Company
(Sparks/USA)
Difco 2xYT (Hefeextrakt-Trypton- Becton, Dickinson and Company
Néhrboden) (Sparks/USA)
RPMI-Medium Gibco by Life Technologies
(Carlsbad/USA)
SOC Outgrowth Medium New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
Waymouth’s MB Gibco by Life Technologies
(Carlsbad/USA)
Weitere verwendete Puffer und Losungen:
Bezeichnung Zusammensetzung / Hersteller
10x Pufter (fiir PCR) Applied Biosystems by Life Technologies
(Carlsbad/USA)
Antarctic Phosphatase 10x Puffer New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
BigDye-Puffer und BigDye-Mix Applied Biosystems by Life Technologies
(Carlsbad/USA)
Blotpuffer 0,2 L Methanol
0,7 L ddH,O

0,1 L 10x Towbin (144 g Glycin, 250 mg
SDS, 30,29 g Tris)

Citrat-Puffer 0,1 L Citrat (Leica biosystems Novocastra
Epitope Retrieval Solutions ph 6)
0,9 L ddH,O

dNTP’s Applied Biosystems by Life Technologies
(Carlsbad/USA)

EDTA-Puffer 0,1 L EDTA (Leica biosystems Novocastra
Epitope Retrieval Solutions ph 8)
0,9 L ddH,O

Einfriermedium fiir Bakterien 2xYT-Medium mit 15 % Glycerol

Fotales Kilberserum FBS, Gibco by Life Technologies
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(Carlsbad/USA)

Homogenisierungspuffer

25 mM Tris-HCI (pH 7,4)

0,32 M Saccharose

1 Tablette Complete Protease Inhibitor
Cocktail auf 50 ml, Roche (Basel/Schweiz)

Ladepuffer 6x

Thermo Scientific (Waltham/USA)

LDS Sample Buffer (4x)

NuPage invitrogen (Carlsbad/USA)

MES SDS Running Buffer (20x)

Novex by Life Technologies (Carlsbad/USA)

MPBS 2 % Blockierungspuffer

1x PBS
2 % Magermilchpulver (Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe)

MPBS 4 % Blockierungspuffer

I1x PBS
4 % Magermilchpulver (Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe)

NEBuffer 4 New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
Neutralisierungspuffer 1 M Tris-HCl
pH 7,5
PBS 10x 1,37 M NaCl
(,,phosphate-buffered saline™) 27 mM KCl

0,1 M Na,HPO4
17,6 mM KH,PO4
1 L ddH,0

PBS 1x

0,1 L 10x PBS
0,9 L ddH,O
pH 7,4

PBST

1x PBS
0,05 % Polysorbat 20 (Tween 20)

PEG/NaCl

20 % Polyethylenglycol 6000
2,5 M NaCl

Puffer fiir Durchflusszytometer

1x PBS
0,2 % BSA
0,1 % Natriumazid

Recovery Cell Culture Freezing

Gibco by Life Technologies (Carlsbad/USA)

Medium
Roti-Block, 10x Konzentrat Carl Roth (Karlsruhe)
TAE-Puffer 242 g Tris
57,1 ml Eisessig
0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 1 L ddH,O
TEA-Puffer 0,1 M
pH 12,2
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
TE-Puffer 10 mM Tris-HC1
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1 mM EDTA
pH 8

Tris-HCI Resuspendierungspuffer 50 mM Tris-HCI
pH 7,4

Tris-Puffer-Stammlosung (pH 7,4-7,6) | Tris Base 18 g

Tris HC1 137 g

NaCl 175,6 g

mit dest. H,O auf 1 L auffillen

(fiir die Gebrauchslosung mit dest. H,O 1:20
verdiinnt)

3.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

In dieser Arbeit verwendete, allgemeine Chemikalien wurden von folgenden Firmen

bezogen:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karisruhe),
SAV LP GmbH (Flintsbach am Inn), Promega Corporation (Madison, USA), medite
GmbH (Burgdorf), Thermo Scientific (Waltham/USA)

Bei den verwendeten Verbrauchsmaterialien und Plastikwaren handelt es sich entweder
um steril verpackte Einmalartikel oder sie wurden vor ihrer Benutzung autoklaviert. Sie

wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Dako Cytomation (Glostrup/Dénemark), Thermo Scientific Nunc A/S
(Roskilde/Ddnemark), Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf), greiner bio-one
(Frickenhausen), R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, (Emmendingen)

3.4 Antibiotika

Zur Herstellung einer Stammlosung wurden die Antibiotika in dest. HyO geldst und

durch einen Filter der Porengrofe 0,22 um sterilfiltriert.

Bezeichnung Hersteller
Ampicillin Natriumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Kanamycin Sulfate Powder Life Technologies (Carisbad/USA)
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Penicillin-Streptomycin

Gibco by Life Technologies (Carlsbad/USA)

3.5 Bakterienstaimme

Fiir Klonierungs- und Expressionsarbeiten lagen die folgenden E.coli Bakterienstimme

kryokonserviert vor.

Bezeichnung Anwendung Genotyp

E.coli K12 ER2925 Klonierung ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78

New England BioLabs Inc. ginV44 galK2 galT22 mcrA dem-6

(Ipswich/USA) hisG4 rfbD1 R(zgh210::Tnl0)TetS
endAl rpsL136 daml3::Tn9 xylA-5
mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

XL1-Blue Competent Cells, | Klonierung recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17

Agilent Technologies supE44 relAl lac

(Waldbronn) laclgZAM15 Tnl0 (Tetr)]

Strain TG1, Zymo Research
(Irvine/USA)

Produktion von
scFv-
prisentierenden
Phagen

"t aD36 lacl’ A(lacZ) M15
proA B'] ginV (supE) thi-1 A(mc -
hsdSM)5 (v mx McrB') thi A(lac-
proAB)

3.6 Zelllinien und Gewebe

Die mit Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe entstammen dem

Archiv des Instituts fiir Pathologie in Gielen. Das Patientenmaterial wurde nach

Zustimmung der Ethik-Kommission der Justus-Liebig Universitidt Gielen verwendet

(Referenznummer: 68/13).

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zelllinien nach Zulieferdaten kultiviert.

Bezeichnung

Beschreibung

HEK-293T-Zelllinie

Zur Verfiigung gestellt von der ,,Arbeitsgruppe
Zelluldre Tumorimmuntherapie® des
Universitéitsklinikums Miinster

PBMC-Zellmaterial

Aus eigener Herstellung des Instituts fiir
Pathologie, Gie3en
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SCLC-Zelllinien Zur Verfligung gestellt vom Max Planck Institut
DMS 273 fiir Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim
NCI-H69
NCI-H82

3.7 Antikorpergenbibliothek und Helferphagen

In dieser Arbeit wurden die Einzelketten-Antikdrperbibliotheken ,,Human Single Fold
scFv Libraries I + J* (Tomlinson I + J) verwendet. Die Bibliotheken wurden
urspriinglich vom ,,Medical Research Council“ (Cambridge/UK) bezogen und lagen zu

Beginn der Arbeit kryokonserviert vor.

Bezeichnung des Phagen Hersteller
Helferphage M13KO7 New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
Hyperphage M13K07AplIII PROGEN Biotechnik (Heidelberg)

In einigen Versuchen wurde zusitzlich ein Ki-4-Phage aus eigener Herstellung der

Arbeitsgruppe als Positiv-Kontrolle verwendet.

3.8 Vektoren, Primer und Oligonukleotide

Die Tomlinson-Antikorper-Bibliothek wurde im pIT2-Vektor konstruiert. Der Vektor
pMS2 stammt aus eigener Herstellung der Arbeitsgruppe, basierend auf dem Vektor

pSecTag2/HygroB des Herstellers Invitrogen by Life Technologies (Carlsbad/USA).

Fiir die ortsgerichtete Mutagenese mussten auf Grund der unterschiedlichen Sequenzen
Primer-Paare fiir jeden selektionierten Klon individuell entworfen werden. Das Design
der Primer wurde mit der DNASTAR Lasergene 10 Software durchgefiihrt. Die Primer
fiir die Mutagenese, sowie die Primer pIT2 und pMS2 wurden dann von MWG Eurofins

Genomics (Ebersberg) bezogen.

Bezeichnung Sequenz 5¢ - 3¢
pIT2 3°(&2 pHEN) CTA TGC GGC CCC ATT CA
pIT2 5‘(2 LMB3) CAG GAA ACA GCT ATG AC
pMS2 3’ GTA CTC ACC CCA ACA GCT GG
pMS2 5’ CCA AGC TGG CTA GCC ACC ATG
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Eine Auflistung der Mutagenese-Primer findet sich im Anhang (siehe 11.1, S. 107).

3.9 Enzyme und Reaktionskits

In dieser Arbeit wurden folgende Reaktionskits nach Herstellerangaben verwendet:

Bezeichnung Hersteller Verwendung
DyeEx 2.0 Spin Kit Qiagen GmbH (Hilden) Aufreinigung von
Sequenzierprodukten

FuGene HD Transfection
Reagent

Promega Corporation
(Madison, USA)

Einbringen von Fremd-
DNA in eukaryotische
Zellen mittels Lipofektion

JetQuick DNA Genomed GmbH (Ldéhne) Isolation und Reinigung

Purification Kits von DNA in der
priparativen Agarose-
Gelelektrophorese

QIAGEN Plasmid Mini Qiagen GmbH (Hilden) Plasmid Mini Préparation

Kit

QIAquick PCR Qiagen GmbH (Hilden) Aufreinigung von PCR-

Purification Kit Produkten

Die folgenden Enzyme zur DNA Amplifikation, Restriktion, Ligation und

Dephosphorylierung wurden - soweit nicht anders angegeben - nach Herstellerangaben

eingesetzt:

Bezeichnung

Hersteller

Antarctic Phosphatase

New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)

Dpnl (10.000 units/ml) Thermo Scientific (Waltham/USA)
Notl-HF (20.000 units/ml) | New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
Pfu DNA Polymerase Thermo Scientific (Waltham/USA)

Sfil (20.000 units/ml) New England BioLabs Inc. (Ilpswich/USA)
T, DNA Ligase New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
Taq Polymerase Roche (Basel/Schweiz)

Xhol (20.000 units/ml) New England BioLabs Inc. (Ipswich/USA)
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Zur Vorbehandlung der Gewebeschnitte wurde auBlerdem das Enzym E1 aus dem Bond

Enzyme Pretreatment Kit, Leica Biosystems (Wetzlar) verwendet.

3.10 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Anti-M13 Monoclonal Antibody

GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)

FITC Goat Anti-Mouse [gG/IgM

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

HRP/Anti-M13 Monoclonal Conjugate

GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)

Rabbit-anti-mouse HRP

Dako Deutschland GmbH (Hamburg)

3.11 Molekulargewichtsmarker

Bezeichnung

Hersteller

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

Thermo Scientific (Waltham/USA)

MagicMark XP Western Protein Standard

Invitrogen (Carlsbad/USA)

Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder

Thermo Scientific (Waltham/USA)

3.12 Material fiir den Western Blot

Fir den Western Blot wurden zusétzlich zu den oben genannten noch folgende

Materialien verwendet:

Material

Hersteller

Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)

Hypercassette GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)

Immobilon Blotting Filter Paper Merck Millipore Headquarters
(Billerica/USA)

Immobilon-P Transfer Membrane Merck Millipore Headquarters
(Billerica/USA)

Kodak Readymatic Dental Entwickler | Carestream Health Deutschland GmbH
(Stuttgart)

Kodak Readymatic Dental Fixierer

Carestream Health Deutschland GmbH

36




Material

(Stuttgart)
ECL Prime Amersham ECL Prime Western Blotting
Losung A und B Detection Reagent, GE Healthcare (Chalfont
St Giles, UK)

NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris Gel | Novex by life technologies (Carlsbad/USA)

ProtoBlue Safe Colloidal Coomassie | National diagnostics (Atlanta/USA)
G-250 stain
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kaultivierung der benotigten eukaryontischen Zelllinien

Die Kultivierung der SCLC-Suspensionszelllinien NCI-H82 und NCI-H69 erfolgte in
Rosewell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 mit Zugabe von 10 %
hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum (FCS) und 1 % Pen/Strep. Die Zellen wurden
bei 37 °C und 5 % CO» in einem Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis
drei Tage im Verhéltnis 1:2 bis 1:3 (Zellsuspension : Medium) gesplittet, sodass eine
Konzentration von 0,1—0,8)(106 Zellen/ml erhalten werden konnte. Die Zellzahl wurde
mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Zur Unterscheidung zwischen lebenden
und toten Zellen wurde eine Trypanblau-Féarbung durchgefiihrt.

Die dritte SCLC-Zelllinie (DMS 273) wurde in Waymouth’s MB 752/1 Medium mit
Zugabe von 10 % hitzeinaktiviertem FCS und 1 % Pen/Strep bei gleicher Temperatur
und CO,-Begasung kultiviert.

Die verwendeten HEK-Zellen der Linie HEK293T entstammten embryonalen
Nierenzellen. Das besondere an der HEK-Zelllinie 293T ist, dass diese Zellen zusétzlich
das ,,simian virus 40 large T Antigen* (SV40TAg) tragen. Dieses Protein ist ein starkes
Onkogen. Es umgeht die Zell-Zyklus-Kontrollpunkte wie 2z. B. p53-
Tumorsuppressorgen und flihrt so zu einer unbegrenzten DNA-Replikation und
Proteinproduktion innerhalb der Zelle. Die Funktion dieses Antigens wird auch in einer
Ubersichtsarbeit von Ali und DeCaprio beschrieben [94, 95]. Die HEK-Zellen wurden
ebenfalls in RPMI (mit Zugabe von 10 % FCS und 1 % Pen/Strep) bei 37 °C und 5 %
CO; kultiviert. Das Nahrmedium wurde hier alle zwei bis drei Tage im Verhiltnis 1:5
bis 1:6 erneuert. Die HEK-Zellen wachsen wie die DMS 273-Zellen adhérent.
Zur Gewinnung von PBMC-Zellen wurde Heparin-Blut eines gesunden Spenders mit
gleicher Menge RPMI (ohne Zusidtze) verdiinnt. Diese Suspension wurde dann einer
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation unterzogen: In ein 15 ml-Rohrchen wurden 3 ml
Ficoll gegeben, die dann vorsichtig mit 5 ml Blut-RPMI-Gemisch iiberschichtet
wurden. Im Anschluss wurde 30 min bei Raumtemperatur und 800 g ohne Bremse

zentrifugiert. Wahrend des Zentrifugierens sinken Erythrozyten, Granulozyten und tote
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Zellen ab, die PBMC-Zellen reichern sich jedoch in einer ringférmigen Schicht
zwischen Ficoll und Plasma an. Der PBMC-Ring wurde danach abpipettiert und in ein
neues Rohrchen iiberfiihrt. Diesem wurden zum Waschen 10 ml RPMI (ohne Zusitze)
zugefiigt. Diese Suspension wurde dann 5 min bei 600 g zentrifugiert. Die Zellen
wurden dann erneut in 10 ml RPMI aufgenommen und zentrifugiert. Durch diese
Waschschritte wurde die Suspension von Zellfragmenten und Thrombozyten gereinigt.
Nach dem Waschen wurden die Zellen in 10 ml RPMI mit Zusatz von 10 % FCS und 1
% Pen/Strep aufgenommen. Nach einer Farbung mit Trypanblau konnten die Zellen in
einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt werden. Zum Einfrieren wurden 5-10x10° Zellen
abgenommen und 5 min bei 600 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 1 ml
Einfriermedium aufgenommen und in ein Kryordhrchen {iberfiihrt. Die Lagerung
erfolgte bei -80 °C. Zum Auftauen wurden die PBMC’s aus einem Kryordhrchen in 5
ml RPMI gegeben und im Anschluss 5 min bei 600 g zentrifugiert. Das Zellpellet
konnte dann in 3 ml RPMI mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep aufgenommen und in eine
kleine Kulturflasche gegeben werden. Die PBMC’s wurden im Brutschrank stehend

inkubiert.

4.1.2 Herstellung von Membranfragmenten

Zur Herstellung von Membranfragmenten wurden zunichst 1x107 Zellen, der
gewiinschten Zelllinie 5 min bei 600 g und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann
in 10 ml PBS aufgenommen und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
anschlieend weitere 2 Mal durchgefiihrt, bevor das Pellet in 6 ml eiskaltem
Homogenisierungspuffer aufgenommen und auf Eis gestellt wurde. Die Suspension
wurde 20 Mal fiir 1 sec sonifiziert (dazwischen 0,5 sec Pause, Intensitdt 30 %) und im
Anschluss daran fiir 12 min bei 1.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
daran anschlieBend in einer Ultrazentrifuge 20 min bei 4 °C und 100.000 g zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 10 ml Resuspensierungspuffer aufgenommen und erneut in der
Ultrazentrifuge abzentrifugiert. Nachdem das Pellet in 1,2 ml PBS aufgenommen

wurde, konnte es bei -80 °C gelagert werden.
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4.2 Phage-Display

4.2.1 Phagerescue aus den Tomlinson Bibliotheken I und J

Anzucht:

Von den kryokonservierten Tomlinson Phagen Bibliotheken I und J wurde jeweils ein
etwa stecknadelkopfgroles Stiickchen der ,phagemid“-tragenden E.coli TGIF+
Kulturen abgekratzt und in je 5 ml 2xTY-Medium (100 pg/ml Amp, 1 % Gluc)
gegeben. Fiir die weiteren Selektionsrunden wurden die kryokonservierten Produkte der
vorherigen Selektionsrunde zum Abkratzen verwendet. Das die Kultur enthaltende
Medium wurde anschlieend tiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm im Inkubationsschiittler
vorkultiviert. Dabei wurde der Deckel des Rohrchens nur soweit zugedreht, dass ein

Luftaustausch noch moglich war.

Am folgenden Tag wurden die scFv-prisentierenden Phagen produziert, indem die
»phagemid“-tragenden Bakterien mit Phagen infiziert wurden. Dazu wurden pro
Bibliothek 10 ml frisches 2xTY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % Glucose
angesetzt. Dieses Medium wurde dann mit jeweils 200 ul der Vorkulturen angeimpft
und bei 37 °C und 250 rpm im Inkubationsschiittler inkubiert, bis eine ODgppnm von 0,4-
0,5 erreicht wurde, sodass sich die Bakterien fiir die darauf folgende Infektion mit dem
Hyper- bzw. Helferphagen in der logarithmischen Wachstumsphase befanden. Nur in
dieser Wachstumsphase konnen die Bakterien den F-Pilus ausbilden, iiber den die

Infektion mit den Phagen erfolgt.

Infektion mit dem Hyperphagen/Helferphagen:

Von beiden Kulturen wurden jeweils 5 ml abgenommen und mit 10 pl M13KO7
Hyperphage (1x10'> Phagen/ml) fiir die erste Selektionsrunde bzw. 100 pl Helferphage
(1x10"" Phagen/ml) fir die weiteren Selektionsrunden infiziert. Durch die oben
genannten Volumina ldsst sich ein Infektionsverhéltnis (,,multiplicity of infection® =
MOI) von einem Bakterium zu 20 Phagen erreichen (MOI=20). Das Zugeben der
Hyper- bzw. Helferphagen im Uberschuss sollte zur weiteren Erhdhung der
Infektionseffizienz beitragen. Die infizierte Kultur wurde nun fiir 30 min bei 37 °C
stationdr inkubiert. Daran anschliefend erfolgte eine weitere Inkubation von 30 min bei

37 °C jedoch bei 250 rpm. Das plll Hiillprotein des Phagen bindet wihrend der
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Inkubation an den F-Pilus des Bakteriums. Nach der Inkubation wurden jeweils 50 pl
der infizierten Bibliothek auf einer 2xTY-Platte, die 100 pg/ml Ampicillin und 50
pg/ml Kanamycin enthélt, ausplattiert. Da der Phagemid-Vektor eine Ampicillin-
Resistenz enthélt, der Phage jedoch gegen Kanamycin resistent ist, wachsen auf den
Platten nur Bakterien, die das Phagemid enthalten und vom Phagen infiziert wurden.
Bei erfolgreicher Infektion sollte diese Platte am Folgetag also dicht bewachsen sein.
Die restlichen 4,95 ml der Bibliothek wurden bei 4 °C und 4.500 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert und der Phagen-enthaltende Uberstand verworfen. Daraufhin wurde das
infizierte Bakterienpellet in 25 ml frischem 2xTY-Medium (100 pg/ml Amp, 50 pg/ml
Kan und 0,25 mM IPTG) resuspendiert und anschlieBend iiber Nacht bei 30 °C und 250
rpm inkubiert. Die Zugabe des IPTG als Lactose-Analogon ist nétig, um an den
Lactose-Repressor im Bakterium zu binden und so die Transkription der Gene des Lac-
Operon anzuschalten. Dadurch wird die Proteinexpression des scFv-plll
Fusionsproteins  induziert, welches bei der Herstellung neuer Phagenpartikel als
Schwanzprotein dienen soll. Um die Erzeugung von Proteineinschlusskdrperchen zu
verhindern und eine moglichst hohe Phagenkonzentration zu erhalten, fand dieser

Schritt bei einer Temperatur von 30 °C statt.

Sind die Infektionskontrollplatten am Folgetag dicht bewachsen, konnen die Phagen
von den Bakterien getrennt werden. Dazu wurde die Ubernachtkultur bei 4.500 g und 4
°C fiir 30 min zentrifugiert und der Phagen enthaltende Uberstand daraufhin in ein

neues Rohrchen uberfiihrt.

Fallung der Phagen:

Die Phagenpartikel wurden durch Zugabe von 5 ml eiskalter PEG/NaCl-Losung (20 %
PEG 6000, 2,5M NacCl) und einstiindiger Inkubation auf Eis gefillt. Wéhrenddessen
wurde die Suspension regelmidBig durchmischt. Das Phagen-Prizipitat wurde
anschlieBend 30 min bei 4 °C und 15.000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Nach kurzem Trocknen wurde das Phagenpellet in 200 ul PBS resuspendiert und in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefdal iiberfiihrt. Daran anschlieBend erfolgte eine erneute
Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 g fiir zwei Minuten. Der Uberstand wurde in ein
neues Gefal3 tiberfiihrt und bei 4 °C (bzw. -20 °C fiir Langzeitaufbewahrung) gelagert.
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Bestimmung des Input-Titers:

Die Phagensuspension wurde in PBS auf 1:10%, 1:10° und 1:10® verdiinnt und mit der
vierfachen Menge TGls versetzt. Die TGls wurden zuvor in 2xTY-Medium ohne
Zusitze bis zu einer ODgoonm von 0,4-0,5 inkubiert (37 °C, 250 rpm). Die Rohrchen der
Verdiinnungsreihe wurden 30 min stationér bei 37 °C inkubiert, danach weitere 30 min

bei 37 °C und 250 rpm.

Nach der Inkubation wurden 10 pl jeder Verdiinnung auf eine 2XTY amp/Glucose-Platte
(100 pl/ml Amp, 1 % Gluc) ausplattiert. Des Weiteren wurden zur
Kontaminationskontrolle der TG1s 50 pl von diesen auf einer 2xTY smp/kan-Platte (100
pl/ml Amp, 50 pl/ml Kan) ausplattiert. Diese Platte sollte am nichsten Tag leer sein.
Die Platten wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am Folgetag wurde die Kolonienanzahl auf den Verdiinnungsplatten gezihlt und der

Input-Titer nach folgender Formel berechnet:

Kolonienanzahl x 5

- [cfu
Titer [ = ”
ml Verdinnungsstufe x Volumen

4.2.2 Depletion und Selektion

Die Selektion der spezifisch bindenden Phagen erfolgt in drei Runden. In der ersten
Selektionsrunde war ein multivalentes Display von Vorteil, um aus der Vielfalt von
Antikorpern innerhalb der Bibliotheken einzelne Binder zu erfassen. Diese Multivalenz
lieB3 sich durch den Einsatz des Hyperphagen erreichen. Ab der zweiten Selektionsrunde
wurde das monovalente Display mithilfe des Helferphagen verwendet, um Binder mit

hoherer Affinitdt zu selektionieren [88].

Die bei diesem Schritt verwendeten FFPE-Schnitte wurden zuvor wie folgt hergestellt:
Die Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Biopsate wurden auf einem
Eisblock herunter gekiihlt und dann mit einem Mikrotom 2 pm diinne Schnitte erstellt,
welche auf Superfrost-Objekttrager gezogen wurden. Im Anschluss wurden die Schnitte

fiir 30 min bei 60 °C im Warmeschrank getrocknet.

Zur Durchfilhrung von Depletion und Selektion wurden pro Bibliothek 100 pl
Phagensuspension mit gleicher Menge 4 % MPBS fiir 2 h auf einem Rotator geblockt.
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Das Milchpulver soll wihrend des Blockens freie Bindungsstellen abséttigen und so

unspezifische Bindungen verhindern.

Um eine Kreuzreaktivitit gegen unspezifische Oberflichenmarker zu verhindern wurde
eine Depletion auf tumorfreiem Lungengewebe durchgefiihrt. Dazu wurden pro
Bibliothek je 4 Objekttrager (OT) verwendet. Die Objekttrager wurden dazu nach

folgendem Schema entparaffiniert:

1. OT fiir 10 min in ein Xylol-Bad stellen

Dann 3x in ein 100 % Ethanol-Bad eintauchen
Erneut 3x in frisches Ethanol-Bad eintauchen
Schritt 2 und 3 mit 96 % Ethanol-Bad wiederholen
OT in 70 % Ethanol-Bad eintauchen

AN O e

OT in aqua dest. spiilen

Die OT wurden um das Gewebe herum vorsichtig abgetrocknet und das Gewebe mit
einem Fettstift umkreist, damit die Phagensuspension préizise auf das Gewebe pipettiert
werden konnte. Zur Durchfithrung der Depletion wurden nun je 50 ul der geblockten
Phagen auf jeden OT gegeben und 1 h inkubiert. In dieser Zeit wurden pro Bibliothek 4
OT mit SCLC-Gewebe nach oben genanntem Schema entparaffiniert. Diese OT wurden
jedoch zusitzlich vorbehandelt, um mdogliche Antigene zu demaskieren. Dabei fanden
die Methoden ,,heat induced epitope retrival” (HIER) bzw. “proteolytic induced epitope
retrieval” (PIER) Verwendung.

Ein OT pro Bibliothek erhielt keine Vorbehandlung und blieb im Tris-Puffer stehen.
Jeweils ein OT wurde enzymatisch vorbehandelt. 150 pl des Enzyms E1 (Bond Enzyme
Pretreatment Kit, Leica Biosystems) wurden aufgetragen und bei 37 °C fiir 10 min im
Wiérmeschrank inkubiert. Ein weiterer OT wurde mit Citrat- bzw. EDTA-Puffer
vorbehandelt. Dazu wurden die Schnitte in ein Kunststoffgefdl mit den jeweiligen
Losungen gestellt und fiir 15 min bei 180 W in der Mikrowelle aufgekocht. Nach dem
Abkiihlen wurden diese Schnitte zusammen mit den Schnitten ohne und mit
enzymatischer Vorbehandlung 3 Mal in Tris-Puffer gespiilt und blieben bis zu ihrer
Verwendung im Puffer stehen. Auch bei diesen OT wurde das Gewebe vorsichtig mit

einem Fettstift umkreist.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die depletierten Phagen mithilfe einer Pipette
vorsichtig vom Depletions-Gewebe abgesaugt und auf das Selektions-Gewebe gegeben.

Nach 1 h Inkubationszeit wurden die OT nach folgendem Protokoll gewaschen:

1. Selektionsrunde 2. Selektionsrunde 3. Selektionsrunde
e 3x kurz in PBS tauchen |¢ 1x kurz in PBST e 10x kurz in PBST
e 2x fiir je 5 min in PBS tauchen tauchen
auf einem Schiittler bei |®  4x fiir je S min in PBST |e  5x fiir je 5 min in PBST
RT auf einem Schiittler bei auf einem Schiittler bei
e 3x kurz in PBS tauchen RT RT
e 2xfirje 5minin PBS | 1xkurzin PBST e 10x kurz in PBST
auf einem Schiittler bei tauchen tauchen
RT e 4x fiir je Smin in PBST |e  5x fiir je 5 min in PBST
auf einem Schiittler bei auf einem Schiittler bei
RT RT

Zur Elution der spezifisch gebundenen Phagen wurden 50 ul TEA-Puffer (pH 12,2) fiir
10 min auf jedes Gewebe gegeben. AnschlieBend wurden die eluierten Phagen von allen
vier OT einer Bibliothek zusammen in ein Reaktionsgefdll gegeben und mit gleicher
Menge (£ 200 pl) Tris HCI versetzt und auf Eis gestellt. Aus dieser Suspension konnte
nun, analog zur Bestimmung des Input-Titers, eine Verdiinnungsreihe zur Bestimmung

des Output-Titers ausplattiert werden.

Auf jedes Selektionsgewebe wurden 50 ul TGls gegeben. Die TGls wurden zuvor in
2xTY-Medium ohne Zusitze bis zu einer ODgoonm von 0,4-0,5 inkubiert (37 °C, 250
rpm). Danach wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Parallel dazu wurden die 400 pl
Phageneluat zu weiteren 15 ml der TG1s gegeben und ebenfalls fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die TG1s von den OT abgesaugt und
zu den anderen TGls gegeben. Diese Suspension wurde dann 5 min bei 4.500 g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach resuspendieren in 200 pl 2xTY
Medium wurden die Bakterien auf einer groen 2XTY ampGiuc-Agarplatte (100 pl/ml
Amp, 1 % Gluc) pro Bibliothek ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurden die Kolonien dieser Platten mit 1,5 ml
2XTY Giycerolamp/Glue-Medium (15 % Glycerol, 100 pg/ml Amp, 1 % Gluc) abgeschabt
und in ein Kryoréhrchen pipettiert, welches zunichst bei -20 °C eingefroren und dann

bei -80 °C gelagert wurde.
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Berechnung des Output-Titers:

Am Folgetag wurde die Kolonienanzahl auf den Verdiinnungsplatten gezihlt und der

Titer nach folgender Formel berechnet:

Kolonienanzahl x 5

cfu
Titer [ ! = -
ml Verdiinnungsstufe x Volumen

4.2.3 Analyse der Anreicherung spezifischer scFv-Phagen im Durchflusszytometer

Um die Anreicherung SCLC-spezifischer Phagen-Antikdrper zu iiberpriifen, wurde die
Bindeaktivitit der gewonnen Selektionsfraktionen auf der SCLC-Zelllinie NCI-H82
getestet. Dazu wurden zunédchst Phagen der einzelnen Selektionsrunden und der
Original-Bibliotheken hergestellt (s. S. 40). Nach der Herstellung wurde von allen
Phagen-Suspensionen der Input-Titer bestimmt. Um nun vergleichbare Ergebnisse bei
der Messung der Bindungsaktivitit zu erhalten, wurden die Phagentiter einheitlich
eingestellt. Hierbei wurde sich an dem geringsten Input-Titer orientiert und die
Konzentration der weiteren Suspensionen entsprechend in PBS verdiinnt. AuBlerdem
wurden 2-5-10° Zellen abgenommen und 5 min bei 600 g abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1 ml PBS aufgenommen und erneut 5 min bei 600 g abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet in einem 1,5 ml Gefa in 100 pl 2 % MPBS
aufgenommen und eine Stunde bei RT auf einem Rotator geblockt. Parallel dazu
wurden 50 pl Phagen jeder Selektionsrunde mit 50 pl 4 % MPBS ebenfalls 60 min
geblockt. AnschlieBend wurden die geblockten Phagen-Antikérper zu den Zellen
gegeben, kurz gemischt und eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Danach wurde zum
Waschen 1 ml PBS (mit 0,2 % BSA und 0,1 % Natriumazid) zugegeben und 5 min bei
800 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen erneut gewaschen und
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl 2 % MPBS aufgenommen. Danach wurde 1 pl
des 1:100 in PBS verdiinnten mouse anti M13 Antikorpers zugegeben und 30 min bei 4
°C inkubiert, bevor erneut zwei Mal gewaschen und zentrifugiert wurde. Zu dem in 100
ul 2 % MPBS aufgenommenen Pellet wurden 2 pl fluoreszenzmarkierter
Sekundérantikorper (goat anti mouse FITC Antikorper) gegeben. Es schlossen sich eine
30-miniitige Inkubation bei 4 °C und ein erneutes Waschen und Zentrifugieren an,

bevor das Pellet zur langerfristigen Fixation in 500 pl 1% Paraformaldehydldsung
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aufgenommen wurde und im Durchflusszytometer gemessen werden konnte. Durch den
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorper konnte die Bindung der Phagen-Antikorper
an den NCI-H82 Zellen nachgewiesen und somit die unterschiedliche Bindeaktivitét der

einzelnen Selektionsrunden verglichen werden.

4.2.4 Herstellung der Masterplatten und monoklonaler ELISA

Um aus dem polyklonalen Phagen-Antikorper-Gemisch einzelne Klone auf ihre
Spezifitit testen zu konnen, mussten diese vereinzelt werden. Dazu wurden zunéchst
gefrorene Bakterien der 3. Selektionsrunde beider Bibliotheken abgekratzt und in 5 ml
2xTY-Medium (100 pg/ml Amp, 1 % Gluc) iiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm
inkubiert. Am Folgetag wurden je neun 2XTY amp/Giuc-Agarplatten (100 pg/ml Amp, 1 %
Gluc) gegossen und eine Verdiinnungsreihe der Ubernachtkultur (10, 10 und 10®)
erstellt. Von jeder Verdiinnungsstufe wurden je 10 ul Bakteriensuspension auf drei
Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden vier
96-Well-Platten pro Bibliothek mit 250 pl 2xTY-Medium (100 pg/ml Amp, 1 % Gluc)
pro Well gefiillt. Von den Agarplatten wurden nun mit autoklavierten Zahnstochern
einzelne Klone gepickt und in die Rethen 1-11 der Platten {iberfiihrt. Diese
Masterplatten wurden {iber Nacht inkubiert. Zur Lagerung bei -80 °C wurde in jedes
Well 45 ul 100 % Glycerol pipettiert.

Monoklonaler ELISA:

Zur Uberpriifung der spezifischen Bindeaktivitit der vereinzelten Klone wurde ein
monoklonaler ELISA durchgefiihrt. In eine 96-Well-Platte wurde pro Well 150 pl
2xTY-Medium (100 pg/ml Amp, 1 % Gluc) gegeben. Zur Infektion dieser Arbeitsplatte
wurden mit einem Impfstempel Bakterien der Masterplatte abgekratzt. Nach ca. 2-
stiindiger Inkubation bei 37 °C und 250 rpm sollten die Bakterien eine ODgyy von 0,4-
0,5 erreicht haben. Dann wurden 30 pl des 1:100 in PBS verdiinnten Hyperphagen-
Stocks in jedes Well gegeben und fiir 30 min stationér bei 37 °C und weitere 30 min bei
250 rpm inkubiert. Nach Zentrifugation bei 1.800 g und 4 °C fiir 10 min wurden die
Uberstinde verworfen und die Pellets in je 200 pl 2xTY-Medium (100 pg/ml Amp, 50
png/ml Kan, 0,25mM IPTG) resuspendiert. Die Arbeitsplatte wurde darauthin abgedeckt
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bei 30 °C und 250 rpm {iiber Nacht inkubiert. Des Weiteren wurden Membranfragmente
auf einer Immuno-Mikrotiterplatte immobilisiert. Dazu wurden die Membranfragmente
der zu untersuchenden Zelllinie (in diesem Fall NCI-H82) 1:10 in PBS verdiinnt und
dann 100 pl in jedes Well gegeben. Diese Platte wurde nun bei 4 °C ebenfalls iiber
Nacht inkubiert. Zusdtzlich wurden zwei Wells mit dem Antigen CD30 gecoatet. Diese

Wells dienten spéter als Positivkontrolle.

Am folgenden Tag wurde die Arbeitsplatte bei 1.800 g und 4 °C fiir 10 min
zentrifugiert. 70 ul des Phageniiberstandes wurden gemeinsam mit 70 pl 4 % MPBS in
jedes Well einer neuen 96-Well-Platte gegeben und fiir 2 Stunden bei 250 rpm
inkubiert. Die Immuno-Mikrotiterplatte wurde wihrenddessen 3 Mal mit PBS
gewaschen. Danach wurden die antigenbeschichteten Wells mit 200 pl 2 % MPBS
gefiillt und ebenfalls 2 Stunden bei 250 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde die
Immuno-Mikrotiterplatte erneut 3 Mal gewaschen und je 100 ul der geblockten Phagen
in die antigenbeschichteten Wells gefiillt. Dabei wurde fiir die Positivkontrollen der Ki-
4-Phage verwendet, der CD30-spezifisch ist [96]. Nach einer weiteren einstiindigen
Inkubation bei 250 rpm wurde die Platte erneut 3 Mal gewaschen und mit 100 pl M13-
Antikorper mit HRP pro Well befiillt. Der Antikérper wurde zuvor 1:5.000 in 2 %
MPBS verdiinnt. Es folgten eine weitere einstiindige Inkubation und ein erneutes 3-
maliges Waschen, bevor 100 pl TMB in jedes Well gegeben wurde. Die Platte wurde
nun abgedeckt bei 250 rpm geschiittelt. Sobald sich eine deutliche Blaufdrbung der
Wells zeigte (nach 5 — 7 min), wurde die Reaktion mit 100 pul 2 M Schwefelsdure pro
Well abgestoppt und die ELISA-Messung bei 450 nm (Referenzwellenldnge: 690 nm)
durchgefiihrt.

Nach Auswertung des monoklonalen ELISA wurde eine Kompressionsplatte erstellt.
Dazu wurden die zwolf starksten, vier mittelstarke und 2 schwéichere Binder aller
Masterplatten von Bibliothek J ausgewdhlt und in eine gemeinsame 96-Well-Platte
iiberfiihrt. Dazu wurden im Vorfeld 200 pl 2xTY- Medium (100 pg/ml Amp, 1 % Gluc)
pro Well vorgelegt. Mit dieser Kompressionsplatte wurde der monoklonale ELISA
dann zur Bestitigung der Ergebnisse wiederholt. In diesem Falle wurde die Immuno-
Mikrotiterplatte zur Kontrolle von unspezifischen Bindungen allerdings zusitzlich zu

NCI-H82 auch mit Membranfragmenten (MF) von PBMC*s und mit BSA beschichtet
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(gecoatet). Die MF wurden auch hier 1:10 verdiinnt eingesetzt. Das BSA wurde in einer

Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt.

4.2.5 Plasmid Mini Priparation

Von den Bindern der Kompressionsplatte wurde dann aus den entsprechenden Wells der
Masterplatte mithilfe einer Pipettenspitze ein wenig abgekratzt und in je 5 ml 2xTY-
Medium (100 pg/ml Amp, 1 % Gluc) gegeben. Die Bakteriensuspension wurde iiber
Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, bevor die Plasmid Mini Praparation nach dem
Protokoll des QIAGEN® Plasmid Mini Kit durchgefiihrt wurde. Das getrocknete
Plasmid wurde abschlieBend in 50 pl aqua dest. aufgenommen. Nach Messung des

DNA-Gehaltes wurde die Suspension bei -20 °C gelagert.

4.2.6 Nachweis von scFv Sequenzen in den Plasmiden der Einzelklone

Im Folgenden wurde mithilfe eines Restriktionsverdaus iiberpriift, ob alle Plasmide das
richtige Insert tragen. Dazu wurde jeweils das Volumen der Plasmid Mini Priparationen
verwendet, welches 250 ng DNA entsprach und mit 2,5 pl 10x BSA, 2,5 pl 10x
NEBuffer 4, sowie 1 pl des Restriktionsenzyms Notl in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal3
gegeben. Das Volumen wurde mit aqua dest. auf 24 pl aufgefiillt. Nach einer
einstiindigen Inkubation bei 37 °C wurde dann jeweils 1 pl des Restriktionsenzyms Sfil
zugegeben und fiir eine weitere Stunde bei 50 °C inkubiert. Die Temperaturen
entsprachen dabei dem Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms. Nach der
Inkubation wurden die Restriktionsprodukte fiir 20 min auf 65 °C erhitzt, um die

Restriktionsenzyme zu inaktivieren und dann auf ein Agarosegel gegeben.

Zum Gielen des Gels wurden 80 ml 1x TAE-Puffer mit 1,5 % Agarose in der
Mikrowelle aufgekocht und dann mit 5 pl einer einprozentigen Ethidiumbromidldsung
versetzt. Nach Aushérten des Gels konnte dieses in die Elektrophoresekammer gesetzt
werden, die ebenfalls mit TAE-Puffer befiillt wurde. Danach konnten die Taschen mit
den Restriktionsprodukten und einem Molekulargewichtsmarker als Standard beladen
werden. Um die Restriktionsfragmente nun nach ihrer Grofle aufzutrennen, wurde fiir

40 min eine Spannung von 100 V angelegt. Die DNA-Banden wurden anschlieend
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unter einem UV-Licht bei einer Wellenldnge von 302 nm visualisiert. Dadurch konnten
die Restriktionsfragmentgrolen im Vergleich zum aufgetragenen Standard ermittelt

werden.

4.2.7 Sequenzierung und ortsgerichtete Mutagenese

Im Folgenden wurden die Plasmide sequenziert, um die DNA-Sequenz der Antikorper
zu erhalten. Hierbei konnte zusétzlich iiberpriift werden, ob die DNA-Sequenzen Amber
Stopp-Codons (TAG) enthalten, welche sich bei der Tomlinson Bibliothek héufig
finden lassen. Der bisher verwendete TG1-Bakterienstamm ist in der Lage bei der
Translation des Stopp-Codons anstelle einer Termination die Aminosdure Glutamat
einzufiigen. Diese Eigenschaft haben die spiter verwendeten Produktionszellen nicht.

Daher mussten mogliche Stopp-Codons identifiziert und entfernt werden.

Sequenzierungs-PCR und Aufreinigung der Produkte:

Zur Vervielfiltigung der DNA wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

durchgefiihrt. Dafiir wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

2 ul 5x BigDye Puffer

1 ul BigDye Mix 3.1

4,5 pl aqua dest.

1,5 ul Primer pHEN bzw. LMB3 (100 pmol/ul)

Und 1 pul | des jeweiligen Templates (Plasmid Mini Priparation)

Fiir jedes zu untersuchende Plasmid wurde dieser Reaktionsansatz zwei Mal vorbereitet,
dabei wurde je einmal der 3‘-Primer und einmal der 5°-Primer verwendet. Im

Thermocycler wurde folgendes Programm eingestellt:

1 min 96 °C
Denaturierung: 10596 °C
Primerhybridisierung: 5550 °C
Elongation: 75 5 60 °C } 25 Zyklen
4°C

Sequenzierung:

Die PCR-Produkte wurden im Anschluss fiir die Sequenzierung aufgereinigt. Die

Aufreinigung wurde wie in der Gebrauchsanweisung des DyeEx® 2.0 Spin Kit
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beschrieben durchgefiihrt. Die eigentliche Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-
Methode nach Sanger. Hierfiir wurden 10 ul der aufgereinigten Proben zusammen mit
10 pl Formamid in eine MicroAmp Optical 96-Well Reaction Platte und anschlieend
in den Sequenzer gegeben. Mithilfe der Sequenzierung konnten nicht nur die Stopp-
Codons ermittelt werden, sondern auch wie viele verschiedene Binder auf der

Kompressionsplatte zu finden waren.
Ortsgerichtete Mutagenese:

Um die Stopp-Codons zu entfernen wurde eine Substitution des Amber Stopp-Codon zu
Glutamin (TAG zu CAG) mit Hilfe einer ortsgerichteten Mutagenese durchgefiihrt.
Dafiir war es zunéchst erforderlich spezifische Primer fiir die zu mutierenden Stellen zu
designen. Die Léinge der Primer sollte dabei ca. 18 Basen vor und nach der zu
mutierenden Stelle betragen und auflerdem an den Enden eine Guanin- oder Cytosin-
Nukleinbase enthalten. Der 3°‘-Primer wurde dabei reverse komplementir zum 5°-

Primer designed.

Die Primer wurden vor der Mutagenese nach Herstellerangaben mit TE-Puffer
verdiinnt, sodass die Ausgangskonzentration 100 pmol/ul betrug. Dann wurden alle
Primer erneut 1:10 in aqua dest. verdiinnt. AnschlieBend wurde fiir jedes Plasmid

folgender PCR-Ansatz hergestellt:

Sul 10x Puffer

0,5 ul dNTP’s

1 ul 5’-Primer (flir das jeweilige Template)
1 pl 3’-Primer (fiir das jeweilige Template)
1 pul Pfu Pol.

50 ng Template (Plasmid Mini Prédparation)
Ad 50 ul | Aqua dest.

Im Thermocycler wurde dann folgendes PCR-Programm eingestellt:

1 min 95 °C
Denaturierung: 1 min 95 °C
Primerhybridisierung: 1 min 55 °C
Elongation: 5 min 72 °C } 12 Zyklen
5min 72 °C
4°C

50



Methoden

Die Elongationszeit ist abhdngig von der GroBe des Plasmids. Die Polymerase

amplifiziert ca. 500 Basen in 30 s.

Nach der PCR-Amplifikation wurde 1 pl des Restriktionsenzyms Dpnl in jedes PCR-
Gefdll gegeben und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Das Restriktionsenzym Dpnl
schneidet die Basenfolge GATC, jedoch nur bei Methylierung des Adenins. Die meisten
Bakterienstimme enthalten das dam-Methylierungssystem, sodass die nicht-mutierten
Ausgangsplasmide aus methylierter DNA bestehen und somit bei diesem Verdau
abgebaut werden. Unmethylierte DNA, wie das PCR-Produkt, kann allerdings nicht
verdaut werden. So kann sichergestellt werden, dass nach der Mutagenese nur noch die
mutierte DNA vorliegt. Die mutierte Plasmid-DNA ist in ihrer Ringstruktur jeweils am
3°-Ende des Primers unterbrochen. Durch Transformation in kompetente Bakterien
konnten die DNA-Strange geschlossen und nach Vervielféltigung der Zellen, intakte
DNA des mutierten Plasmids gewonnen werden [97]. Fiir die Transformation wurden 5

pl des Restriktionsproduktes eingesetzt.

4.2.8 Hitzeschocktransformation in kompetente Bakterien und Kolonie-PCR

Zur Vervielfdltigung des Plasmids wurde dieses in E.coli-Bakterien der Linie K12
ER2925 transformiert. Zu den 50 pl aufgetauten kompetenten Bakterien wurden 5 pl
des Plasmids gegeben. Das Plasmid sollte dabei eine Konzentration von 1-100 ng/pl
haben und wurde zuvor in aqua dest. entsprechend verdiinnt. Diese Suspension wurde
dann 30 min auf Eis inkubiert und anschliefend fiir genau 30 s in ein 42 °C warmes
Wasserbad gegeben. Daran schloss sich erneut eine Inkubation auf Eis an. Nach fiinf
Minuten wurden 950 pl SOC-Medium zugegeben und die Suspension eine Stunde bei
37 °C und 250 rpm inkubiert, bevor die Bakterien fiinf min bei 1.900 g zentrifugiert
wurden. Das Pellet wurde in 100 pl 2xTY-Medium aufgenommen. 50 ul davon wurden
auf einer 2xTY amp-Agarplatte (100 ng/ml Amp) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Zur Uberpriifung der Mutagenese wurde eine Kolonie-PCR und anschlieBende

Sequenzierung durchgefiihrt. Dafiir wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:
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10X Puffer Sul
MgCl 3ul
dNTP’s 0,5 ul

Primer pHEN 1 ul

Primer LMB3 1 pl

Taq Polymerase | 0,25 ul

Aqua dest. 38,25 ul

Von den Agarplatten wurde dann mit einer Pipettenspitze eine einzelne Kolonie
abgenommen und kurz in das PCR-Gefa3 getaucht. Die Spitze wurde dann bis zur
Auswertung der Kolonie-PCR in ein 50 ml-Gefd3 mit 5 ml 2xTY-Medium (100 pg/ml
Amp) gegeben. Insgesamt wurden auf diese Weise von jedem mutierten Plasmid drei

Klone analysiert. Dazu wurde folgendes PCR-Programm durchlaufen:

10 min 95 °C
Denaturierung: 30595 °C
Primerhybridisierung: 30 s 55 °C
Elongation: 45s72°C } 30 Zyklen
10 min 72 °C
4°C

Zur Uberpriifung der Kolonie-PCR wurden jeweils 12,5 pl der PCR Produkte mit 2,5 pl
6x Ladepuffer auf ein Agarosegel aufgetragen (Giellen des Gels s. S.48). Das Gel wurde
fiir 30 min bei 135 V in die Elektrophoresekammer gestellt. Danach konnten die DNA-

Banden unter UV-Licht visualisiert werden.

Nach Auswertung des Gels wurden von jedem Plasmid die Klone ausgewihlt, bei
denen die Kolonie-PCR erfolgreich war. Von diesen wurden dann auch die
Suspensionen in den 50 ml-Geféllen iiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Die
zugehorigen PCR-Produkte wurden wihrenddessen fiir eine Sequenzierung vorbereitet.
Durch die Sequenzierung wurde die ortsgerichtete Mutagenese iiberpriift. Dazu wurden
die PCR-Produkte zunichst nach dem QIAquick PCR Purification Kit Protokoll
aufgereinigt. Diese aufgereinigten PCR-Produkte wurden dann als Template fiir die
daran anschliefende Sequenzierungs-PCR verwendet. Die Sequenzierungs-PCR, die
Aufreinigung der Sequenzierungs-PCR-Produkte und die eigentliche Sequenzierung

wurden dabei wie unter 4.2.7 auf S. 49 beschrieben durchgefiihrt.
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4.2.9 Gelextraktion, Umklonierung in den Vektor pMS2 und

Hitzeschocktransformation in XL1-Blue

Fir die Produktion in eukaryontischen Zellen war eine Umklonierung in den
Expressionsvektor pMS2 nétig. Dieser Expressionsvektor wurde fiir die High-Level-
Expression und Selektion in eukaryontischen Zellen entwickelt. Er enthdlt das f3-
Lactamase-kodierende Gen, was eine bakterielle Selektion unter dem f3-Lactam-
Antibiotikum Ampicillin erméglicht. Des Weiteren enthélt der Vektor einen Maus-Fc-
Teil, mit dem aus den scFv scFv-Fc Fusionsproteine erstellt werden konnen. Die
Fusionsproteine werden durch die Ig-k-Signalsequenz in den Uberstand sezerniert, aus
dem sie mit Hilfe des C-terminalen myc-tag oder des sechsfachen Histidin-Tags
detektiert und aufgereinigt werden konnen [98]. Eine interne ribosomale Eintrittsstelle
vermittelt zudem die Kotranslation von verstirktem (,enhanced”) griin-
fluoreszierendem Protein (¢GFP), um hierdurch die Tansfektionseffizienz iiberpriifen zu

konnen [99].

Nachdem die Ergebnisse der Sequenzierung vorlagen, wurde von jedem Plasmid eine
Probe ausgewihlt, bei der die ortsgerichtete Mutagenese erfolgreich war. Mit der
zugehorigen Ubernachtkultur wurde dann eine Plasmid Mini Priparation nach dem
Protokoll des QIAGEN® Plasmid Mini Kit durchgefiihrt. Das getrocknete Plasmid
wurde abschlieBend in 50 pl aqua dest. aufgenommen. Nach photometrischer Messung

des DNA-Gehaltes am Nanodrop wurde das Plasmid bei -20 °C gelagert.

Die Plasmide wurden im Folgenden mit den Restriktionsenzymen Notl und Sfil verdaut
wie auf S. 48 beschrieben. Hierfir wurde 1 pg Plasmid eingesetzt. Die
Restriktionsprodukte wurden nach der Hitzeinaktivierung auf ein Gel aufgetragen (100
ml TAE-Puffer mit 1,5 % Agarose und 5 pl Ethidiumbromid; s. a. S. 48). Das Gel kam
fiir 40 min bei 100 V in die Elektrophoresekammer. Aus dem Gel wurden dann die
Bande des jeweiligen scFv Antikorpers (733 bp) ausgeschnitten und nach dem JetQuick
Gel Extraction Kit Protokoll aufgereinigt. Im Anschluss wurde der DNA-Gehalt

bestimmt.

Vor der Umklonierung in den pMS2-Vektor musste dieser ebenfalls einem
Restriktionsverdau unterzogen werden. Bei diesem Verdau sollte der enthaltene

Platzhalter (Stuffer) entfernt werden. Dazu wurde 1 pg Vektor mit 2,5 pl 10x BSA, 2,5
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ul 10x NEBPuffer 4, sowie 1 ul des Restriktionsenzyms Notl in ein 1,5-ml-Gefal3
gegeben. Das Volumen wurde dann mit aqua dest. auf 24 pl aufgefiillt. Nach einer
einstiindigen Inkubation bei 37 °C wurde dann 1 pl des Restriktionsenzyms Sfil
zugegeben und fiir eine weitere Stunde bei 50 °C inkubiert. Vor dem Verdau ist der
Vektor 7864 bp lang, nach Entfernung des Platzhalters betridgt die Lange noch 7488 bp.
Zu den 25 pl des Restriktionsverdaus wurden dann 2,75 pl Antartic Phosphatase 10x-
Puffer und 5 Units Antarctic Phosphatase gegeben. Wiéhrend der folgenden
einstlindigen Inkubation konnte die Antarctic Phosphatase das Phosphat am 5°-Ende des
geschnittenen Vektors entfernen, wodurch ein Religieren des Vektors verhindert werden
sollte. Um die Antarctic Phosphatase und das Restriktionsenzym Notl (fiir Sfil nicht
notig) zu inaktivieren, wurde der Reaktionsansatz im Folgenden fiir 20 min auf 65 °C

erhitzt.

Dieses Restriktionsprodukt wurden nach der Hitzeinaktivierung ebenfalls auf ein Gel
aufgetragen (100 ml TAE-Puffer mit 1,5 % Agarose und 5 pl Ethidiumbromid; s. a.
S.49). Das Gel kam fiir 40 min bei 100 V in die Elektrophoresekammer. Aus dem Gel
wurde dann die Bande des pMS2-Vektors (7488 bp) ausgeschnitten und nach dem
JetQuick Gel Extraction Kit Protokoll aufgereinigt. Im Anschluss wurde der DNA-
Gehalt bestimmt, der in diesem Fall 58,5 ng/ul betrug. Davon sollten 50 ng (£ 0,86 pl)
eingesetzt werden. Damit Insert und Vektor in ein molares Verhéltnis von 10:1 gebracht
werden konnten, wurde folgende Formel verwendet, um zu errechnen welche Menge

des Inserts eingesetzt werden musste:

10 X DNA — Menge(Vektor) [ng] X Lénge(lnsert) [bp]
Lénge(Vektor) [bp]

DNA — Menge(]nsert) [Tlg] =

Daraus ergab sich, dass die eingesetzte DNA-Menge des Inserts hier 49 ng betragen
musste. Somit wurden fiir jeden Ligationsansatz 0,86 ul Vektor und 49 ng des
aufgereinigten Inserts verwendet, die mit der entsprechenden Menge aqua dest. auf 17
ul aufgefiillt wurden. Die Suspension wurde fiir 10 min auf Eis gestellt ehe 2 pl Ligase
Puffer und 1 pl T4-DNA-Ligase dazu gegeben wurden. Im folgenden wurde fiir 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dann die Ligase 10 min bei 65 °C

hitzeinaktiviert.
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Im weiteren Verlauf sollten HEK-Zellen mit dem Vektor transfiziert werden. Fiir diesen
Schritt wurde das Plasmid zuvor in E.coli XLI1-Blue vervielfiltigt. Fir die
Hitzeschocktransformation wurden jeweils 50 pul XL1-Blue auf Eis aufgetaut und mit
0,9 pul 3-Mercaptoethanol fiir 10 min, ebenfalls auf Eis, inkubiert. Danach wurden 2 pl
des Ligationsproduktes (£ 5 ng Vektor) zugesetzt und fiir weitere 30 min auf Eis
inkubiert. Fiir die eigentliche Transformation wurden die Suspensionen fiir 45 s in ein
42 °C warmes Wasserbad und anschlieBend sofort wieder fiir 2 min auf Eis gestellt.
Nun wurden 950 ul SOC-Medium zugegeben und eine Stunde bei 37 °C und 250 rpm
inkubiert, bevor die Bakterien 5 min bei 1.900 g abzentrifugiert wurden. Das Pellet
wurde dann in 100 pl 2xTY-Medium resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 50
ul direkt auf einer 2xTY amp-Agarplatte (100 pg/ml Amp) ausplattiert. Auf einer zweiten
Platte wurden 50 pl der 1:10 verdiinnten Suspension ausplattiert. Die Platten wurden

tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden von den Agarplatten Klone gepickt und eine Kolonie-PCR
sowie eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dies geschah wie unter 4.2.8 (s. S. 51)
beschrieben, mit dem Unterschied, dass die Elongationszeit hier auf 2 min eingestellt
wurde. Die Elongationszeit wurde hier verldngert, da das zu amplifizierende DNA-
Stiick zwischen den Primern pMS2 3¢ und 5°, also das Fusionsprotein aus scFv-
Fragmenten mit Maus-Fc-Teil, eine Liange von 1715 bp besal. Auch hier wurden von
den Klonen der Kolonie-PCR zusitzlich Ubernacht-Kulturen angelegt mit denen am
folgenden Tag Plasmid Mini Préparationen durchgefiihrt werden konnten (s. S. 48). Um
nun zu iberpriifen, ob die Plasmide das richtige Insert enthielten, musste diese

nochmals sequenziert werden (s. S. 49).

4.2.10 Transfektion in HEK-Zellen

Mit den Plasmiden, die das richtige Insert enthielten, konnte dann die Transfektion in
eukaryontische HEK-Zellen erfolgen. Am Tag vor der Transfektion wurden die HEK-
Zellen in einer 24-Well-Platte ausplattiert. Dazu wurden je zwei Wells pro Plasmid mit
jeweils 50.000 HEK-Zellen in 1,5 ml Medium befiillt. Da der Vektor ein verstirktes
griin-fluoreszierendes Protein (,,enhanced green fluorescence protein®, eGFP) enthilt,

konnte anhand des Fluoreszenzsignals die Transfektionseffizienz iiberpriift werden.
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Zusdtzlich wurden zwei weitere Wells befiillt, die bei der spiateren Messung als
Hintergrundkontrolle dienten und nicht transfiziert wurden. Am Tag der Transfektion
wurde das Medium zunéchst abgenommen und die Wells direkt mit 500 pul neuem
Medium aufgefiillt. Nun wurde fiir jedes Well der Transfektionsmix vorbereitet,
bestehend aus 400 ng DNA und der 2,5-fachen Menge an FuGene, der dann mit RPMI
auf 100 pl aufgefiillt wurde. Nach 15-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Transfektionsmix tropfchenweise auf dem jeweiligen Well verteilt und vorsichtig
geschwenkt. Wihrend der Inkubation bei 37 °C wurden die Fusionsproteine von den
Zellen produziert und durch die Ig-k-Signalsequenz des pMS2-Vektors in den
Uberstand sezerniert. Nach 2 Tagen konnte der erste Antikorper-enthaltende Uberstand
abgenommen werden. Um diesen von mdglichen Zellresten zu befreien wurde der
Uberstand 5 min bei 4.500 g abzentrifugiert. In die Wells wurde wihrenddessen 500 pl
neues Kulturmedium gegeben. Nach einem weiteren Tag konnte erneut Antikorper-

enthaltender Uberstand abgenommen und abzentrifugiert werden.

AnschlieBend  wurde  die  Transfektionseffizienz ~ der = HEK-Zellen im
Durchflusszytometer getestet. Dadurch konnte festgestellt werden, wie viele der HEK-
Zellen den pMS2-Vektor durch die Lipofektion aufgenommen hatten. Je hoher die
Aufnahme ist, desto mehr Antikorper konnen produziert werden. Die Zellen, die das
Plasmid aufgenommen hatten, fluoreszierten griin, da der Vektor auch das griin
fluoreszierende Protein enthdlt, welches dann von den Zellen exprimiert wird. Im
Vergleich mit nicht-transfizierten Zellen konnte so die Effizienz der Transfektion

bestimmt werden.

4.2.11 Testung der produzierten Antikorper

Die Produktion der Antikorper in den HEK Zellen wurde mittels SDS-Gel mit
anschlieBender Coomassie-Fiarbung und im Western Blot iiberpriift. Anschlieend
wurde die Bindeaktivitit der Antikdrper im ELISA auf immobilisierten
Membranfragmenten und im Durchflusszytometer auf vitalen Zellen untersucht. Da es
sich bei den hergestellten Antikorpern um scFv Maus-Fc Fusionsproteine handelte,
erfolgte der Nachweise der Antikorper im Durchflusszytometer, ELISA und Western

Blot jeweils mit einem anti-Maus-Antikdrper.
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Western Blot und Coomassie-Farbung:

Fir die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben in gleichem Verhiltnis mit 2x
Sample-Puffer gemischt und 10 min bei 70 °C inkubiert. Nachdem das Gel in die
Kammer gesetzt wurde, wurde diese mit Laufpuffer gefiillt und der Kamm entfernt.

Dann wurden die Taschen des Gels wie folgt beladen:

Die linke Hilfte des Gels wurde fiir den Western Blot verwendet:
4 ul Color Marker | je 10 pul der Proben | 3 ul Magic Marker

Der Magic Marker wurde zuvor 1:5 in Sample-Puffer verdiinnt. Dieser Marker ist nur
auf dem entwickelten Rontgenfilm zu sehen, da an diesen ebenfalls der Sekundér-

Antikorper bindet.

Die zweite Hélfte des Gels wurde fiir die Coomassie-Farbung eingesetzt:

4 ul Color Marker | je 10 pl der Proben | Positiv-Kontrolle

Die Laufkammer wurde an den Stromgenerator angeschlossen und bei 200 V 55 min
laufen lassen. Danach wurde das Gel in der Mitte durchgeschnitten und mit beiden

Hilften getrennt weiter gearbeitet.

Das Gel fiir den Western Blot wurde in die vorbereitete Blotting-Kassette gegeben.
Zuvor wurde die Membran mit Methanol aktiviert. Die Kassette wurde dann in die
Blotting-Apparatur gesetzt, die mit Blotting-Puffer aufgefiillt wurde. AuBBerdem wurde
die Apparatur von innen und auflen mit Eis gekiihlt. AnschlieBend wurde die Apparatur

mit dem Stromgenerator verbunden und fiir 45 min bei 100 V laufen lassen.

Fiir den spezifischen Nachweis der scFv-Fc Fusionsproteine wurde die Membran dann
in TBST fiir 2 min auf einem Schiittler gespiilt und danach fiir 1 h in Blocking-Ldsung
auf den Schiittler gestellt. Dann wurde die Membran zum Sekundér-Antikorper
(Rabbit-anti-mouse HRP) gegeben, der zuvor in 15 ml Blocking-Losung 1:5.000
verdliinnt wurde. Nach einer einstliindigen Inkubation bei 4 °C auf einem Schiittler
wurde die Membran dann 5 Mal fiir 5 min in TBST auf dem Schiittler gewaschen.
Wihrenddessen wurden die Farbstoffe fiir die Chemilumineszenz gemischt. Dazu
wurden 500 pl Losung A und 500 pl Losung B zusammengegeben. Die Membran

wurde in die Entwicklerkassette gelegt und der Farbstoff dariiber gegeben. In einem
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abgedunkelten Raum wurde der Film dann entsprechend der Signalstirke aufgelegt und

danach nacheinander in ein Entwickler-, Fixierer- und Wasserbad eingetaucht.
Coomassie-Farbung:

Die zweite Hélfte des Gels aus der SDS-Gelelektrophorese wurde 3 Mal fiir 5 min auf
dem Schiittler in aq. dest. gewaschen. Wahrenddessen wurde eine Arbeitslosung aus 18
ml ProtoBlue Safe und 2 ml 100 % Ethanol hergestellt. Diese Losung wurde dann zum
Gel gegeben und fir 4-5 h auf einem Schiittler fiarben lassen. Das Gel wurde
abschlieBend mit aqua dest. auf dem Schiittler gewaschen, um die Hintergrundfarbung

Zu minimieren.

Durchflusszytometer:

Im Durchflusszytometer wurde die spezifische Bindung der scFv-Maus-Fc-
Fusionsproteine getestet. Dazu wurden von den zu testenden Zelllinien (NCI-H82, NCI-
H69, DMS 273) und PBMC-Zellen jeweils ca. 0,2-0,5x10° Zellen abgenommen, in
Waschpuffer (PBS mit 0,2 % BSA, 0,1 % Azid) gewaschen und dann 5 min bei 500 g
pelletiert. Die Pellets wurden dann in 100 pl scFv-Fc Fusionsprotein-enthaltenden
Zellkulturiiberstand der transfizierten HEK-Zellen resuspendiert und 30 min bei 4 °C
inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1 ml Waschpuffer zugegeben und erneut
zentrifugiert. Die Pellets wurde in je 100 pul Waschpuffer aufgenommen und mit 2 pl
FITC-markiertem Goat anti-mouse Antikorper fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Es wurde
erneut 1 ml Waschpuffer zugegeben und zentrifugiert. Dann wurden die Pellets in 1 %
Paraformaldehyd aufgenommen und konnten im Durchflusszytometer analysiert
werden. An den Sekundir-Antikorper (FITC-markierter Goat anti-mouse Antikdrper) ist
ein Fluorochrom gekoppelt, welches durch Anregung des Durchflusszytometer-Lasers

ein griines Fluoreszenzsignal abgibt.

ELISA:

Fir den ELISA wurde fiir jeden zu testenden Antikorper (scFv-Maus-Fc-
Fusionsprotein) in je zwei Wells einer Immuno-Mikrotiterplatte 1:10 in PBS verdiinnte
MF der SCLC-Zelllinie NCI-H82 und als Negativkontrolle ebenfalls 1:10 verdiinnte
MF von PBMC-Zellen gegeben. Auflerdem wurde jeweils in zwei weitere Wells 100 pl
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in PBS verdiinntes BSA (1ug/Well) gegeben, um mogliche unspezifische Bindungen
gegeniiber Proteinen zu detektieren. Auflerdem wurde mit jedem Antigen noch zwei
weitere Wells vorbereitet, in die spater nur der Sekundar-Antikérper gegeben wurde,
um das Hintergrundsignal zu ermitteln. Diese Platte wurde bei 4 °C {iiber Nacht

inkubiert.

Die Uberstinde der HEK-Zellen von beiden Abnahme-Tagen wurden
zusammengegeben und die bendtigte Menge fiir 2 h in gleicher Menge 4 % MPBS auf
einem Rotator geblockt. Nachdem die Immuno-Mikrotiterplatte drei Mal mit PBS
gewaschen wurde, wurde diese ebenfalls fiir 2 h bei 250 rpm mit 2 % MPBS geblockt.
Nachdem die Platte drei Mal mit PBS gewaschen wurde, wurden je 100 upl der
geblockten Antikdrper zugegeben und 1 h bei 250 rpm inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen wurden 100 pl des 1:25.000 in 2 % MPBS verdiinnten Sekundér-Antikorpers
(Rabbit anti-Maus HRP) zugegeben und erneut 1 h inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt wurden 100 pl TMB in jedes Well gegeben. Nach 15 min wurde die
Reaktion mit gleicher Menge 2 M Schwefelsdure abgestoppt und die Messung bei 450
nm (Referenzwellenldnge: 690 nm) durchgefiihrt.
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5 Ergebnisse

Die folgenden Ergebnisse wurden nach der chronologischen Abfolge der Versuche

gegliedert.

5.1 Anreicherungsfaktor der scFv-Phagen auf FFPE-Schnitten

Um SCLC-spezifische Antikdrper-Fragmente zu generieren wurden die humanen scFv-
Antikorperbibliotheken Tomlinson I und J in drei aufeinanderfolgenden
Selektionsrunden auf Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten
(FFPE-Schnitten) eingesetzt. Bei diesen Gewebeschnitten handelte es sich um
Patientenmaterial aus der Routinediagnostik. Wéhrend jeder Runde erfolgte zunichst
eine Depletion (negative Selektion) auf FFPE-Schnitten gesunden Lungengewebes, um
eine AntikOrperabreicherung gegen nicht krankheitsrelevante Antigene zu erreichen.
Danach wurde jeweils die positive Selektion auf dem SCLC-Gewebe durchgefiihrt
(siche auch 4.2.2, S. 42). Von Runde zu Runde wurde die Waschstringenz gesteigert
und dadurch der Selektionsdruck auf bindungsaffinere Antikorper erhoht. Die
antigenbindenden Phagen wurden dann durch alkalische Elution gewonnen und ihre
Konzentration titriert. Die Eingangs-Titer (Input-Titer) wurden dabei jeweils direkt vor
der Depletion (4.1.1), die Ausgangs- (Output-)Titer jeweils direkt nach der Elution
bestimmt (4.1.2).

In Tabelle 4 wurden die ermittelten Antikorper-Titer fiir die Bibliothek I und in Tabelle
5 fiir die Bibliothek J aufgelistet, sowie die jeweils darauf basierend berechneten
Verhiltnisse von Input- zu Output-Titer. Dieses Input-/Output-Titer-Verhidltnis der
zweiten bzw. dritten Selektionsrunde wurde dann jeweils mit dem Titerverhéltnis der
ersten Selektionsrunde verglichen, wobei sich sowohl fiir die Antikdrper-Bibliothek I
als auch fiir die Antikorper-Bibliothek J eine Abnahme des Titerverhdltnisses von

Selektionsrunde zu Selektionsrunde zeigte.
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Tomlinson-Antikorper-Bibliothek I:

Tabelle 4: Antikorper-Titer fiir Tomlinson-Antikérper-Bibliothek I. Eingesetzt wurden der Hyperphage (1.

Selektionsrunde), sowie der Helferphage (2. und 3. Selektionsrunde). Dargestellt sind jeweils der Eingangs- und

Ausgangstiter vor bzw. nach den einzelnen Selektionsrunden, sowie die daraus berechneten Verhaltnisse von Input-
zu Output-Titer. Die Titerverhaltnisse der 2. und 3. Selektionsrunde wurden dann mit dem Titerverhaltnis der ersten

Runde verglichen. Insgesamt zeigt sich keine Anreicherung von Runde zu Runde, sondern vielmehr eine Abnahme

des Verhaltnisses von Input- zu Output-Titer.

Eingesetzter | Runde | Eingangstiter | Ausgangstiter | Titer- Anreicherung
Phage [cfu/ml] [cfu/ml] verhiltnis

Multivalent 1 1,95 x 10" 5,75 x 10’ 2,9x 107

Hyperphage

Monovalent ) 7.15 x 1013 1,15 x 10° 1,6x 10 0,055fach
Helferphage

Monovalent | 446x 10" | 25x 107 56x107 | 0,019fach
Helferphage

Tomlinson-Antikodrper-Bibliothek J:

Tabelle 5: Antikorper-Titer fiir Tomlinson-Antikorper-Bibliothek J. Hier wurden ebenfalls in der ersten

Selektionsrunde der Hyper- und in der zweiten und dritten Selektionsrunde der Helferphage eingesetzt. Auch fiir die
Antikorper-Bibliothek J zeigt sich eine Abnahme der Titerverhaltnisse von Runde zu Runde.

Eingesetzter | Runde | Eingangstiter | Ausgangstiter | Titer- Anreicherung
Phage [cfu/ml] [cfu/ml] verhiiltnis

Multivalent 1 2.5 1012 491 x 107 2% 107

Hyperphage

Monovalent ) 4,65 10" 43 x10° 9,2x 10® 4,6 x 107 fach
Helferphage

Monovalent 3 326 x 101 72x 10° 22x107 0,011fach
Helferphage

5.2 Uberpriifung der Anreicherung SCLC-spezifischer Phagen-Antikorper

in der polyklonalen Durchflusszytometrie

Um die Anreicherung SCLC-spezifischer Phagen-Antikorper zu iiberpriifen, wurde die
Bindeaktivitit der gewonnen Selektionsfraktionen auf der SCLC-Zelllinie NCI-H82
sowohl fiir die Antikorperbibliothek I, als auch fiir J getestet (zur Vorbereitung der
Analyse siehe auch Kap. 4.2.3, S. 45). Durch einen fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikorper konnte die Bindung der Phagen-Antikorper an die SCLC-Zellen
nachgewiesen und somit der Anteil an SCLC-spezifischen Bindern innerhalb der

Original-Bibliotheken und der einzelnen Selektionsrunden verglichen werden.
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Hierfiir wurden die NCI-H82 mit den Phagen der Original-Bibliotheken und der drei
Selektionsrunden inkubiert. Ein ansteigendes Fluoreszenzsignal wies hierbei auf die
Anreicherung spezifischer Binder hin. Als Hintergrundkontrolle wurden Zellen nur mit

dem FITC-markierten Sekundirantikdrper gefarbt.

Phagen-Bibliothek I:

Plot P02, gated on PO1.R1 Plot P02, gated on PO1.R1
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Abbildung 2: SCLC-spezifische Phagen-Antikorper aus der Antikérper-Bibliothek I, getestet auf der Zelllinie NCI-
H82 in der polyklonalen Durchflusszytometrie. Die Grafik oben links zeigt das Hintergrundsignal der NCI-H82-

Zellen, auf die nur der Sekundar-Antikorper, jedoch keine Phagenpartikel gegeben wurden (hier: 3,67 %). Bei
Zugabe der Original-Phagen-Bibliothek | (Grafik oben rechts) zur Zelllinie NCI-H82 wurde ein Fluoreszenzsignal von 6
% gemessen. Die unten stehenden Grafiken zeigen die Fluoreszenzsignale, die bei der Testung der Selektionsrunden
ermittelt wurden. Nach der ersten Selektionsrunde wurde ein Fluoreszenzsignal von 9,76 % gemessen, nach der
zweiten Selektionsrunde wurde ein Fluoreszenzsignal von 24,33 % gemessen. Dieser Wert sank jedoch nach der
dritten Selektionsrunde leicht auf 22,02 % ab.

Das Hintergrundfluoreszenz-Signal des Sekundérantikrpers betrug 3,67 % (siehe
Abbildung 2). Vor der ersten Selektionsrunde wurden 6 % der Zellen von Antikorpern
aus der Original-Bibliothek I erkannt. Die Fluoreszenzsignale stiegen wéhrend der
Selektionsrunden auf 9,67 % nach der ersten und 24,33 % nach der zweiten
Selektionsrunde. Nach  Abschluss der dritten Selektionsrunde sank das

Fluoreszenzsignal leicht auf 22,02 % ab. Insgesamt kam es vom Ausgangszustand vor
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der Selektion bis zum Abschluss der dritten Selektionsrunde zu einem relativen Anstieg
des Fluoreszenzsignals von 16,02 %, was fiir eine Anreicherung SCLC-spezifischer

Antikorper spricht.

Phagen-Bibliothek J:

Plot P02, gated on PO1.R1
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Abbildung 3: SCLC-spezifische Phagen-Antikorper aus der Antikérper-Bibliothek J, getestet auf der Zelllinie NCI-
H82 in der polyklonalen Durchflusszytometrie. Die Grafik oben links zeigt erneut das Hintergrundsignal der NCI-

H82-Zellen mit Sekunddrantikdrper ohne Zugabe von Phagenpartikeln (3,67 %). Bei Zugabe der Original-Phagen-
Bibliothek J (Grafik oben rechts) zur Zelllinie NCI-H82 wurde, wie bei der Phagen-Bibliothek | ein Fluoreszenzsignal
von 6 % ermittelt. Die unten stehenden Grafiken zeigen die Fluoreszenzsignale, die bei der Testung der
Selektionsrunden ermittelt wurden. Nach der ersten Selektionsrunde wurde ein Fluoreszenzsignal von 19,45 %
gemessen. Dieser Wert sank jedoch leicht auf 17,92 % (zweite Selektionsrunde), bzw. 13,79 % (dritte
Selektionsrunde).

Auch bei Verwendung der Original-Phagen-Bibliothek J wurden, identisch zur Phagen-
Bibliothek I, 6 % der Zellen von Antikdrpern erkannt (sieche Abbildung 3). Nach der
ersten Selektionsrunde stieg das gemessene Fluoreszenzsignal auf 19,45 %, nach der
zweiten Selektionsrunde betrug dieser Wert 17,92 % und nach der dritten

Selektionsrunde 13,79 %. Insgesamt ldsst sich fiir die Phagen-Bibliothek J festhalten,
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dass es vom Ausgangszustand vor der Selektion bis zum Abschluss der dritten

Selektionsrunde zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals um 7,79 % kam.

Durch den Anstieg des Fluoreszenzsignals konnte eine Anreicherung SCLC-
spezifischer Antikorper im Phagenpool gezeigt werden. Im Anschluss wurde der Test
ein weiteres Mal durchgefiihrt. Dabei wurden zusitzlich zu der SCLC-Zelllinie NCI-
HS82 auch die SCLC-Zelllinien NCI-H69 und DMS-273, sowie als Negativkontrolle
PBMC-Zellen getestet. Fiir jede dieser Zelllinien wurden nun die Original-Phagen-
Bibliothek I bzw. J, sowie deren 3. Selektionsrunde getestet, um zu iiberpriifen, ob die
Anreicherung SCLC-spezifischer Antikdrper auch auf den anderen SCLC-Zelllinien

bestdtigt werden konnte.
NCI-H82:

Fiir die Zelllinie NCI-HS82 (siche Tabelle 6) konnte bestitigt werden, dass der Anteil an
SCLC-spezifischen Antikdrpern nach der 3. Selektionsrunde hoher war als vor der
Selektion, was sich in einer Zunahme des Fluoreszenzsignals widerspiegelt. Daher
wurden von den scFv-prisentierenden Phagen der 3. Selektionsrunden mehr Zellen
gebunden, wodurch der Anteil an antikorpermarkierten Zellen 11,93 % fiir die Phagen-
Bibliothek I und 12,03 % fiir die Phagen-Bibliothek J betrug. Mit einer Erhhung dieses
Anteils um 7,4 % (Phagen-Bibliothek I) bzw. 9,44 % (Phagen-Bibliothek J) ist die
Anreicherung zwar etwas schwicher als im ersten Versuch, jedoch ist der Anstieg auch

hier nachweisbar.
NCI-H69:

Fiir die Zelllinie NCI-H69 (siehe Tabelle 7) wurde nach der dritten Selektionsrunde ein
relativer Anteil antikdrpermarkierter Zellen von 5,81 % (Phagen-Bibliothek I) bzw. 8,31
% (Phagen-Bibliothek J) nachgewiesen. Vom Ausgangszustand bis zum Ende der
Selektion bedeutete dies einen Anstieg antikorpermarkierter Zellen um 1,97 % (Phagen-

Bibliothek I), bzw. 4,74 % (Phagen-Bibliothek J).
DMS-273:

Fiir die Zelllinie DMS 273 (siehe Tabelle 8) konnten nach der Selektion ein Anteil an
durch Antikorper erkannten Zellen von 3,51 % (Phagen-Bibliothek I) bzw. 8,53 %

(Phagen-Bibliothek J) nachgewiesen werden. Vom Ausgangszustand bis zum Ende der
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Selektion konnte somit ein Anstieg dieses Anteils um 2,84 % (Phagen-Bibliothek I),
bzw. 7,24 % (Phagen-Bibliothek J) gemessen werden. Fiir die beiden hier zusétzlich
getesteten SCLC-Zelllinien NCI-H69 und DMS 273 konnte also ebenfalls ein Anstieg
des Fluoreszenzsignals und somit eine Zunahme des Anteils antikdrpermarkierter Zellen
durch die Selektionen nachgewiesen werden, jedoch ist diese Zunahme, ebenso wie der
relative Anteil an erkannten Zellen nach der 3. Selektionsrunde schwicher als bei der

NCI-H82-Zelllinie.
PBMC:

Um zu iiberpriifen, ob es sich um eine SCLC-spezifische Anreicherung der Antikdrper
handelte, wurde eine Messung auf PBMC-Zellen durchgefiihrt (siche Tabelle 9). Hier
zeigt sich mit 1,0 % (fiir Phagen-Bibliothek I) und 3,04 % (fiir Phagen-Bibliothek J)
zwar auch ein minimaler Anstieg des Anteils der antikdrpermarkierten Zellen, jedoch ist
das Signal mit 1,82 % (Phagen-Bibliothek I) bzw. 3,04 % (Phagen-Bibliothek J) im
Vergleich zu den SCLC-Zelllinien deutlich schwicher, was fiir die Spezifitit der Binder
spricht.

Insgesamt zeigte sich fiir alle SCLC-Zelllinien eine Anreicherung SCLC-spezifischer
Antikorper im Phagenpool durch die Selektionsrunden, was sich in einer Zunahme des
Fluoreszenzsignals widerspiegelt. Bei Verwendung der PBMC-Zelllinie war nur ein
schwacher Anstieg des Fluoreszenzsignals messbar. Des Weiteren war die
Anreicherung der SCLC-spezifischen Antikorper im Phagenpool bei der Verwendung
der Phagen-Bibliothek J stdrker als bei Verwendung der Phagen-Bibliothek I. Zum
besseren Vergleich sind die Ergebnisse der Durchflusszytometrie im Folgenden

nochmals in einer tabellarischen Ubersicht dar gestellt:
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Tabelle 6: NCI-H82 mit Phagen aus den Bibliotheken | und J in der polyklonalen Durchflusszytometrie.
Die Zunahme des Fluoreszenzsignals zeigt, dass der Anteil an antikérpermarkierten NCI-H82-Zellen nach den drei
Selektionsrunden um 7,39 % (Phagen-Bibliothek 1) bzw. 9,44 % (Phagen-Bibliothek J) gréRer war als vor den

Selektionsrunden.

Probe neg. (%) |pos. (%) Anstieg um (%)
NCI-H82 nur Sekundirantikérper 96,36 3,64

NCI-HS82 i original 95,46 4,54

NCI-H82 i 3. Selektionsrunde 88,07 11,93 7,39
NCI-H82 J original 97,41 2,59

NCI-H82 J 3. Selektionsrunde 87,97 12,03 9,44

Tabelle 7: NCI-H69 mit Phagen aus den Bibliotheken | und J in der polyklonalen Durchflusszytometrie.

Der Anteil antikorpermarkierter NCI-H69-Zellen nach den drei Selektionsrunden war um 1,97 % (Phagen-Bibliothek
1) bzw. 4,74 % (Phagen-Bibliothek J) groRer, als vor den Selektionsrunden. Die Zunahme des Fluoreszenzsignals war
jedoch geringer als bei der Zelllinie NCI-H82.

Probe neg. (%) |pos. (%) Anstieg um (%)
NCI-H69 nur Sekundirantikorper 97,23 2,77

NCI-H69 1 original 96,16 3,84

NCI-H69 i 3. Selektionsrunde 94,19 5,81 1,97
NCI-H69 J original 96,43 3,57

NCI-H69 ] 3. Selektionsrunde 91,69 8,31 4,74

Tabelle 8: DMS 273 mit Phagen aus den Bibliotheken | und J in der polyklonalen Durchflusszytometrie.

Der Anteil, der von Antikérpern erkannten DMS 273-Zellen nach den drei Selektionsrunden war um 2,84 % (Phagen-
Bibliothek 1) bzw. 7,24 % (Phagen-Bibliothek J) groRer, als vor den Selektionsrunden, was sich in einer Zunahme des
Fluoreszenzsignals widerspiegelt. Damit ist der Anstieg des Anteils antikérpermarkierter Zellen hier ebenfalls etwas

geringer als bei Verwendung der Zelllinie NCI-H82.

Probe neg. (%) |pos. (%) Anstieg um (%)
DMS 273 nur Sekundérantikdrper 99,02 0,98
DMS 273 i original 99,34 0,67
DMS 273 i 3. Selektionsrunde 96,49 3,51 2,84
DMS 273 ] original 98,71 1,29
DMS 273 J 3. Selektionsrunde 91,47 8,53 7,24
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Tabelle 9: PBMC-Zellen mit Phagen aus den Bibliotheken | und J in der polyklonalen Durchflusszytometrie.
Mit einem Anstieg von 1 % (Phagen-Bibliothek 1) bzw. 3,04 % (Phagen-Bibliothek J) ist der Anstieg des
Fluoreszenzsignals und somit des Anteils an antikorpermarkierten Zellen hier schwécher als bei den SCLC-Zelllinien.

Probe neg. (%) |pos. (%) Anstieg um (%)
PBMC nur Sekundérantikorper 98,52 1,48
PBMC i original 99,18 0,82
PBMC i 3. Selektionsrunde 98,18 1,82 1
PBMC J original 100 0
PBMC J 3. Selektionsrunde 96,96 3,04 3,04

5.3 Monoklonaler ELISA

Zur Uberpriifung der spezifischen Bindeaktivitit einzelner Klone aus der
Antikorperphagen-Selektion wurde ein monoklonaler ELISA durchgefiihrt (siche 4.2.4,
S. 46). Die vereinzelten Klone aus den angelegten Masterplatten wurden dabei auf
immobilisierten Membranfragmenten der Zelllinie NCI-H82 (SCLC-Zelllinie) getestet.
Um das Hintergrundsignal zu ermitteln wurden auflerdem pro Platte zwei Wells ohne
Phagenzugabe und zwei weitere Wells nur mit TMB als Negativkontrollen gemessen.
Als Positivkontrolle dienten jeweils zwei mit CD30 beschichtete Wells, denen der
CD30-spezifische  Ki-4-Phagen-Antikorper ~ zugegeben  wurde.  Von  den
Selektionsplatten der Bibliotheken I und J wurden auf diese Weise jeweils 88 Klone

untersucht.

Von den 88 untersuchten Phagen-Antikdrpern der Phagen-Bibliothek I zeigten 49 in der
Untersuchung ein Signal, dass Zehn- bis 100-fach iiber dem Hintergrundsignal lag. Alle
anderen Testfelder zeigten ein Signal, dass schwicher war als das Zehnfache des

Hintergrundes (Masterplatte I1).

Von den 88 untersuchten Phagen-Antikorpern aus der Phagen-Bibliothek J wurden fiir
31 Phagen-Antikorper schwache Bindungsstirken gemessen (Absorptionssignal 10- bis
100-fach iiber dem Hintergrundsignal), ein Phagen-Antikorper zeigte eine moderate
Bindungsstirke (Absorptionssignal 100- bis 200-fach tiber dem Hintergrundsignals) und
fir acht Phagen-Antikérper wurden starke  Bindungsstirken  gemessen

(Absorptionssignal grof3er als das 200-fache des Hintergrundsignals; Masterplatte J1).

Da im monoklonalen ELISA aus der Phagen-Bibliothek J der Signalanstieg gegeniiber

dem Hintergrundsignal wesentlich groBer war als fiir I wurde im weiteren Verlauf
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ausschlieBlich mit der Phagen-Bibliothek J weitergearbeitet. Aus dieser Bibliothek
wurden dann zwei weitere Masterplatten erstellt (Masterplatten J2 und J3) und nach
oben genannter Methode untersucht. Auch bei der Untersuchung dieser Platten zeigten
sich wieder Phagen-Antikdrper mit schwachen, moderaten und starken Bindungsstirken
(siche Tabelle 10). Fiir die Phagen-Bibliothek J fanden sich auf den drei Masterplatten
insgesamt:

Tabelle 10: Auswertung der monoklonalen ELISA-Untersuchungen der J-Masterplatten. Gezeigt ist jeweils die
Anzahl der Phagen-Antikorper (gesamt: 264), die eine bestimmte Absorptionssignalstarkenanhebung im Vergleich

zum Hintergrundsignal zeigten. Anhand dieser Signalanhebung wurden die Binder in schwache, moderate und
starke Binder eingeteilt.

Signalstirke im Vergleich | Anzahl der Phagen- | Anteil an den insgesamt untersuchten
zum Hintergrundsignal Antikorper Phagen-Antikorper [%]

<10-fach 186 70,45

Schwach (10 — <100-fach) | 55 20,83

Moderat (100 — <200-fach) | 7 2,65

Stark (>200-fach) 16 6,06

Gesamt: 264, davon 78 positiv (30 %)

Von diesen Phagen-Antikorpern wurden nun insgesamt zwdlf starke, vier moderate und
zwei schwache Binder ausgewdhlt und von diesen eine so genannte Kompressionsplatte

angelegt, um die Bindeaktivitit dieser Klone erneut zu bestétigen.

5.4 Monoklonaler ELISA der Kompressionsplatte

Um eine mdgliche unspezifische Bindeaktivitdt auszuschlieBen, wurden die 18 Phagen-
Antikorper aus den J-Kompressionsplatten in diesem zweiten ELISA zusétzlich auch
auf BSA als irrelevantem Protein und auf Membranfragmenten von PBMC-Zellen
getestet. Diese Messung erfolgte 10 Minuten nach Zugabe von TMB ebenfalls bei 450
nm (Referenzwellenldnge: 690 nm). Auch hier wurden als Positiv-Kontrolle zwei Wells
mit CD30 gecoatet, denen dann Ki-4-Phagen-Antikorper zugesetzt wurden. Um das
Hintergrundsignal zu ermitteln wurden jeweils Wells mit BSA, PBMC-
Membranfragmenten und NCI-H82-Membranfragmenten ohne Zugabe von Phagen-

Antikorpern untersucht.
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Abbildung 4: monoklonaler ELISA von der Kompressionsplatte. 18 ausgewdhlte Phagen-Antikérper wurden im
monoklonalen ELISA auf Membranfragmenten der SCLC-Zelllinie NCI-H82 (griin), sowie als Negativkontrollen auf
BSA (blau) als irrelevantem Protein und Membranfragmenten von PBMC-Zellen (periphere mononukledre
Blutzellen; rot) getestet. Fur alle Klone zeigte sich dabei eine deutlich starke Signalanhebung auf den SCLC-Zellen,
als auf den Negativkontrollen. [Messung bei 450 nm (Referenzwellenldnge: 690 nm); GraphPad Prism 6-Software].

Auch hier wurde, wie in Kap. 5.3 wieder in starke (Signalanhebung >200-fach iiber dem
Hintergrundsignal), = moderate  (Signalanhebung  100-200-fach  liber = dem
Hintergrundsignal) und schwache (Signalanhebung 10-100-fach iiber dem
Hintergrundsignal) Binder unterteilt. Die Klone wurden nach den Wells auf der
Masterplatte benannt, aus der sie entnommen wurden. Fiir neun der starken Binder aus
Kap. 5.3 konnte ein moderates Signal auf den NCI-H82-Membranfragmenten gemessen
werden. Dabei handelte es sich um die Binder 2B, 3G, 4C, 4F, 5D, 5F, 8B, 11D und
11E. Somit gehodrten diese Binder auch in diesem Versuch zu den stirksten Bindern.
Auf den PBMC-Membranfragmenten und auf BSA fand sich fiir diese Binder ebenfalls
ein schwacher Signalanstieg, der jedoch nur maximal ein Viertel des Signals auf den
SCLC-Membranfragmenten ausmachte. Fiir die drei iibrigen starken Binder aus Kap.
5.3 (2C, 3B, 3F) konnte das starke Signal auf den SCLC-Membranfragmenten aus dem
vorherigen ELISA nicht bestétigt werden, die Signalstdrke lag hier maximal 65-fach
iiber dem Hintergrundsignal. Jedoch ist das Signal auf den SCLC-Membranfragmenten

immer noch mehr als doppelt so grofl wie auf BSA und PBMC-Membranfragmenten.
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Fiir die mittelstarken (3E, 6D, 7C) und schwachen (6E, 6G) Binder aus Kap. 5.3 konnte
erneut nur ein schwaches Signal (Signalstirke 17- bis 43-fach tiber der
Hintergrundsignalstirke) auf den NCI-H82-Membranfragmenten bestdtigt werden. Aber
auch bei diesen schwachen Bindern war das Signal dennoch mehr als doppelt so hoch
wie auf den PBMC-Zellen und auf BSA. Alle 18 untersuchten Klone wurden in einem
weiteren Schritt sequenziert, um zu {iberpriifen, um wie viele einzigartige Klone es sich

hierbei handelte.

5.5 Sequenzierung

Um die DNA-Sequenzen der 18 Phagen-Antikdrper der Kompressionsplatte zu erhalten,
wurden diese fiir eine Sequenzierung vorbereitet (siche 4.2.5 - 4.2.7). Zum Vorgehen
bei der Sequenzierung s. S. 49. Mithilfe der Sequenzierung sollte tiberpriift werden, wie
viele unterschiedliche Binder auf der Kompressionsplatte vorhanden waren. Auflerdem
wurde iberpriift, ob die DNA-Sequenzen Amber Stopp-Codons (TAG) enthielten,
welche sich bei der Tomlinson Bibliothek hdufig finden lassen. Der bisher verwendete
TG1-Bakterienstamm ist in der Lage beim Ablesen des Stopp-Codons anstelle einer
Termination die Aminosdure Glutamin einzufiigen. Diese Eigenschaft haben die spiter
verwendeten Produktionszellen nicht. Daher mussten die Stopp-Codons identifiziert und

entfernt werden.

Bei der Sequenzierung zeigte sich, dass neun der 18 untersuchten Klone identisch waren
(3G, 4C, 5D, 5F, 2B, 8B, 11E, 4F, 6G; im folgenden 3G genannt), ein weiterer Klon
kam zweimal vor (3B, 7C; im folgenden 3B genannt), die anderen jeweils einmal.
Riickblickend zeigten sich in Kap. 5.4 fiir die neun identischen Klone auch
vergleichbare moderat starke Signale. Nur der Klon 6G wies ein etwas schwécheres
Signal auf. Auch die beiden doppelt vorkommenden Klone zeigten in diesem Test
vergleichbare Werte. Der neunmal vorkommende Klon 3G und der doppelt
vorkommende Klon 3B, sowie vier einfach vorkommende Klone (2C, 3E, 6E und 11D)
wurden zur weiteren Charakterisierung ausgewdhlt, da bei diesen das ELISA-Signal auf
den SCLC-Membranfragmenten deutlich stirker war als auf den PBMC-

Membranfragmenten (bei den {ibrigen Klonen war dieser Unterschied schwiécher).
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Nachdem die Stopp-Codons in den Sequenzen der untersuchten Phagen-Antikorper
identifiziert waren, konnten spezifische Primer designed werden, die im Rahmen der
ortsgerichteten Mutagenese (s. 4.2.7, S. 49) die Amber Stopp-Codons (TAG) durch
Glutamin (CAG) ersetzten.

5.6 Transfektionseffizienz der HEK-Zellen

Nach Umklonierung der scFv in den pMS2-Vektor wurden die Plasmide in
eukaryontische HEK-Zellen transfiziert. Um zu tiberpriifen, wie viele der HEK-Zellen
den pMS2-Vektor durch Lipofektion aufgenommen hatten, wurde eine Messung im
Durchflusszytometer durchgefiihrt. Die Zellen, die das Plasmid aufgenommen hatten,
exprimierten das Reporterprotein GFP (griin fluoreszierendes Protein). Daher konnte
die Transfektion anhand des griinen Fluoreszenz-Signals mit nicht-transfizierten Zellen
verglichen werden. Insgesamt zeigte sich fiir alle sechs Klone eine
Transfektionseffizienz von deutlich tiber 80 %.

Tabelle 11: Transfektionseffizienz der HEK-Zellen. Gezeigt ist die durchflusszytometrische Analyse der

Transfektionseffizienz der HEK-Zellen. Als Negativkontrolle wurde die Analyse auch mit nicht-transfizierten HEK-
Zellen durchgefihrt. Fur alle Klone zeigte sich eine Transfektiosneffizienz von tiber 80 %.

Probenname Negativ Positiv Mediane griine
(%) (%) Fluoreszenzintensitiit
Nicht-transfizierte HEK-Zellen | 98,23 1,77 3,17
2C 6,11 93,89 85,86
3B 8,05 91,95 52,18
3E 4,21 95,79 136,45
3G 7,64 92,36 45,87
6E 5,56 94,44 53,69
11D 16,32 83,68 70,61
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Abbildung 5: Durchflusszytometrische Analyse der Transfektionseffizienz der HEK-Zellen. Histogramme nach
Analyse der Transfektionseffizienz fiir die sechs untersuchten Klone (2C bis 11D). Die Transfektionseffizienz der HEK-
Zellen (gruner Graph) wurde dabei mithilfe des im Vektor enthaltenen GFP (grin-fluoreszierenden Proteins)
bestimmt. Als Negativkontrolle wurden nicht-transfizierte HEK-Zellen (roter Graph) verwendet. Fir alle
untersuchten Klone zeigte sich eine Transfektionseffizienz von tiber 80 %.

5.7 Western Blot

Die Herstellung der scFv-Fc-Fusionsproteine wurde mit Hilfe eines Western Blots
tiberpriift. Der spezifische Nachweis erfolgte hierbei {iber einen HRP-markierten anti-
Maus Sekundidrantikorper (sieche 4.2.11, S. 56). Zur Bestimmung der Proteingrofle
wurde ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Im Western Blot wurden die
Fusionsproteine mit dem berechneten Molekulargewicht von 57 kDa nachgewiesen.

Lediglich der Antikorper 11D wies eine davon abweichende MolekiilgroB3e auf.
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Abbildung 6: Western Blot der scFv-Fusionsproteine. Die eukaryotisch exprimierten Proteine wurden im Western
Blot auf das Vorhandensein des scFv-Proteins getestet. Aufgetragen sind von links nach rechts die aus dem HEK-Zell-
Uberstand gewonnen scFv-Fragmente (2C bis 11D), sowie ein Proteinstandardmarker. Die gesuchte Proteinbande
liegt bei ca. 57 kDa (Pfeil).

5.8 Coomassie-Firbung

In der durchgefiihrten Coomassie-Féarbung (sieche 4.2.11, S. 56) konnte die Bande des
hergestellten Proteins in den HEK-Uberstéinden nicht eindeutig identifiziert werden, da
im Gel mehrere dominante Banden dokumentiert wurden. Die Fusionsproteine wurden

hier durch die im Medium enthaltenen Proteine tiberdeckt.
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Abbildung 7: Coomassie-Farbung der HEK-Zelliberstinde. Aufgetragen sind von links nach rechts ein
Proteinstandardmarker, sowie die scFv-Fragmenten 2C bis 11D aus den HEK-Zell-Uberstinden. Da es sich um eine
nicht aufgereinigte Losung handelte, konnte die gesuchte Proteinbande nicht eindeutig identifiziert werden. Die
erwartete Lage der gesuchten Proteinbande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

5.9 Monoklonaler ELISA der scFv-Fusionsproteine auf der Zelllinie NCI-
HS82

Die Analyse der Bindeaktivitit der in den HEK-Zell-Uberstand sezernierten scFv-
Fragmente erfolgte in zwei unabhingigen Versuchen. Die scFv-Fragmente wurden dazu
im ELISA auf immobilisierten Membranfragmenten der Zelllinie NCI-H82 (SCLC) und
der PBMC-Zellen, sowie auf BSA getestet (siche auch 4.2.11, S. 56). Abbildung 8 zeigt
die Absorptionswerte des ELISA als Mittelwerte. Als Kriterium fiir die spezifische
Bindeaktivitdt diente dabei der Vergleich der mittleren Absorptionswerte der Klone auf
den unterschiedlichen Antigenen. Dabei zeigten vier der sechs untersuchten Klone eine
Bindeaktivitdt zu den NCI-H82-Membranfragmenten, wiahrend keine Bindeaktivitit zu
den Negativkontrollen PBMC-Membranfragmente und BSA gemessen wurde. Fiir die
Klone 3B, 3E und 6E lag eine starke Bindung zu den SCLC-Membranfragmenten und

ein deutlicher Unterschied zu den negativen Kontrollen vor. Die Bindung des Klons 2C
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zu den SCLC-Membranfragmenten war im Vergleich dazu deutlich schwicher, jedoch
immer noch dreifach grofler als die Bindung zu den negativen Kontrollen. Die Klone
3G und 11D zeigten nahezu keine Bindung, weder zu den SCLC-Membranfragmenten,

noch zu den negativen Kontrollen.
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Abbildung 8: Analyse der Bindeaktivitdt der SCLC-spezifischen scFv-Fusionsproteine im ELISA. Die Bindeaktivitat
der |6slichen scFv-Fragmente wurde auf Membranfragmenten der SCLC-Zelllinie NCI-H82 (griin) und peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMC's, rot), sowie auf bovinem Serumalbumin als irrelevantem Protein (BSA, blau)
getestet. Dargestellt sind die Daten zweier unabhangiger Experimente als Mittelwert. [Messung bei 450 nm
(Referenzwellenldnge: 690 nm); GraphPad Prism 6-Software].

Da hier fiir den Klon 11D die schwéchste Bindeaktivitit gemessen wurde und das
Western Blot-Ergebnis ein unerwartetes Molekulargewicht zeigte, wurde dieser fiir die
abschlieBende = Durchflusszytometrie  nicht —mehr  verwendet. Auch die

Transfektionseffizienz war bei Verwendung von 11D am schlechtesten.

5.10 Uberpriifung der Bindeaktivitit der scFv-Fc-Fusionsproteine mittels
Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie wurde die spezifische Bindung der scFv-Maus-Fc-
Fusionsproteine zu vitalen Zellen getestet. Dazu wurden die SCLC-Zelllinien NCI-H82,
NCI-H69 und DMS 273, sowie als Negativkontrolle PBMC’s mit den Fc-
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Fusionsproteinen 2C, 3B, 3E, 3G und 6E inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem
Goat anti-mouse FITC (gamFITC) Sekundérantikorper, durch dessen Fluorochrom bei
Bindung eine Verschiebung des griinen Fluoreszenzsignals gemessen werden konnte.
AuBerdem wurden alle Zelllinien auch mit Zellkulturiiberstand von nicht-transfizierten
HEK-Zellen gefiérbt, des
Sekundérantikorpers gamFITC zu ermitteln (siehe 4.2.11, S. 56).

um so das Hintergrundsignal Mediums und des

Die Zellen, die von einem scFv-Fc-Fusionsprotein erkannt wurden, zeigten nach
Zugabe des Sekundirantikorpers eine Verschiebung des Fluoreszenzsignals. Zur

Auswertung wurden diese Signale mit den Hintergrundsignalen in Relation gesetzt.
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Abbildung 9: Histogramme der Bindeaktivitat der SCLC-spezifischen scFv-Fusionsproteine in der
Durchflusszytometrie. Bei den Histogrammen ist die griine Fluoreszenzintensitdt gegen die Zellzahl aufgetragen.
Der griine Graph zeigt dabei das Signal der Zellen, die mit scFc-Fc-Fusionsprotein enthaltenden Uberstand der HEK-
Zellen inkubiert wurden. Der rote Graph zeigt im Vergleich dazu das Signal der Zellen mit Uberstand von nicht-
transfizierten HEK-Zellen (Hintergrundsignal). Die Fusionsproteine 3B, 3E und 6E zeigen dabei eine starke Bindung
zu den drei untersuchten SCLC-Zelllinien (NCI-H82, NCI-H69, DMS 273), bei 2C und 3G wurde nur eine schwache
Bindung nachgewiesen. Des Weiteren wurde bei keinem der Fusionsproteine eine Bindung zu PBMC-Zellen
(Negativzellen) detektiert.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse aus den durchflusszytometrischen Untersuchungen
als Balkendiagramm zusammengefasst. Anhand der Fluoreszenzverschiebung wurden
die scFv-Fc-Fusionsproteine in schwache (Verschiebung 20-40 %), moderate
(Verschiebung 40-60 %) und starke Binder (Verschiebung >60 %) eingeteilt. Fiir die
Fusionsproteine 3E und 6E konnte dabei auf allen SCLC-Zelllinien eine starke Bindung
nachgewiesen werden. Der Klon 3B zeigte ebenfalls eine starke Bindung zu den SCLC-
Zelllinien NCI-H82 und NCI-H69, jedoch nur eine moderate Bindung zu der Zelllinie
DMS 273. Fiir die Klone 2C und 3G wurden nur moderate Bindungen zu den SCLC-
Zelllinien gemessen. Eine Bindung zu den PBMC-Zellen wurde fiir kein Fusionsprotein

detektiert, was insgesamt fiir die SCLC-Spezifitit der Antikorper spricht.
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Abbildung 10: Analyse der Bindeaktivitdt der SCLC-spezifischen scFv-Fusionsproteine in der Durchflusszytometrie.
Die Bindeaktivitat der l6slichen scFv-Fragmente wurde auf vitalen Zellen der Zelllinien NCI-H69 (orange), NCI-H82
(griin), DMS 273 (blau) und peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC’s=Negativzellen, rot) getestet. Fir die
scFv-Fc-Fusionsproteine 3B, 3E und 6E wurde dabei eine starke, fir 2C und 3G nur eine moderate Bindung zu den
SCLC-Zelllinien detektiert. Zu den PBMC-Zellen zeigte keiner der Klone eine Bindungsaktivitat. [GraphPad Prism 6-
Software].
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6 Diskussion

Mit einer geschitzten Inzidenz von 410.000 Neuerkrankungen pro Jahr in Europa
gehort das Bronchialkarzinom nicht nur zu den am héaufigsten diagnostizierten
Krebserkrankungen, es ist auch fiir 21 % der Krebstodesfille verantwortlich [1].
Besonders das kleinzellige Bronchialkarzinom zeichnet sich durch einen aggressiven
klinischen Verlauf [50] und friihzeitige Metastasierung aus [7], weshalb es eine hohe
Todesrate innerhalb von einem Jahr nach Diagnosestellung zeigt [6]. Bisher stellten
Operationen, sowie Radio- und Chemotherapieverfahren je nach Stadium die
Standardtherapie der Bronchialkarzinome dar. Neuere Therapieverfahren zur
Behandlung der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome sind zudem die Gabe von
monoklonalen Antikoérpern oder Tyrosin-Kinase-Inhibitoren [20, 21, 22, 33]. Fiir einige
dieser Substanzen wurde bereits eine verlingerte Uberlebenszeit nachgewiesen [31, 33].
Teilweise ist der klinische Benefit der Substanzen jedoch an spezifische Verdnderungen
des Tumor-Zell-Genoms gekniipft. Des Weiteren treten bei den bisher getesteten
Medikamenten auch Resistenzen auf [35]. Auch bei erfolgreicher Primértherapie
konnen einige so genannte ,,Krebsstammzellen® {iberleben, die enorme Fahigkeiten zur
Selbsterneuerung und Regeneration besitzen [15]. Wenn diese Krebsstammzellen
vorhanden sind, spricht man auch von einer minimalen Resterkrankung, deren
Vorhandensein einen groen Risikofaktor fiir Rezidive darstellt [15]. Die
Krebsstammzellen sind als therapeutisches Ziel in den Fokus geriickt, um Rezidive zu
verzogern oder zu verhindern [15]. Neue Tumortherapien, die auf der Verwendung von
spezifischen monoklonalen Antikdrpern basieren, konnten bei Patienten mit bisher
therapieresistenter Erkrankung eine Alternative zur klassischen Chemotherapie bieten

und das Riickfall-freie-Uberleben deutlich verlingern [17].

6.1 Verwendung der Phage-Display-Technologie

Um die Immunogenitdt von therapeutischen Antikdrpern zu minimieren und die
therapeutische Effizienz zu erhohen, wird inzwischen vermehrt auf humane oder

humanisierte Antikdrper gesetzt, statt auf solche murinen oder chiméren Ursprungs [55,
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59]. Zur Herstellung komplett humaner Antikorper kann im Rahmen der XenoMaus-
Technologie (siehe 1.2.1, S. 12) auf transgene Méuse zuriickgegriffen werden. Dazu
werden beispielsweise kiinstlich hergestellte Hefe-Chromosomen, die humane
Immunglobulin-Gen-Loci tragen, in murine embryonale Stammzellen eingebracht und
die Produktion muriner Antikorperketten unterdriickt [100]. Ein weiteres modernes
Herstellungsverfahren fiir humane Antikorper ist die Phage-Display-Technologie (siche
1.3, S. 18). Die Methode basiert auf der Expression von funktionellen
Antikorperfragmenten auf der Oberflache von Bakteriophagen, die dann anhand ihres
Antigen-Bindungsverhalten isoliert werden konnen [70]. Ein Vorteil der Phage-Display-
Technologie ist eine schnellere Identifizierung des Antikorpers, da diese Technik ohne
die zeitaufwéndige Immunisierung von Tieren auskommt. Mit dieser Technologie
konnen Binder mit hoher Spezifitdt und Affinitit gewonnen werden. Bei Bedarf konnen
diese gewonnenen Binder im Anschluss in einer in-vitro-Affinititsreifung noch weiter

verbessert werden [101].

6.2 Selektion auf FFPE-Gewebe und Antikorperdemaskierung

Klassische Selektionsstrategien basieren auf der Verwendung von aufgereinigten
Proteinen oder kultivierten Zellen [76]. Selektionsmethoden fiir humane Gewebe sind
jedoch nur selten beschrieben. Die natiirliche Umgebung der Zellen und die
extrazelluldire Matrix spielen jedoch eine wichtige Rolle in der Regulation der
Genexpression. Somit ist eine Selektion der tumorspezifischen Antikorper in der
natilirlichen Umgebung der Zelle anzustreben [76]. In dieser Arbeit fanden die
Selektionsrunden fiir die Phage-Display-Technologie auf Formalin-fixiertem und
Paraffin-eingebeteten Geweben (FFPE-Geweben) und somit auf komplexen
Antigenstrukturen statt. FFPE-Gewebe wird in der pathologischen Diagnostik
standardmiBig zur Konservierung und Aufbereitung von Gewebeproben fiir Histologie
und Immunhistochemie verwendet und ist bei Raumtemperatur iiber Jahre stabil [82].
Da diese Biopsien routinemifig fiir die Diagnostik durchgefiihrt werden, kommt die

Verwendung des FFPE-Gewebes ohne zusitzliche Belastung fiir den Patienten aus.

79



Diskussion

Durch eine Vernetzungsreaktion mit Formalin kommt es wahrend der Fixierung zu
einer ,,Maskierung® der Antigene, wodurch diese zum Teil nicht von Antikérpern
erkannt werden konnen [102]. Um diese Reaktion in groflen Teilen riickgingig zu
machen, werden Methoden zur Antigendemaskierung benétigt. Die eingesetzte
Methode ist abhdngig vom gesuchten Antigen [102]. Da in dieser Arbeit vor den
Selektionen nicht bekannt war, gegen welches Antigen sich ein spiter gefundener
Antikorper richten konnte, wurden verschiedene Demaskierungsmethoden im Sinne
eines ,heat induced epitope retrival” (HIER) bzw. “proteolytic induced epitope
retrieval” (PIER) angewendet (siche 4.2.2, S. 42). In den bisher durchgefiihrten
Versuchen von Phage-Display-Selektionen auf FFPE-Gewebe wurde iiberwiegend auf
eine solche Antigendemaskierung verzichtet (vgl. dazu auch 1.3.1, S.20). Nach der
Elution wurden die Phagen der mit unterschiedlichen Demaskierungsverfahren
behandelten  Schnitte = wieder  zusammengefiihrt, sodass das  effektivste

Demaskierungsverfahren hier nicht bestimmt wurde.

Einige wenige Arbeiten zur erfolgreichen Selektion von spezifischen Antikdrpern auf
Patientenmaterial sind bereits beschrieben. Jedoch wurden in diesen Arbeiten
iiberwiegend gefrorene Biopsate [77, 78, 79] oder in Formalin-fixierte und in Paraffin-
eingebettete Zelllinien [81], sowie in Losung schwimmende Schnitte [82] verwendet. In
dieser Arbeit wurden jedoch immobilisierte FFPE-Gewebeschnitte verwendet. In
einigen Arbeiten, in denen ebenfalls die Selektion auf FFPE-Gewebe versucht wurde,
wurde das Gewebe vor der Selektion mithilfe der Laser-Mikrodissektion bearbeitet und
gesunde Gewebeteile abgetragen, um nach Moglichkeit reines Tumorgewebe zu
erhalten. Nach der Bindung an das so vorbehandelte Gewebe, zeigte sich jedoch ein
grofler Verlust von Phagen, moglicherweise aufgrund einer Austrocknung der Gewebe
wihrend der Laser-Mikrodissektion [81]. Des Weiteren schienen die Phagen zum Teil
ihre Féahigkeit zur Infektion der Bakterien verloren zu haben [77]. In Anbetracht dieser
Ergebnisse und des hohen Aufwandes wurde in dieser Arbeit auf eine Laser-
Mikrodissektion verzichtet. Stattdessen wurden die Gewebeschnitte von einem
erfahrenen Pathologen begutachtet und solche Schnitte ausgewihlt, die nahezu
ausschlieBlich aus entartetem Gewebe bestanden. Auch wenn die hier verwendeten
SCLC-Gewebeproben lichtmikroskopisch zum gréften Teil aus Tumorzellen bestanden,
bleibt ein Problem: Unabhingig von Tumortyp, Tumormasse oder Vorbehandlung des

Gewebes besteht nahezu immer eine Kontamination mit stromalen, epithelialen oder
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inflammatorischen Zellen [103]. Um zu verhindern, dass Antikorper auch gegen
gesundes Gewebe selektiert werden, wurde in dieser Arbeit vor jeder Selektionsrunde
eine Depletion auf nicht-tumorésem Lungengewebe durchgefiihrt. In der Arbeit von
Jarutat et al. wurde auf eine solche Depletion vor der ersten Selektionsrunde verzichtet,
was moglicherweise dazu gefiihrt haben konnte, dass die selektierten Phagen sich vor
allem gegen Antigene richteten, die auch von gesunden Zellen exprimiert wurden.
Dadurch konnten einige tumorspezifische Antikorper nicht stark genug selektiert

worden und somit im Verlauf untergegangen sein [82].

In dieser Arbeit wurden die Phagen wéhrend der Depletionen auf das FFPE-Gewebe
(nicht-tumordses Lungengewebe) aufgebracht, um kreuzreagierende Klone moglichst
frithzeitig zu entfernen. Daran schlossen sich die Selektionsrunden an, deren Ziel es war
SCLC-spezifische Bindungen zu provozieren und schwache oder nicht-bindende Klone
zu entfernen. In dieser Arbeit wurden drei Selektionsrunden durchgefiihrt. Zu wenige
Selektionsrunden bergen das Risiko, dass sich nicht geniligend spezifisch-bindende
Klone durchsetzen [104], wohingegen zu viele Selektionsrunden das Wachstum von
mutierten scFv-Klonen begiinstigen konnen, da diese in E.coli einen Wachstumsvorteil
haben [105]. Aber nicht nur die Anzahl der Depletions- und Selektionsrunden, sondern
auch die Waschbedingungen und die Riickgewinnung spezifisch gebundener Phagen
haben Einfluss auf den Erfolg der Selektion [87]. Daher galt es in diesem Versuch
ebenso die Waschstringenz hoch zu halten. Als Waschpuffer wurde in dieser Arbeit
PBST (PBS mit 0,05 % Polysorbat 20 (Tween 20)) verwendet. Tween 20 ist ein nicht-
ionisches Tensid, welches durch solubilisieren von Zellmembranen in der Lage ist,
Zellen zu lysieren [106]. In geringerer Konzentration wird es aber als
Standardwaschpuffer wéihrend des ,,Pannings* eingesetzt, um unspezifische Bindungen

zu losen.

6.3 Anreicherungsfaktor der scFv-Phagen auf FFPE-Gewebe

Die Phagenbibliotheken I und J wurden in drei aufeinander folgenden Selektionsrunden
auf SCLC-Gewebe eingesetzt, um spezifische Antikorperfragmente zu generieren. Im
Verlauf der Selektionsrunden wurden die Waschstringenz und somit auch der

Selektionsdruck erhoht (siehe 4.2.2, S. 42). Nach jeder Runde wurden die
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antigenbindenden Phagen eluiert und ihre Konzentration titriert. Sowohl fiir die
Phagenbibliothek I, als auch fiir die Phagenbibliothek J zeigte sich nach jeder Runde
eine deutliche Abnahme des Verhiltnisses von Output- zu Input-Titer von Runde zu
Runde (vgl. dazu Tabelle 4 und Tabelle 5, S. 61). In der Literatur sind ebenfalls Studien
zu finden, bei denen es nicht zu einem Anstieg des Titerverhiltnisses kam, aber
dennoch positive Klone gefunden wurden [107]. Eine mogliche Erkldarung hierfiir
konnte die Komplexitit der Antigenstrukturen sein, auf denen hier selektioniert wurde.
In vielen herkdmmlichen Studien, die eine steigende Anreicherung zeigen, wurde auf
isolierten Antigenen selektioniert und nicht auf ganzen Geweben [93]. Zudem héngt der
Anstieg der Titerverhiltnisse auch von der Waschstringenz ab [107]. Des Weiteren
fiihrten wir vor jeder Selektionsrunde eine Depletion auf gesundem Lungengewebe
durch, wodurch zwar unspezifische Binder eliminiert werden sollten, es jedoch auch zu
einem Absinken des Output-Titers gekommen sein konnte. Die Verwendung komplexer
Antigenstrukturen bietet jedoch auch einen entscheidenden Vorteil: Je komplexer eine
Antigenstruktur, desto hoher ist deren Immunogenitét [108]. Daher sind bei komplexen
Antigenstrukturen auch kleine Mengen des Zielantigens ausreichend, um eine

Antikorperbindung zu ermoglichen.

6.4 Anreicherung SCLC-spezifischer Phagen-Antikorper in der
polyklonalen Durchflusszytometrie

Nach den drei Selektionsrunden wurde die Bindeaktivitit der gewonnenen polyklonalen
Phagensuspensionen aus den Antikorper-Bibliotheken I und J auf der SCLC-Zelllinie
NCI-H82 in einer Durchflusszytometrie getestet (vgl.: 5.2, S. 61). Ein Anstieg des

Fluoreszenzsignals zeigte dabei eine hohere Anzahl bindender Phagenpartikel an.

Es =zeigt sich, dass die Bindeaktivititen der Selektionsfraktionen beider
Antikorperbibliotheken nach der Selektion deutlich hoher lagen, als bei Verwendung
der Original-Bibliothek (I von 6 % auf 22 %; J von 6 % auf 14 %). Der Abfall der
Bindeaktivitdt nach der ersten Selektionsrunde bei der Antikorperbibliothek J und nach
der zweiten Selektionsrunde bei Antikorperbibliothek I 1dsst sich moglicherweise durch
die strengere Waschstringenz erkldren, sodass zwar insgesamt weniger, aber dafiir

spezifischere Binder vorhanden waren.

82



Diskussion

Um zu iberprifen, ob die Bindeaktivitit auch auf den anderen SCLC-Zelllinien
nachweisbar war, wurden in einem weiteren Test die Original-Bibliotheken I und J
gegen deren jeweilige 3. Selektionsfraktion auf den drei SCLC-Zelllinien (NCI-HS82,
NCI-H69, DMS 273), sowie als Negativkontrolle auf PBMC-Zellen getestet. Auf allen
drei SCLC-Zelllinien zeigte sich ein Anstieg des Fluoreszenzsignals und somit ein
Anstieg an SCLC-spezifischen Antikérpern im Phagenpool nach der dritten
Selektionsrunde im Vergleich zur jeweiligen Originalbibliothek (vgl. S. 66ff.). Dieser
Anstieg war auf allen Zelllinien bei der Antikdrper-Bibliothek J groBer als bei 1. Unter
anderem deshalb wurden die weiteren Versuche nur mit der Antikdrper-Bibliothek J
durchgefiihrt. Bei den PBMC-Zellen zeigte sich nur ein minimaler Anstieg des Anteils
an von Antikorpern erkannten Zellen nach der dritten Selektionsrunde im Vergleich zu
den Original-Bibliotheken. Dieser Anstieg war jedoch deutlich geringer, als bei den
SCLC-Zelllinien, sodass von einer spezifischen Bindeaktivitidt ausgegangen werden

konnte.

6.5 Monoklonaler ELISA auf Phagenebene

Um die spezifische Bindeaktivitit einzelner Klone zu iiberpriifen, wurden von den
angereicherten Phagen-Bibliotheken I und J zunéchst jeweils 88 Klone auf der SCLC-
Zelllinie NCI-H82 untersucht (vgl. 5.3, S. 67). Dabei zeigten die Klone aus der Phagen-
Bibliothek I lediglich schwache Bindungen, wohingegen sich bei Verwendung der
Phagen-Bibliothek J auch moderate bis starke Bindungen zeigten, sodass im weiteren
Verlauf mit der Phagen-Bibliothek J weiter gearbeitet wurde. Von dieser wurden dann
noch zwei weitere sogenannte Masterplatten erstellt. Von diesen drei Masterplatten
wurden dann insgesamt 264 Klone untersucht, von denen 78 eine Bindung zeigten
(darunter 16 starke Bindungen). Von diesen positiv getesteten Klonen wurden 18
ausgewdhlt (darunter zwolf starke, vier moderate und zwei schwache Binder) und in
einem weiteren Versuch neben NCI-H82 Membranfragmenten auch auf BSA als
irrelevantem Protein und auf Membranfragmenten von PBMC-Zellen getestet, um eine
unspezifische Bindeaktivitidt auszuschlieBen (vgl. 5.4, S. 68). Fir neun der Binder
wurde ein moderates Signal gemessen, die Ubrigen wiesen ein schwaches Signal auf.

Bei allen Bindern waren die auf den SCLC-Membranfragmenten gemessenen Signale
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deutlich hoher als auf BSA oder PBMC-Membranfragmenten, was fiir die Spezifitét der
Bindung spricht.

6.6 Sequenzierung

Bei der Sequenzierung (vgl. 5.5 S. 70) der Klone zeigte sich, dass neun der 18
untersuchten Klone identisch waren. Diese neun identischen Klone wiesen mit einer
Ausnahme vergleichbar starke Signale im vorangegangenen ELISA auf, lediglich der
Klon 6G zeigte dort nur ein schwaches Signal. Ein mogliche Ursache hierfiir konnte ein
anderes Wachstumsverhalten der Bakterien in diesem Well der Masterplatte und somit
ein niedrigerer Phagentiter sein. Ein Klon kam doppelt vor und zeigte ebenfalls im
vorangegangenen ELISA vergleichbare Werte. Fiir den weiteren Verlauf wurden der
neunmal vorkommende Klon (3G), der doppelt vorkommende Klon (3B) und vier
einfach vorkommende Klone (2C, 3E, 6E und 11D ) ausgewihlt, da bei diesen das
ELISA-Signal auf den SCLC-Membranfragmenten deutlich stirker war, als auf den
PBMC-Membranfragmenten.

6.7 Monoklonaler ELISA der scFv-Fusionsproteine auf der Zelllinie NCI-
H82

Die produzierten scFv-Fc-Fusionsproteine wurden auf Membranfragmenten der
Zelllinie NCI-H82 (SCLC) und der PBMC's, sowie auf BSA getestet. Abbildung 8 (s.
S. 75) zeigt die Ergebnisse dieses monoklonalen ELISAs. Dabei zeigten vier der
untersuchten Klone eine hohe Bindeaktivitdt zu den NCI-H82-Membranfragmenten und
nahezu keine Bindung zu den PBMC-Membranfragmenten oder zu BSA. Die Klone 3G
und 11D zeigten keine Bindung, obwohl beide in den ELISAs auf Phagenebene zu den
starksten Bindern gehorten. Dieses Phdnomen wurde in der Literatur bereits beschrieben
[107, 109]. Der genaue Grund dafiir, dass die Bindung bei Verwendung von scFv-
Fragmenten nicht bestitigt werden kann, ist jedoch noch unbekannt [109]. Das
Haupthiillprotein pVIII, gegen das sich der im Phagen-ELISA verwendete Antikdrper
anti-M13 richtet, kommt ca. 2.700 mal auf der Phagenoberfliche vor [110]. Dadurch
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kam es zu einer Verstirkung des Absorptionssignals. Im Gegensatz dazu wurde bei der
Testung der Fusionsproteine ein Sekundérantikorper verwendet, der sich gegen den Fc-
Teil richtet, der pro Antikdrper nur einmal vorkommt. Dies konnte einer der Griinde fiir
die Messung eines hoheren Absorptionssignals auf Phagenebene sein [109]. Ein anderer

moglicher Grund konnte die geringere Loslichkeit der scFvs ohne Phagen sein [107].

Da der Klon 11 D keine Bindung zeigte und im Western Blot (s. S. 72) eine unerwartete
Molekiilgrofle aufwies, musste davon ausgegangen werden, dass die Produktion dieses
Antikorpers  fehlerhaft war. Daher wurde dieser in der abschlieBenden

Durchflusszytometrie nicht mehr verwendet.

6.8 Antikorper-Durchflusszytometrie auf den Zelllinien

In der Durchflusszytometrie konnte die spezifische Bindung der scFv-Maus-Fc-
Fusionsproteine auch auf vitalen Zellen bestitigt werden. Wéhrend des Phage-Display-
Verfahrens auf Gewebeschnitten ist nicht beeinflussbar, ob Antikorper gegen
Oberflachenstrukturen oder intrazelluldre Antigene gewonnen werden. Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie konnte dies iiberpriift werden, da nur Bindungen an
Oberflachenantigene der vitalen Zellen erfasst wurden. Dazu wurden jeweils Antikdrper
aus den Klonen 2C, 3B, 3E, 3G und 6E auf die SCLC-Zelllinien NCI-H82, NCI-H69
und DMS 273, sowie als Negativkontrolle auf PBMC-Zellen gegeben (fiir die
Ergebnisse der Durchflusszytometrie siehe auch 5.10, S. 75).

Das Hintergrundsignal des Sekundirantikorpers gamFITC betrug fiir alle SCLC-
Zelllinien 3-4 %. Auf allen drei Zelllinien zeigten fast alle untersuchten scFv-
Fusionsproteine einen Anteil fluoreszierender Zellen von 30-90 %, was deutlich iiber
dem Hintergrundsignal lag. Die hochsten Fluoreszenzsignale wurden auf allen SCLC-
Zelllinien fiir die Klone 3B, 3E und 6E gemessen. Bei Testung auf PBMC-Zellen
konnte fiir die untersuchten scFv-Fusionsproteine nur eine vernachlissigbar geringe
Bindeaktivitit dokumentiert werden. Damit wurden die PBMC-Zellen von den
produzierten scFv-Fusionsproteinen im Vergleich zu den SCLC Zellen deutlich seltener
erkannt und gebunden, was fiir die Spezifitidt der Antikorper spricht (vgl. hierzu auch

Abbildung 10, S. 77).
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Da die Durchflusszytometrie mit ganzen, vitalen Zellen durchgefiihrt wurde, bestitigte
sich hier zudem, dass die scFv-Fusionsproteine gegen Oberfldchenantigene und nicht
gegen intrazelluldre Strukturen gerichtet waren, was fiir die mogliche spitere
Verwendung als diagnostische oder therapeutische Antikorper einen entscheidenden

Vorteil mit sich bringt.

6.9 Ausblick — Anwendung von antikorperbasierten Therapeutika

Die scFv-Fragmente bestehen aus den Antigen erkennenden variablen Doménen der
leichten und schweren Kette eines klassischen Antikorpers. Diese beiden Doménen sind
durch einen kurzen Linker verbunden [112, 74, 111]. Die kleineren rekombinanten
Antikorper-Fragmente (wie beispielsweise die scFv) stellen vielversprechende
Alternativen zu klassischen Antikdrpern da, die auch in einer Ubersichtsarbeit von
Ahmad et al. [111] hervorgehoben wurden. Neben einer 6konomischeren Produktion ist
ein weiterer Vorteil der Antikorper-Fragmente, dass sie die gleiche spezifische Affinitét
zum Ziel-Antigen aufweisen, wie der Volllingenantikdrper von dem sie abgeleitet sind,
dabei aber iiber verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften zur Gewebe-Penetration
verfiigen [112, 111]. Eine reduzierte Immunogenitédt und eine kiirzere Halbwertszeit in
Nicht-Zielgeweben stellen weitere Vorteile gegentiber den ,klassischen® Antikorpern
dar [111]. Die Verwendung der Phage-Display-Technologie bietet dabei den Vorteil,
hochaffine Antikorperfragmente aus einer groBen Anzahl unspezifischer Binder heraus
zu selektionieren [111]. Meist werden die Selektionsrunden beim Phage-Display auf
aufgereinigten Antigenen durchgefiihrt. Wenn aber, wie beispielsweise in dieser Arbeit,
Antikorperfragmente gegen unbekannte Antigene selektioniert werden sollen, sind
Selektionen auf komplexen Antigenquellen, wie beispielsweise Gewebeschnitten, notig

[111].

Eine Konversion der scFv-Fragmente in andere Antikorperformate, wie beispielsweise
Fab-Fragmente ist prinzipiell ebenfalls moglich [113]. Jedoch ist dabei zu beachten,
dass die Konversion die Bindungseigenschaften des Antikorperfragments beeinflussen

kann [113].
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Als bifunktionale Proteine eingesetzte scFv-Fragmente, die sowohl iiber Antigen-
Bindungsstellen, als auch {ber eine Markeraktivitit verfiigen, koOnnten die
Immunodetektion in nur einem Schritt auf Patientengewebeschnitten ermoglichen [111].
Ein zukiinftiges Ziel wird es zudem sein, die Verwendung der Antikorperfragmente in
Kombination mit Immuntoxinen, Medikamenten oder Radionukliden in vitro und in
vivo zu testen, um das mdgliche therapeutische Potential dieser Antikérper zu

erforschen [55, 111].

Ein Beispiel fiir ein bereits zugelassenes Antikorper-Wirkstoff-Konjugat ist
Brentuximab Vedotin in der Behandlung von Hodgkin-Lymphomen und anaplastisch-
groBzelligen Lymphomen [114]. Dabei wurde der CD30-Antikdrper iiber einen
abspaltbaren Enzym-Linker an das Zytostaktikum Monomethyl Auristan E gekoppelt.
Eine Tumorregression konnte in einer Studie bei 86 % der Patienten gezeigt werden; bei
81 % der Patienten, die unter Tumor-assoziierten Symptomen litten, konnten diese
deutlich gemindert werden [114]. Jedoch kam es auch zu typischen Nebenwirkungen

des Zytostatikums, wie Fatigue, Ubelkeit, Erbrechen und Polyneuropathien [114].

Die in der Vergangenheit verwendeten Antikorper-Wirkstoff-Konjugate bestanden in
der Mehrzahl der Fiélle aus Kombinationen von humanisierten oder humanen Antigen-
Bindungsstellen mit pflanzlichen oder bakteriellen Toxinen [115, 116]. Diese nicht-
humanen Toxine erzeugten jedoch unerwiinschte Immunreaktionen, was Dosis-
Limitationen nach sich zog [115, 116, 117, 118]. Deshalb gibt es immer mehr
Bestrebungen nicht-humane Toxine durch pro-apoptotische humane Enzyme zu
ersetzen [115, 116], um so vollstindig humane zielgerichtete Biopharmazeutika zu

erzeugen.

Bevor die Antikorper jedoch zur Diagnostik oder Therapie maligner Erkrankungen
verwendet werden konnen, ist die Identifizierung der Antigene notwendig, gegen die die
selektionierten Antikorper gerichtet sind. Eine Moglichkeit zur Identifizierung der
jeweiligen Antigene stellt die Immunprizipitation mit anschlieBendem Western Blot
und Massenspektroskopie dar [82, 115]. Dabei wird der verwendete Antikérper mit dem
gebundenen Antigen an eine Matrix (z. B. Agarosepartikel) gekoppelt. Dieser relativ
grole Komplex kann nun durch Zentrifugation von anderen Proteinen des SCLC-
Zelllysats abgetrennt und auf ein SDS-Gel aufgetragen werden [115]. Durch einen

Western Blot mit anschlieBender Massenspektroskopie und Abgleich mit
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Proteindatenbanken koénnen dann die Antigene identifiziert werden [82]. Dieses
Verfahren soll nun in der Arbeitsgruppe etabliert werden. Ist dies erfolgreich konnte
zum einen versucht werden, die Antikérper in der immunhistochemischen Diagnostik
zu etablieren. Zum anderen konnte auch die Verwendung der Antikorper als
Immunotoxin getestet werden. Dabei soll zunidchst in vitro die zytotoxische Effektivitit
gegeniiber SCLC-Zellen untersucht werden. Um dann in vivo die Vertriglichkeit und
Bioverfiigbarkeit der Immunotoxine zu testen, soll ein orthotopes Xenograft

Mausmodell verwendet werden.
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7 Zusammenfassung

Das kleinzellige Bronchialkarzinom (SCLC) metastasiert frith und ist durch einen
aggressiven Verlauf gekennzeichnet, der mit 2-Jahres-Uberlebensraten von unter fiinf
Prozent einhergeht. In der Therapie von malignen Erkrankung werden immer hiufiger
monoklonale Antikorper als spezifische Therapeutika verwendet. Beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom konnten damit schon vielversprechende Erfolge erzielt
werden, die bisher beim SCLC jedoch nicht bestétigt werden konnten. Ein effektives in
vitro Herstellungsverfahren fiir diese Antikorper ist die in dieser Arbeit verwendete
Phage-Display-Technologie. Die Methode basiert auf der Expression von funktionellen
Antikorperfragmenten auf der Oberfliche von Bakteriophagen, die dann anhand ihres
Antigen-Bindungsverhalten isoliert werden konnen. Fiir Standardselektionsverfahren
werden Zelllinien oder aufgereinigte Antigene verwendet, bei denen die Antigene
jedoch nicht in ihrer natiirlichen Umgebung vorliegen. In dieser Arbeit fanden die
Selektionen auf FFPE-Gewebeschnitten, also auf komplexen Antigenstrukturen in ihrer
natiirlichen Umgebung statt. Da es sich hier um Material handelt, dass im Rahmen einer
Routinediagnostik gewonnen wurde, kam es nicht zu einer zusétzlichen Belastung fiir
den Patienten. Zundchst wurden verschiedene Antigendemaskierungsverfahren
angewendet, um die Zugénglichkeit und damit die Immunogenitit der Epitope zu
erhohen. Dann wurde mit den scFv-Antikorper-Bibliotheken Tomlinson I und J
zunidchst auf gesundem Lungengewebe depletiert, um tumorirrelevante Antikorper zu
entfernen, bevor sie zur Selektion auf SCLC-Gewebe gegeben wurden. Auf diese Weise
konnten vier Antikdrper gewonnen werden, deren SCLC-Spezifitit mittels ELISA und
Durchflusszytometrie auf drei SCLC-Zelllinien (NCI-H69, NCI-H82 und DMS273)
bestdtigt werden konnte. Die Selektion auf den Gewebeschnitten ermdglicht also die
effektive Gewinnung von Antikdrpern, die spezifisch auf den Patienten zugeschnitten
ist. Ein mogliches diagnostisches oder therapeutisches Potential gilt es in weiteren

Versuchen zu analysieren.
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Summary

Small cell lung cancer (SCLC) metastasizes early and is characterized by its aggressive
progression that goes along with a two-year-survival rate of less than five percent. In
effective in vitro manufacturing process for these antibodies is the Phage-Display-
Technology which was used in this study. The method is based on the expression of
functional antibody-fragments on the surface of bacteriophages which then could be
isolated on the basis of their way of antigen binding. Usually cell lines or purified
antigens are used for standard selection procedures, but the antigens are then not given
in their natural environment. In this study the selection procedure was carried out on
FFPE-slides which contain complex antigen-structures which are in their natural
environment. These slides were obtained from standard diagnosis-material. So there
was no additional stress for the patients. At first different epitope retrieval procedures
were applied to enhance antigen accessibility and immunogenicity. After that the scFv
antibody libraries Tomlinson I and J were depleted on healthy lung tissue, to minimize
tumor-irrelevant antibodies. Then the selection procedure was performed on SCLC
tissue-slides. Hereby we could isolate four antibodies, whose SCLC-specifity was
confirmed by ELISA and flow cytometry using SCLC-cell lines (NCI-H69, NCI-H82
and DMS273). According to that the selection on tissue slides enables an effective
production of antibodies which are specifically designed for the individual patient. A

possible diagnostic or therapeutic potential should be investigated in follow-up studies.
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Anhang

11 Anhang

11.1 Mutagenese-Primer

Die unten aufgelisteten Primer wurden fiir die ortsgerichtete Mutagenese verwendet
(siehe 4.2.7, S. 49). Wihrend dieser Mutagenese wurden die Amber Stopp-Codons
(TAG) in den scFv-Genfragmenten durch die Aminosiure Glutamin (CAG) ersetzt.

Bezeichnung Sequenz 5’ - 3’

2C3 GAT GTA TGA CCA CCC TGC CTC GTA ATC GAT GAG AC
2C5 GTC TCA TCG ATT ACG AGG CAG GGT GGT CAT ACA TC
3B3 GTC TTC AGA CCC CAC TGA GAA ATA GTT GAG ACC CAC
3BS’ GTG GGT CTC AAC TAT TTC TCA GTG GGG TCT GAA GAC
3E¥® CAC GGA GTC TGC GTA CTG TGT AGA AGC ACC AGT CCG
3ES’ CGG ACT GGT GCT TCT ACA CAG TAC GCA GAC TCC GTG
3G 3 GTC AAA CCA CCA GAC TGA GAA ATA GTT GAG ACC CAC
3G S GTG GGT CTC AAC TAT TTC TCA GTC TGG TGG TTT GAC
6E 3’ CTT TGT ATG CTG ACC CTG CCC AGA AAT ACG TGA GAC
6E 5’ GTC TCA CGT ATT TCT GGG CAG GGT CAG CAT ACA AAG
11D 3° CAC GGA GTC TGC GTA CTG TGT AGT ACT ACC ATT ATG
11D 5° CAT AAT GGT AGT ACT ACA CAG TAC GCA GAC TCC GTG
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