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1. Einleitung

1.1. Schilddriisenkrebs

Die Schilddriise (Glandula thyreoidea) ist die groBite endokrine Driise des Menschen. Durch ihre schmetterlings-
artige Form umschlief3t sie mit ihren zwei Lappen (Lobus dexter und Lobus sinister) den Kehlkopf und ist fiir die
Synthese der iodhaltigen Hormone Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) wie auch des Peptidhormons Calcitonin
verantwortlich. Ihre funktionelle Einheit bilden Follikel, in deren Epithel durch Thyreozyten T3 und T4 syntheti-
siert und zur Speicherung in die Follikel eingelagert werden. Zwischen den Follikel befinden sich vereinzelt C-
Zellen, die das Peptidhormon Calcitonin produzieren (Heinrich et al., 2014). Durch ihre im Organismus einzigar-
tige Eigenschaft lod zu binden, nehmen die Schilddriisenhormone eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Stoffwechsel und des Zellwachstums ein (Dratman, 1974). Calcitonin spielt eine wichtige Rolle bei der Calcium-
homoostase und hemmt dariiber hinaus den Knochenabbau (Wallach et al., 1993).

Durch die Abhédngigkeit der Schilddriise von dem chemischen Element lod ist ihre Funktion eng an die biologisch
verfiigbare Menge des Halogens gekniipft. Starker lodmangel in der frithkindlichen Entwicklung fithrt zu geistiger
Retardierung bis hin zum Kretinismus und war insbesondere in fritheren Zeiten ein endemisches Problem, dass
durch die kiinstliche lodierung von Lebensmitteln eingedimmt werden konnte (Lindholm and Laurberg, 2011).
Trotz dieser Mafinahmen geht die WHO derzeit weltweit von einer Unterversorgung von 2 Milliarden Menschen
aus. In Mittel- und Osteuropa betrifft dies 460 Millionen Menschen (de Benoist, 2008). Ein chronischer lodmangel
fiihrt zu einer Vergroferung der gesamten Schilddriise (diffuse Struma) oder zur Ausbildung von Knoten (Knoten-
struma). Durch die Vergroferung kann mehr Jod aus der Nahrung aufgenommen werden. So konnte zum Beispiel
fiir Deutschland, einem Gebiet mit relativem lodmangel, gezeigt werden, dass aus einer Gruppe von 96.278 Per-
sonen im Alter von 18 bis 65 Jahren 33% eine vergroferte Schilddriise oder Knoten aufwiesen. 12 % der unter-
suchten Personen entwickelten Knoten > 1 cm und bei 20 bis 48 % dieser Gruppe konnten wiederum mehrere
Knoten entdeckt werden (Reiners et al., 2004). Diese zunédchst morphologische Verdnderung der Schilddriise fiihrt
in der Regel zu keinen Beschwerden, abgesehen von einem Druck-, Enge- oder KloBgefiihl am Kehlkopf mit
zunehmender Vergroferung des Struma.

Ca. 5% dieser Knoten sind jedoch bosartige Neubildungen der Schilddriise, die sich in vier Typen einteilen lassen:
papilldres Schilddriisenkarzinom (PTC, ca. 60-80 %), follikuldres Schilddriisenkarzinom (FTC, ca. 10-30 %),
anaplastisches Karzinom (ATC, 5%) und medullédres Schilddriisenkarzinom (MTC, 5%). Schilddriisenkrebs ist in
der Regel relativ gut therapierbar mit einer 5 Jahres-Uberlebensrate von 98%, sofern das Karzinom erkannt wird
(Nguyen et al., 2015). Das fiihrt auch zum eigentlichen Problem bei der Diagnose von Schilddriisenknoten: Wie
ist es moglich bei der hohen Prévalenz an Schilddriisenknoten ein gutartiges Knotenstruma von einer bdsartigen
Neubildung effizient zu unterscheiden und unnétige Eingriffe zu vermeiden?

Die gingige klinische Methode, um die Schilddriise zu untersuchen, ist das Abtasten des Gewebes nach festen,
knotenartigen Strukturen. Doch selbst wenn die Schilddriise wihrend einer Operation in die Hand genommen wird,
ist dies eine sehr ungenaue Methode und etliche Knoten werden iibersehen (Mortensen et al., 1955). Dies zeigt
sich auch im Vergleich zu Ultraschalluntersuchungen, bei denen 30 % der untersuchten Personen unnatiirliche
Veranderungen aufweisen von denen jedoch nur 5 % ertastbar sind (Brander et al., 1991). Trotz der aktuellen
Maoglichkeiten der Ultraschalltechnik ist auch mit dieser Methode keine eindeutige Identifizierung von bdsartigen

Gewebestrukturen moglich. Ist ein Knoten entdeckt, wird laut den aktuellen Richtlinien der American Thyroid



Association (Cooper et al., 2009) fiir die initiale Evaluierung von Schilddriisenknoten eine Messung des Thy-
reoidea-stimulierendes Hormons (TSH) im Serum vorgeschlagen. TSH reguliert die Produktion der Schilddriisen-
hormone T3 und T4 durch negative Riickkopplung im Rahmen des thyreotropen Regelkreises. Aus diesem Wert
lasst sich daher auf hyper-, normo- oder hypofunktionelle Knoten schlieen. Dies ist ein wichtiges Kriterium, da
hyperfunktionelle Knoten nur selten bosartig sind. Wird eine Normal- oder Unterfunktion festgestellt, sollten die
Knoten in einer Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) niher charakterisiert werden. Die FNAB ist aktuell die ge-
naueste, giinstigste und schnellste Methode, um die Knoten zu bewerten und hat sich als Schliisseltechnik bewéhrt
(Castro and Gharib, 2003). Hierbei werden unter Ultraschallkontrolle Zellen aus dem Gewebe entnommen und
anschlieBend cytologisch untersucht. Jedoch hat auch diese Methode ihre Beschriankung. So ldsst sich zum Bei-
spiel ein follikulares Adenom nicht von einem follikularen Karzinom unterscheiden. Solche Gewebestrukturen
werden als follikulare Geschwulst eingestuft (ca. 20 —30% der Fille) und bediirfen einer operativen Biopsie
(Cooper et al., 2009). Weiterhin ist das Verfahren der FNAB fehleranfallig. Wie Hall et al. (1998) zeigen konnten
sind 10 - 28 % der FNAB Diagnosen, die zu einer operativen Entfernung der Geschwulst fiihrten, falsch. Griinde
fiir diese grole Zahl an Fehlinterpretationen sind ungeeignetes Material fiir die Diagnose (30 %), Probenentnah-
mefehler (10 %) oder diagnostische Fehler (60 %) (Muratli et al., 2014, Hall et al., 1989). Insbesondere der hohe
Anteil an diagnostischen Fehlern zeigt das allgemeine Problem der pathologischen Schilddriisendiagnose, die mit
hoher Unsicherheit behaftet ist und stark von dem zu untersuchenden Biopsiematerial abhingt. Zusammengefasst
zeigen sich bei der Diagnose zwei Probleme: die Unsicherheit der aktuellen Methode bei der Unterscheidung eines
Knotenstruma von einer bosartigen Neubildung, sowie die hohe Pravalenz der Knoten. Es lésst sich nur erahnen,
wie viele unndtige Behandlungen vorgenommen werden, die mit einer genaueren Diagnosemethode verhindert
werden konnten.

Die Therapie eines diagnostizierten Schilddriisenkarzinoms variiert in Abhéngigkeit von Typ und Stadium. Es
sind verschiedene Richtlinien der Gesellschaften fiir Onkologie verfiigbar. Doch empfehlen die meisten eine ope-
rative Entfernung der gesamten Schilddriise bei Tumoren grofler als 1 cm (Thyreoidektomie) oder eines Schild-
driisenlappens bei Tumoren kleiner als 1 cm (Lobektomie).

Nach der chirurgischen Entfernung ist die Radioiodtherapie die wichtigste darauffolgende Therapieform (Haugen,
2017, Dietlein et al., 2015). Durch die besondere Eigenschaft der lodaufnahme in diesem Organ ist mit der Radi-
oiodtherapie flir die meisten Schilddriisenkarzinome eine sehr effiziente und selektive Therapieform vorhanden.
Uber 90% der differenzierten Schilddriisenkarzinome kénnen durch die Kombination aus Resektion und Radio-
iodtherapie behandelt werden (Dietlein et al., 2015). Dadurch sind die Folgen eines therapierten Schilddriisenkar-
zinoms mit einer regelmiBigen Nachkontrolle und der Hormonsubstitutionstherapie im Vergleich zu anderen
Krebsarten gering, sodass ein normales Leben weitgehend moglich ist.

Deutlich ungiinstiger wird die Prognose, wenn der Tumor keine Radioiod-Aufnahme oder -Speicherfahigkeit zeigt.
Eine Rezidivtherapie mit Radioiod ist folglich nicht mehr mdglich und die 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlich-
keit sinkt in dieser Gruppe der Patienten auf knapp 10 % (Dietlein et al., 2015). In diesen Fallen ist die Behandlung
mit Tyrosinkinase-Inhibitoren die letzte Moglichkeit (Iwasaki et al., 2019). Der Einsatz von Tyrosinkinasehem-
mern hat die Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenen Radioiod-refraktiren differenzierten Schilddriisen-
karzinomem zwar entscheidend verbessert, doch eine Komplettremission wurde mit dieser Therapieform bisher
selten beschrieben (Schlumberger et al., 2015, Wagle et al., 2014). Eine Verldngerung des Gesamtiiberlebens

konnte ebenfalls nicht gezeigt werden (Cabanillas et al., 2019). Gleichzeitig weist die notwendige Dauertherapie



Nebenwirkungen auf, die teilweise die Lebensqualitit erheblich einschrianken, so dass die Auswahl der fiir diese
Therapieform in Frage kommenden Patienten sehr streng ist (Haugen, 2017).

Anhand der beschriebenen Problematiken der aktuellen diagnostischen wie auch therapeutischen Behandlungsme-
thoden von Schilddriisenkrebs zeigt sich, dass Patienten von einer neuen, gerichteten Herangehensweise stark pro-

fitieren konnten.

1.2. Galectin 3 als innovatives Ziel der Immundiagnostik

Galectine sind eine evolutionédr hoch konservierte Klasse von Kohlenhydratbindeproteinen, die sich durch ihre
Affinitdt zu B-Galactosiden auszeichnen. Sie besitzen als strukturell charakteristisches Merkmal ein oder zwei 130
Aminosduren lange Kohlenhydratbindedoménen (CRD) (Barondes et al., 1994). Aktuell sind 15 Galectine be-
kannt, wobei diese in drei Subklassen eingeteilt werden. Subklasse 1 (Prototyp) umfasst jene Galectine, die aus
einer einzelnen B-Galactosid Bindedoméne bestehen (Gall, Gal2, Gal5, Gal7, Gall0, Galll, Gall3, Gall4 und
Gall5). Subklasse 2 ist charakterisiert durch 2 sich wiederholende Kohlenhydrat-Bindedoménen (Tandem
Repeats), welche mit einem Linker verbunden sind (Gal4, Gal6, Gal8, Gal9 und Gal12). Subklasse 3 stellt einen
Sonderfall dar und wird derzeit durch ein einziges Mitglied des sogenannten chiméren Typus reprasentiert, Galec-
tin 3 (Gal3) (Yang et al., 2008). In diesem Fall ist die C-terminal angeordnete Kohlenhydrat-Bindedoméne {iber
einen Linker, bestehend aus 7 bis 14 Wiederholungen der Aminoséuresequenz Pro-Gly-Ala-Tyr-Pro-Gly-X-X-X
mit einer N-terminalen regulatorischen Domine verbunden. Uber diese regulatorische Domiine kénnen bis zu fiinf
Gal3-Einheiten oligomerisieren, sodass ein Avidititseffekt gegeniiber dem, in der Regel an Zelloberfldchen in

vielfacher Kopie prisentierten Liganden entsteht (Gong et al., 1999).



A Struktur und Klassifizierung

Prototyp Tandem Repeat Chimirer Typ
a

B Galectin-Glycan-Netzwerke

P

Bivalente Liganden Trivalente Liganden Tetravalente Liganden

C Galectin-Glycoprotein-Netzwerke

Prototyp Tandem Repeat Chimiirer Typ

Abbildung 1 Galectin-Glycan-Interaktionen: strukturelle und biochemische Aspekte. A) Schematische Darstellung der strukturellen Details
der Galectinfamilie. Galectine sind in drei Klassen eingeteilt: Prototyp-Galectine bestehen aus nur einer Kohlenhydratbindedoméne (CRD)
und bilden Homodimere. Tandem-Repeat-Galectine bestehen aus zwei CRD mit einer Affinitét fiir verschiedene Glycane und bilden somit
Heterodimere. Der chimére Typ besteht aus einer CRD, die iiber einen Linker mit einer Oligomerisierungsdoméne verbunden ist. In Abhén-
gigkeit der Ligandenbindung kommt es zur Oligomerisierung als Pentamer. B) Schematische Darstellung der verschiedenen Galectin-Glycan-
Netzwerke: Es sind beispielhaft bi-, tri- und tetravalente Oligosaccharid-Liganden dargestellt. C) Schematische Darstellung der Wechselwir-
kung von Galectinen mit membranassoziierten Glycoproteinen. Durch die unterschiedlichen Bindungsmodi der Galectine kann die Entfernung

zwischen den Glycoproteinen reguliert werden.

Gal-3 ist an einer Reihe von physiologischen Prozessen beteiligt, zu denen RNA-Splicing, Gentranskription, Im-
munantwort, Entziindungsreaktionen, Signaltransduktion, Apoptose sowie Zellmigration und Differenzierung ge-
horen. Damit nehmen diese Proteine auch eine wichtige Rolle bei Krankheiten wie Krebs, Herzerkrankungen oder
Fibrose ein (Liu and Rabinovich, 2005). Diese pleiotropen Molekiile werden im Cytoplasma synthetisiert und sind
hauptsachlich im Cytosol oder Nucleus présent. Fiir die Interaktion mit ihren extrazelluldren f-Galactosid-Ligan-
den werden sie auf einem nicht-klassischen Weg, der den Golgi-Apparat umgeht, sekretiert (Cummings et al.,
2015).

Es ist zwar bekannt, dass Galectine auch mit anderen Bindepartnern wechselwirken (Kim et al., 2013, Saggiorato
et al., 2001), doch ist die wohl wichtigste Funktion die extrazelluldre Ubersetzung von Glycan-dekodierter Infor-

mation in zellbiologische Programme. Hierfiir kommt es zu einer spezifischen Interaktion der CRD mit



Sacchariden von Glycoproteinen an der Zelloberfliche, wie bei T-Lymphozyten und Endothelzellen (z. B. TCR,
CD13, CD36, CD44, CD98) oder extrazelluliren Glycoproteinen (z.B. Elastin, Lymphokine, Firbonektin)
(Johannes et al., 2018). Diese Wechselwirkung wird beeinflusst durch die unterschiedlichen Oligosaccharidmodi-
fikationen (N- oder O-verkniipfte Saccharide), den Ort der Glykolysierung, die iiber den Golgikomplex abhéngige
Glykolysierungsrate, sowie dessen Modifizierung (z. B. Sialylierung, N-Acetylierung), sodass es zu der Spezifitdt
gegeniiber den unterschiedlichen Galectinen kommt (Mendez-Huergo et al., 2017).

Da die Interaktion zwischen Galectinen und Glycoproteinen multivalent ist, kann sich auf der Zelloberflache ein
Galectin-Netzwerk ausbilden. Dieses Netzwerk wiederum fiihrt zu einer Mobilitdtseinschrankung der Glycopro-
teine, was die Protein-Protein Wechselwirkungen fordert oder inhibiert und die Diffusion durch die Plasmamemb-
ran beeinflusst. Abhingig vom jeweiligen Galectin entsteht so die spezifische biologische Funktion, die sehr un-
terschiedlich sein kann. Betrachtet man z. B. die gut untersuchten Galectine Gall und Gal3, zeigen beide durch
Wechselwirkung mit der Phosphatase CD45 auf T-Zelloberfldchen einen starken Einfluss auf deren Funktion.
Gall, das aus nur einer einzelnen B-Galactosid Bindedoméine besteht, hat hierbei einen geringeren Vernetzungs-
grad und fiihrt zu einer Trennung von CD45 in einzelne Membrandominen. Diese verteilen sich gleichmiBig auf
der Zelloberfliche, was zu einer hohen Antigensensitivtit fithrt (Nguyen et al., 2001). Gal3 hingegen vernetzt
CD45-Doménen iiber seine Fiahigkeit der Oligomerisierung. Diese Vernetzung bindet die Glycoproteine in einer
Membrandomane, wodurch diese lokal prasentiert werden und die Sensitivdt gegeniiber dem Antigen einge-
schrankt wird (Clark et al., 2012). Durch die unterschiedlichen Senstivitdten gegeniiber dem Antigen der T-Zellen
kommt es so im Fall von Gall zu einer Aktivierung der T-Zellen und zur Apoptose, wohingegen Gal3 die T-
Zellaktivitét einschriankt und die Apoptose verhindert (Nabi et al., 2015).

Verinderte Glycolysierungsmuster sind ein typisches Merkmal von Krebs. Diese nutzen die Eigenschaften der
Galectine, um das Tumorwachstum und die Stimulation einer Immunantwort zu umgehen. Aus der tumorspezifi-
schen ,,Galectin-Signatur ergeben sich jedoch auch interessante Moglichkeiten im Hinblick auf eine biomarker-
basierte Diagnostik und sind aktuell ein vielfach untersuchtes Thema (Thijssen et al., 2015). Gal3, dessen Expres-
sionsverhalten vielfach in gutartigem und bosartigem Schilddriisengewebe untersucht wurde, scheint ein geeigne-
ter Kandidat fiir die Immundiagnostik von Schilddriisenkrebs zu sein. Dieses Protein ist nicht detektierbar in nor-
malem und gutartig vergroBertem Schilddriisengewebe, wohingegen die differenzierten Schilddriisenkarzinome
PTC und FTC eine starke Gal3 Expression im Cytosol, auf der Zellmembran und im perizellularen Raum zeigen
(Papotti et al., 2004, Saggiorato et al., 2001). Gal3 nimmt hierbei eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Differenzierung des Gewebes ein. So fiihrt die induzierte Uberexpression von Gal3 in Schilddriisenzellen zu einem
transformierten Phianotyp und die Inhibierung der Gal3 Expression in PTC-Zelllinien zur Umkehr des Phinotyps
(Takenaka et al., 2003). Auch das Tumorwachstum wird durch die Blockierung der Apoptose bei einer erhdhten
Gal3 Expression gefordert (Akahani et al., 1997).

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde eine immunhistochemische Methode zur Evaluierung von Schilddrii-
sengewebe anhand der Gal3 Expression entwickelt, mit der die diagnostische Genauigkeit der FNAB verbessert
werden sollte. Wie in einer breit angelegten Studie gezeigt werden konnte, ist die Unterscheidung eines Knoten-
struma von einer bosartigen Neubildung iiber diese Methode mit einer positiven Vorhersage von 98 %, einer ne-
gativen Vorhersage von 94 % und einer diagnostischen Genauigkeit von 96 % mdoglich (Bartolazzi et al., 2008).

Vergleicht man diese Werte mit den Erfolgsraten der gingigen FNAB ist dies eine erhebliche Verbesserung.



Eine nicht-invasive Alternative zur cytologischen Diagnose von Gewebebiopsien ist das bildgebende Verfahren
der Positronen-Emissionstomographie (PET). Diese Methode detektiert paarweise y-Quanten, die indirekt von ei-
nem Positron-emittierenden Radionuklid erzeugt werden. Durch die Kopplung des Radionuklids an ein biologisch
aktives Molekiil kann so dessen Wechselwirkung in vivo sichtbar gemacht werden. Auch fiir die Diagnostik von
Schilddriisenkrebs iiber Gal3 stellt dies eine sinnvolle Weiterentwicklung dar. Insbesondere in Féllen von sehr
kleinen Knoten, also einer sehr friihen Diagnose oder bei multiplen Knoten und Metastasen ist so eine Unterschei-
dung zu normalem Gewebe und die exakte Lokalisierung der bosartigen Neubildung moglich. Erste Ergebnisse in
einem Xenograft Tumormodell von Schilddriisenkrebs in Miusen mit einem Gal3 bindenden monoklonalen An-
tikorper (a-hGal3-mAk), der mit dem Radionuklid Zirkonium (*Zr) gekoppelt war, zeigen beeindruckende Re-
sultate. So sind spezifische Immun-PET Aufnahmen von Tumoren mit einer minimalen Gréfe von 2,5 mm mog-
lich (Alessandria et al., 2016). Dieses erfolgsversprechende Ergebnis gibt Hoffnung, dass eine effiziente Charak-
terisierung von Schilddriisenknoten und eine Frithdiagnose von Schilddriisenkrebs durch medizinische Bildgebung
in naher Zukunft verfiigbar sein wird und so ein Grofteil von unndtigen Thyreoidektomien vermieden werden

kann.

1.3. Zielsetzung der Arbeit

Um fiir eine translationale Anwendung geeignet zu sein, muss ein Diagnostikum neben der Selektivitit und Spe-
zifitéit fiir das Tumorantigen weitere wichtige Faktoren erfiillen. Zum einen sollte es moglich sein das Diagnosti-
kum in einer ausreichenden Menge und in hohem Reinheitsgrad zu produzieren, was aus regulatorischen Griinden
eine entscheidende Rolle spielt. Auch die pharmakokinetischen Eigenschaften sind insbesondere bei der Verwen-
dung von Radionukliddiagnostika wichtig, da hiufig ein enges Zeitfenster zwischen Halbwertszeit des Radionuk-
lids, der glomeruldren Filtration und der Anreicherung im Tumor besteht. Des Weiteren sind toxische Eigenschaf-
ten des Diagnostikums zu minimieren, um mdogliche Nebenwirkungen zu vermeiden.

Ausgehend von dem o-hGal3-mAk aus der Hybridomzelllinie M3/38, der sich in vorausgegangenen Immun-PET
Experimenten bewiesen hatte, sollte auf der Grundlage seines Fab-Fragments ein Diagnostikum entwickelt wer-
den, das die hohen Anspriiche einer klinischen Anwendung erfiillt.

RNA-Gewinnung, Sequenzanalyse und Klonierung des a-hGal3 bindenden Immunglobulin-Fragments waren
hierbei die Basis fiir die folgenden Arbeiten. Damit das Fab-Fragment in ausreichender Menge und konstanter
Reinheit produziert werden konnte, mussten die heterologe Produktion in E. coli und eine geeignete Reinigungs-
strategie etabliert werden. Durch unterschiedliche Protein-Engineering Ansétze sollte das Fragment im Hinblick
auf die Plasmahalbwertszeit (PASylierung), niedrige Toxizitdt/Immunogenitit (Humanisierung) und molekulare
Homogenitit (Konjugationschemie mit Chelatoren und Fluoreszenzmarkern) optimiert werden. Durch die Kom-
bination der verschiedenen Ansétze sollte die Translation des fiir die Schilddriisendiagnostik validierten Biomar-

kers Gal3 ermdglicht werden, was anhand von Mausmodellen nachgewiesen werden sollte.



2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Bakterienstimme

E. coli K12-Stdmme

W3110 F A IN(rrnD-rrnE)1 rph-1 (Hayashi et al., 2006)

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96 (Nal ), thi-1, hsdR17, glnV44, relAl, lac, [F'proABlachZAMIS Tnl0
(Tetr)] (Bullock et al., 1987)

E. coli B-Staimme

BL21 F~ompT gal dem lon hsdSp(rs"mp) [malB*Jk-12(AS) (Studier and Moffatt, 1986)

Alle E. coli-Stimme stammten aus der Sammlung von Prof. Dr. A. Skerra, Lehrstuhl fiir Biologische Chemie, TU

Miinchen.

2.1.2. Plasmide

pASK75-mBiP (Skerra, 1994b) aus der Sammlung von Prof. Dr. A. Skerra, TU Miinchen
pASK88-H4D5 (Skerra et al., 2007) aus der Sammlung von Prof. Dr. A. Skerra, TU Miinchen
pASK88-H4D5-HC-PAS#1(200)-His/LC-PAS#1(200)-Strepll

(Schlapschy et al., 2013) aus der Sammlung von Prof. Dr. A. Skerra, TU Miinchen
pASK111-CD30A (Schlapschy et al., 2005) aus der Sammlung von Prof. Dr. A. Skerra, TU Miinchen
pXL1-PAS#1.2(200) (Schlapschy et al., 2013) aus der Sammlung von Prof. Dr. A. Skerra, TU Miinchen

2.1.3. Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide fiir die DNA-Sequenzierung

D11 5*-TGGAGGAGGGTGCCAGG-3*
D12 5-AACTGCTCATCAGATGGC-3¢
D20 5¢-CCACTCCCTATCAGTGA-3¢
PR1 5-CGCAGTAGCGGTAAACG-3¢



Oligodesoxynukleotide fiir Mutagenese und PCR

(dT)s

InFabll
PR-hGal3-P113
RatVHF6

RatVH17

RatVH21

RatVHRef2

RatVL{2

RatVL13b

RatVLf18
VHNtermFow
VHNtermRev
RatVLFow
RatVLNtermRev

RMG

RMK

VLNtermFow
VLNtermRev
4NRY_VH I69FRev
4NRY_VH _169FFow
4NRY VH E46K Fow
4NRY_ VH E46K Rev
4NRY_VH K74A Fow
4NRY VH K74A Rev
4NRY VH 676870Fow
4NRY_VH 676870Rev
4NRY_ VL L4MRev
4NRY VL L4MFow
SapICysFow
SaplCysRev

S-TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3*
5¢-TTTGATCTCGAGCTTGGTCCCAGAACC-3¢
5‘-GCGCATATGCCACTGATT-3¢
5-GATCGGCGCGCCAGGCCCAGCTGCAGTCTGG-3¢
5-GATCGGCGCGCCAAGVGGTGCAGCTWGTKGAGWC-3°
5-GATCGGCGCGCCAAGAGGTGCAGCTGAAGGAATC-3¢
5-GGAGACGGTGACCATGACTCCTTGG-3°
5-GATCGCCGGCGAAACTGTGATGACCCAGTC-3¢
5-GATCGCCGGCGATGTTGTGATGACCCAG-3*
5-GATCGCCGGCGACGTTGTGCTGACTCAGTC-3¢
5-CGTAGCGCAGGCCCAGATCCAGCTTGTACAGTCTGGACCTGAGC-3¢
5-GCTCAGGTCCAGACTGTACAAGCTGGATCTGGGCCTGCGCTACG-3¢
5-GATGTTGAGCTCACCCAGACTCCAGTGTCT-3¢
5-CACTGGAGTCTGGGTCATGACAACGTCGGCTTTTGTCACA-3¢
5-AGGTCGCCACACGTGTGG-3¢

5-GACCTCCACGGAGTCAGC-3¢
5-TGTGACAAAAGCCGACGTTGTCATGACCCAGACTCCAGTG-3¢
5‘-CACTGGAGTCTGGGTCATGACAACGTCGGCTTTTGTCACA -3¢
5’-GCTTTTATCCAGGCTAAAAATCACCTGGCC-3¢
5-GGCCAGGTGATTTTTAGCCTGGATAAAAGC-3¢
5’-CCTGGTAAAGGTCTGAAATGGATGGGTTGGATT-3
5’-AATCCAACCCATCCATTTCAGACCTTTACCAGG-3*
5-GTGATTATCAGCCTGGATGCGAGCATTAATACCG-3¢
5-CGGTATTAATGCTCGCATCCAGGCTGATAATCAC-3¢
5-GCCGATGATTTTAAAGGCCGTTTCATTTTTAGCCTGGATAAAAGC-3¢
5-GCTTTTATCCAGGCTAAAAATGAAACGGCCTTTAAAATCATCGGC-3¢
5-GCTCGGACTCTGGGTCATAACAACATCGGCTTT-3¢
5°-AAAGCCGATGTTGTTATGACCCAGAGTCCGAGC-3¢
5¢-CCGCACCGGCGGCCTGCTAAGCTTGACCTGTGA-3¢
5-TCACAGGTCAAGCTTAGCAGGCCGCCGGTGCGG -3¢



2.1.4. Enzyme und sonstige Proteine
Alkoholdehydrogenase
Anti-human-Kappa-leichte-Kette-IgG (aus Ziegen)-Alkalische Phos-
phatase-Konjugat

Anti-human-Kappa-leichte-Kette-IgG (aus Kaninchen) - Ready-to-
use-Losung

Anti-rat-Kappa-leichte-Kette-1gG (aus Ziegen)-
Alkalische Phosphatase-Konjugat

Aprotinin

Alkoholdehydrogenase

B-Amylase

CytochromC

Envision Flex HRP Magenta

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Herculase II Fusion DNA-Polymerase

Lysozym aus Hiihnereiweil3

Myoglobin

Ovalbumin

Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul)
Restriktionsendonukleasen

Rinderserumalbumin (Fraktion V, pH 7)

Streptavidin, Reinheit > 98 % (SDS-PAGE), rekombinant

T4-DNA-Ligase (5 U/ul) MBI

2.1.5. Chemikalien

Acrylamid-Stammlsung (30 % w/v mit 0,8 % w/v Bisacrylamid)
Agarose, Typ GTQ

Aminosdurederivate fiir die Peptidsynthese:

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc- Asn(Trt)-OH, Fmoc-
Asp(OtBu)-OH, Fmoc- GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-
Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe- OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc- Thr(tBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH
Ammoniumacetat (Gesamtmetallgehalt < 0,0001%)

Ampicillin, Natrium-Salz (Amp)

Anhydrotetracyclin Hydrochlorid (aTc)

Antifoam Y-30-Emulsion

Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt

Dako, Carpinteria

Abcam, Cambridge

Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Dako, Carpinteria
ThermoFisherScientific, Geel
Agilent, Santa Clara
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
MBI Fermentas, St. Leon-Roth
MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Applichem, Darmstadt

Ina Theobald, AG Prof. Dr. Skerra,
TU Miinchen

Fermentas, St. Leon-Roth

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Bachem, Bubendorf, Schweiz

Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Geel

Sigma-Aldrich, Darmstadt



Bacto Agar

Bacto Yeast Extract

Bacto Tryptone

Blue Dextran

Complete Protease Inhibtor Cocktail Tabletten
Chloramphenicol

D-Desthiobiotin

N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC)
Desferrioxamin-Maleimid (DFO-MI)
Dimethylformamid (DMF, zur Synthese)
dNTP-Set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Dehydroascorbinsédure

Dithiothreitol (DTT)

Ethanolamin/HCI, 1 M Losung, pH 8,5
Ethyl-cyanohydroxyiminoacetat (Oxyma)
Ethyl(dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC)
2'-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoesdure (HABA)
N-Hydroxysuccinimid
Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid
p-Isothiocyanatobenzyl-Deferoxamin (pSCN-DFO)
Kanamycin A Monosulfat
N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP); >99,5 %
p-Nitrophenylphosphat

Paraformaldehyd
Sulfo-Cyanin5.5-N-Hydroxysuccinimid
(Cy5.5-NHS)

Sulfo-Cyanin7-Maleimid (Cy7-MI)
Synthetisches Peptid: Ac-Q-A-P-P-G-A-Y-P-G

Thiaminhydrochlorid
Triisopropylsilan <99 %

Zirconium-89 (IV)-oxalat in 1 M Oxalséureldsung

Becton Dickinson, Sparks
Becton,Dickinson, Sparks
Difco Laboratories, Detroit
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Roche, Basel

Carl Roth, Karlsruhe

IBA, Gottingen
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Macrocyclics, Dallas
Merck, Darmstadt
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Biacore, Uppsala
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Alfa Aesar, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Macrocyclics, Dallas
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt

Lumiprobe, Hannover

Lumiprobe, Hannover

Peptide  Speciality  Laboratories,
Heidelberg

Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt

BA, Louvain-la-Neuve, Belgien

Weitere im Laboralltag iiblichen Chemikalien, die an dieser Stelle nicht aufgelistet sind, wurden von Sigma-Ald-

rich (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) und VWR (Darmstadt) bezogen.
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2.1.6. Standards und Kits

DNA-GrdB8enstandard
GeneRuler 1 kb-DNA-Leiter
GeneRuler 0,1 kb-DNA-Leiter
DNA-Auftragspuffer

6x DNA Loading Dye

Kits zur DNA-Isolierung

Wizard SV Gel- und PCR Reinigungssystem
QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit Quiagen
PCR Purification Kit

Immunhistochemische Kits

Dako Target Retrieval Solution, 10x Tris/EDTA Puffer, pH 9

REAL EnVision Detection System
Kit zur Isolierung von RNA
RNeasy Mini Kit

Kit zur cDNA-Synthese

First Strand cDNA Synthesis Kit

Kit fiir den Papainverdau

Pierce Fab preparation kit

Kristallisations-Screens

Vector Screen 1-5, 480 Bedingungen

Protein-GroBenstandards

Pierce Unstained Protein MW Marker
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
PageRuler Prestained NIR Protein Ladder

2.1.7. Geriite

Fluoreszenz-Scanner Odyssey
Fluoreszenz-Tomographiescanner FMT2500
FPLC

Akta Explorer

Akta Pure 25M

Akta Purifier

Akta Prime

French Press-Hochdruckhomogenisator

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
MBI Fermentas, St. Leon-Roth

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Promega, Mannheim
Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Dako, Carpinteria
Dako, Carpinteria

Quiagen, Hilden

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Thermo Fisher Scientific, Geel

AG Prof. A. Skerra, TU Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Geel

Thermo Fisher Scientific, Geel

Thermo Fisher Scientific, Geel

Li-Cor, Lincoln

VisEn Medical, Bedford

GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
SLM Instruments, Urbana
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Instrumente fiir die Histologie

HistoCore Biocut

PT Link

Aperio CS2
Laborchromatographieanlagen
Durchflussphotometer UVis-920
Fraktionssammler Redi Frac
Peristaltikpumpe P1

Schreiber REC 112
Laborfermenter

Biostat B mit UniVessel Glass 101

pH Elektrode, EasyFerm Plus PHI VP 425
Sauerstoffelektrode, VisiFerm DO 425

Massenspektrometer

maXis Quadropol Time-of-Flight (qTOF) ESI-MS

Oberflichenplasmonresonanzspektrometer

Biacore 2000
Peptidsyntheseautomat

MultiPep RS

Pipettierroboter

Freedom Evo
Reinstwasser-Anlagen

ELGA PURELAB Classic

Taumelrollenmischer

Thermocycler

Mastercycler gradient
TPersonal
UV-Vis-Photometer
NanoDrop 2000
UltroSpec 2000

SpectraMax 250 Microplate-Reader
Instrumente fiir die PET-Bildgebung
v-Counter 1480 Wallac Wizard
Bildplattenscanner CR 35 BIO

Dosiskalibrator CRC-15R
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Leica Biosystems, Wetzlar
Agilent, Santa Clara

Leica Biosystems, Wetzlar

GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
Hamilton, Reno

Hamilton, Reno

Bruker Daltonik, Bremen

Biacore, Uppsala

INTAVIS Bioanalytical Instru-

ments, Kdln

Tecan, Mannedorf

VWS Deutschland, Celle
Stuart SRT1 Bibby Scientific,
Staffordshire

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg

Molecular Devices, Sunnyvale

PerkinElmer, Turku
Raytest Isotopenmessgerite,
Straubenhardt

Capintec, Ramsey



Mini-Scan TLC Imaging Scanner

PET-CT-Kleintierscanner
Kryostat-Mikrotom HM-500

Zentrifugen

Sigma 4K 15C mit Rotoren 11156 und 11118
Sorvall RC 3B Plus mit Rotor HO000A/HBB6

Sorvall RC 5C Plus und RC 6 Plus mit Rotoren SS-34, SLA-1500, SLA-

3000, F10-4x1000

BIOSCAN Analytical Instruments,
Washington D.C.
Siemens Healthcare, Erlangen

Microm International, Walldorf

Sigma, Osterode
Kendro  Laboratory  Products,
Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Geel

Die vorhandene Grundausstattung eines biotechnologischen, bzw. biochemischen Labors wird vorausgesetzt und

hier nicht ndher beschrieben.

2.1.8. Sonstiges Material

Adhaésionsobjekttrager SuperFrost Ultra Plus

Affinititschromatographie-Materialien

Strep-Tactin Superflow

Chelating Sepharose Fast Flow
Affiniitdtschromatographiesdulen
HisTrap 1 und 5 ml
Dialysemembranen und -schlduche
Spectra/Por, MWCO: 6-8 kDa
Slide-A-Lyzer, MWCO: 10 kDa

GroBenausschlusschromatographie-Sdulen

PD-10

Superdex 75 HR 10/30

Superdex 75 10/300 GL

Superdex 75 HiLoad 16/60 prep grade
Superdex 200 HR 10/30

Superdex 200 10/300 GL

Superdex 200 HiLoad 16/60 prep grade
Superdex 200 HiLoad 26/60 prep grade

Ionenaustauschchromatographie-Séulen

Resource Q, 1 und 6 ml
Konzentratoren

Amicon Ultra-4, MWCO: 10 kDa

Thermo Fisher Scientific, Geel

IBA, Goéttingen
GE Healthcare Europe, Freiburg

GE Healthcare Europe, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Geel

GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg
GE Healthcare Europe, Freiburg

GE Healthcare Europe, Freiburg

Millipore, Eschborn
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Amicon Ultra-15, MWCO: 10 kDa
Amicon Ultra-4, MWCO: 30 kDa
Amicon Ultra-15, MWCO: 30 kDa
Vivaspin 500, MWCO: 10 kDa
Membran fiir die SPOT-Synthese
Amino-PEG500-UC540; 100x150 mm

Mikrotiterplatten
Immuno Plate F96-Maxisorp

Petrischalen

Rund, 94x16mm

Kiivetten

Polystyrol: 10 x 4 x 45 mm

Quarz: 108.002-QS, 10 mm

SPR Sensorchip

CM5

Sterilfilter

Microsart CN-Filter (Cellulosenitrat); 0,2 um

NC20 (Cellulosenitrat); 0,45 pm

Ultrafree Centrifugal Filters (PVDF); 0,22 und 0,45 pm
Filtropur S Spritzenfilter; 0,2 und 0,45 pm
Zellkulturgeféafle

Zellkulturflasche Cellstar mit 25 oder 150 mm Wachstumsflache

Kristallisationsplatten

96well CrystalQuick-Platten
Zentrifugenbecher fiir Sorvall-Rotoren

SS-34, SLA-1500, SLA-3000 und F10-4x1000

2.1.9. Medien, Antibiotika und allgemeine Lésungen

Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn

Sartorius, Gottingen

INTAVIS Bioanalytical Instru-

ments, Koln

Nunc, Roskilde

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sarstedt, Niimbrecht
Hellma, Miihlheim

Biacore, Uppsala

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
Whatman, Dassel

Merck-Millipore, Darmstadt
Sarstedt, Niimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner BioOne, Frickenhausen

Nalgene Company, New York

Die Medien und Ldsungen fiir die Arbeit mit Bakterien, Proteinen und DNA wurden entweder fiir mindestens

20 min bei 121 °C autoklaviert oder durch Filtration sterilisiert. Es wurde bei allen Losungen mit Reinstwasser

(Typ 1, 18,2 MQ-cm) gearbeitet. Die Zugabe von Antibiotika erfolgte bei Festmedien vor dem Gieflen der leicht

abgekiihlten Medien (ca. 50 °C) und bei Fliissigmedien unmittelbar vor der Verwendung.

Antibiotika-Stammldsungen

Fir die Herstellung von Selektivmedien wurden steril filtrierte Antibiotika-Stammldsungen verwendet, die

bei -20 °C gelagert wurden.
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml
Chloramphenicol (Cam) 30 mg/ml
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Induktor-Stammldsung

Anhydrotetracyclin (aTc) 5 mg/ml in DMF (1:10.000 zum Medium)

LB-Medium
Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
NaCl
Bacto Agar (nur fiir Kulturplatten)

Lagerung bei -20 °C

10 g/1
5¢g/1
5¢g/l1

15 g/l

Mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.

TB-Medium
TB-Puffer-Stammldsung (10x)
KH,PO,
K,HPO,
TB-Medium
Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract

Glycerin

0,17 M
0,72M

12 g/l
24 g/l
4 ml/l

Nach dem Abkiihlen des autoklavierten Mediums wurde die autoklavierten Pufferstammldsung im Verhéltnis 1:10

zugegeben.

KB-Puffer
Pipes/NaOH
MnCl,
CaCl,
KCl

10 mM
55 mM
15 mM
250 mM

Alle Komponenten, auler MnCl, wurden in H>O gelost, der pH-Wert mit HCI auf 6,7 eingestellt, anschlieend

das MnCl, hinzugegeben und im Autoklav sterilisiert.

SOB-Medium
Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
NaCl
KCl1

20 g/l
5¢gl

10 mM
2,5 mM

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt. Im Anschluss wurde je Liter 10 ml

1 M MgCl, und 10 ml 1 M MgSO4 zugegeben.
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SOC-Medium

Bacto Tryptone 20 g/l
Bacto Yeast Extract S5¢g/l
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt und im Anschluss je Liter 20 ml
20 % Glucose, 10 ml 1 M MgCl, und 10 ml 1 M MgSO,4 zugegeben.

Losungen fiir die Fermentation

Mineralsalzlosung
NaHPO,+ 2 H,O 5,51 g/1 (31 mM)
KH,PO,4 2,58 g/1 (19 mM)
NH4Cl 1,33 g/1 (25 mM)
Nas-Citrat 2 H,O 0,47 g/1 (5 mM)

Die Mineralsalzldsung hat nach dem Autoklavieren einen pH-Wert von 6,9.
Glucoseldsungen

20 % (w/v) Glucose (separat autoklaviert)

50 % (w/v) Glucose (separat autoklaviert)
MgS0O4-Stammldsung

MgSOy4 1 M (separat autoklaviert)
Thiamin-Stammldsung

Thiamin-Hydrochlorid 10,0 mg/ml (sterilfiltriert)
FeClz3-Stammldsung

FeCl; » 6 H,O 35,0 g/l (mit konz. HCI bis zur kriftigen Gelbfarbung ange-

sduert; sterilfiltriert)

Zn-Acetat-Stammldsung

Zn-Acetat « 2 H,O 8,0 g/l (sterilfiltriert)
Spurenelement-Stammlosung (sterilfiltriert)
MnCl, » 4H,O 3,0 g/1
CuCl, » 6 H,O 0,3 g/l
H3;BOs3 0,6 g/l
CoCl, * 6 HO 0,5 g/l
(NH4)6Mo07024 * 4 H,O 1,2 g/l
Na;EDTA + 2 H,O 4 mM

Weitere Losungen fiir die Fermentation

12,5 % (w/v) NH; und 15 % H3PO4 zur pH-Regulierung
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Puffer fiir die SDS-PAGE
1x SDS-Laufpuffer:

Tris
Glycin
SDS

pH 8,8 stellt sich ein.

4x Lower-Tris:
Tris/HCI pH 8,85
SDS

4x Upper-Tris:
Tris/HCI pH 6,8
SDS

5x Auftragspuffer:
Tris/HCl pH 8,0
SDS
Glycerin
Bromphenolblau
2-Mercaptoethanol

Férbelosung:
Essigséure

Methanol

Coomassie Brilliantblau R-250

Entférbelosung:
Essigsdure

Methanol

AP-Puffer
Tris/HCI pH 8,8
NaCl
MgCl,

HBS-Puffer
HEPES/NaOH pH 7,5
MgCl,

NaCl
KCl

50 mM
190 mM
1 g/l

3IM
4 ¢/l

0,5M
4 ¢/

250 mM

7,5 % wiv

25 % viv

0,25 mg/ml

12,5 % v/v (bei reduzierendem Auftragspuffer)

10 % v/v
40 % v/v
0,25 % w/v

10 % v/v
40 % v/v

100 mM
100 mM
5 mM

10 mM
5mM
130 mM
5mM
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PBS

KH2P04 4 mM
NaHPO, 15 mM
NaCl 115 mM

Der pH-Wert des Puffers liegt bei pH 7,4. PBS wurde fiir einige Experimente in Kombination mit 0,01 oder
0,005 % (v/v) Tween 20 (PBS/To,01 bzw. PBS/To005) sowie mit 3 % (w/v) Rinderserumalbumin (PBS/BSA) ver-

wendet.

Periplasma-Aufschlusspuffer

Saccharose 500 mM
Tris/HCI pH 8,0 100 mM
Na,EDTA 1 mM

Puffer fiir die Streptavidin-Affinitdtschromatographie (SA-Puffer)

Tris/HCI pH 8,0 100 mM
NaCl 50 mM
Na,EDTA 1 mM

Puffer fiir die Metallchelat-A ffinitdtschromatographie
IMAC-Laufpuffer

NaPipH 7,5 40 mM

NaCl 500 mM
IMAC-Elutionspuffer

NaPipH 7,5 40 mM

NaCl 500 mM

Imidazol 150 mM

Puffer fiir die Ionenaustauschchromatographie

AAC-Laufpuffer

Tris/HCI pH 9,0 20 mM
AAC-Elutionpuffer

Tris/HCI pH 9,0 20 mM

NaCl 1M

Medien, Medienzusitze und Puffer fir die Zellkultur

Medium RPMI-1640 Invitrogen, Paisley

Fotales Kélberserum (FCS) PAN biotech, Aidenbach
Dulbecco’s PBS mit Mg und Ca Merck Millipore, Darmstadt
Accutase mit 0,5 mM EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. RNA-Extraktion aus Hybridom-Zelllinien und cDNA-Synthese

Die Zelllinie M3/38 (erhalten von Prof. Bartolazzi) wurde in 150 mm-Kulturflaschen mit RPMI1640-Medium
(10 % v/v FCS) iiber mehrere Passagen kultiviert (37 °C, 5 % CO,). Nach dem Abldsen der Zellen durch Inkuba-
tion mit 7 ml Accutase (10 min, 37°C) wurden diese durch Zentrifugation (5 min, 300 g, 4°C) in 50 ml-PP-R&hr-
chen (Greiner) geerntet. Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini-Kit (Quiagen) nach Anga-
ben des Herstellers durchgefiihrt. Die RNA-Konzentration wurde durch Absorptionsmessung bei einer Wellen-
lange von 260 nm und unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes mit einem Extinktionskoeffizienten
von 0,025 (ug/ml)! cm™! bestimmt. Die Ausbeute betrug ca. 100 ug RNA aus etwa 2x107 Zellen.

Ausgehend von der extrahierten RNA wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) die cDNA
nach Anleitung des Herstellers synthetisiert. Fiir die enzymatische Reaktion mit (M-MuLV)-Reverser Transkrip-
tase des Moloney Murine Leukemia Virus wurde 0,2 pg Gesamt-RNA und 0,5 pg des Oligo(dT)18-Primers ein-
gesetzt. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.2. Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stimmen

Um Einzelkolonien aus E. coli-Suspension zu erhalten, wurden die Bakterien auf LB-Agar-Kulturplatten ausge-
strichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Durch Zugabe von Antibiotika zum Nahrmedium konnte auf die je-
weiligen Plasmide selektiert werden. Nach Inkubation wurden die Platten bei 4°C gelagert und so fiir 4 Wochen
zur Inokulation von LB- oder TB-Fliissigmedien verwendet. Fiir eine 2 ml Kultur wurden sterile 13 ml Kulturréhr-
chen verwendet wohingegen groere Ansitze im Erlenmeyerkolben mit einem 2,5-fachen Nennvolumen in Rela-
tion zum Kulturvolumen angesetzt wurden. Die Kulturen wurden bei der gewiinschten Temperatur im Schiittelin-

kubator bei 180 rpm kultiviert.

2.2.3. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Chemisch transformationskompetente E. coli-Zellen wurden nach Inoue et. al. (1990) hergestellt. Hierbei wurden
100 ml SOB Medium ohne Antibiotikum mit einer stationéiren Ubernachtkultur des zu transformierenden Stamms
inokuliert und bei 22°C bis zu einer ODgg von 0,6 kultiviert. Nach Abkiihlen der Kultur im Eisbad fiir 10 min
wurden die Zellen durch Zentrifugation (Sigma 4K 10, 5000 rpm, 4416 g, 4 °C, 10 min) sedimentiert. Das Zellsedi-
ment wurde in 30 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, die Suspension wie zuvor zentrifugiert, das erhaltene
Sediment in 8 ml eiskaltem TB-Puffer mit 7% DMSO (v/v) resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurden die Zellen zu je 200 pl aliquotiert und entweder direkt fiir die Transformation verwendet oder
bei -80 °C gelagert.

Zur Transformation der kompetenten Zellen wurde 1 ng Plasmid-DNA oder 10 pl eines Ligierungsansatzes mit
der Zellsuspension gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 30 s auf 42°C erhitzt, | min
auf Eis gestellt, anschlieBend die Suspension in 1 ml BL-Medium iiberfiihrt und fiir 1 Stunde bei 37°C im
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Schiittelinkubator kultiviert. Von dieser Zellsuspension wurden 100 pl auf eine LB-Agarplatte verteilt und diese
iber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Agarplatten wurden fiir die weitere Verwendung bis zu 2 Wochen bei 4°C
gelagert.

2.2.4. DNA-Isolierung aus E. coli

Zur Préparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das Plasmid-Miniprep-Kit von Quiagen nach der Hersteller-
vorschrift verwendet. Die extrahierte DNA wurde im beiliegenden TE-Puffer gelost und bei -20°C gelagert. Zur
Kontrolle der Plasmide nach Subklonierungen wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und durch
Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Bei der Klonierung von PCR-Fragmenten oder Mutageneseprodukten wurde

eine DNA-Sequenzierung durchgefiihrt.

2.2.5. Gelelektrophorese und Reinigung von DNA

Die groBenabhéngige Trennung von DNA-Fragmenten fiir analytische sowie préparative Zwecke wurde {iber die
in der Literatur ausfiihrlich beschriebene Agarose-Gelektrophorese (Sambrook and Russell, 2001) erreicht. In Ab-
héngigkeit von der Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Agarosekonzentration von 0,8 - 1,2 % (w/v)
in TAE-Puffer unter Erhitzen geloBt. Zur Detektion der DNA unter UV-Licht wurde nach Abkiihlen der noch
fliissigen Agarose 1/10.000 Volumen einer 1 % (w/v) Ethidiumbromid-Stammldsung zugesetzt. Das erkaltete und
erstarrte Agarosegel wurden mit DNA bestiickt, die mit DNA-Auftragspuffer verdiinnt wurde. AnschlieBend
wurde die Elektrophorese bei einer konstanten Spannung von 90 V durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese konnten
die DNA-Fragmente durch Bestrahlung mit UV-Licht (A = 312 nm) detektiert werden. Fiir préparative Zwecke
wurden die Banden mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und die DNA mit dem Wizard SV Gel- und
PCR-Reinigungssystem (Promega) nach der Gebrauchsanweisung des Herstellers isoliert. Von der gereinigten
DNA wurde die Absorption bei 260 nm gemessen und unter Verwendung des Extinktionskoeffizient mit dem
Lambert-Beerschen Gesetz die Konzentration berechnet. Der Extinktionskoeffizienten ergibt sich aus der durch-

schnittlichen Absorption von 600 M-' cm™! pro Basenpaar.

2.2.6. Modifizierung von DNA

2.2.6.1. Quik Change Mutagenese

Zur ortsgerichteten Mutagenese in einem kleinen Bereich des Plasmids (< 100 bp) zu erreichen wurde das Quik-
Change II Mutagenesekit von Agilent nach Anleitung des Herstellers verwendet. Bei dieser Methode werden Plas-
mide aus dam” E. coli Stimmen mit Hilfe von komplementéren Primern, welche die gewiinschte Mutation tragen,
durch lineare PCR vollstindig synthetisiert. AnschlieBend wird die dam-methylierungsspezifische Restriktionsen-
donuclease Dpnl hinzugegeben, die das methylierte Ausgangsplasmid abbaut. Dadurch wird bei der folgenden
Transformation von E. coli-Zellen gewahrleistet, dass das synthetische unmethylierte Plasmid einen Selektions-

vorteil hat.
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2.2.6.2. Zirkulire Amplifizierungsreaktion (CPEC)

Die Mutagenese an zwei weit entfernten Positionen in einem Plasmid erfolgte durch die Circular Extension Poly-
merase Cloning (CPEC) (Quan and Tian, 2009). Hierbei wird das mutierte Plasmid mit dem QuikChange II Mu-
tagenesekit (Agilent) und Primerpaaren fiir beide Positionen in zwei Schritten erzeugt. Zu Beginn wird ein Reak-
tionsansatz mit der Plasmid-DNA, dem Vorwirts Primer fir Position 1 und Reversen Primer fir Position 2, sowie
ein zweiter Ansatz mit der Plasmid-DNA, dem Vorwérts Primer fir Position 2 und Reversen Primer fiir Position 1
angesetzt. Durch die Synthese entstehen so zwei Fragmente mit komplementiren Bereichen, die nach gelelektro-
phoretischer Reinigung in einer zweiten PCR ohne Primer miteinander verbunden werden. Hierbei wurden jeweils
100 ng beider Fragmente eingesetzt. Wahrend der 5 Amplifizierungszyklen mit dem QuikChange II Mutagenese-
kit hybridisieren die zwei Fragmente und werden zu einem vollstindigen doppelstringigen Plasmid verlédngert. Da
bei dieser Methode keine Ligase verwendet wird, besitzt das entstehende Plasmid zwei einzelstrangige Liicken

oder Nicks, die nach der Transformation der kompetenten E. coli-Zellen geschlossen werden.

2.2.6.3. Spaltung doppelstringiger DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von doppelstringiger DNA wurde zur Restriktionsanalyse oder fiir Klonierungsarbeiten vorgenom-
men, wobei in allen Féllen mit Typ-II-Restriktionsenzymen nach Herstellervorgaben gearbeitet wurde. Analyti-
sche Ansitze erfolgten in einem 20 pl Mafistab mit 0,5 pg DNA und je 5 Units des Restriktionsenzyms, priaparative
Ansitze in 20 pl mit 1 - 2 pg DNA und 10 Units des Restriktionsenzyms bei 37°C fiir jeweils eine Stunde.

2.2.6.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur DNA-Amplifizierung und Gensynthese

Fiir die Amplifizierung von Genfragmenten wurde die Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
nach Anleitung des Herstellers in einem Volumen von 20 pl verwendet. Es wurden ca. 0,1 ng Plasmid-DNA oder
cDNA zur Amplifizierung verwendet. Als Primer dienten jeweils zwei synthetische Oligodesoxynucleotide, die
komplementére Sequenzen zu den flankierenden Bereichen des relevanten DNA-Abschnitts besaflen. Die komple-
mentéren Sequenzen wurden so gewahlt, dass sie bei einer Lédnge von 18 bp im Idealfall 10 G/C-Basen enthielten.
Die Einflihrung weiterer Genelemente, wie zum Beispiel eines zusitzlichen Aminoséurecodons oder einer Rest-
riktionsschnittstelle, gelang durch Verlidngerung des Primers um die gewiinschte Sequenz, sodass das PCR-Pro-
dukt dies ebenfalls enthielt. Zur Reinigung der amplifizierten DNA fiir anschlieBende Klonierungsarbeiten wurden
nach Gelelektrophorese das Wizard SV Gel- und PCR-Reinigungssystem unter Anleitung des Herstellers verwen-
det.

2.2.6.5. Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung der Selbstzirkularisierung bei einer Ligierung wurde das DNA-Vektorfragment mit der Fast AP
alkalischen Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) dephosphoryliert. Hierflir wurde 1 pl der alkalischen Phos-

phatase zu 50 pl Restriktionsansatz fiir die letzten 20 min des Restriktionsverdaus zugegeben. Anschlieend wurde
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die Phosphatase fiir 10 min bei 65°C inaktiviert und im Verlauf der Reinigung der DNA-Fragmente durch Gel-

elektrophorese abgetrennt.

2.2.6.6. Ligierung von DNA-Fragmenten

Die Ligierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit der T4-DNA-Ligase nach Anleitung des Herstellers (New Eng-
land Biolabs). Vor der Ligierung wurde die DNA mit dem Wizard SV Gel- und PCR-Reinigungssystem gereinigt.
Die Ligierung wurde in einem Volumen von 10 pl mit ca. 100-200 ng des Vektorriickgrats und der dreifachen
molaren Menge des Inserts entweder fiir 1 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 16 °C durchgefiihrt. Nach
der Deaktivierung der DNA-Ligase durch Erhitzen auf 65°C fiir 10 min wurden kompetente E. coli Zellen mit 5 pl

des Ansatzes transformiert.

2.2.6.7. Sequenzierung doppelstringiger DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA oder auch von PCR-Produkten wurde durch den Eurofins Genomics durch-
gefiihrt. Hierfiir wurde 15 pl der gereinigten DNA (100 ng/pl) mit 2 pl eines geeigneten Primers (10mM) versetzt

und zur Sequenzierung an den Dienstleister versandt.

2.3. Gentechnische Methoden

2.3.1. Produktion rekombinanter Proteine in E. coli

Fiir die Produktion von Proteinen in E. coli wurden Expressionsvektoren verwendet, die das dicht regulierte tet—
Promoter/Operator—System nutzen, welches mit Anhydrotetracyclin chemisch induziert werden kann (Skerra,
1994b). Mit diesem System konnen die Bakterienkulturen ohne Belastung durch die heterologe Genexpression
kultiviert und erst bei einer gewiinschten Zelldichte die Uberexpression induziert werden. Fiir Proteine mit essen-
tiellen Disulfidbindungen, z.B. Fab-Fragmente, wurde mit Expressionsvektoren gearbeitet, die eine Sec-abhéngige
Sekretion des Proteins in das oxidierende Milieu des Periplasmas von E. coli erlauben. Dies wurde erreicht durch
eine translationale Fusion der OmpA-, bzw. PhoA-Signalsequenz (Pliickthun and Skerra, 1989). Andere Proteine,

wie das hGal3 wurden in 16slicher Form im Cytoplasma von E. coli produziert.

2.3.2. Anzucht, Induktion und Ernte von Kulturen im Schiittelkolben

2.3.2.1. Periplasmatische Proteinproduktion

Mit einer Einzelkolonie des transformierten E. coli K12-Stamms W3 110 wurde eine 50 ml Vorkultur (LB-Medium
mit entsprechendem Antibiotikum) angeimpft und tiber Nacht bei 30°C und 180 rpm kultiviert. Mit dieser Kultur
wurde am néchsten Tag eine 2 L Kultur (TB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum) im Verhiltnis 1:50 in-
okuliert. Nach einer Wachstumsphase bei 22°C und 180 rpm bis zu einer ODsso von 5 wurde die Genexpression

durch Zugabe von aTc (Endkonzentration 200 pg/l) induziert. Die Bakterien wurden nach 2 h auf Eis fiir 15 min
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gekiihlt und durch Zentrifugation sedimentiert (F10-4x1000-Rotor, 15 min, 5.000 rpm, 4 °C). AnschlieBend wur-
den die Zellen in 20 ml PPA-Puffer vorsichtig resuspendiert und fiir 30 min auf einem Taumelrollenmischer bei
4°C inkubiert. Die gebildeten Sphiroplasten wurden in zwei aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten abge-
trennt (4°C, Sigma 4K 10, 5.000 rpm, 15 min sowie SS-34, 15.000 rpm, 15 min). Der geklarte Periplasmaextrakt
wurde iiber Nacht bei 4°C gegen den Puffer des folgenden Chromatographieschrittes dialysiert.

2.3.2.2. Cytoplasmatische Proteinproduktion

Eine Vorkultur (LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum) wurde mit einer Einzelkolonie des transformier-
ten E. coli-Stamms BL21 angeimpft und {iber Nacht bei 30°C und 180 rpm bis zur stationdren Phase kultiviert.
Ausgehend von dieser Kultur wurde am nichsten Tag eine 2 L Kultur (LB-Medium mit entsprechendem Antibio-
tikum) im Verhiltnis 1:50 inokuliert. Nach Erreichen einer ODsso von 0,6 bei 22°C und 180 rpm wurde mit aTc
(Endkonzentration 200 pg/l) induziert und fiir weitere 12 h kultiviert. AnschlieBend wurde die Kultur auf Eis fiir
15 min gekiihlt, die Zellen sedimentiert (F10-4x1000-Rotor, 15 min, 5.000 rpm, 4 °C) und in 10-20 ml 40 mM
NaPi-Puffer (pH 7.5) resuspendiert. Nach Zugabe der entsprechenden Menge der Proteaseinhibitortabletten (Ro-
che) wurde der Zellaufschluss in der French-Press bei einem Druck von 6,9 kPa durchgefiihrt. Die 16sliche Fraktion
wurde durch Zentrifugation isoliert (SS-34, 15.000 rpm, 4 °C). Der Rohextrakt wurde sterilfiltriert und fiir die
weitere Aufarbeitung gegen einen entsprechenden Chromatographie-Puffer dialysiert oder in fliissigem N, schock-

gefroren und bei -20 °C aufbewahrt.

2.3.3. Anzucht, Induktion und Ernte von Kulturen im Laborfermenter

Die periplasmatische Produktion von rekombinanten Proteinen im 10 L Fermenter wurde basierend auf einem
Protokoll von Schiweck und Skerra (1995) durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine 2 ml Vorvorkultur (LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum) mit einer Einzelkolonie des transformierten E. coli K12-Stamms W3110 angeimpft
und fiir 6-8 h bei 37°C und 180 rpm herangezogen. Mit dieser Vorvorkultur wurde im Verhiltnis 1/50 eine Vor-
kultur inokuliert, die dem Kulturmedium der Fermentation entsprach. Nach einem Wachstum bei 30°C und 180
rpm fiir 26 h hatte diese Vorkultur in der Regel eine ODsso zwischen 1,5 und 2,0. Das UniVessel 10 L Glasgefa3
des Fermenters wurde mit 7,2 L Mineralsalzlosung befiillt, verschlossen und im Autoklaven sterilisiert. Nach An-
schluss aller Elektroden und Zufliisse wurden 800 ml 20 % (w/v) Glucose, 80 ml 1 M MgSOy je 8 ml der entspre-
chenden Antibiotika-Stammldsung sowie der Thiamin-Stammldsung, je 4 ml FeCls- und Zn-Acetat-Losung, 10 ml
Spurenelement-Losung und 800 pl Antifoam Y-30-Emulsion hinzugegeben. Vor Zugabe der Vorkultur wurde das
Medium auf 30°C erwiarmt. Wéhrend der Fermentation wurde der Sauerstoffpartialdruck durch eine gesteuerte
Begasung auf 40 % des atmosphérischen Drucks geregelt. Der pH-Wert wurde durch Titration mit 12,5 % (w/v)
Ammoniak oder 15% Orthophosphorsédure bei 7,0 £ 0,1 konstant gehalten. Die Rithrgeschwindigkeit betrug zu
Beginn 400 rpm. Ab einer ODsso von ca. 15 war diese Geschwindigkeit nicht mehr ausreichend, um die Sauer-
stoffséttigung auf 40 % zu halten und wurde automatisch ab diesem Zeitpunkt auf 800 rpm erhoht. Um wéhrend
des exponentiellen Wachstums der Kultur die Kohlenstoffversorgung zu gewihrleisten, wurde ab einer ODsso von

25 Glucose (50 % w/v) mit 40 ml/h hinzugegeben. AuBerdem wurden bei dieser OD nochmals je 4 ml Fe- bzw.
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Zn-Stammlosung und 10 ml der Spurenelement-Losung zugesetzt. Ab einer ODsso von 50 wurde die Temperatur
auf 25°C verringert und die Zellen fiir 1 h weiter kultiviert. Durch Einstellen einer aTc-Konzentration von
0,5 mg/L wurde anschlieBend induziert und die Expression fiir 2,5 h fortgesetzt. Danach wurden die Zellen in
entsprechenden Zentrifugenbecher tiberfiihrt, mit Eis fiir 10 min gekiihlt und fiir 45 min abzentrifugiert (Sorvall
RC 3B plus-Zentrifuge, 4 °C, 5.000 rpm). Die sedimentierten Zellen wurden in ein kaltes 2 L Becherglas iiberfiihrt
und in eiskaltem PPA-Puffer (Volumen [ml] = ODsso - 15) resuspendiert. Zur Zellsuspension wurden weiterhin
Na,EDTA (Endkonzentration 15 mM) und Lysozym (Endkonzentration 250 ng/ml) hinzugegeben und anschlie-
Bend fiir 30 min inkubiert (4°C, 150 rpm). Die Sphiroplasten wurden in mehreren Zentrifugationsschritten voll-
standig abgetrennt (SLA-1500-Rotor, 4°C, 20 min, 11.500 rpm). Der geklirte Periplasmaextrakt wurde durch Di-
alyse (3-5 x gegen 5L, jeweils mehr als 12 h) fiir die anschlieBende IMAC-Reinigung mit dem entsprechenden
Puffer dquilibriert. Damit lag die verbleibende EDTA-Konzentration unter 5 pM.

24. Proteinchemische Methoden
2.4.1. Proteolytischer Verdau des monoklonalen Antikorpers

Die Zelllinie M3/38 wurden in 150 mm-Kulturflaschen mit RPMI1640-Medium (10 % v/v FCS) iiber mehrere
Passagen kultiviert (37 °C, 5 % CO2). Zur Reinigung des monoklonalen Antikdrpers wurden 150 ml Zellkultu-
riiberstand auf eine Protein G Agaroseséule (Betttvolumen 2 ml) aufgetragen und anschlieBend der Antikdrper mit
0.1 M Glycin/HCI pH 2,6 eluiert. Das Eluat wurde sofort mit 1 M Tris neutralisiert. Um das Fab-Fragment zu
gewinnen, wurde ein proteolytischer Verdau mit Papain durchgefiihrt. Das hierfiir verwendete Pierce Fab Prepa-

rationskit wurde nach den Angaben des Herstellers benutzt.

2.4.2. Chromatographische Verfahren

2.4.2.1. Affinitiitschromatographie an Streptavidin-Sepharose

Fiir die Reinigung von Proteinen mit C-terminalem Strep-tag I wurde der cytoplasmatische Zellextrakt gegen SA-
Puffer dialysiert, durch 0,45 mm Cellulosenitrat sterilfiltriert und mit Streptavidin (Endkonzentration 1 pM) ver-
setzt. Nach der Aquilibrierung einer Strep-Tactin-Siule (fiir eine 2 L Schiittelkolbenkultur wurde eine Siule mit
Bettvolumen von 2 ml eingesetzt) an einer Laborchromatographieanlage mit SA-Puffer wurde das Extrakt aufge-
tragen und die Sdule solange mit SA-Puffer gewaschen, bis das UV-Absorptionssignal die Basislinie erreichte.
Das iiber den Strep tag II gebundene Protein wurde darauthin mit D-Desthiobiotin (2,5 mM in SA-Puffer) eluiert
und in Fraktionen gesammelt. Die Sdule wurde nach jeder Chromatographie mit HABA (SmM in SA-Puffer)
regeneriert und so das D-Desthiobiotin verdringt. Vor erneuter Verwendung wurde die Séule solange mit SA-

Puffer gespiilt, bis das UV-Absorptionssignal die Basislinie erreichte und das HABA vollstindig entfernt war.
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2.4.2.2. Metallchelat-Affinititschromatographie an Streptavidin-Sepharose

Zur Reinigung von Proteinen mit Hexahistidinanhingsel (His¢-tag) wurde der periplasmatische Zellextrakt gegen
IMAC-Laufpuffer dialysiert und durch 0,45 mm Cellulosenitrat sterilfiltriert. Vor der Reinigung wurde die Sau-
lenmatrix (HisTrap 1 oder 5 ml) mit dem Metallion beladen, welches fiir die Wechselwirkung mit den Histidin-
Seitenketten verantwortlich ist. Hierfiir wurde die Siule an das Akta-FPLC System angeschlossen, bis zum Errei-
chen der Basislinie mit Wasser und dann mit einem Sdulenvolumen 100 mM NiSO; gespiilt. Nachdem ungebun-
dene Ni-lonen mit weiteren 10 Sdulenvolumen Wasser entfernt waren, wurde der Periplasmaaufschluss aufgetra-
gen. Ungebundene Proteine wurden anschlieBend mit IMAC-Laufpuffer bis zum Erreichen der Basislinie ausge-
waschen. Die Elution erfolgte im Verlauf eines linearen Konzentrationsgradienten bis 150 mM Imidazol/HCI im
Laufpuffer (Elutionspuffer), wobei Fraktionen gesammelt wurden. Die Fraktionen wurden sofort danach mit
500 mM Na,EDTA-LG&sung auf eine Endkonzentration von 5 mM eingestellt, um eine Metall-Komplex-induzierte
Proteinprizipitation zu vermeiden. Durch SDS-PAGE wurden die einzelnen Fraktionen analysiert, relevante Frak-
tionen vereinigt und bei 4°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. Zur Regenerierung wurde die Sdulenmatrix
mit 10 Sdulenvolumen IMAC-Laufpuffer, versetzt mit 50 mM Na,EDTA, gespiilt. AnschlieBend wurde das
Na,EDTA durch Spiilen mit 20 Sdulenvolumen Wasser verdrangt.

2.4.2.3. Ionenaustauschchromatographie

Zur Auftrennung des mit Papain verdauten mAk anhand der spezifischen Oberflachenladung der Fragmente wurde
ein starker Anionentauscher verwendet. Die verwendete Resource Q Séule besteht aus einer Polystyrol-Divi-
nylbenzol-Matrix, die mit quartiiren Ammoniumionen funktionalisiert ist. Nach Aquilibrierung der 1 ml Siule mit
10 Saulenvolumen des AAC Laufpuffer (20 mM Tris/HCI pH 9,0) mit 10 Sdulenvolumen wurde die sterilfiltrierte
Proteinldsung (2 ml) an einer Akta-FPLC aufgetragen und die Sdule erneut mit dem AAC Laufpuffers bis zum
Erreichen der Basislinie gespiilt. Zur Elution wurde ein linearer Konzentrationsgradient bis 1 M NaCl (in AAC
Elutionspuffer) angelegt. Die gesammelten Fraktionen wurden mithilfe eines SDS-PAGE analysiert und relevante

Fraktionen vereinigt.

2.4.2.4. Groflienaustauschchromatographie

Als abschlieBender Reinigungsschritt sowie zur funktionellen Charakterisierung des Aggregations- bzw. Oligo-
merisierungsgrades der Proteine wurde die Groflenausschlusschromatographie angewendet. In Abhingigkeit von
der Proteingroe wurde das kleinporige S75 (Protein < 30 kDa) oder das groBporige S200 Material (Pro-
tein > 30 kDa) verwendet. Fiir analytische sowie kleinere praparative Ansitze von bis zu 5 mg Protein wurden
Chromatographiesdulen mit einer Lange von 30 cm und einem Durchmesser von 1 cm (Bettvolumen 24 ml) ver-
wendet. Fiir praparative Ansdtze wurden Sdulen mit einer Lange von 60 cm und einem Durchmesser von 1,6 cm
(Bettvolumen 120ml) oder 2,6 cm (Bettvolumen 330 ml) verwendet. Fiir alle Sdulen wurden die vom Hersteller
angegeben Flussrate eingehalten. Vor der Chromatographie wurden die Sdulen mit 1,5 Sdulenvolumen PBS &dqui-
libriert. Die Proteinlésung wurde vor dem Auftragen auf die Séule mit einer geeigneten Ultrafiltrationseinheit auf

maximal 3 % des Bettvolumens konzentriert und sterilfiltriert. Fiir praparative Ansdtze wurde das Eluat in
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Fraktionen aus ca. 4 % des Bettvolumens gesammelt. Die apparente Molekiilmasse des Zielproteins wurde anhand
einer Kalibrierung der Sdule mit Proteinen unterschiedlicher Grofe (Aprotinin, Alkoholdehydrogenase, Carboan-
hydrase, Cytochrom C, Myoglobin) und dem makromolekularen Polysaccharid Blue Dextran bei halblogarithmi-

scher Auftragung durch eine nicht-lineare Regression bestimmt.

2.4.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analytik von Proteinreinigungen oder Kopplungsreaktionen wurde die gro3enabhéngige Trennung von Pro-
teinen durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) unter Verwendung des
Puffersystems von Fling & Gregerson (1986) angewendet. Die Gelelektrophorese erfolgte mit dem Mini-Gel-
Twin-System (Biometra) und den dazugehorigen Glasplatten fiir Gele mit einer Grofe von 8,6 cm x 7,7 cm (B x L)
und einer Dicke von 0,75 mm. Die Gele wurden selbst gegossen, wobei die unteren % des Gels, die zur Trennung
der Proteine dienten, aus 12 % (w/v) Polyacrylamid bestanden. Das obere % des Gels, in das die Geltaschen inte-
griert wurden, bestand aus 7 % (w/v) Acrylamid. Zur Probenvorbereitung wurde jeweils 20 pl Proteinlésung mit
5 pl 5x Auftragspuffer versetzt, fiir S min auf 95 °C erhitzt und in die Probentaschen des vollstindig polymerisier-
ten Gels pipettiert. Die Proteine wurden bei 100 V fiir ca. 2,5 h elektrophoretisch getrennt, bis der Bromphenol-
blau-Marker die untere Gelkante erreichte. Gele mit fluoreszenzmarkierten Proben wurden direkt nach der Ent-
nahme aus den Glasplatten mit dem Fluoreszenzscanner Ettan DIGE Imager (GE Healthcare Europe) analysiert.
Zur colorimetrischen Analyse der Proben wurden die Gele fiir 30 min in der Coomassie-Féarbelosung inkubiert und

anschliefend fiir 20 min in der Entfdrbeldsung geschwenkt.

2.4.4. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration von Proteinldsungen (c) wurde mit dem Lambert-Beer‘schen Gesetz (Beer, 1852) basierend
auf der Absorption bei 280 nm (A) und dem molaren Extinktionskoeffizienten (¢) des jeweiligen Proteins errech-
net, wobei d die Schichtdicke der Kiivette ist:

A= g[L-mol™'-cm™] - c[mol - L] - d[cm] (D
Der molare Extinkionskoeffizient wurde mit Hilfe des ProtParam-Tools des ExPASy-Servers ermittelt. Dieser
berechnete Wert setzt sich aus der Summe von Absorptionsbeitragen der Tyrosin- und Tryptophanseitenketten des

Polypeptids zusammen (Wilkins et al., 1999).
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Tabelle 1 Molmassen und Extinktionskoeffizienten der hergestellten Proteine

Molmasse [Da] ¢ [L'mol-cm™]
hGal3 27348,60 41370
hGal3-P113 17007,03 15470
GaletuxiFab-N 48179.83 69830
GaletuxiFab 48266,48 69830
GaletuxiFab-PAS200 66228,42 75330
5ikl-CDR 48257,80 70158
3KYM 48209,07 72935
4NRY 48289,36 78435
4KQ3 48248,11 72935
S18C 48309,3 71445
ANRY(L4M) 483074 78435
4NRY (E46K) 48288,42 78435
4NRY(I70F) 48323,38 78435
4NRY-K74A 48342,38 78435
GaletuzuFab 48306,45 78435
GaletuzuFab-PAS200 64895,93 78435
GaletuzuFab-PAS200-Cys 65007,07 78435

2.4.5. Konzentrierung von Proteinen

Um eine ausreichende Konzentration der Proteine, z. B. fiir Kristallisations- oder Kopplungsansétze zu erreichen,
wurden Proteinlosungen mit Hilfe von Konzentratoreinheiten durch Ultrafiltration eingeengt. Die geeignete Aus-
schlussgrofe der verwendeten Amicon Ultra Filter (Millipore) wurde entsprechend der Proteingrofie gewéhlt und

die Losung durch Zentrifugation (Sigma 4K 10, 4 °C, 3.000 g) auf das gewiinschte Volumen eingeengt.

2.4.6. Proteinkonjugation mit funktionellen Gruppen

2.4.6.1. Kopplung an Lysinreste

Die Modifizierung der Fab-Fragmente iiber Lysin-Seitenketten wurde mit dem funktionalisierten Fluorophor
Sulfo-Cyanin5.5-N-Hydroxysuccinimid (Cy5.5-NHS) sowie dem funktionalisierten Chelator p-Isothiocyanato-
benzyl-Deferoxamin (pSCN-DFO) durchgefiihrt. Die Kopplung mit dem Fluorophor erfolgte in PBS. Aufgrund
der schlechteren Reaktivitdt von Isothiocyanaten bei neutralem pH-Wert wurde fiir die Kopplung mit dem Chelator
das Protein gegen 100 mM Natriumbicarbonatpuffer pH 9 dialysiert. Fiir die Konjugationsreaktion wurden die
Proteinldsungen auf eine Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml eingeengt. Die Kopplungsreagenzien wurden zu-
nédchst in DMF mit einer Konzentration von 40 mM geldst und dann in einem dreifach molaren Verhéltnis von

Cy5.5-NHS, bzw. einem achtfach molaren Verhéltnis von pSCN-DFO hinzugegeben. Nach einer Reaktionsdauer
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von 3 h bei Raumtemperatur wurden nicht gekoppelte Anteile mittels Gelfiltration iiber eine in PBS dquilibrierte
PD-10-Séule entfernt.

Das gereinigte Produkt wurde mittels ESI-MS analysiert, um aus dem Spektrum die Kopplungseffizienz bestim-
men zu konnen. Hierfiir wurden die ESI-MS Daten als .xy-Datei in Origin importiert und das Integral der Peaks
fiir die einzelnen Kopplungsspezies berechnet. Diese Werte wurden fiir das unkonjugierte Protein bis zur Spezies
mit der Stochiometrie 5:1 bestimmt. Die Naherung erfolgte durch Verwendung der Poisson Verteilung: der dis-
kreten Wahrscheinlichkeitsverteilung von Ereignissen, die unabhingig voneinander in einem zeitlich oder raum-
lich begrenzten Rahmen stattfinden (Haight, 1967). Somit beschreibt der Erwartungswert A der Poisson Verteilung
Pi(x) (Formel 2) das mittlere Kopplungsverhéltnis von Label/Protein (VLP). Die Berechnung wurde in Origin
durchgefiihrt:

e~ A—x

P(x) = <2 @)

Unabhéngig von Bestimmung iiber das Massenspektrum konnte das Kopplungsverhéltnis des Fluorophors absorp-

tionsphotometrisch bestimmt werden. Hierbei wird das Verhéltnis der Konzentrationen von Fluorophor und Pro-

tein ermittelt:

c(Label)
c(Protein)

VLP = 3)

Zur Berechnung der Farbstoffkonzentration wurde die Absorbtion bei 675 nm gemessen und anschlieBend mit
dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Formel 1) berechnet, wobei fiir Cy5.5 mit einem Extinktionskoeffizienten nach
Angabe des Herstellers Lumiprobe von gg75 = 190000 L - mol™! - cm™! gerechnet wurde. Fiir die Berechnung der
Proteinkonzentration in Form des Konjugats muss der Absorptionsanteil des gekoppelten Fluorophors bei 280 nm
beachtet werden. Hierfiir wird ein Korrekturfaktor (KF) in das Lambert-Beer’sche Gesetz eingefiihrt (Formel 4),
der das Verhiltnis der Absorption des Fluorophors bei 675 nm und 280 nm wiedergibt. Der Korrekturfaktor fiir
Cy5.5 liegt nach Angaben des Herstellers bei 0,105.

c(Protein) = (A2g0 ‘KF - A675)-d

4)

€Protein

2.4.6.2. Konjugation von Cysteinresten

Zur selektiven Konjugation des eingefiihrten reaktiven Cysteinrests in dem Fab-Fragment wurden der funktiona-
lisierte Fluorophor Sulfo-Cyanin7-Maleimid (Cy7-MI) und der funktionalisierte Chelator Deferoxamin-Maleimid
(DFO-MI) verwendet. Durch die Produktion der Fab-Fragmente im oxidierenden Milieu des Periplasma von E.
coli lagen die Cysteinreste als gemischtes Disulfid vor, welches vor der Kopplung durch milde Reduktion gespal-
ten wurde. Hierfiir wurde das Protein auf eine Konzentration von 5 mg/ml eingeengt und in einem 10-fach molaren
Verhéltnis mit Dithiothreitol (DTT) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Abtrennung des DTT sowie der
freigesetzten niedermolekularen Sulfide wurde eine PD10 Séule verwendet, die mit 50 mM NaPi, pH 5,5, 100 mM
NaCl équilibriert war. Da die reaktive Form des Thiolats das negativ geladene S ist, kann durch den niedrigen
pH-Wert eine Riickoxidation verhindert werden. Nach der Abtrennung wurde die Proteinldsung mit NasPO, (0,5
M) auf einen pH-Wert von 7 titriert. Bei der Reduktion eines Fab-Fragments mit seinen fiinf nativen Disulfidbrii-
cken besteht allerdings bei einer solchen Reduktion die Mdglichkeit, nicht nur das gemischte Disulfid sondern

auch die nativen Cystine zu reduzieren. Dies gilt insbesondere fiir die exponierte interchenare Disulfidbindung am
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C-terminalen Ende beider Immunglobulinketten. Aus diesem Grund wurde eine milde Oxidation mit Dehydroas-
corbinséure (dhAS) durchgefiihrt, welches in einem 20-fach molaren Verhéltnis zu der Proteinlosung gegeben und
fiir weitere 3 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Zur Abtrennung der dhAS wurde erneut eine PD10 Siule
verwendet. Fiir den Kopplungsansatz mit dem Fluorophor wurde die Sdule mit PBS dquilibriert. Zur Kopplung
des Chelators wurde die Séule dagegen mit 150 mM Ammoniumacetat (Gesamtmetallgehalt < 0,0001 %) dquili-
briert, sodass eine unerwiinschte Komplexierung mit Metallverunreinigungen ausgeschlossen werden konnte. So
aufbereitet, waren die Proben bereit zur Konjugationsreaktion mit den maleimid-funktionalisierten Reagenzien,
wobei die Proteinlsung eine Konzentration von ca. 2 mg/ml aufwies. Cy7-MI und DFO-MI wurden in DMF
(40 mM) geldst, in einem 5-fach molaren Verhiltnis zur Proteinldsung gegeben und bei 4°C {iber Nacht inkubiert.
Zur Abtrennung von iiberschiissigen Reagenzien wurde abschlieend eine weitere PD10 Sdule verwendet. Diese
war, wie oben bereits beschrieben, fiir die Kopplung mit dem Fluorophor mit PBS und fiir den Kopplungsansatz
des Chelators mit Ammoniumacetat dquilibriert. AnschlieBend wurde die Kopplungseffizienz der erhaltenen Probe

mittels ESI-MS analysiert.

2.4.7. Markierung von Proteinen mit Zirkonium

Fiir die Immun-PET-Bildgebung wurde jeweils 1 mCi Zr(IV)-Oxalat (BV Cyclotron, PerkinElmer, Amsterdam,
Niederlande) in 1 M Oxalsdure (Volumen 200ul) mit 150 pL Wasser versetzt. Durch Zugabe von 50 pL einer 2 M
Na,COs-Losung wurde die Losung neutralisiert und abgewartet bis kein CO, mehr freigesetzt wurde. Anschlie-
Bend wurden 200 pL 0,5 M HEPES/NaOH pH7, 75 uL 1 M Gentisinsdure/NaOH pH 7,0 und 75 pL einer Losung
von 130 pg aGal3-Fab-PAS200-DFO in 20 mM HEPES/NaOH pH 7 zugegeben. Die Reaktionszeit betrug 60 min
bei Raumtemperatur. Die Uberpriifung der Komplexbildung erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie auf
Glasmikrofaserpapier (DC Kieselgel 60, Supelco) mit 0,1 M Zitronensdure/NaOH pH 5 als Laufmittel. Die De-
tektion erfolgte durch y-Szintillationszdhlung (Mini-Scan TLC Imaging Scanner). Der R-Wert des radioaktiv mar-
kierten Fab-Fragments lag bei 0, wahrend nicht gebundenes Zr einen R-Wert > 0 aufwies. Die Abtrennung von
freiem Zirkonium und iiberschiissigen Reagenzien erfolgte mittels einer mit PBS &quilibrierten PD-10-Saule. Die
radiochemische Reinheit des so erhaltenen markierten Proteins, die nochmals mittels Diinnschichtchromatogra-

phie iiberpriift wurde, betrug > 95 %.

2.4.8. Peptid Synthese an Membranen (SPOT)

Die systematische Synthese kurzer immobilisierter Peptide wurde mit der SPOT-Methode (Frank, 2002) durchge-
fithrt. Diese Methode ermdglicht eine parallele Synthese von unterschiedlichen Peptiden, die kovalent an eine
Membran gebunden sind. Um das lineare Epitop des a-hGal3-Fab eingrenzen zu kénnen, wurden 18-, 12- und
8-mer Peptide synthetisiert, die die Aminosduresequenz der N-terminalen Doméne von hGal3 (AS1-113) abbilden.
Zwischen zwei aufeinanderfolgenden Peptiden wurde ein Versatz der Aminosduresequenz um je zwei Reste ge-
wihlt. Die Verwendung des MultiPep RS (Intavis) ermoglichte eine vollautomatisierte parallele Synthese der Pep-
tide nach der Merrifield-Festphasensynthese (Frank and Doring, 1988) auf einer mit Amino-PEGS500 derivatisier-

ten Cellulosemembran (Beutling et al., 2008). Die automatisierte Synthese wurde mit der vom Gerétehersteller
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gestellten MultiPep-Software programmiert, welche auch die nétige Menge der eingesetzten Chemikalien berech-
nete. Die mit F-moc geschiitzten Aminosiduren wurden in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) geldst und durch Vereste-
rung der freien Carboxylgruppe mit Oxyma und N,N-Diisopropylcarbodiimid (DIC) im ersten Schritt des Synthe-
sezyklus aktiviert. Der Aktivester reagiert im nichsten Schritt mit der Aminogruppe der derivatisierten Cellulose-
membran bzw. mit der Aminogruppe des Peptids aus dem vorausgegangenen Synthesezyklus und fiihrt zur Aus-
bildung einer neuen Peptidbindung. AbschlieBend wurden verbliebene freie N-terminale Aminogruppen mit Es-
sigsdureanhydrid (5 % in DMF) acetyliert. Hierdurch werden die freien Aminogruppen auf der Membran auf3er-
halb der Spots abgesittigt und in weiteren Zyklen die Verldngerung von nicht reagierten Peptiden abgebrochen.
Um einen weiteren Zyklus zu beginnen, wurden die N-terminalen F-moc Schutzgruppen des verlangerten Peptids
durch Inkubation mit Piperidin (20 % (v/v) in DMF) entschiitzt, sodass eine neue Aminogruppe fiir die Kopplung
vorhanden war. Nach dem letzten Kopplungszyklus wurden alle N-terminalen Aminogruppen mit Essigsédurean-
hydrid (5 % in DMF) acetyliert. Um Schutzgruppen der Seitenketten von einigen Aminosiduren zu entfernen,
wurde die Membran fiir 2 h mit einer Losung aus Trifluoressigséure (95 % (v/v)), Triisopropylsilan (3 % (v/v))
und H>O (2 % (v/v)) inkubiert. Nach dem Entfernen der Losung durch mehrmaliges abwechselndes Waschen in
Ethanol und Dichlormethan wurde die Membran bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Bindungsanalyse wurde die
Membran dreimal fiir jeweils 10 min in PBS/To; rehydriert und anschlieBend mit Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200
(2 pg/ml in PBS/T,01) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Ungebundenes Fab-Fragment wurde durch dreima-
liges Waschen der Membran fiir jeweils 10 min in PBS/Ty; entfernt. Die Detektion des gebundenen fluoreszenz-
markierten GaletuxiFab erfolgte direkt mit Hilfe des Odyssey-Fluoreszenzscanners (Anregung bei 685 nm, De-
tektion bei 720 nm) und konnte mit dem Programm Quant version 12.2 (TotalLab) densitometrisch ausgewertet

werden.

2.4.9. Proteinkristallisation

Zur Kristallisation des GaletuxiFab-Peptid-Komplexes wurde das gereinigte GaletuxiFab bei 4°C iiber Nacht ge-
gen 10 mM HEPES/NaOH, pH7,5, 100 mM NaCl dialysiert und auf eine Konzentration von 18 mg/ml durch
Ultrafiltration eingeengt. Das synthetische Peptid Ac-Q-A-P-P-G-A-Y-P wurde in H,O gelost (30 mg/ml).
Schlielich wurde das Peptid in einem dreifach molaren Verhiltnis zu der Proteinldsung gegeben und fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Sterilfiltration mit einem Ultrafree Centrifugal Filter (0,22 um) wurde die
Probe zur Kristallisation eingesetzt.

Die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen wurde mit Hilfe der Sparse Matrix Sampling Methode
(Jancarik et al., 1991) unter Verwendung des Vector Screen durchgefiihrt. Dieser Screen besteht aus 480 Puffer-
bedingungen die am Lehrstuhl fiir biologische Chemie zusammengestellt wurden. Grundlage fiir diesen Screen
bildete die BDP, eine Datenbank aller Kristallisationsbedingungen, die in der Protein Datenbank (PDB) hinterlegt
sind (Peat et al., 2005). Die Bedingungen wurden nach Hiufigkeit des Kristallisationserfolgs bewertet und auf
Ahnlichkeit iiberpriift. Fiir den Vector Screen wurden die 480 Bedingungen mit der groten Wahrscheinlichkeit
einer Kristallisation ausgewéhlt. Die Kristallisation des Komplexes wurde nach der Dampf-Diffusionsmethode
mit sitzendem Tropfen durchgefiihrt. Hierfiir wurden mit einem Kristallisationsroboters (FreedomEvo) 40 pl der
Protein-Peptid-Losung und 40 pl des Kristallisationspuffers gemischt und in eine 96well CrystalQuick-Platte pi-
pettiert. Als Reservoir dienten jeweils 100 ul des Puffers. Nachdem die Platten mit Klebefolie (CrystalClear)
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verschlossen waren, wurden diese bei 20,0 °C fiir mehrere Wochen gelagert und der Kristallisationsverlauf mit
Hilfe eines Olympus SZX12 Mikroskops verfolgt und mit der Olympus DP12 Kamera aufgenommen.

Das Einfrieren der Kristalle fiir die Kryokristallographie, die Sammlung der Rontgenbeugungsdaten am BESSY
Linearbeschleuniger 14.1 (Berlin) sowie die Losung der Kristallstruktur wurde von Dr. Andreas Eichinger am

Lehrstuhl fiir biologische Chemie durchgefiihrt.

2.5. Immunchemische Methoden

2.5.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Messung der Bindung zwischen dem Fab-Fragment und hGal3 wurde der Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) verwendet. Hierfiir wurden 50 pl einer Losung des gereinigten rekombinanten Antigens hGal3
oder dessen verkiirzter Variante hGal3-P113 (jeweils 5 pg/ml in PBS) auf einer Mikrowellplatte (Nunc MaxiSorp)
iber Nacht bei 4°C adsorbiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/Ty; wurden verbliebene Bindungsstellen mit
100 pl einer BSA-Losung (3 % (w/v) BSA in PBS/Ty 1) durch Inkubation fiir 1 h bei RT abgesittigt. Die Platte
wurde erneut dreimal mit PBS/T; gewaschen, um dann eine Verdiinnungsreihe des Fab-Fragments anzusetzen.
Hierfiir wurde in jeder Vertiefung 50 ul PBS/To: vorgelegt. AnschlieBend wurde in die erste Reihe der Platte
50 pl einer definierten Losung des Fab-Fragments zugegeben, von dieser wurden wiederum 50 pl in die nichste
Vertiefung pipettiert. So entstand von Vertiefung zu Vertiefung ein Verdiinnungseffekt von 1:2, jeweils mit einem
Gesamtvolumen von 50 pl. Nach einstiindiger Inkubation bei RT wurde ungebundenes Fab-Fragment durch drei-
maliges Waschen mit PBS/Ty; entfernt. Zum Nachweis des gebundenen Fab-Fragments wurden 50 pl einer Ck-
spezifischen IgG-Alkalische Phosphatase-Konjugat-Losung (Anti-human-Kappa-leichte-Kette-IgG-Alkalische-
Phosphatase-Konjugat oder Anti-rat-Kappa-leichte-Kette-IgG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat, 1:1000 in
PBS/To,01) unter Zusatz von 100 mM Lactose fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
der Mikrotiterplatte mit PBS wurden fiir die enzymatische Nachweisreaktion 50 pl des chromogenen Substrats p-
Nitrophenylphosphat (0,5 mg/ml in AP-Puffer) hinzugegeben. Die Reaktion zum farbigen p-Nitrophenolat wurde
bei A =405 nm und 30°C fiir 30 min mit dem SpectraMax 250 Microplate-Reader verfolgt.

Die Dissoziationskonstante konnte aus der Umsatzrate durch folgende Gleichung bestimmt werden, die die Gleich-
gewichtskonstante Kp fiir den Bindungspartner [P] sowie dem immobilisierten Ligand [L] beschreibt (Voss and

Skerra, 1997):
[P . L] — [Po]*[Lo] (5)

[Po]+KD
Durch eine Auftragung des gemessenen Substratumsatzes (AA4os/At [10~min"']) gegen die eingesetzte Konzent-
ration des Bindungspartners [Po] (in diesem Fall das Fab-Fragment) wurde durch nicht-lineare Regression mit dem
Programm Origin (OriginLabs) iiber Formel 5 durch Anpassung der konstanten Gesamtkonzentration des immo-

bilisierten Liganden [Lo] die Dissoziationskontante Kp berechnet.
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2.5.2. Western Blotting

Fiir die ndhere Charakterisierung des Epitops in hGal3 wurde die Methode des Western Blotting verwendet. Hier-
fiir wurde zunéchst ein SDS-PAGE mit den Proteinen hGal3 und hGal3-P113 wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben.
Anschliefend wurde das Gel fiir 20 min in Transferpuffer (20 % (v/v) Methanol in 1x SDS-Laufpuffer) inkubiert.
Fiir den Transfer wurden 3 Blatt, ebenfalls in Transferpuffer getrinkte Whatman-Filterpapiere 9 x 8 cm? auf die
Kathode der Blotapparatur gelegt und dann mit dem Trenngel bedeckt. Es folgten die in Methanol aktivierte
PVDF-Membran und nochmals 3 Blatt Whatman-Filterpapier, bevor die Anodenplatte aufgelegt wurde. Der
Transfer erfolgte bei 65 V fiir 50 min. Danach wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10 min in PBS/To; ge-
schwenkt. Fiir den immunologischen Nachweis wurde die Membran mit Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 (2 pg/ml in
PBS/To01) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von dreimaligem Waschen in PBS/To; fiir jeweils
10 min. Die Detektion des gebundenen fluoreszenzmarkierten GaletuxiFab erfolgte direkt mit Hilfe des Odyssey-
Fluoreszenzscanners (Anregung bei 685 nm, Detektion bei 720 nm) und wurde mit der Gerétesoftware Image

Studio ausgewertet.

2.5.3. Histochemische Untersuchungen

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.
Die fiir diese Studie verwendeten menschlichen Gewebeschnitte stammen aus der Gewebebank der Pathologieab-
teilung des Universitdtskrankenhauses Sapienza Sant'Andrea und wurden mit Genehmigung der Ethikkommission
des Krankenhauses verwendet (Prot. CE Nr. 8391/2013).

Die histologische Charakterisierung der Fab-Fragmente wurde mit humanen Gewebeproben durchgefiihrt, die mit
freundlicher Genehmigung von Dr. Giorgia Scafetta (Universitit Sapienza, Rom) prépariert und zur Verfligung
gestellt wurden. Das in Formaldehyd fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebe wurde in 10 um Sektionen
geschnitten (Histocore Biocut) und danach in einem Wasserbad bei 37°C auf dem Glasobjekttriger aufgebracht.
Durch die Behandlung des Gewebes mit Formaldehyd kann es zur Quervernetzung von oberflichenprésentierten
Antigenen iiber die Bildung von Methylenbriicken kommen, was hiufig die Detektion stort.

Zur Demaskierung der Antigene werden die Gewebeschichten hitzebehandelt, was die Methylenbriicken bricht.
Hierfiir wurden die Sektionen fiir 1 h in Tris/EDTA, pH 9 (Dako Target Retrieval Solution) auf 95°C erhitzt
(PT Link). Der colorimetrische Nachweis der Antigen-Antikorper-Interaktion gelang indirekt in mehreren Ab-
schnitten wobei zwischen den einzelnen Schritten das Gewebe jeweils dreimal mit PBS/To; gespiilt wurde. Zu
Beginn wurde der Schnitt mit 200 pl Peroxidase-Block-Losung (REAL EnVision Detection System) versetzt, um
endogene Peroxidasen, die den spéteren Nachweis verfdlschen konnten, zu inaktivieren. Danach wurde das Ge-
webe mit jeweils 200 pl des hGal3 bindenden IgG (GaletuzuFab-PAS200-Cys oder a-hGal3-mAk, 50 pg/ml in
PBS/To,1), gefolgt von einer Ck-spezifischen Sekundarantikorperlosung (Anti-human-Kappa-leichte-Kette-IgG
(aus Kaninchen), Ready-to-use-Losung) und schlieBlich einer Kaninchen-spezifischen-Antikdrper-Meerrettich-
peroxidase-Konjugat-Losung (Envision Flex HRP Magenta) fiir je 1 h inkubiert. Fiir den colorimetrischen Nach-
weis wurde DAB verwendet, was von der Meerrettichperoxidase zu dem braunen Prizipitat DAB" umgesetzt wird.
Hierfiir wurden 200 pl einer DAB-Losung (REAL EnVision Detection System) fiir 3 min zugegeben. Die Gegen-
farbung der Zellkerne erfolgte mit 200 pl einer Hamatoxylin-Losung (REAL EnVision Detection System) und
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wurde fiir 1 min inkubiert. Durch Einscannen bei einer 40-fachen Vergroferung (Aperio CS2) konnten die Gewe-
beschnitte dokumentiert werden. Die Analyse erfolgte mit der Aperio slide Viewing Software Version 12.3.3

(Leica Microsystems).

2.6. Biophysikalische Methoden

2.6.1. Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse der Proteinproben erfolgte mit einem maXis quadropol time-of-flight
(qTOF)-Massenspektrometer. Die Massenspektren wurden im positiven Ionen Modus aufgenommen und mit der
Bruker Compass Data Analysis Software unter Verwendung des MaxEnt oder MaxEntX Algorithmus dekonvu-
liert. Zur Bestimmung der intakten Masse (unter denaturierenden Bedingungen) wurde die Probe (mind. 10 pM)
bei 4°C tiber Nacht gegen 10 mM Ammoniumacetat dialysiert. Vor der Injektion in das Massenspektrometer ver-
diinnte man die Probe zu 50 % (v/v) mit einer Mischung aus Methanol (LiCrosolv Hypergrade, Merckmillipore)
und 0,1 % Essigsdure (LiCrosolv Hypergrade, Merckmillipore). StandardmiBig wurde der lonentransfer mit einer
Kapillarspannung von 3400 V, einer Spannungsdifferenz zur Endplatte von 500 V im Gegenstrom von 4 L/min
N> bei 200°C, 0,3 bar Verdampfungsdruck und 10 eV Kollisionsenergie erzeugt. Fiir PASylierte Proteine wurde

die Kollisionsenergie auf 3 eV verringert.

2.6.2. Oberflichenplasmon-Resonanzspektroskopie (SPR)

Zur Echtzeitanalyse der Bindung zwischen Fab-Fragment und dem Antigen hGal3 wurde die Oberflachenplasmon-
Resonanzspektroskopie an einem Biacore 2000 durchgefiihrt. Das Fab-Fragment wurde auf der Oberfléche des
Sensorchips (CMS5) immobilisiert und die Interaktion des Analyt hGal3 mit der Methode der kinetischen Titration
(Karlsson et al., 2006) gemessen.

Die Immobilisierung der Fab-Fragmente erfolgte auf den Sensorchip-Kanélen 4 bzw. 2 mit Hilfe von N-hydroxy-
succinimid (NHS) und N-ethyl-N’-(dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), was zu einer kovalenten Verbrii-
ckung der e-Aminogruppen von Lysin-Seitenketten mit den Carboxylgruppen der Sensorchip-Oberflache fiihrte.
Hierfiir wurde die Sensorchipoberfliche mit einer 1:1 Mischung von NHS (0,05 M) und EDC (0,1 M) bei einer
Flussrate von 10 pl/min fiir 7 min inkubiert, sodass es zur Bildung des reaktiven N-Hydroxysuccinimid-Esters an
der Carboxyldextran-Oberfliche kommt. Um fiir die Messung eine ausreichend hohe Konzentration des Fab-Frag-
ments auf der negativ geladenen Carboxymethyldextran-Oberfliche des Sensorchips zu erreichen, musste dieses
in einem Pra-Konzentrationsschritt {iber ionische Wechselwirkungen auf der aktivierten Oberflache angereichert
werden. Hierfiir wurde das Fab-Fragment in einem Na-Acetatpuffer (5 pg/ml in 10 mM Na-Acetat/HCI, pH 4,5)
gelost und der Sensorchip mit einer Flussrate von 10 pl/min beladen bis eine stabile Resonanzverdnderung von
1050 RU fiir die Fab-Fragmente erreicht wurde. Durch anschlieBende Inkubation der Membran mit Ethanolamin
bei 10 pl/min fiir 7 min konnten die restlichen freien NHS-Estergruppen abgeséttigt werden. Die Referenzkanile
3, bzw. 1 wurden wie die Messkanéle zuerst mit NHS und EDC aktiviert und ohne Immobilisierung eines Proteins

direkt mit Ethanolamin abgesittigt.

33



Die Messungen wurden bei 25°C und mit dem steril filtrierten und entgasten Laufpuffer PBS/Tg 05 durchgefiihrt.
Um mogliche Puffereinfliisse auf die Messung zu minimieren, erfolgte eine Dialyse des Analyten hGal3 iiber
Nacht bei 4°C gegen den Laufpuffer. Ausgehend von der Maximalkonzentration von 4,05 nM wurde eine Ver-
diinnungsreihe mit einem Verdiinnungsfaktor von 3 erstellt. Hierfiir wurde jeweils 1 Teil der Proteinlosung mit 2
Teilen PBS/Ty 05 verdiinnt. Mit der Methode der kinetischen Titration werden 5 unterschiedliche Konzentrationen
in einem Zyklus vermessen, was im Vergleich zur herkdmmlichen Multi-Zyklus-Kinetik den Vorteil bietet, dass
dazwischen keine Regenerierung der Chipoberfliche nétig ist. Insbesondere bei starken Antikérper-Antigen-In-
teraktionen kann dies sehr hilfreich sein, da fiir die Regenerierung harsche Bedingungen bendtigt werden, die
héufig mit einer partiellen Denaturierung des immobilisierten Proteins einhergehen. Fiir die Interaktionsanalyse
wurde bei einer Flussrate von 20 pl/min die Verdiinnungsreihe mit einer Assoziationsdauer von je 6 min injiziert.
Die Dissoziationsdauer zwischen den einzelnen Verdiinnungen lag bei 3 min und bei 50 min nach der letzten
Injektion. Die Auswertung der Datensétze erfolgte mit der BIAevaluation Software (GE Healthcare). Damit wurde
zunidchst das spezifische Bindungssignal durch Subtraktion des Signals fiir den Referenzkanal berechnet. Darauf-
hin wurden durch Anpassung der Daten an ein 1:1 Bindungsmodell im Rahmen der kinetischen Titration (Karlsson

et al., 2006) die Gleichgewichtskonstanten berechnet.

2.7. Tierexperimentelle Methoden

Die Tierexperimente wurden in Kooperation und mit Ubereinstimmung der Richtlinien des Klinikums rechts der
Isar durchgefiihrt und waren von der Regierung von Oberbayern genehmigt (Antragsnummer 55.2-1-54-2532-
216-15). Die tumortragenden Mause wurden mit freundlicher Genehmigung von Francesco de Rose, Abteilung
fiir Nuklearmedizin, zur Verfiigung gestellt. Fiir die Xenotransplantation wurde 6 Wochen alte athymische weib-
lichen Foxn1™™-Nacktmiusen 5 x 10° Zellen der Krebszelllinie FRO82-1 (RRID: CVCL_6287) und CAL62
(RRID: CVCL _1112) in den rechten Schilddriisenlappen injiziert.

Zur Evaluierung der radioaktiv markierten Fab-Fragmente wurde jeweils 5 Méausen eine Dosis von 3 MBq (~ 9 pug)
des ¥Zr-DFO-GaletuxiFab-PAS200 bzw. %Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys in die Schwanzvene injiziert. Um
die injizierte Gesamtaktivitit zu ermitteln, wurden die Spritzen vor und nach der Injektion mit dem CRC-15R-
Dosiskalibrator (Capintec) analysiert und um die im Schwanz der Maus gemessene Aktivitét korrigiert. Unspezi-
fisches Bindungverhalten wurde an jeweils einer weiteren Gruppe von Méusen untersucht. Hierfiir wurde 30 min
vor der Injektion des radioaktiv markierten Fab-Fragments das entsprechende unmarkierte Fragment in einem
1000-fachen Uberschuss injiziert. Fiir die Aufnahme von statischen PET-Bildern (30 min) wurden die Miuse 24 h
nach Injektion mit Isofuran betdubt und in einem Kleintier PET/CT Scanner (Inveon) analysiert. Aus den gewon-
nen Messdaten konnten mit Hilfe des 3D-OSEM (Three-Dimensional Ordered-Subsets Expectation Maximum)
Algorithmus und des Programms Inveon Research Workplace Bilder in einer Maximum Intensity Projection (MIP)
dargestellt werden. Um mit diesen Bildern die Strahlungsmenge in einzelnen Organen zu quantifizieren, wurden
Bereiche mit einer hohen Intensitit der PET Aufnahmen in sphiroider Form ausgewéhlt. Die Abgrenzung der
Sphiroide erfolgte anhand der Isokontur bei 50 % der maximal gemessenen Strahlungsintensitit des jeweiligen
Sphéroids. Durch den Abgleich mit den CT-Aufnahmen konnte die Strahlung den Organen zugeordnet werden.
Nach Aufnahme der PET/CT-Bilder wurden die Tiere mit CO, eingeschléfert und seziert. Zur Messung der radi-

oaktiven Strahlung wurden die Organe sowie das Blut mit dem y-Counter 1480 Wallac Wizard analysiert.
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Neben den PET/CT-Messungen wurden tumortragende Mause mittels Fluoreszenztomographie untersucht. Hier-
fiir wurde diesen 54 pg des Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys (2 nmol) in die Schwanzvene injiziert. Nach 24 h
wurden die Méause mit Isofuran betdubt und in einem Fluoreszenzscanner (VisEn Medical Inc., Bedford) analy-
siert. Die Rekonstruktion und Auswertung der Daten erfolgte mit der VisEn FMT™2500 Software. Um die molare
Konzentration des Fluorophors im Gewebe aus der Signalstirke zu berechnen, wurde eine Kalibration mit 5 defi-

nierten Konzentrationen des Fluorophors erstellt.

2.8. Bioinformatische Methoden

Zur Analyse von DNA-Sequenzen, Proteinsequenzen und zur Planung von Oligodesoxynukleotiden fiir die orts-
gerichtete Mutagenese und die PCR wurden die Programme Geneious 5.5 (Biomatters) und ANTICALIgN
(Jarasch et al., 2016) verwendet.

Die Digitalisierung von SDS-PAGE-Gelen erfolgte mit Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Software). Die
Bilder wurden lediglich auf Helligkeit und Kontrast verandert.

Die graphische Darstellung und Auswertung der Messdaten von ELISAs, SPR und Massenspektrometrie wurden
mit Origin 2017 (OriginLabs) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Rohdaten jeweils als ASCII oder XY-Datei in das
Programm importiert.

Zur densitrometrischen Auswertung von Fluoreszenzscans, wie fiir die Analyse der Peptid-SPOT Assays, wurde
das Programm Quant version 12.2 (TotalLab) verwendet.

Um die digitalisierten Aufnahmen der histologischen Gewebeschnitte zu analysieren wurde die Aperio slide Vie-
wing Software Version 12.3.3 (Leica Microsystems) genutzt.

Mit Hilfe von Pymol 2.2.0 (Schrédinger (DeLano, 2002)) wurden Proteinstrukturen dreidimensional visualisiert

und nach einer Ca-Uberlagerung miteinander verglichen werden.

Serverbasierte Programme

Zur Berechnung der Proteineigenschaften wie Extinktionskoeffizient, Molekiilmasse und isoelektrischen Punkte
wurde das Programm ProtPARAM (Gasteiger et al., 2003) eingesetzt.
URL: https://web.expasy.org/protparam

DisEMBL (Linding et al., 2003) ist ein Programm zur Vorhersage von potentiell ungeordneten Strukturen basie-
rend auf der Aminosduresequenz und wurde zur Analyse von hGal3 verwendet.

URL.: http://dis.embl.de
Die Modellierung von Fab-Fragment 3D-Strukturen basierend auf der Aminosiduresequenz wurde mit dem Pro-

gramm Prediction of ImmunoGlobulin Structure (PIGS (Marecatili et al., 2008) durchgefiihrt.
URL: http://circe.med.uniromal..it/pigs
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Das Programm PDBeFold (Krissinel and Henrick, 2004) ermdglicht den paarweisen Abgleich von Ca-Positionen
einer Proteinstruktur gegen eine Datenbank und bewertet diese nach Ahnlichkeit. Bei den Proteinstrukturen kann
es sich auch um mehrere Polypeptidketten handeln, sodass sich dieses Programm fiir die Bewertung von Fab-
Fragmenten eignete.

URL: https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm

Zur Analyse von Sequenz- oder Strukturdaten wurden folgende 6ffentlich zugénglichen Datenbanken verwendet:

Protein Data Bank (PDB, (Berman et al., 2000)) https://www.rcsb.org
ExPASy (Gasteiger et al., 2003) https://web.expasy.org
Kabat (Kabat et al., 1991) http://www.bioinf.org.uk
ImMunoGeneTics; IMGT (Lefranc et al., 2015)) http://www.imgt.org

Antibody Structure Database; AbdB (Ferdous and Martin, 2018) http://www.bioinf.org.uk
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung, Produktion in E. coli und funktionelle Analyse von Fragmenten des menschlichen Ga-

lectin3-Antigens

Voraussetzung fiir die Charakterisierung der Antigen/Antikdrper-Wechselwirkung und die darauf folgende Opti-
mierung des Antikorperfragments von M3/38 war die gentechnische Herstellung des humanen Galectin 3 (hGal3)
als Antigen. Fiir die vorliegende Arbeit spielten auch die biophysikalischen Eigenschaften des Linkers, der die N-
terminale Oligomerisierungsdoméne mit der C-terminalen Kohlenhydrat-Bindedoméne verbindet, eine Rolle.
Diese als Coiled coil beschriebenen Sequenz besitzt eine auffillige Sequenzhomologie zu Kollagen al (II) (Raz
et al., 1989) und eine Rontgen-kristallographische Strukturbestimmung blieb bis heute erfolglos (Manzoni et al.,
2018).
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hGal3-P17931 NANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFK
hGal3 NANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENNRRVIVTNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFK
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Abbildung 2 A) Wahrscheinlichkeit eines Random Coils in Abhéngigkeit von der Aminosduresequenz des hGal3. Das Segment der Reste
23-113 zeigt durchgéngig eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir ungeordnete Strukturen (in B blau hervorgehoben) B) Aminosduresequenz von
Galectin 3, (1) theoretische Sequenz hGal3-P17931 (UniProt), (2) rekombinantes komplettes hGal3 mit C-terminalem Strep-tag II, der Rest

Cys173 wurde ausgetauscht (3) verkiirzte Variante hGal3-P113. Man beachte, dass das Protein keine sekretorische Signalsequenz besitzt.
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In diesem Zusammenhang zeigt eine Strukturvorhersage mit dem Algorithmus DisEMBL, der die Wahrschein-
lichkeit einer Random Coil Konformation in Abhéngigkeit der gegebenen Aminosauresequenz beschreibt (Linding
et al., 2003), ein interessantes Ergebnis. Fiir hGal3 wird damit der Sequenzbereich von Aminosdure 20 bis 110,
welcher die Linkersequenz beinhaltet, mit einer Wahrscheinlichkeit von 80% als Radom Coil vorhergesagt (Ab-
bildung 2). Es kann davon ausgegangen werden, dass Bereiche mit ungeordneter Struktur dieser GroBe die Ko-
Kristallisation eines Antigen/Antikérper-Komplexes behindern. Deshalb wurde zusétzlich zu dem kompletten
hGal3 eine verkiirzte Variante hergestellt, im weiteren als hGal3-P113 bezeichnet. Diese beginnt mit dem Rest
P113 und besteht lediglich aus der Kohlenhydrat-Bindedoméne, deren Kristallstruktur bereits bekannt ist
(Seetharaman et al., 1998). Das mature hGal3 (UniProtKB : P17931) besteht aus 250 Aminoséuren, entsprechend
einer Masse von 26,15 kDa, in unglykosylierter Form. Basierend auf dieser Sequenz wurden Genfragmente fiir
die gentechnische Produktion in E. coli geplant, bei der jedoch zwei Anderungen eingefiihrt wurden: In der C-
terminalen Kohlenhydrat-Bindedomine befindet sich an Position 173 ein ungepaarter Cysteinrest. Fiir das murine
Gal3 ist bekannt, dass es iiber dessen Thiolgruppe zu einer Dimerisierung durch Bildung einer Disulfidbriicke
kommen kann (Woo et al., 1991). Die exakte Charakterisierung der Antigen/Antikdrper-Wechselwirkung setzt
jedoch voraus, dass beide Interaktionspartner in monomerer Form vorliegen. Cys173 wurde daher gegen Threonin
ersetzt. Aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften sollte diese hydrophile Aminosiure nur geringen Einfluss auf
die Faltung von hGal3 haben. Weiterhin wurde fiir die einfache Reinigung mittels Streptavidin-A ffinitdtschroma-
tographie C-terminal der Strep-tag II eingefiihrt (Schmidt and Skerra, 2007). Mit diesen Anderungen umfasst das
intakte rekombinante hGal3 260 Aminosduren mit einer Masse von 27,35 kDa und die verkiirzte Variante
hGal3 P113 149 Aminosduren mit 17,01 kDa (vgl. Abbildung 2).

Fiir die bakterielle Produktion der beiden Proteine mit dem Ziel der cytoplasmatischen Expression in E. coli wur-
den kodierende Regionen auf dem Vektor pASK75 (Skerra, 1994b) iiber die Restriktionsschnittstellen
Ndel/Eco4711I kloniert. Stromaufwiérts zur kodierenden Sequenz befand sich auf dem als ,,String* bezogenen syn-
thetischen Genfragment fiir das komplette hGal3 eine Bindestelle fiir den Primer D20 gefolgt von einer Ndel-
Schnittstelle. Zudem wurde C-terminal eine Eco47111-Schnittstelle, gefolgt von einer Bindestelle fiir den Primer
PR1 eingefiihrt (Abbildung 3). Die Primer-Bindestellen dienten zur Amplifizierung des synthetischen Genfrag-
ments zwecks Klonierung auf dem Expressionsvektor. Das Genfragment fiir die verkiirzte hGal3-Variante wurde
durch Einfiihrung einer Ndel-Schnittstelle mittels PCR-Amplifizierung ausgehend von dem gensynthetischen
Fragment erzeugt, wobei die Primer PR-hGal3-P113 und PR1 verwendet wurden. Nach Transformation von E.
coli X11 blue wurde durch einen Restriktionsverdau mit Ndel und Eco4711I der korrekte Einbau der synthetischen
Genkassette tiberpriift, wobei die DNA-Fragmente mit 753 bp fiir hGal3 bzw. 421 bp fiir hGal3-P113 nachgewie-
sen wurden. Von jeweils einem korrekten Plasmid wurde die DNA-Sequenz durch Sequenzierung mit dem Primer
PR1 wberpriift. Die bakterielle Produktion von hGal3 und dessen Fragment erfolgte im 21-MaBstab in E. coli B121
wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben. Zur Genexpression wurde mit aTc (200 pg/l) bei ODsso = 0,8 fiir 12 h induziert,
bis sich die Zellen in der stationdren Phase befanden (ODsso = 5). Nach Abkiihlung der Kultur im Eisbad wurden
die Zellen mittels Zentrifugation geerntet und anschlieBend mit Hilfe einer French Press aufgeschlossen. Die Rei-
nigung der rekombinanten Proteine durch Streptavidin-Affinitdtschromatographie und GroBenausschusschroma-

tographie fiihrte jeweils zu einer homogenen Préparation, wie durch SDS-PAGE {iberpriift wurde (Abbildung 4).
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1 10 20 30 40 50 60
NdeI
(D20) CCACTCCCTATCAGTGAT >
hGal3-Syngen CCACTCCCTATCAGTGATCATATGGCCGATAACTTTAGCCTGCATGATGCACTGAGCGGTAGCGGTAAT
MetAlaAspAsnPheSerLeuHisAspAlaLeuSerGlySerGlyAsn
70 80 90 100 110 120 130
hGal3-Syngen CCGAATCCGCAGGGTTGGCCTGGTGCATGGGGTAATCAGCCTGCCGGTGCCGGTGGTTATCCGGGTGCA
ProAsnProGlnGlyTrpProGlyAlaTrpGlyAsnGlnProAlaGlyAlaGlyGlyTyrProGlyAla
140 150 160 170 180 190 200
hGal3-Syngen AGCTATCCTGGTGCCTATCCGGGTCAGGCACCTCCGGGTGCGTATCCAGGTCAAGCTCCGCCTGGCGCA
SerTyrProGlyAlaTyrProGlyGlnAlaProProGlyAlaTyrProGlyGlnAlaProProGlyAla
210 220 230 240 250 260 270
hGal3-Syngen TATCCAGGTGCACCGGGTGCATACCCTGGTGCCCCTGCTCCGGGTGTTTATCCTGGTCCGCCTAGCGGT
TyrProGlyAlaProGlyAlaTyrProGlyAlaProAlaProGlyValTyrProGlyProProSerGly
280 290 300 310 320 330 340
hGal3-Syngen CCTGGTGCGTACCCGAGTAGCGGTCAGCCGAGCGCAACCGGTGCATATCCGGCAACCGGTCCGTATGGT
ProGlyAlaTyrProSerSerGlyGlnProSerAlaThrGlyAlaTyrProAlaThrGlyProTyrGly
350 360 370 380 390 400 410
Ndel
(PR-hGal3-P113) GCGCATATGCCGCTGATT >
MetProLeulle
hGal3-Syngen GCTCCGGCAGGTCCGCTGATTGTTCCGTATAATCTGCCGCTGCCTGGTGGCGTTGTTCCGCGTATGCTG
AlaProAlaGlyProLeuIleValProTyrAsnLeuProLeuProGlyGlyValValProArgMetLeu
420 430 440 450 460 470 480
hGal3-Syngen ATTACAATTCTGGGCACCGTTAAACCGAATGCAAATCGTATTGCACTGGATTTTCAGCGTGGTAATGAT
IleThrIleLeuGlyThrValLysProAsnAlaAsnArgIleAlaLeuAspPheGlnArgGlyAsnAsp
490 500 510 520 530 540 550
hGal3-Syngen GTGGCCTTTCATTTTAATCCGCGTTTCAATGAAAACAACCGTCGTGTTATTGTGACCAATACCAAACTG
ValAlaPheHisPheAsnProArgPheAsnGluAsnAsnArgArgValIleValThrAsnThrLysLeu
560 570 580 590 600 610 620
hGal3-Syngen GATAACAATTGGGGTCGTGAAGAACGTCAGAGCGTTTTTCCGTTTGAAAGCGGTAAACCGTTTAAAATC
AspAsnAsnTrpGlyArgGluGluArgGlnSerValPheProPheGluSerGlyLysProPheLysIle
630 640 650 660 670 680 690
hGal3-Syngen CAGGTTCTGGTTGAACCGGATCATTTTAAAGTTGCAGTTAATGATGCACATCTGCTGCAGTATAATCAC
GlnValLeuValGluProAspHisPheLysValAlaValAsnAspAlaHisLeuLeuGlnTyrAsnHis
700 710 720 730 740 750
hGal3-Syngen CGTGTGAAAAAACTGAACGAGATTAGCAAACTGGGTATCAGCGGTGATATTGATCTGACCAGCGCAAGC
ArgValLysLysLeuAsnGluIleSerLysLeuGlyIleSerGlyAspIleAspLeuThrSerAlaSer
760 770 780 790
Eco47III

hGal3-Syngen TATACCATGATTAGCGCTCGTTTACCGCTACTGCG
< GCAAATGGCGATGACGC (PR1)

TyrThrMetIle

Abbildung 3 Nucleotidsequenz des synthetischen Gen-String von hGal3 mit fiir E. coli optimierter Codonverwendung. Nur die kodierende

Sequenz ist gezeigt, mit der Aminosduresequenz darunter. Die Anordnung des Primers PR1 entspricht dem Gegenstrang.

Die anschlieBende analytische GroBenausschlusschromatographie an einer S200 10/300 GL Saule zeigte zudem,
dass beide Varianten als Monomer vorlagen. Eine Massenbestimmung mittel ESI-MS bestétigte im Wesentlichen
die theoretischen Molekiilmassen. Das intakte hGal3 wich mit 27258,50 Da im Vergleich zum theoretischen Wert
von 27217,41 Da um ca. 41 Da ab, was durch eine posttranslationale N-Acetylierung am Methionin-Rest zu er-
kldren ist (Arnesen, 2011). Mit 16875,86 Da fiir hGal3 P113 zeigte sich ebenfalls eine Abweichung gegeniiber
dem theoretischen Wert von 17007,53 Da, was sich wiederum durch die posttranslationale Abspaltung des N-

terminalen Methioninrests erkldren lie3. Die Ausbeute an gereinigtem Protein lag fiir hGal3 bei 12,9 mg und fiir
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hGal3-P113 bei 10,1 mg aus jeweils 21 Kulturmedium. Diese Mengen waren ausreichend fiir die folgende Cha-
rakterisierung der Antigen/Antikdrper-Wechselwirkung, sodass von einer weiteren Maf3stabsvergroerung oder

Optimierung der Expression abgesehen werden konnte.
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Abbildung 4 Biochemische Charakterisierung von hGal3 und dessen Fragment A) SDS-PAGE (reduzierend) zur Analyse der rekombinanten
Genexpression fiir hGal3 erkennbar anhand der Bande von ca. 27 kDa, die im Weiteren als einziges Produkt der Reinigung iibrig bleibt. 1. vor
Induktion, 2. zum Zeitpunkt der Ernte, 3. 16sliche Cytoplasmafraktion, 4. Protein nach Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie, 5. Proteine
nach GroBenausschlusschromatographie. B) SDS-PAGE (reduzierend) zur Analyse der rekombinanten Genexpression von hGal3 P113, er-
kennbar anhand der Bande bei ca. 17 kDa, 1. vor Induktion, 2. zum Zeitpunkt der Ernte, 3. 16sliche Cytoplasmafraktion, 4. Protein nach Strep-
Tactin-Affinitdtschromatographie, 5.Protein nach Groenausschlusschromatographie. C) Analytische GroBenausschlusschromatographie von

hGal3. D) Analytische Groenausschlusschromatographie von hGal3_P113. E) ESI-MS von hGal3. F) ESI-MS von hGal3-P113.
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3.2 Reinigung des ahGal3-mAKk und proteolytische Priparierung des Fab-Fragments

Ein wichtiges Kriterium fiir die Bewertung des rekombinanten Fab-Fragments ist der direkte Vergleich mit der
Affinitdt des aus dem monoklonalen Antikdrper gewonnenen Fab zu seinem Antigen. Hierfiir wurde ausgehend
von dem Kulturiiberstand der Hybridomzelllinie M3/38 der mAK gereinigt und proteolytisch mit Papain gespalten.
Aus 150 ml des Kulturiiberstandes konnten durch Chromatographie an einer Protein G Agarosesaule, gefolgt von
einer GroBenausschlusschromatographie mit einer S200 10/300 GL Séule, 3 mg des mAK gewonnen werden.
SDS-PAGE (Abbildung 5) bestitigte die Homogenitit des mAK, wobei im reduzierten Zustand zwei Banden mit
47 kDa (schwere Kette) und 27 kDa (leichte Kette) zu sehen sind. In einem nicht reduzierenden SDS-PAGE elu-
ierte der mAK mit einer Bande von ca. 180 kDa, was die Ausbildung der interchenaren Disulfidbriicken bestétigte,
als auch auf ein funktionell gefaltetes Protein hindeutete. Die Praparation des Fab-Fragments erfolgte durch Pa-
pain-Verdau. Papain ist eine nicht-spezifische Thiol-Endopeptidase, deren aktive Sulfhydrylgruppe durch Reduk-
tion mit Cystein-HCI aktiviert wird. Durch Spaltung von Immunglobulinen in der Gelenkregion entstehen typi-
scherweise drei Produkte: das Fc-Fragment und zwei Fab-Fragmente (Coulter and Harris, 1983). Eine Abtrennung
des Fc-Fragments von dem Fab-Fragment war aufgrund der vergleichbaren Grofen von ca. 50 kDa (Fc) gegeniiber
ca. 55 kDa (Fab) iiber eine Grofenausschlusschromatographie nicht moglich, sodass hier eine Anionenaustausch-
chromatographie Anwendung fand. SDS-PAGE bestitigte den Erfolg des Papainverdaus wie auch die Abtrennung
des Fc-Fragments. Im nicht-reduzierenden SDS-PAGE eluierte das Fab-Fragment als eine Bande bei 50 kDa. Dies
lasst darauf schlieBen, dass trotz Verwendung eines Reduktionsmittels zur Aktivierung des Papains die Disulfid-

briicken im Fab-Fragment intakt geblieben sind.

kDa

180 -
130

70
55 -

1T -

35 -
25 -

15 -

Abbildung 5 SDS-PAGE der proteolytischen Fab-Fragment Produktion 1. (reduzierend) Kulturiiberstand der Hybridomzelllinie M3/38. 2.
(reduzierend) Mit Protein G gereinigter Kulturiiberstand der Hybridomzelllinie. 3. (reduzierend) mAk nach SEC. 4. (reduzierend) Durch An-
ionenaustauschchromatographie gereinigtes Fab-Fragment nach Papainverdau. 5. (nicht reduzierend) Kulturiiberstand der Hybridomazelllinie
M3/38. 6. (nicht reduzierend) Mit Protein G gereinigter Kulturiiberstand der Hybridomazelllinie. 7. (nicht reduzierend) mAk nach SEC 8.

(nicht reduzierend) Durch Anionenaustauschchromatographie gereinigtes Fab-Fragment nach Papainverdau.

41



3.3. Klonierung und Charakterisierung der variablen Immunglobulindoménen des a-hGal3-mAk aus

der Hybridomzelllinie M3/38

Wie in der Publikation von Bartolazzi et al. (2008) gezeigt werden konnte, ist eine gezielte immunologische Di-
agnostik von malignem Schilddriisengewebe anhand der Uberexpression von Gal3 moglich. Basierend auf dem
dort beschriebenen ahGal3-mAk sollte ein rekombinantes Fab (ahGal3-Fab) hergestellt werden, das den immun-
chemischen Ansatz aufgreift und mit den Vorteilen einer rekombinanten Expression verbindet.

Die kodierenden Sequenzen der beiden variablen Doménen (Vg und Vi) des ahGal3-mAk der Ratte waren zu
Beginn der Arbeit unbekannt und mussten ausgehend von der den IgG2ak Antikorper produzierenden Hybridom-
zelllinie M3/38 (Mabtech, Nacka Strand, Schweden) gewonnen werden. Diese wurde freundlicherweise von Prof.
Bartolazzi (Universitdt La Sapienza) zur Verfiigung gestellt, welcher auch die Isotypisierung durchgefiihrt hat.
Die adhérenten Zellen wurden mit Trypsin von der Kulturschale abgelost, daran anschlieBend wurde die RNA
Extraktion mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Protokoll durchgefiihrt (Kapitel 2.2.1). Aus 2x107 Zellen
wurde insgesamt 14 mg RNA gewonnen. Die darauf folgende reverse Transkription in cDNA wurde mit dem First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) nach Protokoll (Kapitel 2.2.2) unter Verwendung eines oligo(dT)s—Pri-
mers durchgefiihrt. Das so erhaltene RT-PCR Produkt diente als Templat fiir die Amplifizierung der [gGV-Domé-
nen des ahGal3-mAk.

Aufgrund des Fehlens von Sequenzinformationen fiir den mAK wurden fiir die Amplifizierungsversuche N-ter-
minal mehrere Primer in Verbindung mit je einem Primer verwendet, der spezifisch in der konstanten Region der
beiden Ig-Stellen hybridisiert (Loers et al., 2014). Ausgehend von einem beschriebenen Satz an Primern, die in
der N-terminalen Kodierungsregion der maturen variablen Immunglobulindoménen hybridisieren und das voll-
stindige [gGV—Repertoire von Rattus norvegicus abdecken (Sepulveda and Shoemaker, 2008), wurden jeweils

drei Primer fiir die schwere bzw. die leichte Kette verwendet.

Abbildung 6 Gelelektrophoretische Analyse der PCR-Amplifizierung mit verschiedenen Primerpaaren zur Klonierung der IgV-Doménen des
ahGal3-mAk aus Gesamtzell-cDNA. 1) Amplifizierung mit dem Primerpaar RatVLF02/RMK. 2) Amplifizierung mit dem Primerpaar Rat-
VLF13B/RMK. 3) Amplifizierung mit dem Primerpaar RatVLF18/RMK. 4) Amplifizierung mit dem Primerpaar RatVHF06/RMG.
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Als Auswahlkriterium fiir diese Primer galt hierbei die hochste Ubereinstimmung zum IgGV Repertoire von Rattus
norvegicus der IMGT Datenbank in einem IgBLAST (Ye et al., 2013). Die besten Ergebnisse lieferten hierbei die
Primer RatVHF06, RatVHF17, RatVHF21 fiir die schwere bzw. RatVLF02, RatVLF13B, RatVLF18 fiir die
leichte Kette.Da die Subklassen des mAK bekannt waren, wurden die C-terminalen Primer so gewahlt, dass diese
in den konstanten Doménen hybridisierten und somit jeweils nur ein Primer fiir die Amplifizierung nétig war.
Diese Bedingungen erfiillen die von Loers et al. (2014) beschriebenen Primer RMK bzw. RMG, die in einem

zwischen Ratte und Maus konservierten Bereich innerhalb der ersten konstanten Doménen (Cg1,1 bzw. Cy) binden.

1 10 20 30 40 50 60
RatVHF06 >
ahGal3-VH CAGGCCCAGCTGCAG---TCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGTCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCT
GlnAlaGlnLeuGln---SerGlyProGluLeuLysLysProGlyGluSerVallLysIleSerCysLysAla
BC092592 B € 1472
Lo Ile. s LeuValGln. oo e e e e e e e e e
ahGal3-VH* .. AT . .. . . cGTACAG. . ittt it ittt e e e et e e e e e e e et e e e e e
LIle. . LeuValGlm. ..ot e e e e e

70 80 90 100 110 120 130 140
CDR-H1

ahGal3-VH TCTGGGTACACCTTCACAGACTATGCAATACACTGGGTGAAACAGGCTCCAGGAAAGGGCTTGAAGTGGATG
SerGlyTyrThrPheThrAspTyrAlalleHisTrpVallLysGlnAlaProGlyLysGlyLeuLysTrpMet

BC092592  ........ T e e e e e e e e e e L A.........
........................... et . e e e e
ANGaA L 3 - VH* L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
150 160 170 180 190 200 210

CDR-H2

ahGal3-VH GGCTGGATCAATACCTATACTGGGAAGCCAATATATGCTGATGACTTCAAAGGACGCTTTGTCTTCTCTTTG
GlyTrpIleAsnThrTyrThrGlyLysProIleTyrAlaAspAspPhelLysGlyArgPheValPheSerLeu
BC092592  ......... .. C e e G e G.oovviii i

A Ga Ll 3 - VH* L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

220 230 240 250 260 270 280

ahGal3-VH GAAGCCTCTGCCAGTACTGCAAACTTGCAGATCAGCAACCTCAAAAATGAGGACACGGCTACATATCTCTGT
GluAlaSerAlaSerThrAlaAsnLeuGlnIleSerAsnLeulysAsnGluAspThrAlaThrTyrLeuCys
BC092592  ...... ... ... C.oooil. Lo e e e e e e e T.....

Eo 01 7= B R T
290 300 310 320 330 340
CDR-H3
ahGal3-VH GCAAGGGGTACTATGATGGCGAGCCTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGGTCACAGTC
AlaArgGlyThrMetMetAlaSerLeuAspTyrTrpGlyGlnGlyValMetValThrVal
BC092592  ..... AN . CTA. . AC.GCT AT . T . T . ittt e e e e e e e et et e e e e e ae

...... SerTyrAsnSerTyrIlePhe..... ... ... ...
ANGa L 3 - VH* L e e e e e e e e e e e e e e

Abbildung 7 Alignment der IgVH Nucleobasensequenz und deren Translation. Die grau hinterlegten Bereiche der Translation geben die CDR-
Regionen wieder. Reihe 1 (¢hGal3-VH) gibt das Sequenzierungsergebnis des gereinigten Amplifizierungsproduktes der Primerpaarung Rat-
VHF06/RMG wieder. Die blaue Markierung zeigt die Hybridisierungstelle des Primers RatVHFO06. Der fiir die Blast-Suche verwendete Se-
quenzbereich ist in fett formatiert. Reihe 2 (BC092592) zeigt die Sequenz des nichst homologen IMGT/LIGM-Datenbankeintrags. Reihe 3

(ahGal3-VH*) zeigt die N-terminal korrigierte Version die fiir die weitere Analyse verwendet wurde.
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1 10 20 30 40 50 60 70

RatVLF13B > ) ) ) ) ) )
ahGal3-VL GATGTTGTGATGACCCAGACTCCAGTGTCTTTGTCGCTTGCCATTGGACAACCAGCCTCCATCTCGTGCAAG

AspValValMetThrGlnThrProValSerLeuSerLeuAlalleGlyGlnProAlaSerIleSerCysLys
L22655 e e e AG. ot e e e A..T......

CDR-L1
ahGal3-VL TCAAGTCAGAGCCTCGTACATAGTGATGGAAAGACATATTTGAGTTGGATATTACAGAGGCCAGGCCAATCT
SerSerGlnSerLeuValHisSerAspGlyLysThrTyrLeuSerTrpIleLeuGlnArgProGlyGlnSer

L22655 ... oo GG..C.A. ... i i ) C..... G...
.................. GlyThrAsn...............Asn Leu. . vviiiii i ittt
150 160 170 180 190 200 210
CDR-L2

ahGal3-VL CCAAAGGGCTTAATCTATCTGGTGTCCAAACTGGACTCTGGGGTTCCTGATAGGTTCAGTGGCAGTGGATCA
ProLysGlyLeuIleTyrLeuValSerLysLeuAspSerGlyValProAspArgPheSerGlySerGlySer
L22655  ...... CLAC . e e A e e

220 230 240 250 260 270 280
CDR-L3
ahGal3-VL GAGACAGAATTTACTCTTAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTACTGCTGGCAAGCT
GluThrGluPheThrLeulLysIleSerArgValGluAlaGluAspLeuGlyValTyrTyrCysTrpGlnAla

L22655  ....... . T e e e e T e T..... G.
...... 72N = 2R ¥ = 3 © SO T <10 Gly
290 300 310 320 330

ahCGal3-VL ACACATTTTCCGCTCACGTTCGETTCTGGGACCAAGGTGGAGATCAAA
ThrHisPheProLeuThrPheGlySerGlyThrLysValGluIleLys
L22655 et e e e Coe

Abbildung 8 Alignment der I[gVL Nucleobasensequenz und deren Translation. Die grau hinterlegten Bereiche der Translation geben die CDR-
Regionen wieder. Reihe 1 (a¢hGal3-VL) gibt das Sequenzierungsergebnis des gereinigten Amplifizierungsproduktes der Primerpaarung Rat-
VLF13B/RMK wieder. Die blaue Markierung zeigt die Hybridisierungstelle des Primers RatVLF13B. Der fiir den Blast verwendete Sequenz-
bereich ist in fett formatiert. Reihe 2 (L22655) zeigt die Sequenz des nidchst homologen IMGT/LIGM-Datenbankeintrags. Reihe 3 (ahGal3-

VL¥*) zeigt die N-terminal korrigierte Version, die fiir die weitere Analyse verwendet wurde.

Die Analyse der Amplifizierungsprodukte iiber eine Agarose-Gelelektrophorese zeigte im Fall der schweren Kette
nur fiir die Primerkombination RatVHF06 und RMG DNA-Fragmente verschiedener Léangen. Unter diesen befand
sich auch ein Fragment mit 400 — 500 bp, also der typischen Lange von variablen Ig-Doménen. Die Amplifizierung
der leichten Kette filhrte mit allen drei Primerkombinationen zu Amplifizierung von Gensequenzen mit
400 - 500 bp (Abbildung 6).

In Abbildung 7 und 8 sind die Gensequenzen und die Translation der variablen Doméne fiir die Amplifizierung
mit den Primerpaaren RatVHF06/RMG und RatVLF13B/RMK und direkter Sequenzierung der PCR-Produkte mit
den Primern RMG und RMK gezeigt. Durch Annotation der Sequenz nach der Kabat-Nomenklatur (Kabat et al.,
1991) konnten die typischen Merkmale von IgV-Domédnen mit den CDR-Regionen 1 bis 3 fiir jede Ig-Kette be-
stimmt werden. Wie in den Abbildungen 7 und 8 angedeutet, hybridisieren die Vorwartsprimer am N-terminus der
variablen Doménen, sodass die Sequenzierung im Bereich der ersten 6 - 7 Codons nicht exakt der cDNA entspre-
chen muss. Mit Hilfe einer Blastsuche gegen die IMGT/LIGM Datenbank (Lefranc et al., 1999) gelang es jedoch,
die néchst homologen Rattus norvegicus V-Gene zu finden und anhand deren die wahrscheinlich korrekten N-

termini des mAk zu bestimmen. Fiir die Blast-Analyse wurden die Sequenzen aullerhalb der
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Primerhybridisierungsstelle, also stromabwirts der Nukleobase 21 fiir Vi und 20 fiir Vi verwendet. Weiterhin
wurden die Sequenzen nur bis zur CDR-3, also bis Nukleotid 291 fiir Vi und 278 fiir Vi, herangezogen um dem
Mechanismus der V(D)J Paarung der Keimbahnsegmente wéhrend der somatischen Rekombination Rechnung zu
tragen (Murphy and Weaver, 2016). Da das LV-Gensegment auch die N-terminalen Aminosduren der variablen
Doménen kodiert, ist lediglich dieser Bereich als Ergebnis der Blastanalyse von Interesse.

Als nichst homologe Sequenz der schweren Kette wurde der IMGT/LIGM Eintrag BC092592 ermittelt, der sich
als Rattus norvegicus IGHV mit der Allel-Anordnung aus IGHV9-4*01 F V-Gen, IGHJ2*01 F D-Gen und
IGHD1-2*01 F J-Gen ergibt. Die Sequenz des V-Genallels unterscheidet sich N-terminal zur ahGal3-VH Sequenz
an den Positionen zwei, vier und fiinf, sowie einem Valin, zusétzlich insertiert als sechste Aminosdure. Diese
Unterschiede resultieren vermutlich aus einer unspezifischen Hybridisierung der cDNA mit dem Primer Rat-
VHFO06, der urspriinglich fiir die Amplifizierung des Ratnor IGHV1-48*%01 V-Gen Allel konstruiert wurde
(Sepulveda and Shoemaker, 2008). Die néchst homologe Sequenz der leichten Kette war der IMGT/LIGM Eintrag
L22655, der sich als Rattus norvegicus IGKV mit der Allel-Anordnung aus IGKV1S18*01 F V-Gen und dem
IGKJ5*01 F D-Gen ergibt. In diesem Fall war keine Differenz der N-termini zwischen dem Sequenzierungsergeb-

nis von ahGal3-VL und L.22655 vorhanden.

34. Produktion funktioneller chimérer Fab-Fragmente (GaletuxiFab) in E. coli und deren funktionelle

Analyse

Ein groBer Unsicherheitsfaktor des translationalen Ubergangs stellt die potentielle Toxizitit des Biotherapeuti-
kums dar. Haufig enden erfolgsversprechende diagnostische und therapeutische Ansdtze an diesem Punkt und
sollten deshalb schon wéhrend der Entwicklung bedacht und wenn mdglich minimiert werden. Fiir Antikdrper
nicht-humanen Ursprungs ist bekannt, dass sie eine Immunreaktion im Menschen ausldsen konnen. Der als
Human-anti-Maus-Antwort (HAMA) bekannte Effekt kann zu milden Reaktionen wie Ausschlag bis hin zu le-
bensbedrohlichen Reaktionen wie Organversagen fiihren und verhindert so eine erfolgreiche Therapie (Azinovic
et al., 2006).

Im Hinblick auf eine potentielle Immunogenitit stellt ein chiméires Fab-Fragment den besten Kompromiss zwi-
schen einem monoklonalen, aus Nagerantikdrper proteolytisch préipariertem Fab und einem humanisierten Fab-
Fragment, das lediglich die CDR des urspriinglichen Antikérpers enthélt dar. Dieses kann durch einfaches Klo-
nieren der identifizierten variablen Doménen auf einem geeigneten Vektor mit humanen konstanten Regionen
realisiert werden. Fiir die Herstellung des Antikdrperfragments im chiméren Fab-Format wurde der Fab-Expressi-
onsvektor pASKS88 verwendet, dessen Vektorriickgrat konstante IgG-Doménen (CH, und C,) humanen Ursprungs
kodiert (Schiweck and Skerra, 1995). Die rekombinanten Fab-Fragmente wurden damit auf Grundlage einer be-
reits etablierten Methode zur Produktion von funktionellen Immunoglobulindoménen in E. coli hergestellt (Skerra,
1994a). Diese Methode erlaubt es, die beiden Ketten eines Fab-Fragments in das Periplasma von E. coli zu sekre-
tieren. Das hier vorliegende oxidierende Milieu fiihrt zur Ausbildung der intra- sowie interchenaren Disulfidbrii-

cken, sodass funktional aktive, nativ gefaltete Antikorperfragmente gewonnen werden kdnnen.
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3.4.1. Konstruktion des Expressionsvektors fiir die bakterielle Fab-Produktion

Der generische Expressionsvektor pASK84 (Skerra, 1994a), wie auch sein Derivat pASK88, besitzen Restrikti-
onsschnittstellen, die die variablen Doménen flankieren, sodass eine standardisierte Klonierung von IgGV-Doma-
nen moglich ist. Die variable Domine der schweren Kette (Vu) wird hierbei iiber die Restriktionsschnittstellen
Pstl und Eco911 flankiert, die leichte Kette (Vi) iiber eine Sacl sowie eine Xhol Restriktionsschnittstelle (Abbil-
dung 10).

Zur Einflihrung der Restriktionsschnittstellen in die variablen Genfragmente des ahGal3-mAk war ein zusétzlicher
PCR-Schritt mit den gereinigten IgV-Domaénen (siehe Kap 3.3) notwendig. Fiir Vi wurden die Primer RatVHF06
und RatVHRef2 verwendet, fiir Vi die Primer RatVLFow und InFab11, welche jeweils die passenden Erkennungs-
sequenzen trugen. Die resultierende N- und C-terminale Einfiihrung der Restriktionsschnittstellen ist in Abbildung
9 in einem Alignment mit den urspriinglichen Sequenzen des mAK M3/38 gezeigt. Nach Verdau des PCR-Pro-
duktes und des Vektors pASK88-hu4D5 (Schlapschy et al., 2005) mit den Restriktionsenzymen Pstl und Eco911
sowie Sacl und Xhol wurden die Fragmente isoliert und in einer 4-Fragmentligierung die variablen Doménen des

ohGal3-mAk in den Vektor inseriert.

VH 1 10 20 30 320 330 340
. E. . . . X X
(RatVHO6F) CAGGCCCAGCTG---CAGTCTGG >
ahGal3-VH* CAGATCCAGTTGGTACAGTCTGGACCTGAGCTG. . . . ... .. TGGGGCCAAGGAGTCATGGTCACAGTC
(RatVHRef2) < GGAGTCATGGTCACACTC
Eco91I
GlnIleGlnLeuValGlnSerGlyProGluLeu......... TrpGlyGlnGlyValMetValThrVal

(VHNtermFow) CAGATCCAGCTTGTACAGTCTGGACCTGAGC >

GaletUxXiFab-N G.AG. LA . AC . L m o ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e C..
< GTCTAGGTCGAACATGTCAGACCTGGACTCG (VHNtermRev)

GlUVaAl LY S U= == ¢t ettt oo eeeeossocccsssssscsscssssssssssssssssssssssss
GaletuxiFab .. e e e e c..

VL 1 10 20 30 310 320 330

SacI
(RatVLFow) GATGTTGAGCTCACCCAGACTCCAGTGTCT >
ahGal3-VL GATGTTGTGATGACCCAGACTCCAGTGTCT. .« v v v v v v v et GGTTCTGGGACCAAGGTGGAGATCARAA
(InFabll) < GGTTCTGGGACCAAGCTCGAGATCAAA
XhoI

AspValValMetThrGlnThrProValSer............ GlySerGlyThrLysValGluIleLys

(VLNtermFow) GACGTTGTCATGACCCAGACTCCAGTG >

GaletUXiFab-N . .CA.C. A . C.C. ittt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e C.C.........
< CTGCAACAGTACTGGGTCTGAGGTCAC (VLNtermRev)

e IleGlUL U . & e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Leu.........

GaletuxiFab LL.ColLl et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e C.Covivvnn..

......................................................... Leu.........

Abbildung 9 Sequenzausschnitte der N- und C-terminalen Enden der beiden klonierten variablen Doménen von M3/38. Reihe 1 (ah-
Gal3-VH*/VL) zeigt die Sequenz des urspriinglichen mAk mit den Primern RatVHO6F, RatVHRef2, RatVIFow und InFab11, die zur Einfiih-
rung von Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung in das Vektorsystem pASK88 genutzt wurden, Reihe 2 (GaletuxiFab-N) zeigt die Se-
quenz des Plasmids pASK88-GaletuxiFab-N mit den neu modifzierten Enden, die aus der Position der Restriktionsschnittstellen resultieren.
Weiterhin sind die Hybridisierungsstellen der Primer VHNtermFow, VHNtermRev, VLNtermFow und VHLNtermRev gezeigt, die fiir die
Mutation der N-Termini zur urspriinglichen Sequenz des mAk verwendet wurden. Reihe 3 (GaletuxiFab) zeigt die Sequenz der N-terminal

mutierten variablen Doménen von GaletuxiFab-N.
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Das erhaltene Vektorkonstrukt pASK88-GaletuxiFab-N wurde durch Sequenzierung mit den Primern D11 und
D12 iiberpriift. Aufgrund der Lage der Restriktionsschnittstellen sind die ersten Aminosduren am N-terminus, wie
auch die letzten Reste am C-terminus der schweren, bzw. der leichten V-Region vom Vektorriickgrat determiniert
und weichen von der Sequenz des ahGal3-mAk teilweise ab. Die schwere Kette unterscheidet sich N-terminal von
der vektorkodierten Sequenz EVKL durch die in der Blast-Analyse ermittelte Sequenz QIQLYV (siehe Abbildung
7). Die leichte Kette beginnt N-terminal mit DIEL im Vergleich zur Originalsequenz DVVM, C-terminal endet
das Vektorkonstrukt mit LEIK und die Originalsequenz mit VEIK. Insbesondere die N-terminalen Abweichungen
konnen aufgrund ihrer lokalen Ndhe zu den CDR im nativen IgG einen Einfluss auf die Antigenbindung, bzw.
Affinitdt haben. Aus diesem Grund wurde eine Variante des Plasmids konstruiert, bei dem die N-terminalen Un-
terschiede mittels Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC) behoben wurden (Quan and Tian, 2009).

Fiir diese Methode wurden zwei Primerpaare geplant, die die jeweilige N-terminale Mutation der variablen Do-
minen enthalten, wobei der Reverse Primer revers komplement zum Vorwértsprimer ist. Durch Amplifizierung
des Plasmids pASK88-GaletuxiFab-N mit den Primern VHNtermFow/VLNtermRev und VLNtermFow/VHN-
termRev wurden so zwei Fragmente erzeugt, die doppelstriangige iiberlappende Sequenzbereiche besitzen. In ei-
nem Hybridisierungsschritt der beiden Fragmente wurde das N-terminal reparierte Plasmid pASK88-GaletuxiFab
erzeugt (Abbildung 9) Der Erfolg der Ligierung wurde durch Sequenzierung mit den Primern D11 und D12 iiber-
priift.

Xbal Xbal

pASK88-GaletuxiFab
4604 bp

Eco91l Eco91l

Ncol

pASK88-GaletuxiFab-N
4601 bp

tetR

Sacl

flori lpp

flori 1Y
~— PP

~—

Xhol Xhol

Hindlll Hindlll

Abbildung 10 Schematische Darstellung des Vektors pASK88-GaletuxiFab-N und pASK88-GaletuxiFab. Flankiert vom Tetracyclin-Promo-
tor/Operator (tet p/o) und dem Lipoprotein-Transkriptionsterminator (ty,,) kodiert das Plasmid fiir das chimére ohGal3-Fab-Fragment. Dies
besteht aus den variablen Doménen Vi und Vi des Antikorpers ahGal3-mAk der Ratte, den menschlichen konstanten Doménen C, sowie
Cyulyl. Cylyl ist C-terminal mit einem Hexahistidin-tag (Hise) versehenen. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Pstl, Eco911, Sacl und
Xhol wurden zur Klonierung der V-Gene in dem Konstrukt GaletuxiFab-N benutzt. Die Anpassung der N-Termini an die urspriinglichen
Sequenzen des mAKk fiihrte zur Deletion der dortigen Restriktionsschnittstellen im Konstrukt GaletuxiFab. Des weiteren kodiert der Leserah-
men die N-terminale Signalsequenz des Outer Membrane Protein A OmpA (schwere Kette) bzw. der Alkalischen Phosphatase PhoA (leichte
Kette). Der verkiirzte Replikationsursprung des Plasmids ist durch ColE1 bezeichnet und die intergenische Region des Bakteriophagen durch
fl. Die B-Lactamase (bla), welche die Resistenz fiir Ampicillin vermittelt, und der Tet-Repressor (tetR) werden in einem dicistronischen Gen

konstitutiv exprimiert.
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Die C-terminalen Unterschiede befanden sich in der Verbindung zwischen den variablen Doménen (Vi und Vi)
und den konstanten Doménen (Cy; und Cy), der sogenannten Ellbow-Region (Stanfield et al., 1993). Dieser Be-
reich ist bekannt fiir seine konformationelle Flexibilitdt und erlaubt dem Vollldngenantikérper mit beiden Fab-
Armen Epitope zu binden, die in unterschiedlichen Abstdnden zu finden sind (Bhat et al., 1990). Aufgrund dieser
Flexibilitét sollte eine geringfiigige Verdnderung der Sequenz in diesem Bereich keinen Einfluss auf die Affinitét
besitzen, sodass von einer Wiederherstellung der urspriinglichen Sequenz abgesehen wurde.

Fiir die optimierte Expression im 81 Fermenter bei erhohter Zelldichte wurde ein pASK111 Vektor verwendet.
Dieser besitzt anstelle des Ampicillinresistenzgens (Bla) das CAT Chloramphenicolresistenzgen (Vogt and Skerra,
2001). Das Ampicillinresistenzgen fiihrt zu einer konstitutiven Expression der -Lactamase (Pliickthun and Skerra,
1989). Nach Sekretion in das Periplasma von E. coli wird Ampicillin durch Spaltung des Lactamrings inaktiviert
(Jacoby, 2009). Kommt es zur Zelllyse kann die B-Lactamase das im Medium vorhandene Ampicillin abbauen,
sodass der selektive Druck zum Erhalt des Plasmids nicht mehr gegeben ist. Insbesondere bei Hochzelldichteex-
pressionen kann dies zu erheblich niedrigeren Produktausbeuten fiihren (Fiedler and Skerra, 2001). Chloramphe-
nicol hingegen wird im Cytoplasma durch die Chloramphenicol-acetyltransferase (CAT) unter Verbrauch von
Acetyl-CoA acetyliert, wodurch es nicht mehr an das bakterielle Ribosom binden kann (Wolfe and Hahn, 1965,
Leslie, 1990). Die Abhéngigkeit von Acetyl-CoA limitiert hierbei die Aktivitit der CAT auf lebende Zellen und
die Zelllyse fiihrt somit nicht zum Abbau des im Medium befindlichen Chloramphenicol. Zu diesem Zweck wurde
der gesamte flir das Fab-Fragment kodierende Bereich zwischen den Erkennungssequenzen der Restriktions-
enzyme Xbal und HindIII aus pASK88-GaletuxiFab herausgeschnitten und mit dem ebenso geschnittenen Vek-
torfragment von pASK111 ligiert. Das Plasmid wurde als pASK111-GaletuxiFab bezeichnet.

In den konstruierten Expressionsvektoren steht das Cistron fiir das Fab-Fragment unter der Transkriptionskontrolle
des stringent regulierten tet-Promotor/Operator-Systems (Skerra, 1994b). Mit Hilfe dieses Systems wird die Ba-
salsynthese eines Fremdgens im Vergleich zu anderen Promotoren sehr niedrig gehalten, sodass eventuell toxische
Effekte minimiert werden. Des weiteren wird durch das Expressionssystem die Sec-abhingige Sekretion vorgege-
ben. Hierbei dienen die bakteriellen Signalsequenzen des OmpA bzw. der PhoA der periplasmatischen Sekretion
der beiden Antikorperketten. Nach Ausbildung der inter-, sowie intrachenaren Disulfidbindungen im reduzieren-
den Milieu des Periplasma von E. coli liegt das vollstdndig prozessierte Fab-Fragment vor. Die C-terminale Fusion
eines Hise-Tag an die Cy1 erlaubt eine nahezu vollstindige Reinigung durch Metallchelat-A ffinititschromatogra-
phie (Skerra, 1994a).

3.4.2. Bakterielle Produktion und Reinigung von GaletuxiFab

Die bakterielle Produktion des chiméren GaletuxiFab erfolgte im 21-Mafstab im E. coli Stamm W3110 bei 25°C
wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben. Im Fall beider Varianten wurde mit aTc (200 pg/l) bei einer ODgoo = 5 und fiir
nur 2,5h induziert, da ab diesem Zeitpunkt Zelllyse zu beobachten war. Nach Abkiihlen der Suspension wurde
durch Zentrifugation geerntet und anschlieBend jeweils die periplasmatische Proteinfraktion pripariert. Die Iso-
lierung der GaletuxiFab Varianten aus der periplasmatischen Proteinfraktion erfolgte mittels Metallchelat-Affini-
tatschromatographie gefolgt von einer Gréenausschusschromatographie. Die Ausbeute lag bei 340 pg fiir Ga-
letuxiFab-N, bzw. 360 pg fiir GaletuxiFab. Die Analyse der Eluatfraktionen (exemplarisch fiir GaletuxiFab, Ab-

bildung 11 A) zeigte die Homogenitét des Fab-Fragments nach dem letzten Reinigungsschritt. In Anwesenheit des
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Reduktionsmittels war das Fab anhand von zwei leicht separierten Banden mit einer Grofle von ca. 30 kDa zu
erkennen. Die Ausbildung der interchenaren Disulfidbriicke war in der SDS-PAGE ohne Zusatz eines Redukti-
onsmittels erkennbar, wobei das Fab-Fragment eine Bande bei ca. 50 kDa zeigte. Eine analytische Grofenaus-
schlusschromatographie an einer S200 10/300 GL S&ule zeigte zudem, dass beide Varianten als Monomer vorla-
gen. Auch aggregiertes Protein konnte effizient durch die verwendete Kombination an Reinigungsschritten ent-
fernt werden. Eine exakte Massenbestimmung mittel ESI-MS bestitigte die theoretischen Molekiilmassen von

48140 Da fiir GaletuxiFab-N und 48226 Da fiir GaletuxiFab.
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Abbildung 11 A) SDS-PAGE (reduzierend) zur Analyse der rekombinanten Expression von GaletuxiFab. 1. Gesamte Probe vor Induktion, 2.
Probe zum Zeitpunkt der Ernte, 3. Periplasmatische Fraktion, 4. Protein nach IMAC-Reinigung, 5. Protein nach GroBenausschlusschromato-
graphie, 6. (nicht reduzierend) wie 5. B) Analytische Gréenausschlusschromatographie von GaletuxiFab-N (schwarz) und GaletuxiFab (blau).
E) ESI-MS von GaletuxiFab-N F) ESI-MS von GaletuxiFab.
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3.4.3. Untersuchung der Antigenbindung im ELISA und Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels

Oberflichenplasmon-Resonanzspektroskopie

Die funktionelle Charakterisierung der beiden GaletuxiFab-Varianten im Vergleich zu dem proteolytischen Fab-
Fragment des MAK wurde anhand des Bindungsverhaltens gegeniiber dem Antigen hGal3 in vitro untersucht. In
einem ELISA wurde hGal3 immobilisiert und die Fab-Fragmente in einer Konzentrationsreihe eingesetzt (Abbil-
dung 12). Die erhaltenen Sattigungskurven lie3en sich wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben durch nicht-lineare Re-
gression an die Gleichung fiir eine Adsorbtionsisotherme anpassen (Voss and Skerra, 1997). Fiir das proteolytische

Fab-Fragment wurde ein Kp-Wert von 2,7 + 0,6 nM bestimmt.
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Abbildung 12 ELISA zur Untersuchung der Funktionalitit der gentechnisch hergestellten Fab-Fragmente GaletuxiFab (blau) und GaletuxiFab-
N (rot) im Vergleich zu dem proteolytisch priaparierten Fab-Fragment des ahGal3-mAK (schwarz) und Ovalbumin (grau). Auf der Mikrotiter-
platte wurde rekombinantes hGal3 immobilisiert. Fiir das proteolytische Fab-Fragment wurde ein Kp =2,7 + 0,6 nM, fiir GaletuxiFab-N ein
Kp=9,5+ 0,8 nM und fiir GaletuxiFab ein Kp = 1,7 + 0,5 nM ermittelt.
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Abbildung 13 SPR — Analyse der immobilisierten Fab-Fragmente GaletuxiFab (blau), GaletuxiFab-N (rot) und dem proteolytischen Fab-
Fragment des ahGal3-mAK (schwarz) gegeniiber hGal3. Fiir das proteolytische Fab wurde eine K, = 0,27 + 0,01 nM, fiir GaletuxiFab-N eine
Kp=0,79 = 0,01 nM und fiir GaletuxiFab eine Kp = 0,29 + 0,02 nM ermittelt.
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Im Vergleich dazu zeigte GaletuxiFab-N mit den N-terminal vektorkodierten Aminosduren eine hohere
Kp von 9,5 + 0,8 nM. Die N-terminal korrigierte Variante GaletuxiFab dagegen ergab eine Kp von 1,7 = 0,5 nM,
was innerhalb des Messfehlers, mit dem Kp-Wert des proteolytischen Fab-Fragments iibereinstimmt. Offensicht-
lich sind also die N-terminalen Reste der variablen Doménen an der Bindung des Epitops beteiligt.

Mittels Oberflachenplasmonen-Resonanzspektroskopie wurde zusétzlich die Kinetik der Bindung zwischen hGal3
und den Fab-Fragmenten in Einzelzyklus-Kinetikexperimenten untersucht (Abbildung 13). Aus den ermittelten
kinetischen Parametern konnte anschlieBend die Dissoziationskonstante iiber ein 1:1 Bindungsmodell (Karlsson
et al., 2006) berechnet werden.

Fiir diese Untersuchungen wurde das jeweilige Fab-Fragment immobilisiert und das rekombinante Antigen hGal3
in einer Messung in ansteigenden Konzentrationen iiber den Chip geleitet. Durch Pausen von jeweils 600 Sekunden
zwischen den einzelnen Antigeninjektionen, sowie einer langeren Dissoziationszeit von 3000 Sekunden am Ende
des Zyklus konnten so die Assoziations- bzw. Dissoziationskonstanten der unterschiedlichen Konzentrationen er-
mittelt werden. Dieses als Einzelzykluskinetik (Dougan et al., 1998) bezeichnetes Verfahren ohne Regenerierung
zwischen den verschiedenen Antigenkonzentrationen war notig, da eine vollstdndige Dissoziation der Bindung
zwischen Fab-Fragment und hGal3 nur unter denaturierenden Bedingungen (10 mM Glycin, pH 1) méglich war.
Ubereinstimmend mit den ELISA Ergebnissen war die aus den kinetischen Parametern bestimmte Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante fiir das proteolytische Fab-Fragment (Kp = 0,27 = 0,01 nM) vergleichbar mit der Dissozi-
ationskonstante der aminoterminal korrigierte Variante GaletuxiFab (Kp = 0,29 + 0,02 nM). Im Vergleich zu Ga-
letuxiFab-N (Kp = 0,79 + 0,01 nM) konnte die Affinitdt um den Faktor 4 verbessert werden. Insgesamt waren die
durch SPR ermittelten Dissoziationskonstanten interessanterweise um einen Faktor 10 niedriger als die im ELISA

ermittelten.

3.5. Einfluss der PASylierung auf die Ausbeute des rekombinanten Fab-Fragments

In der Regel haben biopharmazeutische Produkte nach intravendser Applikation aufgrund der schnellen glomeru-
laren Filtration von Proteinen > 70 kDa im Menschen eine relativ kurze Plasmahalbwertszeit von wenigen Stun-
den. Eine auBergewohnliche Ausnahme aufgrund ihrer GréB3e von circa 150 kDa und der neonatal Fc Rezeptor
(FcRn) vermittelten Wiederverwertung bilden hierbei IgG Antikorper (Schlapschy et al., 2013). Deren lange Plas-
mahalbwertszeit ist jedoch fiir ein Radioimmunkonjugat hinderlich, da hierdurch die Strahlenbelastung unnétiger-
weise erhoht wird. Eine Strategie, um ein Mittelmal3 zwischen der optimalen Aufnahme im Tumor bei moglichst
kurzer Verweilzeit in der Zirkulation zu finden, ist die Anderung zu kleineren Antikorperformaten wie scFv-, Fab-,
Minibody- oder Fab,-Fragmenten. Zwar besteht ein proportionaler Zusammenhang zwischen der Grofle des Im-
munkonjugats und der Plasmahalbwertszeit, doch lésst sich dieser nicht exakt vorhersagen (Thurber et al., 2008),
sodass fiir eine Anpassung der Plasmahalbwertszeit alle Formate ausprobiert werden miissten. Eine alternative
Strategie ist die Moglichkeit mit dem faltungsstabilen und leicht zu produzierendem 50 kDa Fab-Format zu arbei-
ten und dieses sukzessive zu vergroBern, bis eine ideale Grofe und somit Plasmahalbwertszeit erreicht wird. Hier-
fiir wurde das Fab-Fragment durch die genetische Fusion eines konformationell ungeordneten Polypeptids aus den
Aminosduren Prolin, Alanin und Serin (PAS) vergroBert. Dies besitzt &hnliche pharmakokinetisch optimierende

Effekte, wie ein PEG Polymer ohne den zusétzlichen Schritt der Konjugation (Fee and Van Alstine, 2006, Mendler
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et al., 2014). Im Hinblick auf die klinische Translation bietet diese Technologie mehr Kontrolle iiber das Produkt
und eine einfachere Handhabung der Herstellung.

Die genetische Fusion des PAS-Polymers ist theoretisch an vier Positionen moglich, den N-Termini, sowie den C-
Termini der beiden Ketten, wobei die Anordnung unterschiedliche Einfliisse auf Expressionsausbeuten und Fal-
tungsverhalten des Fab-Fragments haben kann. Wie bereits gezeigt wurde, scheinen die N-Termini aufgrund ihrer
Néhe zu den CDRs einen gewissen Einfluss auf die Affinitét zu haben, sodass von einer N-terminalen Fusion des
PAS-Polymers abgesehen und lediglich die beiden C-terminalen Fusionsprodukte hergestellt wurden. Gefolgt von
der Einfithrung der PAS Sequenz in den Vektor pASK111-GaletuxiFab an den C-Terminus der schweren oder der

leichten Kette des Fab-Fragments wurden der Einfluss auf die Ausbeuten und die Funktionalitét tiberpriift.

3.5.1. Genetische Fusion der PAS-Sequenz mit der schweren Kette von GaletuxiFab, Produktion und

funktionelle Analyse

Der im Labor verfiigbare Vektor pASK88-4D5-HC-PAS#1(200)-His/LC-PAS#1(200)-Strepll (Schlapschy et al.,
2013) wurde als Quelle der PAS-Gensequenz verwendet. Durch Verdau mit den Restriktionsenzymen Xhol und
HindIII konnte die PAS-Sequenz bereits gekoppelt an die schwere konstante Doméne HC-PAS#1(200) isoliert
werden. Die Einfithrung in den Vektor pASK111-GaletuxiFab gelang durch Verdau mit Xhol und HindIII, gefolgt
von einer Ligierung des gereinigten DNA-Fragments HC-PAS#1(200) mit dem Vektorriickgrat von pASK111-
GaletuxiFab. Der resultierende Vektor pASK111-GaletuxiFab-HC-PAS#1(200) wurde durch Sequenzierung mit
den Primern D11 und D12 tiberpriift.

Die Expression im 21 Maf3stab wurde, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, mit dem E. coli Stamm W3110 durch-
geflihrt. Nach Wachstum der Zellen bis zu ODgoo = 5 wurde die Expression durch Induktion mit aTc (200 pg/l)
bei den Temperaturen 16°C, 22°C und 30°C fiir 2,5h untersucht. In allen Féllen konnte weder im 16slichen Peri-
plasmaextrakt, noch in den IMAC-Eluatfraktionen rekombinantes Protein im Coomassie-geférbten SDS-Elektro-

phoresegel nachgewiesen werden (ohne Abbildung).

3.5.2. Genetische Fusion der PAS-Sequenz mit der leichten Kette von GaletuxiFab, Produktion und funk-

tionelle Analyse

Durch Verdau des Vektors pASK88-4D5-HC-PAS#1(200)-His/LC-PAS#1(200)-Strepll (Schlapschy et al., 2013)
mit den Restriktionsenzymen BstEIIl und Ncol wurde das Fragment kodierend fiir die leichte konstante Doméne
und PAS200, LC-PAS#1(200) gewonnen. Nach Verdau des Vektors pASK111-GaletuxiFab mit denselben Enzy-
men wurde das Insert LC-PAS#1(200) mit dem Vektorriickgrat von pASK111-GaletuxiFab ligiert. Der erhaltene
Vektor pASK111-GaletuxiFab-LC-PAS#1(200) wurde durch Sequenzierung mit den Primern D11 und D12 iiber-
prift.

Nach Transformation des E. coli Stamms W3110 wurde, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, das PASylierte Ga-
letuxiFab exprimiert. Nach Wachstum der Zellen bis zu ODggo = 5 wurde die Genexpression durch Induktion mit

aTc (200 ng/l) bei 25°C fiir 2,5h induziert und anschlieBend die periplasmatische Zellfraktion prépariert.
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pASK111-GaletuxiFab
tet P OmpA VH CH1lyl His6 PhoA vL

Eco911 Ncol Xhol HindIll

PASKS88-4D5-HC-PAS#1(200)-His/LC-PAS#1(200)-StrepIl
tet?e OmpA Vg CHiy1 PAS200 His6 PhoA VL Cx PAS200 SI tipp

Eco911 Neol Xhol HindIIl

PASK111-GaletuxiFab-HC-PAS#1(200)
tet 7 OmpA Vi CHlv1 PAS200 His6 Ypp

HindIIl

Eco911 Ncol

pASKI111-GaletuxiFab-LC-PAS#1(200)
tet P° OmpA VH CHlyl His6 PhoA VL Ck PAS200 SI Upp

Eco911 Ncol Xhol HindIll

Abbildung 14 Schematische Darstellung der Expressionskassette des Vektors pASK111-GaletuxiFab, den PASylierten Varianten pASK111-
GaletuxiFab-HC-PAS#1(200) und pASK111-GaletuxiFab-LC-PAS#1(200), sowie dem als Quelle des PAS#1(200) Fragments dienenden Plas-
mids pASK88-4D5-HC-PAS#1(200)-His/LC-PAS#1(200)-Strepll (Schlapschy et al., 2013).
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Abbildung 15 Charakterisierung von GaletuxiFab-PAS200 A) SDS-PAGE (reduzierend) zur Analyse der rekombinanten Expression von Ga-
letuxiFab-PAS200. 1. vor Induktion, 2. zum Zeitpunkt der Ernte, 3. periplasmatische Fraktion, 4. Protein nach IMAC-Reinigung, 5. nach
GroBenausschlusschromatographie, 6. (nicht reduzierend) wie 5. B) Analytische GroBenausschlusschromatographie von GaletuxiFab-PAS200

C) ESI-MS von GaletuxiFab-PAS200.
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Die Reinigung des Fusionsproteins mit dem PAS200 Polymer an der leichten Kette des Fab-Fragments liel3 sich
durch Kombination einer Metallchelat-Affinitdtschromatographie gefolgt von einer GréBenausschlusschromato-
graphie realisieren. Wie die reduzierende SDS-PAGE (Abbildung 15 A) der gereinigten Fraktionen zeigte, eluierte
die schwere Kette des Fab-Fragments mit einer apparenten Masse von 25 kDa und die leichte Kette als Fusion mit
PAS200 bei ca. 80 kDa.

Im Gegensatz zur theoretischen Masse des Vi-PAS200 Fragments von 42 kDa konnte eine stark verzogerte Mig-
ration beobachtet werden. Dieses Verhalten wurde schon friiher fiir PASylierte Proteine gezeigt (Schlapschy et al.,
2013). Durch das Fehlen hydrophober Gruppen in dem PAS Polymer kann Na-Dodecylsulfat (SDS) vermutlich
nur schlecht gebunden werden. Da dessen negativ geladene Kopfgruppen der Grund fiir die Migration des Proteins
durch das elektrische Feld sind, fiihrt ein Fehlen von SDS zu der verzdgerten Migration.

Im SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen eluiert das PASylierte Fab-Fragment als eine leicht un-
scharfe Bande tiber 116 kDa, was also den gleichen Effekt zeigt. Die Ausbildung der interchenaren Disulfidbin-
dung schien durch die PASylierung nicht gestort zu werden. Die Charakterisierung durch eine analytische Gro-
Benausschlusschromatographie an einer S200 10/300 GL Siule (Abbildung 15 B) zeigte monodisperses Verhalten
des gereinigten Proteins. Mit einer apparenten Masse von 270 kDa fiihrte die PASylierung zu einer VergroBerung
des hydrodynamischen Volumens um den Faktor 4 gegeniiber der erwarteten theoretischen Molekiilmasse von
66218 Da. Zur Bestitigung der korrekten Masse wurde das PASyliertes Protein einer Analyse mittels ESI-MS
unterzogen (Abbildung 15 C), die einen Wert von 66217,96 Da ergab.

Die PAS-Sequenz vergrofert aufgrund ihrer Random Coil Struktur das hydrodynamische Volumen des Fusions-
partners in einer dhnlichen Weise wie ein PEG-Polymer. Eine Folge der PEGylierung kann eine Abschirmung des
Paratops und dadurch ein negativer Einfluss auf die Affinitét sein (Selis et al., 2016). Der direkte Vergleich der
Affinitdten des unPASylierten Fab Kp (GaletuxiFab) = 1,7 + 0,5 nM sowie des PASylierten Fab Kp (GaletuxiFab-
PAS200)=1,2 + 0,1 nM in einem ELISA (Abbildung 16) zeigte, dass die PASylierung am C-terminus, also struk-
turell entfernt von der Antigenbindestelle, keinen Einfluss auf die Affinitdt hat. Die mittels SPR gemessene Affi-
nitdt (Abbildung 17) zeigte fiir das PASylierte Fab eine Kp (GaletuxiFab-PAS200) = 0,26 + 0,01 nM. Dies war
ebenfalls vergleichbar mit der iiber SPR gemessenen Affinitdt des Fab Kp (GaletuxiFab) = 0,29 + 0,02 nM.

Die Ausbeute von 320 pg im 21 MaBstab fiir GaletuxiFab-PAS200 war vergleichbar mit dem nicht PASylierten
GaletuxiFab, was fiir nachfolgende in vivo Experimente ungeniigend war. Auch in diesem Fall konnte durch eine

Fermentation im §l-Fermenter eine ausreichende Ausbeute von 30 mg erzielt werden.

3.6. Chemische Konjugation von GaletuxiFab mit Fluorophoren und Chelatoren iiber Lysin-Seitenket-

ten

Immunglobuline besitzen keine intrinsische Eigenschaft, die zum jetzigen Zeitpunkt fiir eine direkte in vitro, sowie
in vivo Detektion verwendet werden kann. Aus diesem Grund ist fiir die diagnostische Nutzung von immunolo-
gisch zuginglichen Zielmolekiilen iiber ein bildgebendes Verfahren eine Fusion des Immunglobulins mit einer
geeigneten Reportergruppe notwendig.

Eine géngige und unter geringem Aufwand realisierbare Methode ist die Bildgebung mittels Immun-Fluoreszenz,

bei der ein Fluorophor kovalent an einen Antikdrper gekoppelt wird. Vor allem die emittierte Strahlung im
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Abbildung 16 ELISA zur Uberpriifung des PAS200 Einfluss auf die Funktionalitit des Fab-Fragments. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von
GaletuxiFab (schwarz) und GaletuxiFab-PAS200 (blau) angesetzt. Ovalbumin (grau) wurde als Referenz verwendet. Auf der Mikrotiterplatte
wurde rekombinantes hGal3 immobilisiert. Fiir GaletuxiFab wurde hierbei eine apparente Kp = 1,7 £ 0,5 nM, fiir GaletuxiFab-PAS200 eine
Kp=1,2+0,1 nM ermittelt.
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Abbildung 17 SPR-Analyse der immobilisierten Fab-Fragmente GaletuxiFab (schwarz) und GaletuxiFab-PAS200. Fiir GaletuxiFab wurde
hierbei eine Kp = 0,29 + 0,02 nM und fiir GaletuxiFab-PAS200 eine Kp = 0,26 + 0,01 nM.

Wellenldngenbereich von 650 bis 950 nm ist in der Lage Gewebe 1-2 cm zu penetrieren, sodass sich diese Methode
besonders fiir die in vivo Diagnostik von nicht-tiefliegendem Gewebe eignet (Gao et al., 2004, Weissleder, 2001).
Wenn die kurze Gewebepenetration der Fluoreszenz jedoch nicht ausreichend, ist die Verwendung von hdherener-
getischer Strahlung mit einer tieferen Gewebepenetration notig. Insbesondere die Positronen Emissions Tomogra-
phie (PET) zeigt in diesem Zusammenhang gro3e Vorteile. Bei der Immun-PET-Bildgebung wird - neben der
radioaktiven lodierung - ein Radionuklid von einem Chelator komplexiert, der wiederum kovalent an einen Anti-
korper gebunden ist. Die beim radioaktiven Zerfall des Radionuklids entstehende Gammastrahlung durchdringt
Gewebe anndhernd ungehindert, sodass mit diesem Verfahren auch tiefliegende Gewebeschichten gut dargestellt
werden konnen. Der limitierende Faktor dieser Methode liegt hierbei darin, die richtige Kombination aus Halb-
wertszeit des Radionuklids zur in vivo Halbwertszeit des verwendeten Proteinreagenz zu finden. Bei entsprechen-

der Optimierung kann ein guter Kontrast zwischen Tumor und umliegendem Gewebe ermoglicht und gleichzeitig
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die Strahlenbelastung niedrig gehalten werden. In diesem Zusammenhang zeigt das Radionuklid 3°Zr mit einer
Halbwertszeit von ti» = 78,4 h interessante Eigenschaften bei der Verwendung von PASylierten Fab-Fragmenten
(Verel et al., 2003, Mendler et al., 2014). Fiir die Komplexierung von Zirkonium eignet sich besonders der Chelat-
bildner Deferoxamin (DFO), welcher als natiirlicher Siderophor Eisenkomplexe ausbildet (Perk et al., 2010).

Der Chelator, sowie der Fluorophor kann mit verschiedenen Methoden an das Protein gekoppelt werden. Eine weit
verbreitete Methode ist die Modifizierung von Lysinseitenketten {iber einen bifunktionalen Chelator bzw. Fluoro-
phor mit reaktiven Gruppen wie Isothiocyanaten oder Succimidyl-Estern. Diese Kopplungsmethode fiihrt zu einer
Reaktion aller zugénglichen Lysinseitenketten, sodass die Reaktionsprodukte eine Mischung der moglichen Kopp-
lungsprodukte darstellen (Hermanson, 2013). Hierbei ist die Kopplungseffizienz stark von der Verteilung, Zu-
ginglichkeit und Reaktivitdt der Lysinseitenketten, wie auch von der stochiometrischen Verteilung abhéngig, so-
dass eine Etablierung des Kopplungsprotokolls fiir jedes Protein individuell nétig ist. Ein kritischer Punkt bei der
statistischen Kopplung von Lysinseitenketten ist die Moglichkeit eines ungiinstigen Einflusses auf die Affinitit
durch Kopplung in der Nihe oder in der Paratop-Epitop-Interaktionstelle, sodass eine Uberpriifung der Affinitit
im Anschluss an die Kopplung notwendig ist.

3.6.1. Kopplung von GaletuxiFab mit dem Fluorophor Cyanin-5.5

Der verwendete Fluorophor Sulfo-Cy5.5-N-Hydroxysuccinimid-Ester (Cy5.5-NHS) mit einer Extinktion von
649 nm und einer Emission von 675 nm ist der reaktive Ester des sulfonierten Fluorophors Cyanin 5.5. Dieser ist
besonders fiir die Markierung von Proteinen geeignet, da die Sulfongruppen zu einer erhdhten Hydrophilie des
Fluorophors fithren und damit die Reaktion ohne Zusatz signifikanter Mengen eines Hilfslosungsmittels ermdgli-
chen.

MafBgebliche Einflussfaktoren auf die Kopplung sind pH-Wert, Proteinkonzentration und das molare Fluoro-
phor/Protein Verhiltnis. Bei einem pH-Wert von 7,4 und einer konstanten Konzentration von 2,5 mg/ml des ge-
reinigten Fab-Fragments wurden verschiedene Konzentrationen des als NHS-Ester aktivierten Farbstoffs unter
sonst gleichbleibenden Bedingungen untersucht (Abschnitt 2.4.5), wobei sich das molare Verhéltnis 3/1 fiir Cy5.5-
NHS/GaletuxiFab-PAS200 als ideal erwies. Die Kopplungseffizienz wurde nach Reinigung des gekoppelten Pro-
dukts durch ESI-MS (Abbildung 18 A) analysiert.

Wie in diesem Spektrum zu erkennen ist, gab es eine Verteilung von Kopplungsprodukten mit 0 bis 4 DFO-Grup-
pen pro Fab-Fragment. Ausgehend von diesem Spektrum wurde anhand des Integrals der Kopplungsspezies der
jeweilige Anteil ermittelt werden. Aus den normierten Werten (Abbildung 18 B) konnte mit Hilfe der Poisson-
Verteilung ein mittleres Kopplungsverhéltnis von 0,9 £ 0,05 fiir Cy5.5/GaletuxiFab-PAS200 ermittelt werden.
Durch Absorptionsmessung bei 280 nm und 675 nm lésst sich das Kopplungsverhiltnis mit 0,8 + 0,02 bestétigen
(Abbildung 18 C).
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Abbildung 18 Charakterisierung der Kopplung von GaletuxiFab mit Cy5.5 A) ESI-MS-Chromatogramm der Kopplungsprodukte von Galetu-
xiFab-PAS200 mit Cy5.5. In rot ist die berechnete Poisson-Verteilung der Kopplungsspezies gezeigt. Der Erwartungswert liegt bei 0,9 = 0,05,
was das CyS5.5/GaletuxiFab-PAS200 Verhiltnis wiedergibt. B) Absorptionsspektrum des Kopplungsproduktes. Aus dem Verhdltnis der Ab-

sorption bei 280 nm und 675 nm lésst sich ein Kopplungsverhaltnis von 0,8 + 0,02 errechnen.

3.6.2. Kopplung von GaletuxiFab mit dem Chelator Deferioxamin

Zur Kopplung (siehe Abschnitt 2.4.5) des Chelators mit GaletuxiFab-PAS200 wurde das funktionalisierte para-
Isothiocyanatobenzyl-Deferoxamin (pSCN-DFO) verwendet. Isothiocyanate bendtigen fiir die Amin-Kopplung
einen héheren pH-Wert als Succimidyl-Ester (Hermanson, 2013), sodass bei dieser Kopplungsmethode der pH-
Wert 9 gewihlt wurde. Trotz dieser Malnahme zeigte sich, dass fiir eine gute Kopplungseffizienz bei einer Pro-
teinkonzentration von 2,5 mg/ml ein molares Eduktverhéltnis von 8/1 fiir pSCN-DFO/GaletuxiFab-PAS200 notig
war. Fiir das gereinigte Kopplungsprodukt konnte durch Auswertung der ESI-MS Daten und Berechnung der Pois-
son-Verteilung ein Kopplungsverhiltnis von 1,4 + 0,1 ermittelt werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19 ESI-MS-Chromatogramm der Kopplungsprodukte von GaletuxiFab-PAS200 mit DFO. In rot ist die berechnete Poisson-Ver-
teilung der Kopplungsspezies gezeigt. Der Erwartungswert liegt bei 1,4 + 0,1, was das durchschnittliche DFO/GaletuxiFab-PAS200 Verhéltnis

wiedergibt.

3.6.3. Funktionelle Charakterisierung der Kopplungsprodukte

Die biochemische Integritdt der Kopplungsprodukte wurde durch SDS-PAGE (Abbildung 20 A) und analytischen
SEC (Abbildung 20 B) iiberpriift. Es zeigten sich dabei keine Differenzen zwischen dem Edukt GaletuxiFab-
PAS200 und den Produkten Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 sowie DFO-GaletuxiFab-PAS200. Um die Antikorper-
Antigen Interaktion zwischen dem Edukt und den Produkten vergleichen zu kdnnen, wurde diese mittels ELISA
und SPR untersucht. Die gemessenen Affinititen im ELISA mit Kp (GaletuxiFab-PAS200) = 2,3 = 0,6 nM zu
Kp (Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200) = 1,8 + 0,6 nM und Kp (DFO-GaletuxiFab-PAS200)=1,9+0,5nM  (Abbil-
dung 20 C) zeigten genauso wie die Kp -Werte aus den SPR-Messungen mit Kp (GaletuxiFab-PAS200) = 0,257
+0,0ln M zu Kp (Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200) =0,255+0,01nM  und Kp (DFO-GaletuxiFab-
PAS200) = 0,25 + 0,01 nM (Abbildung 20 D) keine wesentliche Differenz zwischen Edukt und Produkten. Eine
signifikante Hemmung der Antigenbindung durch eine Kopplung in der Nihe oder in der Paratop-Epitop-Interak-

tionstelle konnte somit ausgeschlossen werden.

3.7. Humanisierung der variablen Immunglobulindomiinen durch CDR-Grafting von GaletuxiFab mit

Hilfe eines automatischen Algorithmus

Ein Ansatz, um die Immunogenitét von tierischen Antikdrpern weitgehend zu minimieren, ist die Reduktion des
Anteils von nicht-humanen Sequenzbereichen durch CDR (complementarity determining regions) Grafting (Jones
et al., 1986). Da in der Regel die Antigen-Antikérper Wechselwirkung durch die CDR des Antikorpers vermittelt
wird, werden nur diese Bereiche des urspriinglichen Antikorpers verwendet und auf ein strukturell &hnliches hu-
manes Antikorpergeriist transplantiert. Der erste Schritt einer Humanisierungskampagne ist somit die Suche nach
einem homologen humanen Antikoérpergeriist, gefolgt von der Transplantation der CDR. In Realitét stellt sich

dieses Verfahren jedoch als meist nicht ausreichend heraus, da weitere Aminosiurereste mit indirektem Kontakt
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Abbildung 20 Biochemische Charakterisierung der GaltuxiFab-PAS200 Kopplungsprodukte A) SDS-PAGE von GaletuxiFab-PAS200. 1. (re-
duzierend) vor Kopplung, 2. (reduzierend) Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200, 3. (reduzierend) DFO-GaletuxiFab-PAS200, 4. (nicht reduzierend)
GaletuxiFab-PAS200, 5. (nicht reduzierend) Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200, 6. (nicht reduzierend) DFO-GaletuxiFab-PAS200. B) Analytische
GroBenausschlusschromatographie von GaletuxiFab-PAS200 (schwarz), Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 (rot), DFO-GaletuxiFab-PAS200 (blau).
C) ELISA von GaletuxiFab-PAS200 (schwarz), Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 (rot), DFO-GaletuxiFab-PAS200 (blau) und Ovalbumin (grau).
Auf der Mikrotiterplatte wurde rekombinantes hGal3 immobilisiert. D) SPR -Analyse der immobilisierten Fab-Fragmente GaletuxiFab-
PAS200 (schwarz), Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 (rot) und DFO-GaletuxiFab-PAS200 (blau) gegen den Analyt hGal3.
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zur Antigen-Interaktion, bekannt als Vernier Regionen, grof3e Einfliisse auf den Erhalt der CDR Sekundérstruktur
haben konnen und so die Affinitdt beeinflussen (Foote and Winter, 1992). Diese relevanten Reste zu identifizieren
und quantum satis zu mutieren, stellt neben der Auswahl eines geeigneten humanen Ig-Geriistes die grofle Her-
ausforderung fiir eine Antikdrperhumanisierung dar.

Der erfolgversprechendste Weg macht sich die 3D-Struktur und Konformation des Antikorpers zunutze. Rontgen-
kristallographie und Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) sind zur Zeit die einzigen Moglichkeiten, um die 3D-
Struktur von Proteinen auf atomarer Ebene zugéinglich zu machen. Sie sind jedoch technisch, sowie zeitlich sehr
aufwendig. Aufgrund der Relevanz antikorperbasierter Therapien ist trotz dieser Hindernisse in den letzten Jahren
eine Vielzahl an Antikorperstrukturen in der Protein Datenbank RCSB PDB (Berman et al., 2000) hinterlegt wor-
den. Diese Menge an Daten bietet im Hinblick auf eine de novo Antikérper-Strukturvorhersage mittels Homolo-
gievergleich der Aminosduresequenzen ein grofles Potential. Aktuelle Antikorperstrukturvorhersageprogramme
wie Prediction of Immunoglobulin Structures (PIGS) (Rosi et al., 2008), Web Antibody Modeling (WAM)
(Whitelegg and Rees, 2000), Rosetta Antibody Modeling (RAM) (Sircar et al., 2009), sowie kommerziell entwi-
ckelte Software wie Accelrys (Discovery Studio), Molecular Operating Environment (MOE), Schrodinger (Bio-
Luminate) haben diese Methode weitgehend automatisiert, sodass eine computergestiitzte Strukturvorhersage im
Prinzip einfach verfiigbar ist.

Die Strukturvorhersage von GaletuxiFab wurde ausgehend von der in Kapitel 3.3 ermittelten Aminoséduresequenz
mit dem Server PIGS durchgefiihrt. Hierbei wurde das Fab-Fragment des murinen anti-Kollagen-Typ2 Antikor-
pers ACC4 mit bekannter Kristallstruktur (PDB ID 2W60) als das Néchsthomologe identifiziert. Ein Alignment
der beiden Sequenzen (Abbildung 23) zeigt eine Sequenzidentitit der Framework Regionen, also der Reste H1-
25, H36-49, H66-94, H103-111, sowie L1-22, L35-49, L57-88, L98-107 (Kabat et al., 1991) von 89 % fiir die
schwere Kette und 86 % fiir die leichte Kette.

Um ein strukturell moglichst nah verwandtes humanes Geriist zu finden, wurde basierend auf dem damit generier-
ten Strukturmodell fiir GaletuxiFab ein Strukturalignment gegen eine Datenbank von Antikdrper-Kristallstruktu-
ren durchgefiihrt. Besonders geeignet fiir diesen Vergleich war hierbei die AbDB Datenbank (Ferdous and Martin,
2018). Diese aktualisiert automatisch die in der RCSB PDB Datenbank (Berman et al., 2000) verfligbaren Fv
(Fragment Variabel) Regionen von Antikdrperstrukturen. Im Fall von mehreren Proteinstrukturen in einer PDB-
Datei werden diese getrennt, sodass jede Struktur mit einem Antigen assoziiert werden kann, sofern dieses vor-
handen ist. Fiir die vorliegende Arbeit wurde die AbDB Datenbank von Antikorper/Antigen-Komplexen mit Pro-
tein-Antigenen vom Juni 2018 mit der Kabat Nummerierung (Kabat et al., 1991) verwendet. Zu diesem Zeitpunkt
besal} die Datenbank 866 Eintrige, davon 695 als Homo Sapiens gekennzeichnete.

Das Strukturalignment der humanen Fv-Regionen wurde anschliefend gegen die mit PIGS modellierte Kristall-
struktur von GaletuxiFab durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Protein Strukturvergleichs Programm PDBeFold
(Krissinel and Henrick, 2004) benutzt. Dieses Programm verwendet ein iteratives dreidimensionales Alignment
der Ca-Atome des Proteinriickgrats, dessen Ergebnis durch den Faktor Q angegeben wird. Dieser Faktor beschreibt
die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (M.Q.A.) im Verhéltnis zur Anzahl der fiir das Alignment
verwendeten Aminoséurereste (Naiign). Durch diese Korrektur der M.Q.A. wird gewahrleistet, dass z.B. sehr kurze,
aber exakte Strukturiiberlagerungen nicht iibergewichtet werden. Tabelle 2 zeigt die 20 besten Suchergebnisse,
von denen ein Teil allerdings keine origindren, sondern humanisierte Antikdrper waren (Tabelleneintréige 1, 9, 16,

17, 19) oder deren Quellen keine Auskunft iiber die Herkunft des Antikorpers gaben (Tabelleneintriage 4, 5, 6, 7,
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13). Um zu vermeiden, dass aufgrund dieser Unsicherheiten ein potentiell immunogenes Fab-Fragment erzeugt
wird, wurden alle Suchergebnisse, fiir die nicht explizit ein humaner Ursprung erkennbar war, nicht weiter beriick-
sichtigt. Die dabei erhaltene Auswahl der 10 relevanten Kandidaten ist in Tabelle 2 hervorgehoben.

Eine Betrachtung des Bewertungsfaktors Q zeigt als bestes Ergebnis einen Wert von 0,89 und im ungiinstigsten
Fall einen Wert von 0,84. Diese enge Verteilung lésst die strukturell nahe Verwandtschaft der humanen Antikdrper
erkennen, sodass das Strukturalignment und der Q-Faktor als initiale Bewertung von potentiellen Kandidaten zwar
hilfreich sein konnen, jedoch fiir eine explizite Auswahl von wenigen Kandidaten ungeeignet sind. Speziell im
Kontext des CDR-Graftings kann es sein, dass die Position einzelner Reste des humanen Riickgrats mit den neuen
CDRs in Konflikt steht, was durch ein globales Strukturalignment nur schlecht vorhersagbar ist. Aus diesem Grund
war eine rationale Bewertung der Strukturen fiir den weiteren Auswahlprozess unumginglich. Die Uberlagerung
der Framework Regionen (FR) von den verbliebenen 10 Strukturen mit den FR des Modells von GaletuxiFab ist
in Abbildung 21 dargestellt.

Das humane Fab-Fragment 5ilk zeigte bei der Auswertung die geringsten Konflikte zwischen dem humanen FR
und den CDR von GaletuxiFab aus der Ratte, sodass es fiir die Humanisierung ausgewéhlt wurde. Zusétzlich zu
dem Grafting der CDR nach der Definition von Kabat (1991), also der Reste 1.24-34, L50-56, L89-97, H26-35,
HS50-65 und H95-102 wurden zwei Reste in der leichten Kette des Fab-Fragments durch die in GaletuxiFab ver-
tretenen Reste in der Sequenz aus der Ratte ausgetauscht. Der Phenylring des Tyrosins an Position L36 in der
humanen Sequenz hat im Vergleich zur aliphatischen Seitenkette des Isoleucins in GaletuxiFab eine viel groBere
Raumanforderung und ragt in Richtung der CDR-H3, was dessen Struktur beeinflussen kdnnte. Auch der Rest an
Position L68 kann durch seine Ndhe zur CDR-L1 deren Konformation beeinflussen und wurde von Glycin zu

Glutaminséure entsprechend der Sequenz von GaletuxiFab getauscht.

Tabelle 2 Liste der zu GaletuxiFab modellierten strukturhomologen humanen Fv-Fragmente aus der AbDB Datenbank. Der Faktor Q gewichtet
die mittlere quadratische Abweichung M.Q.A. mit der Lénge des Alignments, dass durch Naj;g, beschrieben wird. Ngey. gibt die Gesamtanzahl
an Aminoséuren der jeweiligen Sequenz (Vy und V1) wieder. Die Sequenzidentitit beschreibt die prozentuale Homologie der jeweiligen Ami-
noséduresequenz zu GaletuxiFab im Berreich der variablen Doménen. Die Herkunft des jeweiligen Antikorpers wurde durch Literaturrecherche

der jeweiligen Originalliteratur ermittelt.

# Q M.Q.A. Nalign NReste Sequenzidentitiit [%] Herkunft PDB ID
1 0,89 0,92 230 232 57 Humanisiert 1AD9
2 0,87 0,98 225 232 59 Human 511K
3 0,87 1,04 227 232 57 Human 4KMT
4 0,86 1,11 227 232 56 Nicht verdffentlicht 3NAB
5 0,86 1,17 227 232 56 Nicht verdffentlicht 3NAC
6 0,86 1,23 227 232 57 Nicht verdffentlicht 3NAA
7 0,86 1,29 227 232 57 Nicht veroffentlicht 3NCJ
8 0,85 1,35 221 232 58 Human 4JP1
9 0,85 1,41 224 232 54 Humanisiert 1T3F
10 0,85 1,47 225 232 58 Human 511J
11 0,85 1,53 220 232 49 Human 5CD3
12 0,85 1,59 226 232 58 Human 5116
13 0,85 1,65 227 232 56 Nicht verdffentlicht 3NA9
14 0,84 1,72 227 232 57 Human 5IBT
15 0,84 1,78 223 232 61 Human 5IFA
16 0,84 1,84 225 232 64 Humanisiert IWTS
17 0,84 1,90 224 232 56 Humanisiert 3DGG
18 0,84 1,96 226 232 54 Human 2VXV
19 0,84 2,02 230 232 58 Humanisiert 4NM4
20 0,84 2,08 224 232 60 Human 5I1L
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Abbildung 21 Ca-Alignment aus Pymol der Framework-Regionen (Reste L1-23, L35-49, 1.57-88, L98-107, H1-25, H36-49, H66-94, H103-
111 (Kabat et al., 1991)) der modellierten Struktur von GaletuxiFab (schwarz) und den 10 nichst homologen humanen Fv - Fragmenten (grau).
Die Position der CDR von GaletuxiFab sind in blau gezeigt.
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Abbildung 22 Ca-Alignment der Framework-Regionen der modellierten Struktur von GaletuxiFab (schwarz) mit dem humanen Fab-Fragment
5ilk, das fiir die Humanisierung ausgewéhlt wurde (grau). Die CDR von GaletuxiFab sind in blau gezeigt. Die vergroBerten Bereiche zeigen
die beiden im Text beschriebenen Positionen, an denen die Aminoséure von GaletuxiFab (rot) in das Framework der humanisierten Varianten

iibernommen wurde, um strukturelle Konflikte mit den neu integrierten CDR zu vermeiden.
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VH 1 10 20 30 40 50 52A 60
GaletuxiFab QIQLVQSGPELKKPGESVKISCKASGYTFTDYATIHWVKQAPGKGLKWMGWINTYTGKPIYADDFKGRFV

QW60 e T S E..E.T.T....... A
5IKL EV...... AV...... L..... G...S..8.W.G..R.M..... E...I.YPGDSDTR.SPS.Q.QVT
5TKL-CDR EV...... AV. ... .. L..... Gl R.M..... Bl QVT
CDRH1 CDRH2

70 80 82A-C 90 100 110
GaletuxiFab FSLEASASTANLQISNLKNEDTATYLCAR - GTMMASTDYWGQGVMVTY
2W60 ce S FooNooooonn .. F...-A.TATE.A..... TL. ..
5TKL T.ADK.I...Y..W.S..AS...M.Y...¥DGIYGE..E....TL
5IKL-CDR C.ADK.T...Y..W.S..AS. . . M.Yeromomeeainno ... TL

CDRH3
VL 1 10 20 27A-E 30 40 50 60
GaletuxiFab DVVMTQTPVSLSLAIGQPASISCRESOSIVESDEKTYLSWLORPGQS PKGL T YIVEREDSGVPDRFSG
2W60 e LT VT e henns LD....... N.L......... P T.
5T1K EI.L..S.GT...SP.ER.TL..RA...-.---SSS..A.YQ.K...A.RL...GA.SRAT.TI......
5T1K-CDR EI.L..S.GT...SP.ER.TL. . e eeeneeaneenn.. Q.K...A.RL...leueeunn. T......
CDRL1 CDRL2
70 80 90 100
GaletuxiFab SGSETEFTLKISRVEAEDLGVYYCWOATHEPLTFGSGTKLEIK
2W60 i GaDe e G A..... L.
5T1K ...G.D...T...L.P..FA Q.YGSS. . ... Q...v
5T1K-CDR  ..... D...T...L.P..FA. ... Q...v
CDRL3

Abbildung 23 Alignment der Aminosiuresequenzen von GaletuxiFab, dem murinen Fab-Fragment 2W60, dessen Struktur die Basis fiir die
computergestiitzte Strukturvorhersage war, dem Datensatz SIKL, das zur modellierten Struktur homologste humane Fv-Fragment und SIKL-
CDR, dem humanen Geriist von 5IKL mit den transplantierten CDR von GaletuxiFab sowie den eingefiihrten Riickmutationen, annotiert nach
Kabat (Kabat et al., 1991). In blau sind die CDR hervorgehoben, in rot die Positionen, an denen Aminoséuren von GaletuxiFab in das Frame-

work der humanisierten Variante {ibernommen wurden.

3.7.1. Klonierung und Produktion funktioneller humanisierter Fab-Fragmente in E. coli und deren funk-

tionelle Analyse

Fiir die Produktion des humanisierten Fab-Fragments in E. co/i mit dem schon zuvor verwendeten Expressions-
vektor pASK111 wurden die in Abbildung 24 gezeigten Sequenzen der variablen Doménen von SIKL-CDR mit
entsprechenden Restriktionsschnittstellen geplant. Fiir die variable Doméane Vi wurden hierbei die Restriktions-
schnittstellen Xbal/Eco911 und fiir die variable Doméne Vi, die Restriktionsschnittstellen Ncol/Xhol verwendet.
Die Sequenzen wurden als Gensynthese mit einer fiir die Expression in E. coli optimierten Codonverwendung
bezogen (Benson et al., 2013). Stromaufwérts der Zielsequenz befand sich auf dem synthetischen Genfragment
eine Bindestelle fiir den D20 Primer, sowie stromabwdérts eine Bindestelle fiir den PR1 Primer, die zur standard-
mifBigen Erstamplifizierung des synthetischen Genfragments dienten. Dieses wie auch der Expressionsvektor
pASK111-GaletuxiFab, wurden mit den Restriktionsenzymen Xbal und Eco911 sowie Ncol und Xhol verdaut.
Danach wurden die Fragmente isoliert und in einer 4-Fragmentligierung die variablen Doménen aus der Gensyn-
these in den Vektor inseriert.

Die bakterielle Produktion des humanisierten Fab-Fragments erfolgte im 121-Mafistab im E. coli Stamm W3110
bei 25°C wie unter Abschnitt 2.3.2 beschrieben. Die Genexpression der Konstrukte wurde mit aTc (200 pg/l) bei

ODsoo = 5 und in Anlehnung an das Expressionsprotokoll von GaletuxiFab fiir 2,5h induziert.
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1 10 20 30 40 50 60
. . XbaI . . . .
(D20) CCACTCCCTATCAGTGAT >
5I1K-Syn CCACTCCCTATCAGTGATTCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTG

70 80 90 100 110 120 130
5I1K-Syn GCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCCGAAGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCGGAAGTGAAA

140 150 160 170 180 190 200

5I1K-Syn AAACCGGGCGAAAGCCTGAAAATTGAAGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCGGAAGTGAAAAAACCGGGC
GluValGlnLeuValGlnSerGlyAlaGluValLysLysProGly

210 220 230 240 250 260 270

5TI1K-Syn GAAAGCCTGAAAATTAGCTGCAAAGGCAGCGG@TATACCTTTACCGATTATGéGATTCATTGGGTGCGC
GluSerLeulysIleSerCysLysGlySerGlyTyrThrPheThrAspTyrAlalleHisTrpValArg
CDRH1

280 290 300 310 320 330 340
5I1K-Syn CAGATGCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGATGGGCTGGATTAACACCTATACCGGCAAACCGATTTATGCG
GlnMetProGlyLysGlyLeuGluTrpMetGlyTrpIleAsnThrTyrThrGlyLysProlleTyrAla

CDRH2

350 360 370 380 390 400 410
5TI1K-Syn GATGATTTTAAAGGCCAGGTGACCTTTAGCGCGGATAAAAGCATTAGCACCGCGTATCTGCAGTGGAGC
AspAspPhelysGlyGlnValThrPheSerAlaAspLysSerIleSerThrAlaTyrLeuGlnTrpSer

420 430 440 450 460 470 480
5T1K-Syn AGCCTGAAAGCGAGCGATACCGCGATGTATTATTGCGCGCGCGGCACCATGATGGCGAGCCTGGATTAT
SerLeulLysAlaSerAspThrAlaMetTyrTyrCysAlaArgGlyThrMetMetAlaSerLeuAspTyr
CDRH3
490 500 510 520 530 540 550
) "Eco91I NcoI ) ) )
5T1K-Syn TGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCATGGAGAAAATAAAGTGAAACAAAGCACTATTG
TrpGlyGlnGlyThrLeuValThrVal

560 570 580 590 600 610

5I1K-Syn CACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTACCéCTGTGACAAAAGCCGAAATTGTGCTGACCéAGAGCCCGG
GluIleValLeuThrGlnSerProG

620 630 640 650 660 670 680
5I1K-Syn GCACCCTGAGCCTGAGCCCGGGCGAACGCGCGACCCTGAGCTGCAAAAGCAGCCAGAGCCTGGTGCATA
lyThrLeuSerLeuSerProGlyGluArgAlaThrLeuSerCysLysSerSerGlnSerLeuValHisS
CDRL1
690 700 710 720 730 740 750
5I1K-Syn GCGATGGCAAAACCTATCTGAGCTGGATTCAGCAGAAACCGGGCCAGGCGCCGCGCCTGCTGATTTATC
erAspGlyLysThrTyrLeuSerTrpIleGlnGlnLysProGlyGlnAlaProArgLeuLeulleTyrL

760 770 780 790 800 810 820
5I1K-Syn TGGTGAGCAAACTGGATAGCGGCATTCCGGATCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGAAACCGATTTTACCC
euValSerLysLeuAspSerGlyIleProAspArgPheSerGlySerGlySerGluThrAspPheThrL
CDRL2
830 840 850 860 870 880 890
5I1K-Syn TGACCATTAGCCGCCTGGAACCGGAAGATTTTGCGGTGTATTATTGCTGGCAGGCGACCCATTTTCCGC
euThrIleSerArgLeuGluProGluAspPheAlaValTyrTyrCysTrpGlnAlaThrHisPheProL
CDRL3
900 910 920 930 940
' XhoT ' ' '
5I1K-Syn TGACCTTTGGCCAGCTCGAGAAAGTGGAAATTAAACGTTTACCGCTACTGCG
< GCAAATGGCGATGACG (PR1)
euThrPheGlyGlnGlyThrLysValGluIleLysArgLeuProLeuLeu

Abbildung 24 Nucleotidsequenz des synthetischen Gen-Strings der humanisierten IgV-Doménen mit den FR-Regionen des humanen Fab-
Fragments 51Kl und den CDR (blau) von GaletuxiFab. Es wurde eine fiir £. coli optimierte Codonnutzung verwendet. Die zur Klonierung auf

pASK111 verwendeten Restriktionsschnittstellen sind rot markiert.
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Nach Abkiihlen der Suspension wurden die Bakterien mittels Zentrifugation geerntet und anschlieBend jeweils die
periplasmatische Proteinfraktion prépariert. Die Isolierung der humanisierten Variante aus der periplasmatischen
Proteinfraktion erfolgte mittels Metallchelat-Affinititschromatographie gefolgt von einer Gréf3enausschlusschro-
matographie. Wie das reduzierende SDS-PAGE zeigt (Abbildung 25 A), wies das Fab-Fragment zwei charakte-
ristische Banden mit ca. 25 kDa auf, die im nicht reduzierenden SDS-PAGE als eine Bande mit ca. 50 kDa eluie-
ren.

Aufgrund der duflerst niedrigen Ausbeute von 20 pg aus 12 1 Kulturmedium war eine Ermittlung der Masse nicht
mdglich. Das Bindungsverhalten der Varianten gegen das Antigen hGal3 wurde in direktem Vergleich zu Galetu-
xiFab mit Hilfe des beschriebenen ELISA (Abschn. 2.5.1) untersucht. Fiir GaletuxiFab wurde in diesem ELISA
Kp=1,2 +0,1 nM ermittelt (Abbildung 25 B). Im Vergleich hierzu zeigte das humanisierte Konstrukt eine Affi-
nitdt von Kp = 1300 = 100 nM, was einem Affinititsverlust um den Faktor 1000 entspricht (Abbildung 25 C).
Dieser grofle Verlust deutet auf ein grundlegendes Problem bei der Auswahl des humanen Geriists hin und lasst
eine falsch modellierte 3D-Struktur von GaletuxiFab vermuten. Aus diesem Grund wurde von einer weiteren Hu-
manisierung basierend auf dem PIGS-Strukturmodell von GaletuxiFab abgesehen und eine rontgenkristallogra-

phische Strukturbestimmung durchgefiihrt.
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Abbildung 25 Biochemische Charakterisierung der humanisierten Variante des ahGal3-Fab SI1K-CDR. A) SDS-PAGE (reduzierend) zur
Analyse der bakteriellen Produktion. 1. vor Induktion, 2. zum Zeitpunkt der Ernte, 3. periplasmatische Fraktion, 4. Protein nach IMAC-Reini-

gung, 5. nach GroBenausschlusschromatographie, 6. (nicht reduzierend) wie 5. B) ELISA von GaletuxiFab. C) ELISA der humanisierten
Variante des ahGal3-Fab 511K-CDR.
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3.8. Ermittlung des durch GaletuxiFab erkannten Epitops in hGal 3

Wie in Kapitel 3.1 ndher beschrieben, besteht das Antigen Gal3 aus der Kohlenhydratbindedoméne, die {iber einen
strukturell ungeordneten Linker mit der aminoterminalen Oligomerisierungsdoméne verbunden ist. Der Versuch,
das komplette Gal3 mit GaletuxiFab als Komplex zu kristallisieren, zeigte vermutlich aufgrund des flexiblen Lin-
kers keinen Erfolg. Als Alternative wurde die Moglichkeit einer Co-Kristallisation von GaletuxiFab mit der ver-
kiirzten Antigenvariante hGal3-P113 in Betracht gezogen. Dies erscheint jedoch nur sinnvoll, wenn sich das Epitop
in der globuliren CRD-Domiine von Gal3 befindet. Zur Uberpriifung wurde ein Western-Blot mit den Gal3-Vari-
anten hGal3 und hGal3-P113 nach Abschnitt 2.5.2 durchgefiihrt (Abbildung 26).

Der Nachweis mit Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 ergab, dass nur die Vollldingenvariante von Gal3 erkannt wird.
Aufgrund dieses Ergebnisses ldsst sich das Epitop auf den Bereich der Aminosdure 1 — 112 eingrenzen. Deshalb
wurde von einer Co-Kristallisation mit der verkiirzten Variante hGal3-P113 abgesehen.

Bei einem Western-Blot liegt das nachgewiesene Protein in denaturierter Form vor, sodass mit dieser Methode nur
kontinuierliche (sequentielle) Epitope nachgewiesen werden. Diese offensichtliche Eigenschaft des hGal3-Epitops
ermdglichte eine weitere Untersuchung anhand eines Peptid-Arrays von Gal3, das im SPOT-Verfahren auf einer
Zellulosemembran synthetisiert wurde (Frank, 2002). Die synthetisierten, kurzen Polypeptidfragmente konnen an-
schliefend immunchemisch nachgewiesen werden und so lésst sich die Interaktion des Bindeproteins auf einen
Sequenzabschnitt des Zielproteins eingrenzen. Durch die hohe lokale Konzentration der Peptide innerhalb eines
Spots ist dies eine sehr sensitive Methode zur Bestimmung von linearen, also diskontinuierlichen Epitopen. An-
hand des Western-Blot konnte das Epitop auf den Bereich der Aminosduren 1-113 eingegrenzt werden. Dement-
sprechend wurde ein Peptid-Array dieses Bereichs synthetisiert.

Eine Metaanalyse iiber die durchschnittliche Epitopldnge von Antikdrpern zeigte, dass diese bei 18 Aminoséuren
liegt (Stave and Lindpaintner, 2013). In diesem Bereich liegt auch die Maximalldnge der Peptide, die mit dem
SPOT-Verfahren fehlerfrei synthetisiert werden konnen (Frank and Déring, 1988). Basierend auf diesen Informa-
tionen wurden Peptide mit einer Lénge von 18, 12 und 8 Aminosduren synthetisiert. Durch die Verschiebung des
Synthesestartpunktes um je zwei Aminosduren zwischen zwei aufeinander folgenden Peptiden ldsst sich das Mi-
nimalepitop bis auf theoretische 6 Aminosduren eingrenzen.

Die densitometrisch ausgewerteten Bindungssignale des fluoreszenzmarkierten CyS5.5-GaletuxiFab-PAS200 an
die 8-mer Peptide sind in Abbildung 26 C gezeigt. Hierbei treten deutlich zwei Bereiche hervor, die dieselbe
Sequenzabfolge enthalten: APPGAY. Auffillig ist die viel hdhere Intensitét des ldngeren Peptids: QAPPGAYP,
dass aufgrund der Sequenzverschiebung bei der Peptidsynthese um je zwei Aminoséuren nur einmal vorkommt.
Diese ausgeprigte Intensititserhdhung zeigt die Relevanz der beiden flankierenden Aminoséuren, die einen wich-
tigen Teil zu der Wechselwirkung beizutragen scheinen. Ausgehend von dieser Beobachtung lasst sich also schlie-
Ben, dass es sich bei dem Gal3-Epitop um die Sequenz QAPPGAYP handelt. Das Bindungsmuster der 8-mer
Peptide zeigte sich mit vergleichbarer Absorptionsintensitét ebenso fiir die entsprechenden 12- und die 18-mer
Peptide (ohne Abbildung).

Ein Alignment des Sequenzbereichs von Aminosdure 1 - 113 des hGal3 mit dem homologen murinen Gal3
(mGal3) ergab, dass das von GaletuxiFab erkannte Epitop zwischen beiden Sequenzen konserviert ist. Insbeson-
dere fiir die in vivo Experimente in Miusen stellt dies eine wichtige Information dar, da so eine Kreuzreaktivitit

des Fab-Fragments mit dem in diesem Tiermodell natiirlich vorkommenden Gal3 bestehen kann.
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A volllangen hGalsP113 C MA-DN-E-S-LH
hGal3 (CRD Fragment) P S-L-H-D-A-L-8
L-H-D-A-L-S-G-S
D-A-L-S-G-S-G-N
L-S-G-S-G-N-P-N
_ C-terminale _ G-S-G-N-P-N-P-Q
CRD-Doméne G-N=P-N-P-Q-G-I
P-N-P-Q-G-W-P-G
P-Q-G-W-P-G-A-W
G-W-P-G-A-W-G-N
P-G-A-W-G-N-Q-P
A-W-G-N-Q-P-A-G
G-N-Q-P-A-G-A-G
PGAYP(x) Domine Q-P-A-G-A-G-G-Y
A-G-A-G-G-Y-P-G
A-G-G-Y-P-G-A-S
G-Y-P-G-A-S-Y-P
P-G-A-S-Y-P-G-A
A-S-Y-P-G-A-Y-P
Y-P-G-A-Y-P-G-Q
— N-terminale g—ﬁ—é—g—g—g—ﬁ—g
Doméne G-Q-A-P-P-G-A-Y
A-P-P-G-A-Y-P-G
P-G-A-Y-P-G-Q-A
A-Y-P-G-Q-A-P-P
P-G-Q-A-P-P-G-A
QO-A-P-P-G-A-Y-P
P-P-G-A-Y-P-G-A
G-A-Y-P-G-A-P-G
B kDa M 1 2 3 4 M G Gnb_GoA_y
250 - G-A-P-G-A-Y-P-G
P-G-A-Y-P-G-A-P
A-Y-P-G-A-P-A-P
P-G-A-P-A-P-G-V
A-P-A-P-G-V-Y-P
A-P-G-V-Y-P-G-P
55 - - G-V-Y-P-G-P-P-5
Y-P-G-P-P-S-G-P
G-P-P-S-G-P-G-A
P-S-G-P-G-A-Y-P
34 - G-P-G-A-Y-P-S-S
G-A-Y-P-3-S-G-Q
— ' Y-P-5-5-G-Q-P-3
26 - S-8-G-Q-P-S-A-T
G-Q-P-S-A-T-G-A
P-S-A-T-G-A-Y-P
A-T-G-A-Y-P-A-T
15 G-A-Y-P-A-T-G-P
- T ——— Y-P-A-T-G-P-Y-G
d G-P-Y-G-A-P-A-G
T T T T T T
0.0 0.5 1.0
Emg75 normalisiert
D 1 10 20 30 40 50 60
hGal3 MADNFSLHDALSGSGNPNPOGWPGAWGNQPAGAGGYPGAS YPGAYPGQAPPGAYPGOAPPGAYPG- ~APG
mGal3 LS. . N.. A Yerurnnn. e Bttt QAP.S
70 80 90 100 110
hGal3 AYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAYPAT-GPYGAPAG
mGal3 .PT...A....-TA..... GQPA.G.FPGQ.GAP.A.PQCS.

Abbildung 26 Erlduterung des hGal3 Epitops A) Schematische Darstellung des Volllaingen hGal3 (27 kDa) und der verkiirzten CRD hGal-
P113 (Reste 113-252; 14 kDa) B) Western-Blot Analyse der auf die Membran iibertragenen Galectin 3 Konstrukte hGal3 und hGal3-P113 mit
CyS5.5-GaletuxiFab-PAS200, Links: SDS-PAGE von hGal3 (Bande 1) und hGal3-P113 (Bande 2), Rechts: Western-Blot von hGal3-P113

(Bande 3) und hGal3 (Bande 4). Epitopkartierung von GaletuxiFab. C) Die in D gezeigte N-terminale Sequenz von Gal3, Aminoséuren 1 —

113, wurde in Form von 8-mer Peptiden mit einem Versatz von jeweils zwei Aminosduren auf Membranen synthetisiert (SPOT-Synthese).

Der Nachweis einer Bindung erfolgte mit dem Cy5.5-GaletuxiFab-PAS200 Konjugat anhand der Fluoreszenzemission bei 675 nm (normiert

auf 1) D) Alignment der N-terminalen Sequenz, Aminosdure 1 — 113, des humanen Galectin 3 (UniProt: P17931) mit dem murinen Homologen

(UniProt P16110). Die Sequenznummerierung ist die des humanen Proteins. Das Minimalepitop APPGAY ist in fett markiert.

67



3.9. Strukturaufklirung des hGalectin3/GaletuxiFab-Komplexes durch Proteinkristallisation

Wie in Kapitel 3.8 ausgefiihrt, zeigten Co-Kristallisationsversuche des kompletten hGal3 mit GaletuxiFab keinen
Erfolg. Deshalb wurden Co-Kristallisationsansétze mit einem synthetischen Peptidfragment des Epitops durchge-
fithrt. Hierfiir wurde das Peptid QAPPGAYPG synthetisiert (PSL Peptide Specialty Laboratories), wobei der N-
terminus des Peptids acetyliert vorlag, da die resultierende Amidgruppe den beim SPOT-Verfahren synthetisierten
Peptiden entspricht. In der Tat kristallisierte GaletuxiFab als Komplex mit dem synthetischen Peptid in Gegenwart
von 25 % (w/v) PEG4000, 0,1 M HEPES/NaOH pH 7,0 in der Raumruppe C2 mit einem Komplex pro asymmet-
rischer Einheit. Zur Lésung des Phasenproblems wurde die Methode des molekularen Ersatzes verwendet, wobei
die Rontgenkristallstruktur des Diels-Alderase Fab 1E9 (PDB code: 302V) als Grundlage diente. Aus der erhal-
tenen Elektronendichte wurde ein finales Strukturmodell mit einer Auflosung von 1,9 A berechnet, welches die
Reste Aspl1-Cys219 der leichten Kette und GInl1-Cys221 der schweren Kette, sowie das gebundene Peptid um-
fasste. Insgesamt wurden sechs Peptidbindungen in cis-Konfiguration gefunden: Thr(L7)-Pro(L8), Phe(L99)-
Pro(L100), Tyr(L145)-Pro(L146), Phe(H151)-Pro(H152) and Glu(H153)-Pro(H154). Die Reste Val(L56) and
Ser(H220) zeigen ungewdhnliche ¢— und @— Winkel im Ramachandran Plot (Tabelle 3), haben jedoch eine gut
definierte Elektronendichte.

Die Struktur von GaletuxiFab (PDB code: 6ZVF) zeigt die typischen Merkmale eines Fab-Fragments (Abbildung
28), mit einer Bindungstasche im Bereich der CDRs von Vy und Vi, die 12 — 18 A breit und 9 A tief ist. Das
Peptid ist in dieser Tasche eingebettet. Eine PISA-Analyse ergab, dass 89,6% der solvenszugingigen Oberfldche
des Peptids (605,5 von 1058,3 A?) in der Bindungstasche begraben ist. Hierbei bilden 16 Reste der schweren Kette
und 9 Reste der leichten Kette van der Waals Kontakte mit dem Peptid (Kontaktoberfliche groBer als 1 A2). Von
diesen insgesamt 25 Interaktionen sind 10 hydrophob und 15 polar (Tabelle 4, Abbildung 28). AuBBerdem bilden 4
Reste der schweren und ein Rest der leichten Kette Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Peptid: Ala(L96),
Thr(H30), Trp(H50), Thr(H53), Met(H101) und Ala(L96). Mit Ausnahme des Rests Trp(H47) liegen alle Kon-
taktreste innerhalb der CDR (Abbildung 27).

VH 1 10 20 30 40 50 522 60
GaletuxiFab OTQLVOSGPELKKPGESVKISCKASGYTEIDVATHWVKQAPGKGLKWMGHIN TV TGKP T VADDEKGRFV
CDRH1 CDRH2
70 80 82A-C 90 100 110
GaletuxiFab FSLEASASTANLQISNLKNEDTATYLCARGIMMASTDYWGQGVMYVTY
CDRH3
VL 1 10 20 27A-E 30 40 50 60
GaletuxiFab DVVMTQTPVSLSLAIGQPASISCKSSOSIVIHSHEKTYIISWI LORPGOSPKCL I YIVEKLDSGVPDRFSG
CDRL1 CDRL2
70 80 90 100
GaletuxiFab SGSETEFTLKISRVEAEDLGVYYCHOATHEPITFGSGTKLEIK
CDRL3

Abbildung 27 Aminoséduresequenz der variablen Doménen von GaletuxiFab. In blau sind die CDRs gezeigt. In Rot sind die Positionen her-

vorgehoben, an denen die Aminoséuren von GaletuxiFab mit dem Peptid van der Waals Kontakte ausbilden.
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Tabelle 3 Kristallographische Analyse und Verfeinerungsstatistik

Kristalldaten:

Raumgruppe C2
Dimensionen Elementarzelle

a, b, c[A] 94,1; 61,3; 80,9
o, B, v [°] 90,0; 103,4; 90,0
Molekiile pro asymetrischer Einheit 1
Datenaufnahme:

Wellenlinge [A] 0,91840
Auflésungsbereich[A]* 78,72 — 1,90 (2,00 — 1,90)
I/o[1]? 5,7 (1,8)

R [%]>® 8,8 (41,1)
Reflexionen 34354
Multiplizitat* 5,7 (5,9)
Vollstandigkeit® 97,0 (97,9)
Verfeinerung:

Rcrysl / Riree’ 20,3/24,3
Proteinatome 3367
Ldsungsmittelatome 64
Mittlerer B-Faktor [A?]

Protein 27,3
Peptid 35,9
Wasser 32,2
Geometrie:

R.m.s.d. bond lengths, angles [A, °] 0.007, 1,519
Ramachandran Analyse®: 98,0; 9,9; 0,8; 0,3
core, allowed, generously allowed,

disallowed [%]

a Werte in runden Klammern zeigen die hochste Auflosungschale.
B Reerse =3, D () ~(1(R)| /25 20 Rewst =3 [Fo{ )] =[F{ )|/ |Fe( )
c Rfree ist Reryst abziiglich 5 % der Reflexe die zufillig ausgewéhlt und von der Verfeinerung ausgeschlossen

wurde (Briinger, 1997).
D berechnet mit PROCHECK (Laskowski et al., 1993)

Tabelle 4 Reste von GaletuxiFab, die van der Waals Kontakte zu dem Peptid haben.

Rest Begrabene Rest Begrabene Rest Begrabene
Oberfliche Oberfliche Oberfliche
[A2) [A%) [A2)
Thr(H30) 3,81 Tyr(H53) 4,69 Tyr(L32) 26,41
Asp(H31) 13,36 Ile(H58) 49,48 Trp(L89) 2,50
Tyr(L32) 2,74 Tyr(H59) 2,19 Ala(L91) 26,30
Ala(H33) 20,07 Lys(H64) 3,68 Thr(L92) 9,73
His(H35) 18,66 Thr(H96) 17,29 His(L93) 2,38
Trp(H47) 19,60 Met(H97) 59,49 Phe(L94) 86,08
Trp(H50) 60,78 Ala(H99) 21,03 Leu(LL196) 30,53
Asn(H52) 19,65 His(L27D) 21,65
Thr(H52A) 2,85 Asp(L28) 5,89
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Abbildung 28 Struktur von GaletuxiFab im Komplex mit dem Gal3-Epitop. Die konstanten Doménen sind hellgrau, die variablen Doménen
sind in pink (VL) und blau (VH) gezeigt. Das Peptid ist orange dargestellt und van der Waals Kontakte sind rot gestrichelt hervorgehoben. In
gelb sind die Disulfidbindungen des Fab-Fragments markiert.

3.10. Humanisierung der variablen Immunglobulindomiinen der Ratte durch CDR Grafting von Galetu-

xiFab mit Hilfe von rationalem Protein-Design

Der Erfolg einer Antikdrper-Humanisierung hangt zum grofiten Teil von der Auswahl eines strukturell homologen
Immunglobulingeriists ab. Zwar lassen sich die strukturellen Eigenschaften der CDR und damit die Affinitdt durch
die Einfliihrung von Riickmutationen optimieren, doch nur in einem begrenzten Mal} (Kim and Hong, 2012). Au-
Berdem steht die Einfiihrung von Riickmutationen zur Sequenz des monoklonalen Antikdrpers aus einem Nagetier
oder gar zusitzlichen Mutationen kontrar zum Ziel des Projektes: einem mdglichst dem natiirlichen menschlichen
Repertoire entsprechenden Antikérper. Durch die Nutzung der Kristallstruktur von GaletuxiFab konnte gewahr-
leistet werden, dass die Suche nach homologen humanen Geriisten nicht durch ein artefaktbehaftetetes Struktur-
modell beeinflusst wird. So zeigt auch das Struktur-Alignment der Kristallstruktur gegen die humanen Eintrage
der AbDB (Ferdous and Martin, 2018) im Vergleich zum Alignment mit der modellierten Struktur (Tab. 2) ein
ganz anderes Resultat (Tab. 5) und bestétigt damit auch einen Unterschied zwischen der theoretischen und der
experimentellen Struktur.

Die Literaturrecherche iiber die Herkunft der 20 besten Suchergebnisse in dem Alignment ergab, dass auch in
diesem Fall ein Teil der Eintrage ihrerseits humanisierte Antikdrper waren (Tabelleneintriage 1, 7, 12, 18) oder die
Herkunft nicht dokumentiert war (Tabelleneintrdge 5, 8, 10). Nach Abzug von einem redundanten Ergebnis (Ta-
belleneintrag 14 redundant zu 11) wurde die Auswahl auf 12 relevante Kandidaten reduziert (in Tabelle 2 fett
hervorgehoben). Durch die Uberlagerung und den Vergleich der verbliebenen Strukturen mit der von GaletuxiFab
(Abbildung 29) konnte letztendlich eine Auswahl an Kandidaten getroffen werden, die nur geringe Konflikte zwi-

schen den humanen FR und den CDR von GaletuxiFab aufwiesen.
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Tabelle 5. Liste der zur Kristallstruktur von GaletuxiFab homologen humanen Fv-Fragmente aus der AbDB. Der Faktor Q gewichtet die
mittlere quadratische Abweichung M.Q.A. mit der Lénge des Alignments, das durch Najg, beschrieben wird. Ngeg. gibt die Gesamtanzahl an
Aminosduren der jeweiligen Sequenz in der Datenbank wieder. Die Sequenzidentitit beschreibt die prozentuale Homologie der jeweiligen

Aminosduresequenz zu GaletuxiFab. Die Herkunft des jeweiligen Antikdrpers wurde durch Literaturrecherche PDB ID ermittelt.

# Q M.Q.A. NAlign NReste Sequenzidentitiit [%] Herkunft PDB ID
1 0.85 0.89 220 229 53 Humanisiert 1L71
2 0.85 1.00 222 230 54 Human SILC
3 0.84 1.01 222 232 50 Human 518C
4 0.84 0.99 218 225 54 Human 4KQ3
5 0.83 1.07 222 231 57 Nicht verdffentlicht 3NCJ
6 0.83 1.03 220 229 54 Human 3KYM
7 0.83 1.07 218 223 52 Humanisiert 5STDO
8 0.83 1.08 222 231 57 Nicht verdffentlicht 3NAA
9 0.83 1.03 220 229 57 Human 5V7R
10 0.82 1.10 222 231 56 Nicht verdffentlicht 3NAB
11 0.82 1.09 222 232 54 Human 4NRY
12 0.82 1.17 221 226 53 Humanisiert 1T3F
13 0.82 1.07 223 235 60 Human SILL
14 0.82 1.13 223 232 54 Human 4NRY
15 0.82 1.07 217 223 51 Human STDN
16 0.82 1.18 222 228 57 Human SIL6
17 0.82 1.07 222 234 56 Human 51T2
18 0.82 1.12 221 230 50 Humanisiert 1ADO
19 0.82 1.15 221 229 53 Human 4LLU
20 0.81 1.22 221 226 48 Human 2JIX

Abbildung 29 Co-Alignment der Framework-Regionen (Reste L1-23, L35-49, L57-88, 1L98-107, H1-25, H36-49, H66-94, H103-111; Kabat
et al., 1991) von GaletuxiFab (schwarz) und den 12 ndchst homologen humanen Fv-Fragmenten (grau) aus Tab. 5 erzeugt mit Pymol. Die

Positionen der CDR von GaletuxiFab sind in blau gezeigt, das Epitop-Peptid QAPPGAYPG in griin.
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Die vier Kandidaten 3KYM, 4KQ3, 4NRY und 5I8C zeigten im Vergleich zu den restlichen Strukturen die ge-
ringsten Konflikte zwischen den einzufithrenden CDR und der Geriiststruktur, weshalb sie fiir das Grafting der
CDR nach Definition von Kabat (Kabat et al., 1991), also der Reste L.24-34, L.50-56, L89-97, H26-35, H50-65
und H95-102 (siche Abbildung 31), ausgewahlt wurden. Strukturelle Konflikte zwischen den transplantierten CDR
und den FR gab es bei diesen 4 Geriisten an 5 Positionen, 2 in der schweren und 3 in der leichten Kette (Abbildung
30).

In der schweren Kette ist an Position H71 in den Fab-Fragmenten 3KYM und 5I8C ein Arginin zu finden, die
Fragmente 4NRY und 4KQ3 besitzen an dieser Stelle ein Alanin. In GaletuxiFab ist hingegen ein Leucin vertreten.
Die Aminosdure an dieser Position liegt direkt unterhalb der CDR-H2 und spielt eine Rolle fiir dessen kanonische
Struktur (Chothia and Lesk, 1987). Besonders Arginin mit seiner positiv geladenen Guanidiumgruppe, das sehr
nah am Threonin H52A der CDR-H2 liegt, kann dessen Konformation beeinflussen. Weiterhin findet man an
Position H78 in dem Fragment 3KYM ein Leucin, aber in allen anderen Fragmenten inklusive GaletuxiFab ein
Alanin. Durch die ldngere hydrophobe Seitenkette des Leucins im Vergleich zum Alanin kann diese die Position
des Isoleucin H34 in der CDR-H1 beeinflussen. In der leichten Kette an Position L36 hat das Tyrosin in den
humanen Antikérperfragmenten im Vergleich zu Isoleucin in GaletuxiFab einen viel groleren Raumbedarf.

Im Gegensatz zur aliphatischen Seitenkette des Isoleucins ragt das Tyrosin mit seinem Phenylring in Richtung der
CDR-H3. Auch das Leucin an Position L46 der humanen Antikdrper hat im Vergleich zum Glycin in GaletuxiFab
durch seine aliphatische Seitenkette einen grofleren Raumbedarf und kann durch seine Position zwischen L54 der
CDR-L2 und H100 der CDR-H3 beide beeinflussen. An Position L68 ist in den humanen Antikdrperfragmenten
ein Glycin zu finden, wohingegen in GaletuxiFab eine Glutaminsdure an dieser Position steht. Durch die Néhe des
Serin an Position L27A zur CDR-L1 kann auch hier ein wesentlicher Einfluss auf die Konformation der CDR
stattfinden. An allen fiinf Positionen wurde deshalb die in GaletuxiFab vertretene Aminoséure des Antikorpers aus
der Ratte in die FR der 4 humanen Immunglobulingeriiste {ibernommen.

Wie in Abschnitt 3.4.3 gezeigt, sind die N-terminalen Reste von GaletuxiFab durch ihre Néhe zu den CDR offenbar
an der Antigenbindung beteiligt. Aus diesem Grund wurden bei der Planung des humanisierten Fab-Fragments
die ersten 3 Reste des N-terminus von GaletuxiFab {ibernommen und die FR der humanen Geriiste entsprechend
angepasst (Abb 32). Fiir die leichte Kette wurden hierfiir jeweils die Reste L2 und L3 durch Valin getauscht. Der
N-terminus der schweren Kette unterschied sich an den Positionen H1-3, sodass Glutamin an den Positionen H1

und H3, sowie Isoleucin an Position H2 von GaletuxiFab iibernommen wurden.
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VH-N-terminus

Abbildung 30 Co-Alignment der Framework-Regionen (analog zu Abbildung 29) von GaletuxiFab (schwarz) und den vier humanen Fv-
Fragmenten, die fiir die Humanisierung ausgewihlt wurden (grau). Die CDR von GaletuxiFab sind blau gefdarbt, das Epitop-Peptid
QAPPGAYPG griin. Die vergroferten Bereiche zeigen die im Text beschriebenen Positionen, an denen Aminoséuren von GaletuxiFab (Ratte)
in das Framework der humanisierten Varianten iibernommen wurden, um strukturelle Konflikte mit den transplantierten CDR zu vermeiden.

Der jeweils relevante Rest von GaletuxiFab ist rot hervorgehoben.
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VH 1 10 20 30 40 50 52A 60
GaletuxiFab -LVQSGPELKKPGESVKI SCKASGYTFTDYATHWVKQAPGKGLKWMGWINTYTGKPIYADDEFKGRFV

3KYM .. .LE..GG.VQ..G.LRL. .A. .t eeeeennn.. Rewunnn. B VS et eee e T
4kg3 .. AV, S Ve Reo Qo B VT
anry . AV...... L.o.... Vi R.M..... . QVI
5i8c .. AV.... A . V.. R.Faeeennennn.. R Q.. E.L.foee . VY
CDRH1 CDRH2
70 80 82A-C 90 100 110
GaletuxiFab FSHEASASTENLOISNLKNEDTATYLCARGIMMASEDYWGOGVMYTY
3KYM I..DN.KN..Y..MNS.RA...... Y R.TL. ..
4kq3 IT.DE.T...YMEL.S.RS. ... V.Ye i oeeeneen ... TL. ..
4nry T..DK.IN..Y..W.S..AS. . . T.¥u o omaeennn. ... TT. ..
5igc MT .DK.IN..F.DVTR.TSD. .GT.Y. . el eeeseeen .. TS. ..
CDRH3
VL 1 10 20 27A-E 30 40 50 60
GaletuxiFab DEIMTQTPVSLSLAIGQPASISCKSSOSLVHSDGKTYLSWHLORPGOSPKELIYLVSKLDSGVPDRFSG
3IKYM ... S.GT...SP.ER.TL. .o sseeeee e Q.K...AR.'oihieennn.. I.A....
4KQ3 .. S.S.V.ASV.DRVT.T. s ssseeeneeieaan.. Q.K. KA. oohisiann. .. S....
4NRY i . L..S.S...ASV.DRVT.T .\t eoneeenneenn .. Q.K. . KA. oo e .. S....
518C i L..S.SF. . ASV.DKVT. T | s enneenneennnn.. Q.K. .KA.N....hoeuunn... S...A
CDRL1 CDRL2
70 80 90 100
GaletuxiFab SGSETEFTLKISRVEAEDLGVYYCHOATHFPLTFGSGTKLEIK
3KYM e T..SLOS. .FA. ... toneeennn.. G...V...
4KQ3 ... .. D...T..SLOP. .FAT. . .seouesnnnd.. Q...V...
4ANRY ... .. D...T..SLOP..SAT. . .t euunennn.. P...VD.R
518C T....H...TV.SLOP..FAT.F.lseeunnnn.. G...V...
CDRL3

Abbildung 31 Alignment der Aminoséuresequenzen von GaletuxiFab und den vier humanisierten Kandidaten, annotiert nach Kabat (Kabat et
al., 1991). In blau sind die CDR gezeigt. Rot eingeférbt sind die Positionen an denen Aminoséuren von GaletuxiFab (Ig der Ratte) in das

Framework der humanisierten Varianten iibernommen wurden. Punkte zeigen konservierte Reste.

3.10.1. Klonierung und Produktion humanisierter Fab-Fragmente in E. coli und deren funktionelle Ana-

lyse

Die Produktion der humanisierten Fab-Fragmente wurde in E. coli mit dem Expressionsvektor pASK111
(Schlapschy et al., 2005) wie zuvor durchgefiihrt. Hierfiir wurden die in Abbildung 31 gezeigten Aminoséurese-
quenzen der variablen Doménen mit den Restriktionsschnittstellen Xbal/Eco911 und Ncol/Xhol, entsprechend
dem Vorgehen fiir die humanisierten IgV-Doménen von SILK-CDR (Abschn. 3.7.1) als Gensynthese geplant.

Nach Klonierung der synthetischen Gene auf dem Expressionsvektor, sowie des Expressionsvektors pASK111-
GaletuxiFab mit Hilfe der Restriktionsenzyme Xbal und Eco911 bzw. Ncol und Xhol in einer 4-Fragmentligierung,
erfolgte die bakterielle Produktion im 21-Maf3stab in dem E. coli Stamm W3110 bei 25°C wie unter Abschnitt
2.3.2 beschrieben. Die Genexpression wurde dabei mit aTc (200 pg/1) bei einer ODgoo = 5 fiir 2,5h induziert. Nach
Préparation der periplasmatischen Proteinfraktion konnten die humanisierten Fab-Fragmente durch eine Kombi-
nation aus IMAC gefolgt von einer SEC isoliert werden. Zur Bestitigung der Identitit wurde eine Massenanalyse
durchgefiihrt, wobei die theoretischen Massen von 48209,27 Da fiir 3KYM, 48289,36 Da fiir 4NRY, 48248,11 Da
fiir 4KQ3 und 48309,3 Da fiir 5I8C bestitigt wurden (Abbildung 32 A-D). Die Ausbeuten von 420 pg fiir das
Konstrukt 3KYM und 290 pg fiir die Konstrukte 4NRY, sowie 4KQ3 waren hierbei vergleichbar zu den 360 ng
fiir GaletuxiFab (s. Abschnitt 3.7.1). Lediglich die Ausbeute des Konstruktes 5I8C lag mit 50 pg weit unter der

des chiméiren Fab-Fragments.
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Abbildung 32 (A) ESI-MS der humanisierten Variante 3KYM. (B) ESI-MS der humanisierten Variante 4NRY. (C) ESI-MS der humanisierten
Variante 4KQ3. (D) ESI-MS der humanisierten Variante 5I8C. (E) ELISA zur Uberpriifung der Funktionalitit der humanisierten Fab-Frag-

mente. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von GaletuxiFab (schwarz), 4NRY (rot), 4KQ3 (blau) und 5I8C (griin) angesetzt. Ovalbumin (grau)

wurde als Referenz verwendet. Auf der Mikrotiterplatte wurde rekombinantes hGal3 immobilisiert. (F) ELISA mit der humanisierten Variante
3KYM.
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Das Bindungsverhalten der Varianten gegen das Antigen hGal3 im direkten Vergleich zu GaletuxiFab wurde mit
Hilfe des beschriebenen ELISA (Abschn. 2.5.1) untersucht. Fiir GaletuxiFab wurde in diesem Experiment ein Kp-
Wert von 0,9 £0,1 nM ermittelt. Im Vergleich hierzu zeigten die Varianten 4NRY mit einem Kp
von 3,8 + 0,3 nM, 4KQ3 mit einem Kp von 5,9 + 1,9 nM und 5I8C mit einem Kp 6,9 £ 1,3 nM Affinititen, die
sich dem des chiméren Fab gut néherten. Lediglich bei der Variante 3KYM mit einem Kp = 2800 + 600 nM schien
das CDR-Grafting keinen Erfolg gehabt zu haben. Da das Fragment 4NRY die hochste Affinitdt mit gleichzeitig
akzeptabler Ausbeute bei der Produktion in E. coli zeigte, wurde es fiir eine weitere Affinitdtsmaturierung ausge-

wahlt.

3.10.2. Affinititsmaturierung durch Einfiihrung von konservativen Mutationen im humanisierten Riick-

grat der variablen Doméiinen

Trotz des vollstindigen Austauschs der CDR und einiger offensichtlich CDR-Struktur unterstiitzenden Reste der
Vernier-Regionen zeigt sich (wie eben beschrieben) bei dem direkten Vergleich der besten Variante 4NRY mit
GaletuxiFab ein Affinitdtsverlust um den Faktor 4. Dies ist ein gutes Beispiel fiir den nicht immer offensichtlichen
und indirekten Einfluss von Resten der Vernier-Region auf die Struktur der CDR und damit der Antigen-A ffinitit.
Aus diesem Grund ldsst sich eine Vorhersage iiber Korrelationen zwischen einer Strukturinderung der CDR auf-
grund eines Aminoséureaustauschs in der FR nur bedingt treffen. Lediglich potentielle Einfliisse konnen vorher-
gesehen und nach der heuristischen Methode ,,Versuch und Irrtum® Giberpriift werden. Diese Art der Untersuchung
erfolgte parallel mit Einzelmutanten, um so vielversprechende Mutationen zu erkennen und unnétige ausschlielen
zu konnen. Die Einfithrung der im folgenden beschriebenen Mutationen in die humanisierte Fab-Variante 4NRY
erfolgte iiber Quik Change Mutagenese basierend auf dem Plasmid pASK111-4NRY.

Als Grundlage fiir die Ermittlung von Einfliissen wurde die in Abschnitt 3.10 beschriebene Uberlagerung der
original PDB-Koordinaten der FR von 4NRY mit der Rontgenkristallstruktur von GaletuxiFab verwendet. Die
Reste der Vi -Domine zeigten keine weiteren potentiellen Konfliktpunkte zwischen dem FR und den CDR von
GaletuxiFab. Wie bereits beschrieben, war jedoch bekannt, dass die N-Termini einen Einfluss auf die Antigen-
Affinitdt besitzen. In der Rontgenkristallstruktur von GaletuxiFab mit dem Epitop-Peptid ist in dieser Region der
Vi-Domine keine Wechselwirkung mit dem Antigen zu erkennen. Es ist jedoch zu beachten, dass es sich bei dem
Peptid um das Minimalepitop handelt und die Interaktion mit hGal3 komplexer sein kann als hier gezeigt. Fiir die
Vi-Dominen unterscheidet sich der N-Terminus noch an Position L4 mit Leucin in 4NRY und Methionin in Ga-
letuxiFab, welches mit dem Primerpaar 4NRY VL L4MFor und 4NRY_ VL L4MFRev mutiert wurde
(4NRY(L4M)). Die Betrachtung der Kristallstruktur zeigt aulerdem, dass gegeniiber dem Rest L4 in der Vy-Do-
méne ein Unterschied zwischen 4NRY und GaletuxiFab an Position H46 vorliegt, mit Glutaminsdure in 4NRY
und Lysin in GaletuxiFab. Dieser Rest kann ebenfalls an einer Wechselwirkung mit hGal3 beteiligt sein und wurde
mit dem Primerpaar 4NRY VH _E46KFow und 4NRY VH E46KFow ebenfalls ausgetauscht (4NRY(E46K)).
Weitere Reste, die fiir den Riicktausch ausgewahlt wurden, befanden sich unterhalb der CDR-H2. Hier zeigte das
Ca-Alignment der FR-Region von Rest H66 bis H74 groBere Abweichungen als in der restlichen Uberlagerung,
und auch die Aminosduresequenz ist nur an den Positionen H70, H71 und H74 identisch zwischen 4NRY und
GaletuxiFab (Abbildung 34). Es wurden drei Varianten erzeugt, die Riickmutationen in diesem Bereich enthalten.

In der ersten Variante wurde an Position H69 Isoleucin durch Phenylalanin mit dem Primerpaar 4NRY_169FFow
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und 4NRY [69FRev ausgetauscht (4ANRY(169F)), in der zweiten Variante an Position H73 Lysin durch Alanin
(4NRY(K73A)) mit dem Primerpaar 4NRY-K73AFow und 4NRY-K73ARev. Die dritte Variante war eine Kom-
bination von Riickmutationen an den Positionen H66, H67 und H69 (4NRY (66.67.69)). Die Positionen H66 und
H67 bilden den N-terminalen Abschnitt eines -Strangs und spielen eine Rolle fiir dessen weiteren Verlauf (Ab-
bildung 33). Um den Einfluss dieser beiden Reste zu untersuchen, wurden sie gemeinsam mit dem Rest H69 aus-
getauscht, der in direktem Kontakt zu CDR-H2 steht. Dies wurde durch Verwendung des Primerpaars
4NRY(66.67.69)Fow und 4NRY(66.67.69)Rev realisiert. Die bakterielle Produktion und Reinigung der verschie-
denen Fab-Varianten erfolgte in gleicher Weise wie bei der Ausgangsvariante 4NRY (Abschn. 3.10.1). Um den
Einfluss der Riickmutationen auf die Affinitdt zu {iberpriifen, wurden die rekombinanten Fabs in einem ELISA
(Abschn. 2.5.1) verglichen. Insgesamt wurde ein signifikant positiver Effekt durch die Einfiihrung der Mutationen
erreicht (Abbildung 35). Insbesondere die N-terminale Mutation in der Vi-Domiéne bei 4NRY(L4M) und die ge-
geniiberliegende Mutation in der Vy-Doméne 4NRY (E46K) zeigen den grofiten Effekt. Dies bestérkt die Vermu-

tung, dass es zu einer komplexeren Epitop/Paratop-Interaktion kommt, als in der Rontgenstruktur zu erkennen ist.
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Abbildung 33 Ca-Alignment der Framework-Regionen von GaletuxiFab (schwarz) und dem humanen Fv-Fragment 4NRY (grau). Die CDRs
von GaletuxiFab sind blau geférbt. Das synthetische Epitop-Peptid QAPPGAYPG griin. Die vergroBerten Bereiche zeigen die im Text be-
schriebenen Positionen, an denen die Aminosduren von GaletuxiFab in das Framework der humanisierten Varianten iibernommen wurden, um

die urspriingliche Antigen-Affinitit wieder herzustellen.
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VH 1 10 20 30 40 50 52A 60
GaletuxiFab QIQLVQSGPELKKPGESVKI SCKASGYTFTDYAIHWVKQAPGKGLIWMGWINTYTGKPIYADDFKG.V

4NRY L. AV...... L..... Voo R.M......... I - - I
CDRH1 CDRH2

70 80 82A-C 90 100 110
GaletuxiFab ISLEISASTANLQISNLKNEDTATYLCARGTMM.ASLDYWGQGVMVTV
4NRY ...D.VIN..Y. W.S..AS. .. IT.¥. ... ... TT. ..

CDRH3
VL 1 10 20 27A-E 30 40 50 60
GaletuxiFab DVV.TQTPVSLSLAIGQPASISCKSSQSLVHSDGKTYLSWILQRPGQSPKGLIYLVSKLDSGVPDRFSG
4NRY L. S.S...ASV.DRVT.T.[. ... ... Q.K..KA. . ... ... S....
CDRL1 CDRL2
70 80 90 100
GaletuxiFab SGSETEFTLKISRVEAEDLGVYYCWQATHFPLTFGSGTKLEIK
4NRY ... D...T..SLQP..SAT.. .. .......... P...VD.R
CDRL3

Abbildung 34 Alignment zwischen der Aminosduresequenz von GaletuxiFab und dem humanisierten Fv-Fragment 4NRY nummeriert nach
Kabat (Kabat et al., 1991). Blau eingefarbt sind die CDRs, rot die Positionen, an denen Aminosduren von GaletuxiFab in das Framework der

humanisierten Varianten {ibernommen wurden.

Fab-Fragment Kb [nM]

27 GaletuxiFab 1,2+0,1

4NRY 23402

vl 4NRY (L4M) 1,5+0,1

£"7 ANRY (E46K) 1,340,1

w 4NRY (I70F) 1,7+0,1

= 4NRY(K73A) 2,0£0,2

g 4NRY(66.67.69) 1,9+0,1
>
>

T T T
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Konzentration [nM]

Abbildung 35 ELISA zur Uberpriifung der Funktionalitit der eingefiihrten Riickmutationen in das humane Geriist des ahGal3-Fab 4NRY.
Auf der Mikrotiterplatte wurde rekombinantes hGal3 immobilisiert. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von GaletuxiFab (schwarz),
4NRY(L4M) (rot), 4NRY(E46K) (blau), 4NRY(I70F) (grau), 4NRY(K73A) (grau) und 4NRY(66.67.69) (grau) angesetzt. Ovalbumin (grau)

wurde als Referenz verwendet.

3.10.3. Synergistische Effekte von Mutationen auf die Affinitéit

Natiirlich kénnte man die Anzahl der Riickmutationen in das humane Gertist stetig weiter erhdhen und dadurch
weiter der CDR-Spendersequenz anpassen, bis die Affinitit voll wiederhergestellt ist. Jedoch wiirde dies dem
eigentlichen Sinn der Humanisierung widersprechen (Hurle and Gross, 1994). Im vorliegenden Fall zeigte sich,
dass eine selektive Kombination der Mutanten 4NRY (L4M) und 4NRY (E46K) sinnvoll sein konnte. Da die beiden
Mutationen Einfluss auf denselben Bereich des Epitops zu besitzen scheinen, ist es moglich das deren Kombination
iiber den eines rein additiven Effektes hinausgehen. Hierzu wurde das Gen fiir die schwere Kette aus dem Kon-

strukt pASK111-4NRY(E46K) mit den Restriktionsenzymen Xbal und Ncol ausgeschnitten und mit dem analog
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verdauten Vektorriickgrat von pASK111-4NRY(L4M) ligiert. Die Expression und Reinigung des Fab erfolgten
wie in Kap. 3.9.3 beschrieben.

Die Affinitdtsbestimmung im ELISA (Abbildung 36 A) ergab fiir die neue Version 4NRY(L4M-E46K), im fol-
genden als GaletuzuFab bezeichnet, einen Kp-Wert von 1,3 + 0,1 nM. Demgegeniiber zeigte das Ausgangskon-
strukt 4NRY in diesem ELISA eine Kp von 3,6 + 0,1 nM und GaletuxiFab eine Kp von 1,3 + 0,2 nM. Die Affinitdt
des Ratten-Antikdrpers konnte also vollstdndig wieder hergestellt werden. Zur Bestitigung des Ergebnisses wurde
die Affinitét dieser Fab-Mutante mittels SPR untersucht. Die gemessene Affinitéit (Abbildung 36 B) belief sich auf
0,34 + 0,02 nM. Dieser Wert ist ebenfalls vergleichbar mit der mittels SPR gemessenen Affinitét fiir das chimére
Fab-Fragment der Ratte mit Kp 0,29 + 0,02 nM. Damit wurde die Humanisierung des ahGal-Fab-Fragments er-

folgreich abgeschlossen.
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Abbildung 36 A) ELISA zur Uberpriifung der eingefiihrten Riickmutationen in das humane Geriist 4NRY. Auf der Mikrotiterplatte wurde
rekombinantes hGal3 immobilisiert. Darauffolgend wurde eine Verdiinnungsreihe von GaletuxiFab (schwarz), GaletuzuFab (blau), 4NRY
(grau) appliziert. Ovalbumin (grau) wurde als Referenz verwendet. B) SPR-Analyse der immobilisierten Fab-Fragmente GaletuxiFab

(schwarz) und GaletuzuFab (blau) zu dem Analyt hGal3.
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3.10.4. Klonierung des PASylierten GaletuzuFab (GaletuzuFab-PAS200)

Die PASylierung von GaletuxiFab zeigte, dass die Positionierung des PAS-Polymers am Fab-Fragment einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Expressionsausbeute haben kann (Abschn. 3.5). Basierend auf den Erkenntnissen
wurde lediglich die C-terminale PASylierung der leichten Kette konstruiert, die auch bei GaletuxiFab Erfolg ge-
zeigt hatte. Fiir die nahtlose Klonierung der PAS-Genkassette wurden C-terminal zur C. von GaletuzuFab zwei
Sapl-Restriktionsschnittstellen auf dem Plasmid pASK111-GaletuzuFab eingefiihrt (Abbildung 38). Uber diese
Restriktionsschnittstellen kann die standardisierte Klonierung der PAS-Polymer kodierenden Gensequenzen auf
dem pXL1 Vektor (XL-protein GmbH) angewendet werden (Schlapschy et al., 2013) und es kdnnen ohne grofien
Aufwand PAS-Polymere unterschiedlicher Lange mit dem Zielprotein fusioniert werden.

Praktisch wurde die Einfiihrung der Sapl-Schnittstellen C-terminal zu Cy iiber ein synthetisches Genfragment re-
alisiert, welches fiir die in pASK111 vorhandene C DNA-Sequenz mit den begrenzenden Restriktionsschnittstel-
len Xhol und HindIII kodiert und um die SapI-Schnittstellen erweitert wurde. Nach Verdau des synthetischen
Genfragments mit Xhol und HindIII wurde dieses mit dem Riickgrat des Vektors pASK111-GaletuzuFab ligiert,
sodass das Konstrukt pASK111-Galetuzumb-Sapl fiir die nachfolgende Einfithrung von PAS-Sequenzen unter-
schiedlicher Lénge entstand. Die hierbei integrierten SapI-Schnittstellen sind in entgegengesetzter Weise auf dem
Sense-Strang (N-terminale Sapl Schnittstelle) und auf dem Antisense-Strang (C-terminale Sapl Schnittstelle) ko-
diert. Bei Verdau mit Sapl fiihrt dies zu zwei 5°-Uberhiingen mit drei iiberlappenden komplementiren Basen, die
fiir Alanin kodieren (Abbildung 37). Die Ligierung mit der PAS-Genkassette aus dem mit Sapl verdauten Plasmid
pXL1-PAS1.2(200) (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Uli Binder, XL-protein GmbH) fiihrt schlief3-
lich zu einer Fusion der PAS-Sequenz iiber das beschriebene Alanin-Kodon. Zur Uberpriifung des korrekten Ein-

baus wurde das Plasmid mit dem Primer D12 sequenziert.

1640 1650 1660 1670 1680

Ck SapI SapI HindIII
..GGAGAGTGT ' GCCAGAAGAGCTAGAAGCGGCTCTTCT ' GCCTAAGCTTGAC...
..CCTCTCACACGG'TCTTCTCGATCTTCGCCGAGAAGACGG'ATTCGAACTG...
..GlyGlyCys AlaArgArgAlaArgSerGlySerSer Ala *

Abbildung 37 Nucleobasensequenzausschnitt des Plasmids pASK111-GaletuzuFab mit den beiden eingefiihrten SapI-Schnittstellen. Rot ein-
gefarbt sind die Schnittstellen, die aulerhalb der Erkennungssequenz des Typ Ila-Restriktionsenzyms liegen, sodass eine nahtlose Ligierung

des PAS-Fragments moglich ist.

3.11. Chemische Konjugation von funktionellen Gruppen mit GaletuzuFab durch Einfiihrung eines Cys-

teinrests

Durch die Vielzahl an funktionellen Gruppen in Proteinen besitzen diese eine hohe Wahrscheinlichkeit von unge-
wiinschten Modifizierungen und haben deshalb aus regulatorischer Perspektive einen entscheidenden Nachteil, da
jede Modifizierung zu einer Verdnderung der Pharmakokinetik und Effizienz fithren kann. Fiir Mischungen meh-
rerer Modifizierungen ergibt sich dadurch hiufig ein ungenaues und nicht vorhersehbares pharmakokinetisches
Verhalten. Besonders bei einer Funktionalisierung mit einem Toxin, wie es bei gerichteten Therapien mit Anti-
korper-Toxin-Konjugaten der Fall ist oder fiir diagnostische Zwecke, bei dem die diagnostisch zugingliche Einheit

an das Protein gekoppelt wird, ist dies ein wichtiger Punkt.
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Eine selektive Kopplungsmethode, die zu nur einem Produkt fiihrt, ldsst sich durch die Einfiihrung eines Cystein-
rest realisieren. Freie Cysteinreste kommen in den meisten Proteinen unterdurchschnittlich hdufig vor und kénnen
deshalb mit thiolreaktiven Proben, wie Maleimiden ortsspezifisch markiert werden (Hermanson, 2013). Dagegen
haben natiirlich vorkommende Cysteinreste durch ihre Fahigkeit Disulfidbriicken zu bilden meist eine strukturelle
Funktion und die Einfiihrung weiterer unverbriickter Cysteinreste kann deshalb einen Einfluss auf die Struktur und
Faltungseffizienz des Proteins haben. Ein Fab-Fragment, wie GaletuzuFab, besitzt zehn Cysteinreste, von denen
acht intramolekulare Disulfidbriicken bilden, sowie zwei fiir die kovalente Verbriickung der beiden Ketten verant-
wortlich sind. Somit hat auch in diesem Fall die Position des neu eingefiihrten freien Cysteins einen Einfluss auf
die Bildung der nativen Disulfidbindungen (Junutula et al., 2008a). Um mdogliche Wechselwirkungen bei deren
Ausbildung zu minimieren, wurde das PAS-Polymer als Spacer zwischen Fab-Fragment und dem Fluoreszenz-
marker bzw. Chelator verwendet. Der Cysteinrest wurde daher am carboxyterminalen Ende der C;-PAS200-Kette
eingefiihrt (Abbildung 38). Ein weiterer Vorteil dieser Konstruktion war, dass sterische Hinderungen bei der Kopp-
lung des freien Cysteinrests praktisch keine Rolle spielten (Junutula et al., 2008b).

3.11.1. Klonierung und Produktion des GaletuzuFab-PAS200 mit freiem Cysteinrest

Basierend auf dem Vektor pASK111-GaletuzuFab-PAS200 wurde am 3‘-Ende der PAS-Kassette iiber eine Quick
Change Mutagenese mit den Primern FowSapICys und RevSapICys ein Cysteinkodon eingefiihrt. Der E. coli
Stamm W3110 wurde mit dem neu konstruierten Plasmid pASK111-GaletuzuFab-PAS200-Cys transformiert. Die
periplasmatische Produktion von GaletuzuFab-PAS200-Cys erfolgte im 81-Fermenter unter Hochzelldichte. Das
rekombinante Protein konnte mit einer IMAC gefolgt von einer SEC gereinigt werden, wobei die Ausbeute bei
30 mg lag. Die Analyse mittels ESI-MS zeigte eine monodisperse Spezies des Proteins mit 65185 Da (Abbildung
39 A), was 178 Da iiber der theoretischen Masse von 65007 Da lag. Die wahrscheinlichste Erklarung fiir diese
Differenz war die Ausbildung eines gemischten Disulfids mit einer Thiolkomponente aus dem Kulturmedium oder

dem Wirtsmetabolismus (Eser et al., 2009, Gadgil et al., 2006).

pASK111-GaletuzuFab
tet?”° OmpA Vg CH1yl His6 PhoA \%9 Ck t]

Hindlll
pASK111-GaletuzuFab-Sapl

tet’° OmpA Vi CHlyr His6  PhoA  Vp Cic Sapl pp

Sapl  HindIIl
pASK111-GaletuzuFab-PAS200
tet?’ OmpA Vg CH1yl His6 PhoA \%9 Ck PAS200 tipp

pASK111-GaletuzuFab-PAS200-Cys
tet?”° OmpA Vg CHiyl His6 PhoA VL Ck PAS200 Cys tpp

Abbildung 38 GaletuzuFab-Plasmidkonstrukte: schematische Darstellung des Leserahmen 1) von pASK111-GaletuzuFab, 2) des Konstrukts
mit den eingefiihrten Sapl-Schnittstellen pASK111-GaletuzuFab-Sapl, 3) des PASyliertes Proteins kodiert auf pASK111-GaletuzuFab-
PAS200 und 4) des Konstrukts mit freiem Cysteinrest pASK111-GaletuzuFab-PAS200-Cys.
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Abbildung 39 Biochemische Charakterisierung des rekombinanten PASylierten GaletuzuFab mit freiem Cysteinrest A) ESI-MS von Galetuzu-
Fab-PAS200-Cys B) Analytische GroBenausschlusschromatographie von GaletuzuFab-PAS200-Cys.

Eine Modifikation mit dem N-Acetylcystein-Methylester (177 Da) konnte diese Differenz exakt erkléren, ist aber
in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. Es ist bekannt, dass gemischte Disulfide sekretierter Proteine bei
der Fermentation auftreten konnen. Diese lassen sich jedoch durch eine partielle Reduktion des Antikorperfrag-
ments vor der Kopplung (sieche Abschn. 2.4.5.2) aufldsen und stellen somit kein Hinderniss dar (Junutula et al.,
2008b).

Das SDS-PAGE (Abbildung 41 B) zeigte passend zu dem Ergebnis der Masseanalyse eine homogene Proteinpra-
paration. Im komplett reduzierten Zustand sind die typischen Banden eines PASylierten Fab-Fragments mit der
schweren Kette von ca. 26 kDa und der langsam migrierenden PASylierten leichten Kette bei ca. 90 kDa zu er-
kennen. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigte das Gel eine Bande mit ca. 120 kDa sowie einen minima-
len Anteil von zwei kleineren separaten Banden, entsprechend den nicht verbriickten Ketten. Dies deutet auf eine
anndhernd vollstindige Ausbildung der interchenaren Disulfidbriicke hin. Auch die Analyse mittels SEC bestatigte
dessen Homogenitit mit einem monodispersen Elutionsprofil (Abbildung 39 B), welches zudem die fiir PASylierte
Proteine charakteristische Vergroferung des hydrodynamischen Volumens mit einer apparenten Grofle von 270

kDa anzeigte.

3.11.2. Kopplung von GaletuzuFab mit dem Fluorophor Cyanin-7

Wie die Massenanalyse von GaletuzuFab-PAS200-Cys ergab, lag das eingefiihrte Cystein als gemischtes Disulfid
vor, sodass eine direkte Kopplung mit einer thiol-reaktiven Substanz nicht méglich war. Daher wurde das rekom-
binante Protein in einem ersten Schritt mit 10-fach molarem Verhiltnis an Dithioreitol (DTT) partiell reduziert
und anschlieBend durch Gelfiltration isoliert. Da diese Art der Reduktion auch zur Aufldsung der natiirlichen
Disulfidbriicken fiihren kann, wurde das Fab-Fragment anschlieBend mit einer 20-fach molaren Menge des milden
Oxidationsmittels Dehydroascorbinsdure (dhAA) versetzt (Junutula et al., 2008b). Nach dieser Behandlung konnte

das Fab-Fragment fiir die Kopplung verwendet werden.
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Abbildung 40 ESI-MS des Kopplungsproduktes von GaletuzuFab-PAS200-Cys mit dem funktionalisierten Fluorophor Sulfo-Cy7-Maleimid

Im Unterschied zur Markierung von GaletuxiFab wurde fiir GaletuzuFab der Fluorophor Cy7 verwendet. Cy7 hat
im Vergleich zu Cy5.5 eine bathochrome Verschiebung des Absorptions- sowie Emissionsspektrums mit einem
Maximum von 750 bzw. 773 nm. Dies fiihrt zu einer besseren Gewebedurchléssigkeit der Strahlung und somit zu
einer hoheren Aufldsung beim Imaging (Smith et al., 2009). Fiir die Kopplung wurde der aktivierte Fluorophor
Sulfo-Cy7-Maleimid (Cy7-MI) in einem molaren Verhéltnis von 3:1 gegeniiber GaletuzuFab-PAS200-Cys einge-
setzt.

Wie in der ESI-MS Analyse (Abbildung 40) des Kopplungsprodukts zu sehen ist, fithrt das Verfahren der selek-
tiven Reduktion mit anschlieBender Kopplung zu einem nahezu einheitlichen Produkt mit 65838,37 Da, was im
Fall einer Michael-Addition eines Thiols an ein Maleimid erwartungsgemal3 der Summe der theoretischen Massen
von GaletuzuFab-PAS200-Cys (65007 Da) und Cy7-MI (830,09 Da) entspricht. Eine genauere Aussage iiber die
Lokalisierung des Fluorophors ldsst sich aus dem SDS-PAGE treffen, bei dem vor der Farbung mit Coomassie die
Fluoreszenzemission bei 775 nm gemessen wurde (Anregung bei 750 nm, Abbildung 41 B). Bei Farbung mit
Brilliantblau waren die zwei typischen Banden mit ca. 26 kDa fiir die schwere Kette und ca. 90 kDa fiir die PASy-
lierte leichte Kette sichtbar. Im Vergleich dazu zeigte die Fluoreszenzmessung mit einer Anregung bei 750 nm
und einer Emissionsmessung bei 775 nm lediglich eine Bande fiir die PASylierte leichte Kette, was fiir die ge-

wiinschte Kopplung mit dem am C-terminus eingefiihrten Cysteins spricht.

3.11.3. Kopplung von GaletuzuFab mit dem Chelator Deferioxamin

Die Kopplung des Chelators mit dem engineerten Fab-Fragment gelang dhnlich wie fiir den Fluorophor mit dem
bifunktionellen Reagenz DFO-Maleimid (DFO-MI) iiber das oben beschriebene selektive Reduktions/Oxidations-
Verfahren (Abschn. 2.4.5.2). Hierbei wurde das molare Eduktverhiltnis ebenfalls mit 3:1 gegeniiber GaletuzuFab-
PAS200-Cys gewihlt.

Das ESI-MS des gereinigten Kopplungsproduktes (Abbildung 41 A) zeigte auch hier nur eine Spezies, deren
Masse mit 65719,44 Da der Summe der theoretischen Massen von GaletuzuFab-PAS200-Cys (65007 Da) und
DFO-MI (711,8 Da) entsprach. Vergleicht man das Migrationsverhalten der Proben im SDS-PAGE vor und nach
der Kopplung, so ldsst sich ein leichter Laufunterschied der Bande mit 90 kDa fiir LC-PAS200-Cys im reduzierten
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Zustand wie auch der einzigen prominenten Bande im nicht-reduzierten Zustand bei 120 kDa erkennen. Dieser

Laufunterschied ist durch die Ladungsdifferenz von DFO und Sulfo-Cy7 zu erkléren.
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Abbildung 41 A) ESI-MS des Kopplungsproduktes von GaletuzuFab-PAS200-Cys mit dem aktivierten Chelator DFO-Maleimid. B) SDS-
PAGE von GaletuzuFab-PAS200 mit freiem Cystein sowie der entstehenden Kopplungsprodukte. 1. Gereinigte Praparation von GaletuzuFab-
PAS200-Cys (reduzierend), 2. Kopplungsprodukt von GaletuzuFab-PAS200-Cys und DFO-Maleimid (reduzierend), 3. Kopplungsprodukt von
GaletuzuFab-PAS200-Cys und Sulfo-Cy7-Maleimid (reduzierend), 4. Fluoreszenzspektroskopische Auswertung der SDS-PAGE (Ex. 750 nm
/Em. 775 nm) des Kopplungsproduktes von GaletuzuFab-PAS200-Cys und Sulfo-Cy7-Maleimid (reduzierend), 5. Gereinigte Praparation von
GaletuzuFab-PAS200-Cys (nicht reduzierend), 6. Kopplungsprodukt von GaletuzuFab-PAS200-Cys und DFO-Maleimid (nicht reduzierend),
7. Kopplungsprodukt von GaletuzuFab-PAS200-Cys und Sulfo-Cy7-Maleimid (nicht reduzierend), 8. Fluoreszenzspektroskopische Auswer-
tung der SDS-PAGE (Ex. 750 nm / Em. 775 nm) des Kopplungsproduktes von GaletuzuFab-PAS200-Cys und Sulfo-Cy7-Maleimid (nicht

reduzierend).

3.11.4. Funktionelle Analyse der Kopplungsprodukte

Auch wenn die selektive Reduktion bzw. Oxidation zum Entfernen des gemischten Disulfids unter milden Bedin-
gungen durchgefiihrt wurde, bestand die Gefahr, dass die insgesamt fiinf nativen Disulfidbindungen angegriffen
werden oder es zu einer Dimerisierung von Fab-Fragmenten mit freiem Cystein kommt. Eine analytische SEC
sollte Aufschluss iiber die Bildung unerwiinschter Spezies liefern. Abbildung 42 A zeigt fiir die ungekoppelte, wie
auch fiir die mit dem Fluorophor und dem Chelator gekoppelte Spezies ein monodisperses Elutionsprofil mit einer
apparenten Molmasse von 270 Da, sodass von einer korrekten Ausbildung der nativen Disulfidbindungen und
auch des Thioethers in den Kopplungsprodukten ausgegangen werden kann.

Die Bindungsaktivitét der Kopplungsprodukte wurde im ELISA und mittels SPR untersucht. Der direkte Vergleich
der Affinitdten im ELISA zeigt Kp-Werte fiir GaletuzuFab-PAS200-Cys von 1,5 = 0,1 nM, fiir Cy7-GaletuzuFab-
PAS200-Cys von 1,6 = 0,2 nM und fiir DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys von 1,9 + 0,1 nM (Abbildung 42 B). Die
mittels SPR gemessene Affinitdt (Abbildung 42 C) mit Kp-Werten fiir GaletuzuFab-PAS200-Cys von
0,31 £ 0,02 nM, fiir Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys von 0,24 & 0,03 nM und fiir DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys
von 0,26 + 0,02 nM bestdtigen, dass die Affinitit des Fab-Fragments weder durch die Einfiihrung des zusétzlichen
Cysteins noch durch die folgende Kopplung signifikant beeintrachtigt wurde.
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Abbildung 42 Vergleich der biochemischen Eigenschaften zwischen GaletuzuFab-PAS200-Cys (schwarz) im Vergleich zu den Kopplungs-
produkten Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys (rot) und DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys (blau) A) Analytische GroBenausschlusschromatogra-
phie. B) ELISA-Experimente zur Uberpriifung der Funktionalitit der Kopplungsprodukte. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von GaletuzuFab-
PAS200-Cys (schwarz), Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys (rot), DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys (blau) angesetzt. Ovalbumin (grau) wurde als
Referenz verwendet. Auf der Mikrotiterplatte wurde rekombinantes hGal3 immobilisiert. C) SPR-Analyse der immobilisierten Fab-Fragmente

GaletuzuFab-PAS200-Cys (schwarz), Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys (rot) und DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys (blau) zu dem Analyt hGal3.



3.12. Immunologische Diagnostik von Schilddriisenkrebs

Hinsichtlich der kiinftigen Anwendung des humanisierten Fab-Fragments im Menschen ist ein wichtiger Aspekt
die Uberpriifung der Affinitit zu Gal3 in seiner physiologischen Umgebung. Hierfiir wurden humane Gewebe-
schnitte von bos- und gutartigem Schilddriisengewebe immunhistochemisch mit dem Fab-Fragment behandelt und
verglichen. Dies lieferte Einsichten in die lokale Verteilung des Tumorantigens und dessen Bindung durch das
Fab-Fragment. Des Weiteren wurde die Eignung des Fab-Fragments fiir die diagnostische Immun PET-Bildge-

bung in Tumor-Xenograft-Mausen untersucht.

3.12.1. Histochemische Untersuchungen mit GaletuzuFab an humanen Gewebeschnitten

Fiir die histochemische Untersuchung wurden mit Formalin fixierte Gewebeschnitte von Patientenproben eines
papilldren Schilddriisenkarzinoms sowie von normalem Schilddriisengewebe verwendet, wobei eine Demaskie-
rung des Antigens notig war (Abschn. 2.5.3). AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem Gal3 bindenden Anti-
korper inkubiert. Wie bereits von Bartolazzi et al. (2008) gezeigt, ist die histochemische Detektion von Gal3 mit
dem mAk M3/38, auf dem das humanisierte GaletuzuFab basiert, moglich, sodass dieser als Referenz verwendet
werden konnte.

Die Negativkontrolle mit normalem Schilddriisengewebe, dass mit GaletuzuFab inkubiert wurde (Abbildung
43 A), zeigt die typisch kolloidale Struktur der Epithelzellen, deren Inneres durch eine leichte Hintergrundfiarbung
mit dem DAB-Farbstoff hervortritt. Begrenzt werden diese durch die parafollikularen C-Zellen, die nur die blaue
Farbung der Zellkerne zeigen. Im Vergleich dazu lieB3 sich fiir das maligne Gewebe, das ebenfalls mit GaletuzuFab
inkubiert wurde, eine deutliche DAB-Farbung der papilldren Strukturen erkennen (Abbildung 43 B). Insbesondere
das Cytoplasma der malignen Zellen wurde hierbei angefarbt, was fiir eine hohe Gal3 Expression in diesen Regi-
onen spricht. Ein dhnliches Bild ergab sich fiir das Kontrollexperiment mit dem mAk (Abbildung 43 C). Auch hier
wurden die cytoplasmatischen Kompartimente mit dem DAB-Farbstoff in &hnlichem MaB angefarbt, was fiir die
Funktionalitit von GaletuzuFab auf humanen Gewebeproben spricht.

Die Uberexpression von Gal3 als phinotypisches Merkmal von Krebs ist nicht auf Karzinome der Schilddriise
beschrinkt. Es konnte gezeigt werden, dass auch das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom, welches eine der hdu-
figsten Krebsarten ist (Chirieac and Attanoos, 2018), eine erhohte Gal3 Expression aufweist (Kosacka etal., 2011).
Die Untersuchung eines nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms mit GaletuzuFab zeigt dhnlich dem Ergebnis fiir
das papilldre Schilddriisenkarzinom eine starke cytoplasmatische Expression von hGal3 des malignen Gewebes,

wodurch es sich von den umliegenden Stromazellen abgrenzt (Abbildung 43 D).
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Abbildung 43 Histochemische Untersuchungen mit dem humanisierten und PASylierten Fab-Fragment GaletuzuFab-PAS200-Cys an huma-
nen Gewebeschnitten. Detektion des Fab-Fragments iiber eine Kombination aus einem Ig-kappa-Kette bindenden Sekunddrantikdrpers welcher
wiederum durch ein Antikorper-HRP-Konjugat erkannt wird und eine colorimetrische Detektion mit DAB erlaubte. Die Gegenfarbung der
Zellkerne wurde mit Hematoxylin erreicht. Die Aufnahmen sind in 100-facher VergroBerung gezeigt. A) Negativkontrolle an normalem Schild-
drisengewebe, inkubiert mit GaletuzuFab-PAS200-Cys. B) Gewebe von einem papilldren Schilddriisenkarzinom, inkubiert mit GaletuzuFab-
PAS200-Cys. C) Gewebe von einem papilldren Schilddriisenkarzinom, inkubiert mit dem monoklonalen ahGal3-Antikérper aus der Hybrido-
mazelllinie M3/38. D) Gewebe eines nicht kleinzelligen Lungenkarzinoms, inkubiert mit GaletuzuFab-PAS200-Cys.

3.12.2. Untersuchung der Biodistribution mit adhGal3-Immunglobulin basierten Tracern in Xenograft-

Mausmodellen

Wie die Untersuchungen von Bartolazzi et. al (2008) zeigen, fiihrt der monoklonale ahGal3-Antikérper in seiner
intakten Form zu einer guten Anreicherung in den Tumoren der Xenograft-Mause. Darauf aufbauend stellte sich
die Frage, ob dhnliche Effekte auch nach der sukzessiven Verdnderung des ahGal3-Binders vom intakten IgG iiber
das PASylierte chimire Fab-Fragment GaletuxiFab-PAS200 hin zu der humanisierten Variante GaletuzuFab-
PAS200 erreicht werden konnen. Um die pharmakokinetischen und bildgebenden Eigenschaften dieser neuartigen
Proteintracer untersuchen zu kdénnen, wurden in vivo PET-Messungen mit athymischen weiblichen Foxnl™/m.-
Mausen durchgefiihrt, die Tumore der Schilddriisenkrebszelllinie FRO82-1 im linken Schilddriisenlappen aufwie-

sen (in Kooperation mit Dr. Calogero D’ Alessandria und Francesco de Rose).
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Die Konjugate DFO-GaletuxiFab-PAS200 und DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys wurden mit dem B*-emittierenden
Radionuklid Zirkonium-89 beladen. Die radiochemische Reinheit der mittels Gelfiltration gereinigten Proteinkon-
jugate wurde diinnschichtchromatographisch bestimmt und betrug in allen Féllen iiber 95 %. Fiir die PET-Studie
wurde den Miusen durch intravendse Injektion in die Schwanzvene das ¥Zr-beladene Konjugat mit einer Dosis
von 3 MBq appliziert. Fiir den Vergleich der Fab-Fragmente wurden reprasentative MIP (Maximum Imaging Pro-
jection) PET-Bilder 24 h p.i. aufgenommen, d.h. zum Zeitpunkt des hochsten Tumor-zu-Hintergrund-Verhéltnis-
ses. Der orthothope Schilddriisentumor FRO-82-1 war in diesen Experimenten klar zu erkennen und zeigte die
spezifische Anreicherung der PASylierten Fab-Fragmentkonjugate im linken Schilddriisenlappen mit einem hohen
Tumor-zu-Hintergrundverhéltnis (Abbildung 44). Die Quantifizierung der maximalen Signalstirke im Bereich des
Tumors betrug fiir die dargestellte mit #Zr-DFO-GaletuxiFab-PAS200 behandelte Maus 5,9 % ID/g. Fiir das hu-
manisierte °Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys konnte eine maximale Signalstirke von 4,3 % ID/g erreicht wer-
den.

Zur quantitativen Erfassung der Biodistribution wurden je fiinf Tumor-xenotransplantierte Versuchstiere nach der
Messung 24 h p.i. seziert, die entnommenen Organe sowie die Tumore gewogen und die aufgenommene Menge
des injizierten Radiokonjugats durch y- Szintillationszihlung bestimmt (Abbildung 45, Tab. 7). Fiir die mit 3Zr-
DFO-GaletuxiFab-PAS200-behandelten Mause wurde hierbei eine erhohte Aufnahme im Tumor von 5,7 +
3,0 % ID/g und fiir das humanisierte Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys von 4,0 + 2,2 % ID/g ermittelt.

GaletuxiFab-PAS200 GaletuzuFab-PAS200
FRO-82-1 FRO-82-1 geblockt FRO-82-1 FRO-82-1 geblockt

% 3/a1
% 3/a1

Transversal

Abbildung 44 Charakterisierung der unterschiedlichen Versionen des ahGal3-Fab-Fragments als Biomarker bei der in vivo Tumorbildgebung.
Reprisentative PET/CT-Aufnahmen von Méusen mit Tumor-Xenotransplantaten der FRO-82-1 Zelllinie 24 h nach Injektion von ¥Zr-mar-

kiertem DFO-GaletuxiFab-PAS200 (links) bzw. markiertem DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys (rechts).
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Abbildung 45 Biodistribution von %°Zr-markiertem DFO-GaletuxiFab-PAS200 (hellgrau) im Vergleich zu markiertem DFO-GaletuzuFab-
PAS200-Cys (dunkelgrau) 24 h nach Injektion in Médusen mit FRO82-1-Xenotransplantaten. Je Fab-Variante wurde fiir fiinf Tiere die Radio-
aktivitdt der entnommenen und gewogenen Organe durch y- Szintillationszdhlung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der organspezi-

fischen Aktivititen bezogen auf die injizierte Dosis.

Das Tumor-zu-Hintergrundverhéltnis liel sich in diesem Mausmodell gut durch den Vergleich mit der Signal-
stirke im rechten Schilddriisenlappen bestimmen, der als interne Kontrolle verwendet wurde. Mit einer Signal-
stirke im rechten Schilddriisenlappen von 1,4 + 0,8 %ID/g fiir ¥Zr-DFO-GaletuxiFab-PAS200 und 1,6 +
0,1 %ID/g fiir ¥Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys, resultieren Tumor-zu-Hintergrundverhiltnisse von 4,0:1,
bzw. 2,5:1. Miuse, die mit einem 1000-fachen Uberschuss von nicht konjugiertem Fab-Fragment in Blockexperi-
menten untersucht wurden, zeigten einen starken Abfall der Signalstirke im linken Schilddriisenlappen, dem In-
jektionsort der Krebszellen (2,4 + 0,6 %ID/g fiir 3¥Zr-DFO-GaletuxiFab-PAS200 und 2,0 = 0,9 %ID/g fiir 3°Zr-
DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys). Im Vergleich zum rechten Schilddriisenlappen zeigte sich ein Signalverhiltnis
von anndhernd 1:1 fiir beide Fab-Fragmente, was die hohe Spezifitit und Selektivitit gegeniiber hGal3 in vivo
beweist. Dafiir sprach auch das hohe Signalverhiltnis von Tumor-zu-Muskel mit 11,5:1 fiir #Zr-DFO-Galetu-
xiFab-PAS200 und 14,8:1 fiir das humanisierte #*Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys.

Eine erhohte Anreicherung der Proteintracer wurde aullerdem in der Milz (8,8 4,4 %ID/g, bzw. 11,7 + 6,0 %ID/g)
und in der Leber (6,5 + 1,8 %ID/g, bzw. 4,6 + 1,2 %ID/g) nachgewiesen. Beachtet man den Katabolismus von
87r(IV) Konjugaten, entsprechen diese Werte den Erwartungen (Abou et al., 2011). Die hochste Anreicherung
wurde in den Nieren gefunden (93,5 + 15,5 %ID/g, bzw. 85,1 = 7,5 %ID/g). Diese hohe Strahlendosis entsteht, da
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die meist hydrophilen Radionuklidkonjugate hauptséchlich iiber die Nieren ausgeschieden und teilweise wieder
von den proximalen Tubuluszellen reabsorbiert werden, wo sich das Radiometall schlieBlich einlagert (Vegt et al.,
2010). Zusétzlich zu der radionuklidbasierten PET wurden mit GaletuzuFab-PAS200-Cys fluoreszenzmolekular-
tomographische (FMT) Messungen durchgefiihrt (Abbildung 46). Fiir die Studie wurde den M&usen durch intra-
vendse Injektion in die Schwanzvene das Nah-Infarot-Fluoreszenzkonjugat Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys mit
einer Dosis von 2 nmol verabreicht. Der Tumor der Zelllinie FRO-81-1, im linken Schilddriisenlappen war klar zu
erkennen und erreichte eine maximale Signalstéirke, die einer Farbstoffkonzentration im Gewebe von 10 nM ent-
sprach. Der Vergleich zu den Miusen, die mit einem 1000-fachen Uberschuss von nicht-konjugiertem Fab-Frag-
ment in Blockierungsexperimenten untersucht wurden und kein detektierbares Signal zeigten, bestétigten das Er-

gebnis der PET-Messungen: Die Anreicherung im Tumor ist spezifisch auf hGal3.

Tabelle 7 ¥Zr-Biodistribution von DFO-GaletuxiFab-PAS200 und DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys [% ID/g] 24 h nach Injektion der radioak-

tiv markierten Varianten in Mausen mit FRO82-1-Xenotransplantaten (N=5).

GaletuxiFab-PAS200

GaletuzuFab-PAS200

Herz 2,41 £0,46 1,61 £0,26
Lunge 1,75 +0,77 0,71 +0,21
Milz 8,55 +4,48 11,69 +5,98
Leber 6,50 =+1,84 457 +£1,.22
Pankreas 0,89 +0,25 0,43 +£0,06
Niere 93,53 +1533 85,09 +7,53
Magen 1,18 +0,27 0,67 0,11
Diinndarm 1,97 £0,50 1,57 £0,26
Dickdarm 1,77 +£0,39 0,66 +0,13
Blase 2,97 +£0,95 7,05 £431
Muskel 0,50 =£0,13 0,28 +£0,08
Femur 2,01 =£0,76 1,70 +0,63
Schwanz 1,17 +£0,40 0,82 +£0,33
Gehirn 0,06 +0,08 0,02 =£0,01
Schilddriisenlappen (rechts) 1,43 +0,78 1,58 £0,06
FROS82-1 geblockt 2,42 +0,55 1,97 0,94
FROS82-1 5,73 +2,96 3,99 +2.15
Cy7- GaletuzuFab-PAS200
FRO-82-1 FRO-82-1 geblockt nM

12,1

9,9

7,7

5,4

=32

Abbildung 46 Charakterisierung von Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys als Biomarker fiir die in vivo Bildgebung. Représentative FMT-Aufnah-
men von Méiusen mit Tumor-Xenotransplantaten der FRO-82-1 Zelllinie 24 h nach Injektion von Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys (links) bzw.

dem Kontrollexperiment mit einem 1000-fachen Uberschuss von unmarkiertem GaletuzuFab-PAS200-Cys (rechts).
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4. Diskussion

4.1. Das Fab als ideales Antikorperfragment fiir die bildgebende Immundiagnostik

Intakte Antikorper sind hochspezifische, hochaffine und multivalente Reagenzien. Durch ihre Struktur bestehend
aus zwei schweren Ketten und zwei leichten Ketten, die iiber nicht kovalente Wechselwirkungen und Disulfidbrii-
cken miteinander verbunden sind, kdnnen zwei benachbarte Antigene auf einer Tumorzelle gebunden werden.
Dies verstérkt die Interaktion durch den Aviditatseffekt und fiihrt zu langeren Retentionszeiten. Eine weitere wich-
tige Eigenschaft von intakten Antikdrpern betrifft die Fc-Region. Diese ist in der Lage zytotoxische Effektorfunk-
tionen zu vermitteln. Hierbei kann zum einen durch Molekiile mit einer Affinitdt zum Fc-Rezeptor das Komple-
mentsystem aktiviert werden oder es kommt zu einer direkten Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystems.
Des Weiteren hat die Fc-Region einen wichtigen Einfluss auf die Plasmahalbwertszeit von Antikorpern, die mit
1 - 3 Wochen im Menschen und 6 - 8 Tagen in Mausen ungewohnlich lang ist (Spiegelberg and Weigle, 1965).
Normalerweise steht die Plasmahalbwertszeit in einem proportionalen Verhéltnis zur Grofle des Proteins. Der
Grund hierfiir liegt in der Filtration des Plasmas durch die Nieren, die der Exkretion von 16slichen Metaboliten
dient. Um den Verlust von Serumproteinen aus dem Blut in den Urin zu begrenzen, besitzen die Nieren Ge-
faBkndule (Glomeruli), deren Epithelzellen (Podozyten) eine kammartige Struktur aufweisen. Dieses Struktur-
merkmal dient als groBenselektive Barriere fiir Makromolekiile die iiber 70 kDa grof sind. Mit einer Gréf3e von
150 kDa wird ein IgG durch diese Barriere vom Primarfiltrat effizient zuriickgehalten. Auf der Oberfliche der
Podozyten werden jedoch auch Fc-Rezeptoren (FcRn) exprimiert, die eine teilweise Transzytose der IgG von der
basolateren Oberflidche in den Priméarharn erlaubt (Akilesh et al., 2008). Der genaue Grund fiir den indirekten Weg
der Transzytose und Reabsorbtion der IgG Molekiile ist nicht abschlieend geklirt. Eine mogliche Erklarung fiir
diesen ungewdhnlichen Mechanismus ist, dass es aufgrund der groBen zuriickgehaltenen Menge an IgG zu einer
Verstopfung der Podozyten kommen kann. Nach der glomerularen Filtration geht der Primédrharn in den proxima-
len Tubulus und daraufhin in die Henlesche Schleife iiber, wo er nach dem Gegenstromprinzip aufkonzentriert
wird. Dabei werden Glucose und Aminoséduren zuriickgewonnen. Gleichzeitig kann hier IgG tiber eine durch FcRn
vermittelte Transzytose zuriick in den systemischen Kreislauf gelangen (Kobayashi et al., 2002).

Ein weiterer Grund fiir die lange Plasmahalbwertszeit von Antikorpern resultiert ebenfalls aus einem FcRn ver-
mittelten Schutzmechanismus wéhrend der Pinozytose. Die Pinozytose ist eine relativ unspezifische Form der
Endozytose, bei der Makromolekiile in die Endothelzellen aufgenommen werden und nach Ausbildung von En-
dosomen entweder der Wiederverwertung oder dem Abbau zugefiihrt werden. Aufgrund der grolen Oberflache
von Endothelzellen im Kérper (>1000 m?) fiihrt dies zu einer effizienten Eliminierung von Proteinen und wiirde
auch IgG Molekiile betreffen. Die im endosomalen Lumen vorhandenen FcRn interagieren aufgrund des dort vor-
herrschenden sauren Milieus mit dem Fc-Teil der Immunglobuline und werden in Recycling Endosome transpor-
tiert was den Abbau im Lysosom verhindert. Verschmilzt das Endosom wieder mit der Zellmembran wird die
Interaktion des FcRn mit dem IgG-Molekiil aufgrund des neutralen pH-Wertes im Blut geschwicht und fiihrt
erneut zur Freisetzung des Immunglobulins (Pyzik et al., 2015).

Durch die hohe Aviditit, cytotoxische Wirkung und lange Zirkulationsdauer besitzen intakte Antikorper ein breites
therapeutisches Spektrum. Auch wenn der Erfolg des IgG-Formats zum Teil auf historisch gewachsenen Erfah-
rungen beruht, ist es doch interessant zu sehen, dass immer noch 10 der 12 im Jahr 2018 zugelassenen Antikdrper-

basierten Therapeutika klassische mAk sind (Kaplon and Reichert, 2019). Trotzdem kann man nicht von einer
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“Universallgsung” fiir alle therapeutischen oder diagnostischen Anwendungen sprechen. Beispielweise muss fiir
radiomarkierte Proben die Pharmakokinetik an das verwendete Radionuklid angepasst werden. Die ideale thera-
peutische bzw. diagnostische Wirkung erfordert eine Balance zwischen der Anreicherung und Dissoziation am
Zielgewebe sowie der Plasmahalbwertszeit, was den Signalhintergrund entscheidend beeinflusst. Andernfalls
kommt es zur Anreicherung in der Leber und einer unnétigen Strahlenbelastung des gesunden Gewebes. Ein guter
Radiomarker fithrt dementsprechend zu einer schnellen Tumorpenetration bei langen Retentionszeiten und kurzer
Plasmahalbwertszeit. Dies wird durch ein komplexes Zusammenspiel aus Affinitit, Valenz und Proteingrofe be-
einflusst.

Biodistributionsstudien an soliden Tumoren mit radiomarkierten intakten mAk zeigen, dass diese zu groB fiir eine
schnelle Tumorpenetration sind (Yazaki et al., 2001). Der Grund fiir die groBenabhidngige Tumorpenetration liegt
in den morphologischen Unterschieden von Neoplasien zu gesundem Gewebe. In gesundem Gewebe werden iiber
das ausdifferenzierte Gefaf3system Makromolekiile durch Konvektion, Transzytose und Diffusion mit dem Plasma
im Gleichgewicht ausgetauscht (Jain, 1999). In Neoplasien hingegen ist das lymphatische System nur schlecht
ausgebildet (Swartz and Skobe, 2001), was zu einem erhdhten hydrostatischen Druck des Interstitiums fiithrt und
dadurch den Stoffaustausch behindert (Jain and Baxter, 1988). Als Folge dessen findet der Austausch primér iiber
eine Diffusion durch Poren statt. Die Geschwindigkeit der makromolekularen Extravasion ist dabei abhdngig von
dem kapillaren Oberflachen-zu-Tumor Verhiltnis und der Permeabilisationsrate des Molekiils. Fiir kleine Mole-
kiile mit schnellen Diffusionsraten spielt dies eine geringere Rolle, fiir Makromolekiile wie Antikorper ist die
Extravasation jedoch stark vermindert (Thurber et al., 2007). Das Resultat ist eine vielfach geringere Antikdrper-
konzentration im Tumor verglichen mit dem Plasma zu frithen Zeitpunkten nach der Injektion, so dass erst nach
Eliminierung aus der Zirkulation eine diagnostisch nutzbare Anreicherung beobachtet werden kann. Insbesondere
fiir die Behandlung von soliden Tumoren spielt dies eine entscheidende Rolle, da durch diesen Effekt eine
schlechte Penetration von volumindsen Tumoren gegeben ist (Minchinton and Tannock, 2006).

Die Verkleinerung des IgG-Formats ist ein Ansatzpunkt, um eine bessere Tumorpenetration zu ermdglichen. Da
fiir die Immun-PET Bildgebung die durch die Fc-Region vermittelte Effektorfunktion keine Rolle spielt und die
dadurch vermittelte lange Plasmahalbwertszeit zudem hinderlich ist, sind Antikdrperfragmente fiir diese Anwen-
dung interessanter. Das kleinste verfiigbare Ig-Format, dass ohne Verdnderung der konventionellen Epitop/Pa-
ratop-Interaktion auskommt, ist das scFv (single chain variable Fragment). Dieses besteht lediglich aus dem va-
riablen Bereich der leichten Kette, welches iiber einen Peptidlinker mit dem variablen Bereich der schweren Kette
fusioniert ist (Bird et al., 1988). Durch die geringe GroBle von circa 25 kDa penetriert das scFv Tumore mit einer
sechsfach schnelleren Geschwindigkeit (Graff and Wittrup, 2003). Durch die Fusion der beiden Ketten wird in der
Regel der C-Terminus der leichten Kette mit dem N-Terminus der schweren Kette verbunden. Da im nativen scFv
der N-terminus in der Ndhe der CDR lokalisiert ist, kann hierdurch die Epitop/Paratop-Interaktion beeinflusst
werden.

Wie in Abschnitt 3.4.3 gezeigt werden konnte, fithrt der Austausch der N-terminalen Aminoséduren in GaletuxiFab
zu einem Affinitatsverlust um den Faktor 4, was die Bedeutung dieser Regionen fiir die Gal3-Bindung aufzeigt.
Abschliefend kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht geklart werden, ob beide N-Termini oder nur einer fiir
die Interaktion mit Gal3 verantwortlich ist und eine Verkleinerung des Formats zum scFv einen Affinititsverlust
zur Folge hitte. Jedoch zeigt dieses Beispiel deutlich die Nachteile der Kettenfusion im scFv-Format. Au3erdem

hat das scFv einen weiteren Nachteil im Vergleich zum intakten IgG: Durch hydrophobe Interaktionen zwischen
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den konstanten Doménen, wobei insbesondere die Doménen Cyl und Ci bzw. C; zu nennen sind, wird die Flexi-
bilitdt der Struktur stark eingeschrinkt, was entscheidende Auswirkung auf die Faltungsstabilitét hat.

In diesem Zusammenhang besitzt das Fab-Format interessante Eigenschaften. Es besteht aus dem Arm eines in-
takten IgG: also der Cyl und Vi Doméne der schweren Kette sowie der vollstindigen leichten Kette, bestehend
aus C, bzw. C; und V. Beide Ketten sind iiber eine Disulfidbriicke kovalent verbunden. Mit einer Grof3e von circa
50 kDa ist das Fab-Format noch klein genug, um eine ausreichende Gewebepenetration zu ermdglichen. Aufgrund
der hydrophoben Interaktion der konstanten Doménen zeigt es jedoch eine Faltungsstabilitit vergleichbar zum
intakten IgG.

Ein Ziel dieser Arbeit war die gentechnische Herstellung des Gal3 bindenden Fab, ausgehend von dem monoklo-
nalen Antikorper a-hGal3-mAk. Die Produktion disulfidverbriickter Immunglobulinfragmente in E. coli ist be-
schrieben (Skerra and Pluckthun, 1988) und wird auch im industriellen Mafistab angewendet. Doch zeigte sich,
dass mit dieser Methode nicht jedes Immunglobulin erfolgreich hergestellt werden kann. Der natiirliche Ort der
IgG-Biosynthese, das endoplasmatische Retikulum (ER) von eukaryotischen Zellen ist auf die Faltung von derart
komplexen Proteinen optimiert. Das Lumen des ER hat ein oxidatives Milieu, das fiir die Ausbildung der Disul-
fidbriicken essentiell ist. Im ER katalysieren spezielle Disulfidisomerasen die Disulfidausbildung. Zudem sind
weitere Chaperone an der Faltung der IgG beteiligt. Besonders die schwere Kette neigt in ihrer monomeren Form
zu Missfaltung und Aggregation. Nur durch die Interaktion mit dem Faltungshelferprotein BiP aus der Hsp70-
Superfamilie kann das Monomer so lange stabilisiert werden, bis sich ein Komplex mit der leichten Kette bildet
(Feige et al., 2010). In E. coli sind diese Chaperone jedoch nicht vorhanden und im Cytoplasma, dem priméren
Ort der Proteinbiosynthese, herrscht ein stark reduzierendes Milieu. Bei dem von Skerra und Pliickthun (1988)
beschriebenen System wird das Protein genetisch mit bakteriellen Signalpeptiden fusioniert, was die Translokation
iiber die innere Zellmembran durch das E. coli eigene Typ II-Sekretionssystem erlaubt. Im oxidierenden Milieu
des Periplasmas konnen sich nach der Translokation die Disulfidbindungen ausbilden, sodass Proteine mit struk-
turell essentiellen Disulfidbriicken mit dieser Methode produziert werden kénnen. Durch das Fehlen passender
Chaperone ist diese Methode jedoch auf die Produktion von faltungsstabilen IgG-Fragmenten beschrankt.

Das Fab-Fragment bietet im Vergleich zum scFv aufgrund seiner Faltungstabilitét einerseits und dem potentiell
nachteiligen Einfluss der Linker auf die Affinitdt der Antikorperfragmente andererseits einen besseren Ausgangs-
punkt fiir die translationale Entwicklung eines rekombinanten IgG. Hierbei ist es fiir den Erhalt der Affinitét nicht
notwendig die urspriinglichen konstanten Doménen aus der Ratte zu verwenden. Zwischen den beiden Doménen-
paaren Cyl / Cc und Vi / Vi, gibt es wenig strukturelle Wechselwirkungen. Die kovalente Verbindung von vari-
abler und konstanter Doméne ist durch einen flexiblen Linker realisiert, der eine grofle Variation in der relativen
Anordnung (Ellbowangle) erlaubt (Stanfield et al., 2006). Diese Unabhéngigkeit ist ein wichtiges Detail, das zum
Erfolg der Antikorpertherapie beigetragen hat.

Anfangliche Therapieversuche mit monoklonalen Antikdrpern aus Nagetieren scheiterten haufig an einer Immun-
reaktion gegen die fremden Proteine bekannt als Human-anti-Maus-Antwort (HAMA), was von milden Reaktio-
nen wie Ausschlag bis hin zu lebensbedrohlichen Reaktionen wie Organversagen fithren kann (Azinovic et al.,
20006). Generell fiihrt die Gabe von hohen Dosen therapeutischer Porteine nicht humanen Ursprungs zu einer stabi-
len Immunantwort innerhalb von 2 - 3 Wochen (Tjandra et al., 1990). Interessanterweise scheint es jedoch Perso-
nen zu geben, die schon vor der Therapie eine Immunreaktivitdt gegen murine Antikorper besitzen (Klee, 2000),

sodass schon bei der initialen Verabreichung eines therapeutischen Proteins mit einer Immunreaktion gerechnet
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werden muss. Durch die Entwicklung von chiméren Antikdrpern, bei denen die variablen Doménen nicht-humanen
Ursprungs mit konstanten Doménen humanen Ursprung kombiniert werden, 14sst sich der Anteil potentiell immu-
nogener Epitope minimieren, sodass die Reaktion weitgehend unterbunden werden kann (Morrison et al., 1984).

Durch die Einfiihrung der Genabschnitte fiir die variablen Doménen des a-hGal3-mAk in den Vektor pASK88
konnte das chimére Gal3 bindende Fab-Fragment GaletuxiFab im Periplasma von E. coli produziert werden. Hier-
bei zeigten sich die Vorteile des vergleichsweise stabilen Fab-Formats. So war das Aggregationsverhalten von
GaletuxiFab vernachldssigbar und es konnte durch die angewendete Reinigungsstrategie in seiner monodisperser
Form isoliert werden. Allerdings lag die Ausbeute mit 180 pg pro Liter Kulturmedium unterhalb iiblicher Erfah-
rungswerte. Unter Optimalbedingungen kann diese bis zu 10 mg pro Liter Kulturmedium betragen. Haufig fiihrt
die Expression von Fremdgenen zu toxischen Effekten im bakteriellen Expressionsorganismus, was negative Aus-
wirkungen auf die Expressionsausbeute haben kann (Pliickthun and Skerra, 1989). Dies zeigte sich durch eintre-
tende Zelllyse auch bei der Expression von GaletuxiFab, sodass die Expressionsdauer auf 2 h beschrinkt werden
musste. Um trotzdem fiir die in vivo Studien ausreichende Mengen des Fab-Fragments zu produzieren, wurde eine
Hochzelldichtefermentation etabliert. Wie in fritheren Untersuchungen gezeigt werden konnte, eignen sich Selek-
tionssysteme basierend auf der B-Lactamase, wie im Fall von pASK88 nur bedingt unter diesen Bedingungen. Die
dullere Bakterienmembran wird im Verlauf der Sekretion des Fremdproteins schneller permeabel als die Cytoplas-
mamembran, was zu einer Freisetzung der im periplasmatischen Raum vorkommenden p-Lactamase fithren kann.
Diese wiederum zersetzt das im Medium priasente Ampicillin, was den Selektionsdruck beeintréchtigt (Pliickthun
and Skerra, 1989). Um dies zu umgehen, wurde fiir die Fermentation das Expressionsplasmid pASK111 verwen-
det, dessen Selektionssystem auf der cytoplasmatischen Chloramphenicol-Acetyltransferase beruht. Durch diese

MaBnahme konnte die Zelllyse verringert werden.

4.2. Charakterisierung der Epitop/Paratop-Interaktion zwischen Gal3 und GaletuxiFab

Die Affinitit zwischen zwei Interaktionspartnern ist charakterisiert durch das dynamische Gleichgewicht zwischen
der Assoziation und der Dissoziation des Komplexes. Fiir die Interaktion von intakten IgG ist im Fall oberflachen-
assoziierter Antigene zudem der Aviditdtseffekt entscheidend. Durch die multivalente Bindung fiihrt hierbei die
transiente Dissoziation einer Bindungsstelle nicht sofort zur Diffusion des Antikorpers und eine erneute Assozia-
tion ist aufgrund der gegebenen Nihe zu diesem Antigen wahrscheinlich. Die Dissoziationsgeschwindigkeit (ko)
des Komplexes ist daher bei multivalenten Liganden von geringerer Bedeutung (Vauquelin and Charlton, 2013).
Fir Anwendungen, bei denen das intakte IgG verwendet werden soll, hat dies in der Regel keine Auswirkungen,
da eine spezifische Anreicherung im Zielgewebe aufgrund der Aviditit moglich ist. Fiir alternative Ig-Formate,
bzw. Fragmente ohne bivalente Bindungsmodi ist eine langsame Dissoziationsrate jedoch essentiell. Tatséchlich
ist die Umwandlung eines bivalenten intakten IgG in das kleinere Fab-Format héufig mit dramatischen Affinitéts-
verlusten verbunden.

Fir die funktionelle Charakterisierung als Antigen waren aufgrund der biophysikalischen Eigenschaften von Gal3
einige Besonderheiten zu beachten. Ein wichtiger Aspekt hierbei war die natiirliche Bindungsfunktion von Gal3
gegeniiber glycolysierten Proteinen. Erste ELISA Experimente, bei denen Gal3 immobilisiert und die Bindung
von GaletuxiFab mit Hilfe des HRP-Fusions-Sekundarantikorper nachgewiesen wurden, zeigten kein konzentra-
tionsabhéngiges Bindungsverhalten (nicht gezeigt). Weitere Experimente lieBen darauf schlieen, dass es zu einer

direkten Bindung zwischen Gal3 und dem glykosylierten Sekunddrantikdrper kommt. Unter Nutzung der
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moderaten Affinitdt von Gal3 zu Lactose mit Kp = 0,6 uM (Hsu et al., 1992), konnte durch Verwendung einer
hohen Lactosekonzentration (100 mM) im Inkubationspuffer die Interaktion mit dem Sekundérantikérper unter-
driickt werden. Im direkten Vergleich konnte mit diesem ELISA fiir das chimére Fab-Fragment GaletuxiFab mit
1,7 nM eine dhnlich hohe Affinitdt wie fiir das proteolytische Fab nachgewiesen werden.

Unabhéngig vom IgG-Format scheint es ein ideales Affinititsspektrum von 1 - 10 nM zu geben, bei dem eine
maximale Tumorpenetration beobachtet wird (Zhou et al., 2012). Dies lisst sich mit dem als ,,Binding Site Barrier*
beschriebenen Effekt erklidren: Sehr hohe Affinititen fithren nach einer ersten Bindungswechselwirkung an der
Tumoroberfliche zu einer stabilen Komplexbildung mit nur langsamer Dissoziation. Dies ist jedoch notwendig,
um auch in tieferliegenden Gewebeschichten vorkommende Epitope erreichen zu kénnen. Durch das Ausbleiben
dieses Transfers kommt es zu einer regelrechten Abschirmung des Tumorinneren, die in einer stark heterogenen
Verteilung des Antikorpers resultiert. Insbesondere fiir eine diagnostische Anwendung ist dieser Effekt hinderlich
(Fujimori et al., 1990). Demnach kann die Affinitdt von GaletuxiFab fiir einen diagnostischen Nutzen als ideal
eingestuft werden.

Die parallel durchgefiihrten SPR-Analysen zeigen ein dhnliches Bild. Auch hier konnte fiir GaletuxiFab und das
proteolytische Fab-Fragment eine vergleichbare Affinitéit ermittelt werden. Diese lag mit 0,29 nM fiir GaletuxiFab
anndhernd um einen Faktor 10 unter der im ELISA gemessenen Affinititen. Bei einer genaueren Betrachtung der
Epitop/Paratop-Interaktion ldsst sich dieser Unterschied erkldren. Das mit dem Peptid-SPOT-Array bestimmte
Epitop APPGAY ist zweimal in der Sequenz von Gal3 présent, wobei jeweils die benachbarten Aminosauren
variieren und die Auswertung des Peptid-SPOT-Array unterschiedliche Bindungsintensitéten fiir beide Sequenz-
abschnitte anzeigte. Weiterhin lésst sich aus der in dieser Arbeit aufgefiihrten Kristallstruktur erkennen, dass das
Epitop-Peptid nicht die vollstindige Antigen-Bindestelle bedeckt, sondern es hauptsichlich zu einer Interaktion
der CDRHI1-3, CDRLI und CDRL3 kommt. Typischerweise haben Antigene eine mittlere Lange von 20 Amino-
sduren (Stave and Lindpaintner, 2013), was dafiir spricht, dass das Minimalepitop nicht alleine fiir die Interaktion
verantwortlich sein kann und ein Einfluss der benachbarten Aminosduren besteht. Dies zeigt sich auch an dem
Einfluss der N-Termini der Ig-Ketten, der bei den Bindungsanalysen des zuerst klonierten Fab-Fragments beo-
bachtet wurde, jedoch in der Co-Kristallstruktur nicht zu erkennen war. Fiir die Interaktion von GaletuxiFab und
Gal3 bedeutet dies, dass es vermutlich zwei Paratop-Epitop-Interaktionen gibt, die jedoch aufgrund der unter-
schiedlichen Nachbaraminosduren des Minimalepitops unterschiedliche Affinititen aufweisen. Dieses als bipha-
sisches Bindungsverhalten bekannte Phinomen konnte auch bei der Etablierung der SPR-Messungen beobachtet
werden. Anfingliche Versuche, bei denen hohe Konzentrationen des Analyt Gal3 (265 nM) eingesetzt wurden,
folgten dem typischen Verhalten von biphasischen Bindungsmodi, mit einer zunichst sehr schnellen Dissoziation
die im Verlauf der Messung von einer langsamen Dissoziation iiberlagert wurde (nicht gezeigt). Biphasische In-
teraktionen sind komplexe Prozesse, die sich gleichermaBen durch eine Vielzahl an Modellen beschreiben lassen.
Ausgehend von den Messungen ist es so gut wie unmdoglich auf das richtige Modell zu schlielen, sodass die beste
Option eine Optimierung der experimentellen Bedingungen ist (Rich and Myszka, 2008). Eine Verbesserung der
Simulation zeigte sich durch Verringerung der Analytkonzentration auf maximal 4,05 nM. Durch die Verringerung
wird vermutlich bevorzugt das hoheraffine Epitop gebunden, sodass die Interaktion anndhernd durch ein 1 zu 1
Bindungsmodell beschrieben werden kann. Die gemessene Affinitit von 0,29 nM gibt somit die Affinitdt des
hoheraffinen Epitops an, wohingegen das Ergebnis des ELISA die mittlere Affinitét beider Epitope darstellt. Auf-

grund der Konzentrationsabhingigkeit ist es ungewiss, welche Situation in vivo gegeben ist. Doch lédsst sich mit
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beiden Methoden zeigen, dass trotz Verlust des Avidititseffekts in dem Fab-Fragment eine ausreichend hohe Af-
finitdt vorhanden ist.

Eine weitere fiir die klinische Translation der Methode wichtige Fragestellung ist die Vergleichbarkeit des Modell-
organismus Maus zu Mensch. Speziell auf molekularer Ebene ist es relevant, ob die Bindung von GaletuxiFab sich
auf das humane Gal3 beschrinkt oder eine Kreuzreaktivitit gegeniiber dem murinen Gal3 besteht. So kann die
exklusive Expression von hGal3 in den Xenografttumoren zu einer hohen Akkumulation bei geringer Anreiche-
rung in anderen Organen ein Ergebnis vortduschen, das im Menschen nicht repliziert werden kann. Die sich wie-
derholende Abfolge der Pro-Gly-Ala-Tyr-Pro-Gly-X-X-X Linkersequenz unterscheidet sich zwar innerhalb der
einzelnen Sédugetierarten, ist jedoch zwischen Maus und Mensch stark konserviert. Das Minimalepitop kommt
genau wie beim Menschen zweimal vor, wobei in einem Fall die benachbarten Aminoséuren variieren (Abbildung

26 D).

4.3. PASylierung als innovative Technologie zur Optimierung der Plasmahalbwertszeit von Proteinen

Auch wenn kleine IgG Formate, wie das Fab-Fragment, vorteilhafte Eigenschaften hinsichtlich Tumorpenetration
bieten, ist die sehr kurze Halbwertszeit von wenigen Stunden hinderlich, um eine hohe Anreicherung zu erreichen.
Der Schwellwert von 70 kDa wird allgemein als kritische Grofle angesehen, um die schnelle renale Filtration
effizient zu verhindern. Wie Mendler et al. (2014) zeigen konnten, lisst sich durch genetische Fusion von PAS-
Polymeren variabler Lange die Halbwertszeit von Fab-Fragmenten soweit verdndern, dass die Akkumulation im
Tumor auf ein Optimum angepasst werden kann. Interessanterweise konnen selbst solche Fusionsproteine mit
einer Grofie vergleichbar zu einem intakten Antikorper das Tumorgewebe homolog und effizient penetrieren. Be-
griinden lésst sich dies mit der flexiblen Random Coil Konformation, die im Vergleich zu den globuldren IgG-
Molekiilen dem linearen PAS-Polypeptid gute Diffussionseigenschaften verleiht (Schlapschy et al., 2013). Insbe-
sondere das PAS200-Polypeptid zeigt hierbei fiir die Immun-PET Bildgebung interessante Eigenschaften. So
konnte durch die Vergrofierung des hydrodynamischen Volumens eines CD20 bindenden Fab-Fragments eine
12-fach verbesserte Aufnahme im Tumorgewebe erreicht und das Tumor-zu-Blut Verhiltnis um das 2 - 4-fache
verbessert werden (Mendler et al., 2014).

Um GaletuxiFab als Fusionsprotein mit dem PAS200-Polypeptid zu produzieren, wurde eine genetische Fusion
an den C-Termini der beiden Ketten durchgefiihrt. Im Gegensatz zu frither beschriebenen Konstrukten wie a-Her2-
Fab-PAS200 (Schlapschy et al., 2013) oder a-CD20-Fab-PAS200 (Mendler et al., 2014) fiihrten die Versuche
einer Fusion mit der leichten Kette hier zu dramatischen Ausbeuteverlusten. Zwar konnte mittels Western-Blot-
Analyse kleinsten Mengen des Fab-Fragments im Gesamtzellaufschluss sowie in der periplasmatischen Fraktion
detektiert werden, doch lieB3 sich die Ausbeute durch verdnderte Expressionsdauer und unterschiedliche Expressi-
onstemperaturen nicht steigern. Im Gegensatz dazu konnte das Fusionskonstrukt mit dem PAS200-Polymer an der
schweren Kette des Fab-Fragments ohne Ausbeuteverluste gegeniiber dem einfachen Fab-Fragment produziert
und gereinigt werden. Dieser Unterschied wirft Fragen auf.

Vergleicht man beide Konstrukte, so wurde dieselbe codierende Region mit identischem Codon Bias verwendet,
sodass eine verminderte Translation aufgrund von seltenen tRNA ausgeschlossen werden kann. Auch zelltoxische
Effekte des iiberexprimierten Proteins sind unwahrscheinlich. Falls das PAS-Polymer einen biologischen Effekt

besitzt, sollte dieser unabhéngig von den strukturell sehr dhnlichen Fusionskonstrukten gegeben sein. Ein Grund
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fiir den groBen Unterschied konnte die Sekretion der ungefalteten Einzelketten in das Periplasma von E. coli zur
Ausbildung der Disulfidbriicken sein. Wie schon oben erwidhnt, besitzt E. coli keine Faltungshelferproteine, die
Faltungsintermediate stabilisieren, sodass nur Fab-Fragmente mit stabilen Faltungsintermediaten auf Ebene der
beiden getrennten Ketten produziert werden konnen. In diesem Zusammenhang kann der abschirmende Effekt des
PAS-Polymers durchaus auch negative Auswirkungen auf die Dimerisierung der beiden Ketten haben. Der Ein-
fluss von lokalen Wechselwirkungen ldsst sich hierbei jedoch so gut wie nicht vorhersagen und auch minimale

Anderungen konnen die Proteinfaltung storen, sodass es zur Aggregation der Einzelketten kommen kann.

4.4. Humanisierung von Immunglobulinen im Hinblick auf verringerte Immunogenitit

Obwohl fiir die Reduktion der Immunogenitit von Antikérpern verschiedene Methoden entwickelt wurden, ist das
CDR Grafting, das von Sir Greg Winter und Kollegen entwickelt wurde immer noch die verbreitetste Methode
(Safdari et al., 2013). Transgene Miuse (Xenomaus- oder UltiMab-Technologie) tragen einen groen Teil des
humanen Immunglobulin-Lokus und kénnen alternativ dazu verwendet werden, ,,humane‘ Antikdrper zu erzeugen
(Briiggemann et al., 2015). Bis heute fehlt jedoch der Beweis, dass diese ein geringeres Risiko in Bezug auf Im-
munogenitit bieten. Humane Antikdrper aus Bakteriophagen-Bibliotheken von humanen variablen Doménen miis-
sen ebenfalls nicht humanisiert werden, bendtigen jedoch in der Regel etliche zusitzliche Mutationen um eine
hohe Affinitit zu erzeugen (Frenzel et al., 2016), sodass kaum ein Vorteil gegeniiber der Humanisierung von
Antikorpern durch CDR-Grafting im Hinblick auf Immunogenitit besteht. Durch den hohen initialen Aufwand der
beiden zuletzt genannten Technologien, wie Einlizenzierungskosten oder Erstellung einer eigenen Bibliothek,
stellt die Immunisierung von Nagetieren aktuell immer noch den einfachsten Weg zur Gewinnung von monoklo-
nalen Antikorpern dar. Die Geriiststruktur der variablen Doménen von Antikérpern aus Nagetieren und Menschen
haben eine dhnliche Tertidrstruktur und die kanonischen Strukturen der CDR sind trotz Sequenzunterschieden
dhnlich (Jones et al., 1986). In der Regel kdnnen daher strukturell &hnliche humane Gertiiste gefunden werden, die
fiir ein effektives CDR-Grafting geeignet sind. Jedoch muss hierfiir die Struktur des zu humanisierenden Antikor-
pers bekannt sein. Die Struktur eines Antikdrpers lasst sich zwar basierend auf der Aminosiuresequenz iiber Ho-
mologievergleiche wie in Abschnitt 3.7 gezeigt modellieren, doch ist dies ein relativ schwieriges und unsicheres
Unterfangen, das stark von den initial verwendeten Strukturdaten abhéngig ist. Insbesondere die Bestimmung der
CDR-3D-Konformation, die zum einen stark von der Epitop/Paratop-Interaktion abhéngt und zum anderen hohe
strukturelle Variationen aufweist, stellt eine gro3e Herausforderung dar und lie sich zumindest im vorliegenden
Fall nicht ausreichend genug durch einen Homologievergleich ermitteln. Ein Vergleich der modellierten mit der
spater rontgenkristallographisch gewonnen Struktur (Abbildung 47) zeigt insbesondere fiir die schwere Kette Ab-
weichungen der Co-Atome der CDR von bis zu 2 A, die fiir die folgende Suche nach homologen humanen Struk-
turen gravierende Nachteile hat. Die Ergebnisse der Datenbankanalyse zeigen dementsprechend keinerlei Uber-
einstimmung zwischen den Suchen der modellierten (Tab. 2) und der rontgenkristallographisch (Tab. 5) ermittel-
ten Struktur. Dass ein erfolgreiches CDR-Grafting jedoch mit einer korrekten Struktur realisierbar ist, ldsst sich
eindrucksvoll an den Affinitdtsmessungen der entsprechenden humanisierten Kandidaten zeigen (siehe Abschn.
3.10). Tatsichlich konnte ausgehend von der kristallographisch ermittelten Struktur in 3 von 4 Féllen die Affinitét
anndhernd vollstédndig hergestellt werden, wohingegen die Affinitit des humanisierten Fab anhand der modellier-

ten Struktur um den Faktor 1000 geringer war.
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Wie Foote und Winter (1992) zeigen konnten, ist es moglich, die urspriingliche Affinitét eines Antikérpers nach
einem CDR-Grafting durch gezielte Mutationen wiederherzustellen. Einige Aminosauren des Geriists, die als Ver-
nier-Region bezeichnet werden (VH: 2, 27, 28, 29, 30,47,48, 49, 67, 69, 71, 73, 78, 93, 94, 103 und VL: 2, 4, 35,
36, 46, 47, 48, 49, 64, 66, 68, 69, 71, 98), bilden hierbei eine Art strukturelle Plattform fiir die 6 CDR-Schleifen

und haben dariiber hinaus groBen Einfluss auf deren Konformation und die gegenseitige Ausrichtung.

Abbildung 47 Strukturelles Ca-Alignment der Modellstruktur (grau) mit der Kristallstruktur (schwarz) von GaletuxiFab. Die CDR der Kris-
tallstruktur ist in Blau gezeigt, das synthetische Peptid QAPPGAYPG in Griin. Die vergroBerten Bereiche zeigen die Abweichung der CDR,

wobei diese hervorgehoben sind.
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Aufgrund der hohen Strukturhomologie zwischen dem humanen Geriist 4NRY und GaletuxiFab konnte die volle
Affinitdt durch lediglich elf Riickmutationen wieder hergestellt werden (Abbildung 48). Im Fall der schweren
Kette wurden vor allem Riickmutationen im Bereich des N-Terminus eingefiihrt. In diesem Bereich ist insbeson-
dere der Rest H2 relevant, da eine direkte Interaktion mit H104, am C-Terminus der CDRH3 besteht. Im Gegensatz
zu den anderen CDR-Regionen lésst sich fiir die CDRH3 keine strukturelle Einteilung in kanonische Klassen
vornehmen (Regep et al., 2017). In der Regel ist die CDRH3 strukturell durch eine Haarnadelschleife charakteri-
siert, die jedoch aufgrund groBer Langenvariation von 2 — 26 Aminoséuren eine Vielzahl an Konformationen ein-
nimmt (Wu et al., 1993). Hierbei sind insbesondere Interaktionen endstdndiger Reste entscheidend fiir die Aus-
richtung der Haarnadelschleife, sodass der Position H2 aufgrund des Kontaktes zu H104 eine besondere Rolle
zukommt (Chothia and Lesk, 1987). Dabei konnen auch die benachbarten Aminosduren an Position H1 und H3
einen Einfluss auf die wichtige CDRH3 haben. Mit der konservativen Mutation des N-Terminus zu Beginn der
Humanisierung ldsst sich riickwirkend nicht kldren, ob die Mutation des postulierten Rests H2 ausgereicht hétte.
Eine weitere Riickmutation, die interessanterweise keinen Vernier-Rest betrifft, befindet sich an Position H46,
unmittelbar benachbart zu den relevanten Resten H47, H48 und H49. Diese Region bildet die Plattform fiir die
CDRH2 (Chothia and Lesk, 1987). Dem Lysin-Rest H46 scheint in diesem Fall eine Sonderrolle zuzukommen.
Die Aminogruppe des Lysins liegt mit einem Abstand von 2,5 A in der Nihe der Reste H62 und H63, die die
Haarnadelschleife der CDRH2 bilden. Gleichzeitig liegt die funktionelle Gruppe des Lysins an der Proteinober-
flache in einer Furche, die aus der schweren und leichten Kette gebildet wird. Dadurch hitte sie die Moglichkeit
mit einem langgestreckten Epitop zu interagieren, das in dieser Furche liegt. In der Tat zeigte die Riickmutation
an Position H46 den groften Einfluss. Da die Affinitdt des urspriinglichen monoklonalen Antikorpers durch Kom-
bination der Riickmutationen H46 mit der des in der Furche gegeniiberliegenden Rests L4 vollstindig wiederher-
gestellt werden konnte, scheint die native Bindung eines ldngeren Epitops gegeniiber dem Minimalepitop wahr-
scheinlich. In diesem Zusammenhang konnten Kristallisationsexperimente mit einem C-terminal verldngerten
Peptid weitere Einsicht geben.

Fiir die Position H71, die schon beim ersten Design des Antikorpers ausgetauscht wurde, ist bekannt, dass diese
die Konformation der hypervariablen Schleifen CDRH2 und CDRH3 entscheidend beeinflussen kann (Chothia
and Lesk, 1987). In Abhéngigkeit zu der Aminosdure an dieser Position kann sich die CDRH?2 in unterschiedlichen
Konformationen an die CDRH3 anlagern. Hierbei kdnnen groBe Seitenketten an Position H71 die CDR separieren
und kleine die CDR annéhern (Tramontano et al., 1990). Durch den systemischen Einfluss, den diese Position in
fritheren Untersuchungen zeigte, wurde der Rest von Beginn an eingefiigt, sodass ein konkreter Nachweis iiber
einen positiven Effekt des Austauschs fehlt.

In Anlehnung an den in friihen ELISA-Experimenten beobachteten Einfluss den die N-Termini des mAk auf die
Antigen-Affinitdt zeigten (Abschn. 3.4.3), wurden die Reste L.2-3 bei der Humanisierung von vorneherein ausge-
tauscht. Diese dienen als Plattform der CDRL1, wobei insbesondere L2 als Vernier Rest beschrieben ist (Chothia
and Lesk, 1987). Bemerkenswert ist der Einfluss der nachtréglich eingefiihrten Riickmutation an Position L4, der
in Kombination mit H46 zur vollstindigen Wiederherstellung der Affinitit fithrte. Dieser hat dhnlich wie H46
vermutlich eine doppelte Funktion. Durch seine Position in einem B-Faltblatt an der Furche zwischen schwerer
und leichter Kette, interagiert der Rest zum einen mit CDRL3 (Chothia and Lesk, 1987) und hat zum anderen die
Moglichkeit mit dem Peptid-Epitop zu wechselwirken. Dies erklirt den positiven Effekt des Austauschs auf die
Affinitét.
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Abbildung 48 Alignment der Aminosiuresequenz von GaletuxiFab mit der humanisierten Variante GaletuzuFab annotiert nach Kabat et al.
(1991). In blau sind die CDR gezeigt. Rot eingeférbt sind die Positionen, an denen die Aminosdure von GaletuxiFab in das Framework der

humanisierten Varianten iibernommen wurde.

Die Positionen L36 und L46 befinden sich an der Vu/V Grenzflache, die hauptséchlich durch hydrophobe Wech-
selwirkungen gekennzeichnet ist. Beide Reste haben die Mdglichkeit mit der CDRH3 zu interagieren, wobei die
Raumforderung der jeweiligen Seitenkette eine entscheidende Rolle spielt. Durch unterschiedlich grofle Reste
kann die relative Anordnung der Vi und der Vi, Doméne beeinflusst werden, was wiederum die Form des Paratops
beeinflusst (Dunbar et al., 2013). Hierbei konnte fiir beide Positionen schon bei dem Vergleich der Strukturen des
humanen Ig-Gertist und GaletuxiFab gro3e Unterschiede in der Grof3e der Seitenkette festgestellt werden, sodass
diese gleich zu Beginn ausgetauscht wurden.

Betrachtet man allein die Frameworkregionen der variablen Doménen der Fragmente GaletuxiFab und Galetuzu-
Fab in einem Alignment (Abbildung 48), zeigt sich, dass trotz der eingefiihrten Riickmutationen fiir die schwere
Kette eine Identitdt zwischen beiden Sequenzen von lediglich 72% (58 von insgesamt 81 Resten) und fiir die
leichte Kette eine Identitdt von 69% (55 von insgesamt 80 Resten) vorhanden ist. Diese Differenz spiegelt sich
auch im Effekt auf den ,,Degree of Humanness* wieder, welcher einen Indikator fiir die Immunogenitit von hu-
manisierten Antikorpern darstellt (Abhinandan and Martin, 2007). Hierbei wird die prozentuale Sequenzidentitét
eines Antikorpers in Relation zum natiirlich vorkommenden humanen oder murinen Repertoire der Kabat Daten-
bank (Johnson and Wu, 2001) gesetzt. Basierend auf der durchschnittlichen Sequenzidentitit und deren Stan-
dardabweichung kann die Sequenzidentitit des Antikdrpers in Form eines Z-Werts beschrieben werden. Um bei
dieser Berechnung den Einfluss der CDR mit zu beriicksichtigen, wurden die vollstdndigen variablen Doménen
von GaletuxiFab und GaletuzuFab verglichen. Abbildung 49 zeigt die Verteilung des humanen und murinen Re-
pertoires, sowie die Ergebnisse fiir die schwere und die leichte Kette der Fab-Fragmente. In beiden Fillen konnte
eine erhebliche Anpassung an das humane Repertoire von Z(GaletuxiFab-Vy) = -1,7 zu Z(GaletuzuFab-Vy) = -
0,7 und Z(GaletuxiFab-Vy) = -2,2 zu Z(GaletuzuFab-Vi) = -0,5 erreicht werden.

Auch wenn diese Analyse die Reduktion des nicht-humanen Anteils bestitigt, sollten diese Ergebnisse nicht iiber-
bewertet werden. Eine Sequenzidentitit, die dem humanen Repertoire entspricht, ist nicht gleichzusetzen mit der
vollstindigen Abwesenheit von Epitopen, die in einem MHC-Komplex prasentiert werden und damit eine Immun-
reaktion auslosen kdnnen. Weiterhin muss bewusst sein, dass selbst ein natiirlicher humaner Antikdrper einen

einzigartigen Idiotypus aufgrund seiner hypervariablen CDRH3 Region darstellt und damit eine Immunantwort
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auslosen kann. Diese Human-anti-human-Antikorper (HAHA) Antwort ist bekannt im Rahmen der Netzwerk-
Hypothese, bei der ein Antikorper die Bildung eines anti-idiotypischen Antikdrpers auslost, um die Immunantwort
zu regulieren (Macias et al., 1999). Aus diesem Grund ist eine experimentelle Untersuchung der Immunogenitét

mit humanen Blutproben nach Applikation des Wirkstoffes unumgénglich (Joubert et al., 2016).
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Abbildung 49 Vergleich der Sequenzidentitit von GaletuzuFab (rot) und GaletuxiFab (ros¢) gegen das humane (griin) und das murine (blau)
IgG-Repertoire der Kabat Datenbank. A) Auswertung fiir die schwere Kette. B) Auswertung fiir die leichte Kette.

4.5. Vergleich der Methoden zur selektiven chemischen Konjugation von Proteinen mit funktionellen

Gruppen

Die Kopplung von Proteinen mit NHS-Estern ist vermutlich die am meisten verbreiteste Methode, um kovalente
Modifizierungen zu erzeugen. Durch die hohe Praktikabilitdt wurde diese Methode seit ihrer ersten Anwendung,
als homobifunktionelles Kopplungsreagenz (Bragg and Hou, 1975, Lomant and Fairbanks, 1976) stetig weiterent-
wickelt. Ein Grofiteil der heute verfiigbaren aminreaktiven Kopplungsreagenzien beruht auf NHS-Estern, wie dem
hier verwendeten Cy5.5-NHS. Die Reaktion mit priméren oder sekunddren Aminen fiihrt hierbei zu stabilen Amid
bzw. Imid-Bindungen. Fiir den Radionuklidchelator DFO war allerdings kein Kopplungsreagenz auf NHS-Basis
verfiigbar, sodass das Isothiocyanatreagenz pSCN-DFO verwendet wurde. Diese Gruppe reagiert mit Nukleophi-

len wie Aminen, Sulfhydrylen und dem Phenolation des Tyrosins. Jedoch ist das einzig stabile Produkt die
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Thioureabindung zwischen dem Isothiocyanat und den Aminen, was zur Selektivitit gegeniiber diesen fiihrt. Auf-
grund der Stabilitdt der ausgebildeten Bindungen sind beide Methoden fiir Anwendungen geeignet, bei denen eine
Freisetzung der funktionellen Gruppe unerwiinscht ist. Die unspezifische Kopplung der e-Amine aller verfiigbaren,
d.h. oberflachlichen Lysinreste, kann bei geeigneter Stochiometrie als generelle Methodik zur Kopplung von Pro-
teinen verwendet werden, da ohne Kenntnis der strukturellen Details und mit relativ wenig Aufwand Proteine
funktionalisiert werden konnen.

Zwar wird ein Grofteil der zugelassenen Antikdrper-Toxin-Konjugate heutzutage iiber solche unspezifischen
Kopplungsmethoden erzeugt und erfolgreich eingesetzt, doch fiihrt diese Methode zu einem groflen Unsicherheits-
faktor in der klinischen Translation. Aus diesem Grund sollte die Kopplung {iber e-Amine mehr als einfach zugéin-
gige Methode fiir erste Untersuchungen in préklinischen Studien gesehen werden. Durch die Optimierung eines
Protokolls fiir das jeweilige Reagenz konnte zwar ein mittleres Kopplungsverhéltnis von nahezu 1:1 erreicht wer-
den, doch bedeutet dies nicht, dass es nur ein Produkt gibt. In einem Gedankenexperiment mit dem Extrembeispiel
von zwei gleich reaktiven Lysinen in einem Protein kann dies einfach verdeutlicht werden: Die Reaktion der Edu-
kte erzeugt hierbei zwei Produkte, die im gleichen Verhéltnis entstehen, sich aber nur schwer unterscheiden und
trennen lassen. Eine weitere Moglichkeit ist die Reaktion von beiden Lysinen in einem Protein, wéhrend es bei
einem zweiten Protein zu keiner Reaktion kommt. Auch dieser Fall fiihrt zu einem statistischen Mittel von eins
und eine Unterscheidung bzw. Trennung der Spezies ist ebenfalls schwer moglich. Allein bei diesem simplen Fall
gibt es vier gleich wahrscheinliche, doch schwer zu unterscheidende Spezies. Da jedes der individuellen Kopp-
lungsprodukte aber eine eigene Pharmakokinetik, ein eigenes Effizienz- und Sicherheitsprofil in vivo besitzt, be-
deutet dies im Hinblick auf eine diagnostische Anwendung im Patienten aus regulatorischer Sicht einen erhebli-
chen Aufwand und sollte, wenn mdglich, umgangen werden (Hamblett et al., 2004). In der Tat zeigte die Kopplung
von GaletuxiFab mit Cy5.5-NHS und pSCN-DFO molekulare Heterogenitit, wie anhand der massenspektromet-
rischen Charakterisierung der Kopplungsprodukte deutlich wurde. Dabei konnten individuelle Stdchiometrien von
0 - 4 Cy5.5- bzw. DFO-Gruppen pro GaletuxiFab beobachtet.

Demgegeniiber verspricht die zweite untersuchte Kopplungsmethode durch Einfiihrung eines freien Cysteins Vor-
teile. Wie das zugelassene ADC Brentuximab-Vedotin zeigt, konnen auch die nativen Cysteinreste von Antikor-
pern und Fab-Fragmenten fiir eine Kopplung verwendet werden. Da diese jedoch in Proteinen héufig als struktur-
stabilisierende Disulfide vorliegen, miissen sie durch Reduktion zugénglich gemacht werden. Hierbei ist eine se-
lektive Reduktion eines bestimmten Cysteinrests nicht moglich und die anschlieBende Kopplung fiihrt zu moleku-
larer Heterogenitit (Senter and Sievers, 2012). Ein neu eingefiihrter freier Cysteinrest kann dagegen meist selektiv
funktionalisiert werden. Diese Methode stellt zwar hohere Anspriiche an Design, Produktion und Aufarbeitung
des ADC, ist jedoch aufgrund der geringeren toxikologischen, sowie pharmakokinetischen Unsicherheiten eine
interessante Alternative zu unspezifischen Kopplungsmethoden. Der erste seiten-selektive Ansatz zur Kopplung
von Antikdrpern von Junutula et al. (2008) nutzte die Einfiihrung von Cysteinen im Gertist der variablen Doménen
eines Fab-Fragments durch seiten-spezifische Mutagenese. Dieser gdngige Ansatz zur Modifikation von Proteinen
(Chalker et al., 2009) ist jedoch durch die nativen Cysteine in Antikdrpern ungleich komplizierter und eine Ein-
filhrung an unpassenden Positionen kann zu Ausbildung falscher Disulfidbindungen und damit zu Fehlfaltungen
fithren. Auch die Kopplungseffizienz des eingefiihrten Cysteinrests steht in Abhéngigkeit zu dessen Umgebung,
da die Zugénglichkeit verhindert wird oder die Ladung benachbarter Reste einen negativen Einfluss haben kann.

Fiir bestimmte Regionen im Gerlist der Fab-Fragmente, wie zum Beispiel den Ellbowangle konnte zwar gezeigt
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werden, dass diese sich besser fiir eine seitenselektive Kopplung iiber den Einbau von Cysteinresten eignen
(Junutula et al., 2008a). Eine generelle Aussage dariiber, dass sich diese Regionen bei jedem Fab-Fragment eignen,
lasst sich hieraus jedoch nicht treffen. Die Einfithrung eines reaktiven Cysteinrests muss folglich fiir jedes Fab-
Fragment neu etabliert werden.

Die Verwendung des PAS-Polypeptids als Linker zwischen dem freien Cystein und dem Fab-Fragment zeigte
besonders im Kontext zu diesen Untersuchungen ein bemerkenswertes Ergebnis. Eine Ausbildung von uner-
wiinschten Disulfidbindungen konnte aufgrund der raumlichen Trennung von Fab-Fragment vermieden werden,
ohne dass Mutationen im Geriist des Fab-Fragments eingefiihrt werden mussten. Speziell fiir Proteine mit nativen
Disulfidbindungen stellt diese Methode daher ein interessantes Funktionalisierungskonzept dar, das ohne genaue
strukturelle Analyse des Zielproteins auskommt.

Wegen des aufwindigen Reduktions- und Oxidationsprozesses zur Freisetzung des zusitzlichen Cysteinrests ist
die Skalierbarkeit der Methode ein wichtiger Aspekt. Zumindest fiir die Produktion von 10 mg in einem Reakti-
onsansatz konnte die Kopplung erfolgreich etabliert werden. Jedoch zeigten sich hierbei auch Grenzen der Me-
thode. Die Kopplung mit Maleimiden wird idealerweise bei einer Konzentration von 2 - 10 mg/ml Protein durch-
gefiihrt (Junutula et al., 2008b). Durch die Reduktions- bzw. Oxidationsschritte waren jedoch mehrere Abtren-
nungsschritte von Reaktionsnebenprodukten notwendig. Um hierbei eine ziigige Herstellung gewéhrleisten zu
konnen, wurden dazu PD10 Gelfiltrationssdulen verwendet. Ein Schritt der zur Verdiinnung der Proben fiihrte,
sodass initial hohe Konzentrationen des Fab-Fragments eingesetzt werden mussten. Gleichzeitig fiihrten hohe Pro-
teinkonzentrationen zu Aggregationsverhalten bei Einsatz des Reduktionsmittels DTT was weitere Skalierbarkeit
verhinderte.

Im Vergleich zur Kopplung iiber freie Lysinreste zeigt die massenspektrometrische Charakterisierung der Kopp-
lung iiber den C-terminal eingefiihrten Cysteinrest, dass lediglich ein Produkt mit genau einer konjugierten Cy7-
bzw. DFO-Gruppe an GaletuzuFab entstand. Mit dieser Analysemethode ldsst sich zwar keine Aussage dariiber
treffen, welcher Cysteinrest der insgesamt 5 gekoppelt wurde, doch zeigte die reduzierte SDS-PAGE von Cy7-
GaletuzuFab nur eine Kopplung an der schweren Kette von GaletuzuFab im Einklang mit der Position des

PAS200-Cys Fusionspartners.

4.6. In vivo Bildgebung der a-hGal3-Immunglobulinvarianten

Bei der Humanisierung durch ein CDR-Grafting, werden die CDR in ein humanes Immunglobulin-Gertist inte-
griert und ein neuer Antikorper entsteht. Im Gegensatz zu den negativen Selektionsmechanismen wéhrend der
natiirlichen Rekombination von Immunglobulinen in B-Zellen gibt es bei diesen in vitro generierten Antikdrpern
keine Kontrolle iiber das Auftreten von unspezifischen Bindungen in vivo. Um trotzdem eine potentielle Autore-
aktivitdt zu untersuchen bieten sich Mausmodelle an, die eine Abschitzung zur Spezifitit des neuen Antikorpers
erlauben.

Die PET-Bildgebung orthotoper Tumormodelle fiir das Schilddriisenkarzinom in Mausen mit der chiméren und
humanisierten o-hGal3-Fab-PAS-Variante zeigte hohe und tumorspezifische Anreicherungen mit beiden a-hGal3-
Immunglobulinvarianten. Die Signale waren auf den linken Schilddriisenlappen beschréankt, der das Tumorgewebe
enthielt und es zeigte sich keine unspezifische Bindung an das normale Schilddriisengewebe. Die Spezifitidt wurde

weiterhin durch das Ausbleiben eines Signals im Bereich des Tumors gezeigt, sofern Méuse gleichzeitig mit einem
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hohen Uberschuss von nicht konjugiertem a-hGal3-Fab-Fragment behandelt wurden. Beim Vergleich der Anrei-
cherungen des chimiren #Zr-DFO-GaletuxiFab-PAS200 (6 %ID/g) mit dem humanisierten 3°Zr-DFO-Galetuzu-
Fab-PAS200-Cys (4 %ID/g) im Tumor zeigen sich zwar Unterschiede der Signalwerte, doch konnte mit beiden
Varianten ein hohes Tumor-zu-Muskel-Verhéltnis 24 h p.i. erreicht werden (11,5:1 fiir ¥Zr-DFO-GaletuxiFab-
PAS200 und 14,8:1 fiir ¥Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys). Die Humanisierung des a-hGal3-Fab-Fragmentes
hatte somit nur einen geringen Einfluss auf die Biodistribution und eine erhohte unspezifische Bindung an andere
Gewebe oder Organe war nur fiir die Nieren erkennbar (94 %ID/g, bzw. 85 %ID/g).

Vergleicht man die Eigenschaften der rekombinanten a-hGal3-Fab-Fragmente mit Untersuchungen des Volllan-
gen-IgG a-hGal3-mAk (D'Alessandria et al., 2016) lassen sich die Kapitel 4.1 und 4.3 beschriebenen pharmako-
kinetischen Vorteile des PASylierten Fab-Formates zeigen. Bei den Experimenten mit dem Xenograft Modell der
gleichen Zelllinie (FRO-81-1, Tumor im Hiiftbereich) konnte zwar eine leicht héhere Anreicherung von 7 %ID/g
und ein besseres Tumor-zu-Muskel-Verhéltnis mit 24,9:1 fiir den a-hGal3-mAk erreicht werden, jedoch wurden
die Aufnahmen erst 48 h p.i. erstellt. Typisch fiir intakte mAK ist auch eine erhohte Aufnahme in der Leber
(11 %ID/g), welche mit dem Fab-Fragment Format verringert werden konnte (¥Zr-DFO-GaletuxiFab-PAS200
7 %ld/g, ¥Zr-DFO-GaletuzuFab-PAS200-Cys 5 %ID/g). Mit Muskeln und Haut ist die Leber das Organ mit der
hochsten FcRn Expressionsrate (Latvala et al., 2017). Zusammen mit ihrer zentralen Rolle im Stoffwechsel und
der daraus resultierenden hohen katabolischen Funktion ist sie in der Regel das Organ mit den groften unspezifi-
schen Anreicherungen von therapeutischen Antikdrpern und verhindert so eine frithzeitige Lokalisierung im Tu-
mor (Eigenmann et al., 2017, Wahl et al., 1983). Diesen Effekt bestédtigen auch Untersuchungen mit dem F(ab®),
Konstrukt des a-hGal3-mAk, bei dem die Fc-Region proteolytisch abgespalten wurde (De Rose et al., 2019). Im
Gegensatz zu dem mAk zeigte das F(ab‘), Konstrukt eine schnellere Anreicherung, die bereits nach 24 h p.i. gute
Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnisse erreichte. Interessanterweise lagen diese dhnlich wie fiir die PASylierten Kon-
strukte GaletuxiFab und GaletuzuFab. Auch die Anreicherung in der Leber war niedriger als fiir den mAk und lag
ebenfalls in einem &hnlichen Bereich wie fiir die beiden PASylierten Fab-Fragmente. Ausgehend von den hier
vorliegenden Daten fiir die rekombinanten Fab-Fragmente ldsst sich behaupten, dass der Wechsel des Ig-Formats
und die Fusion mit dem PAS-Polypeptid eine erfolgreiche Strategie darstellt, um rekombinante Tracer zu erzeu-
gen, die eine verbesserte Biodistribution zeigen. Lediglich die hohe Aufnahme der mit Zirkonium markierten
Fragmente in den Nieren kann hierbei eine Beschrankung bei der Anwendung bedeuten, wobei zu beachten ist,
dass die gezeigten Daten nur den Zeitpunkt der Bildgebung widerspiegeln. Die Strahlendosis héngt jedoch nicht
nur von der Speicherung zu einem bestimmten Zeitpunkt ab sondern auch davon, wie schnell die Aktivitét die
Niere wieder verlasst. Wenn dies schneller geschieht als im Tumor, kann die Nierendosis trotz anfénglich hoher
Speicherung vertretbar sein. Um diesen Effekt besser einschétzen zu kénnen, sollten zusétzliche Distributionsstu-
dien erfolgen.

Weiterhin stehen aktuell einige Methoden zur Verfligung, um die Aufnahme in die Nieren zu verringern. So konnte
z. B. durch die Verwendung von Markierungsansdtzen mit metabolisierbaren Radiokataboliten wie der Radio-
iodierung (Vorobyeva et al., 2018, Deyev et al., 2019) oder der Verwendung peptidbasierter Chelatoren (Ekblad
et al., 2008, Tran et al., 2008, Altai et al., 2014) die Retention der Aktivitdt in den Nieren um ein Vielfaches
verringert und das Verhiltnis von Tumor zu Niere verbessert werden. Auch bei der Verwendung von schwer me-
tabolisierbaren Radiometall-Chelatkomplexen, wie dem hier verwendeten ¥Zr-Dfo gibt es praktikable Losungen,

um die Aufnahme in den Nieren zu verringern. Allgemein zeigen basische Verbindungen eine Tendenz, die
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tubuldre Riickresorption von Proteinen zu hemmen und damit die renale Aufnahme von Antikérperfragmenten zu
senken. Auf molekularer Ebene scheint der Effekt im Wesentlichen auf dem Vorhandensein von positiv geladenen
Aminogruppen zu beruhen und kann durch die Gabe von kationischen Aminosauren oder basischen Polypeptiden
wie Polylysin erreicht werden (Behr et al., 1998).

Parallel durchgefiihrte FMT-Bildgebung mit fluoreszenzmarkierten Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys in dem ortho-
topen Tumormodell zeigte eine dhnlich gute Darstellung des Tumors wie mit dem PET-Verfahren. Im Gegensatz
zur PET-Bildgebung ist dieses Verfahren nicht mit den Nachteilen verbunden wie den hohen Kosten, der limitier-
ten Verfiligbarkeit, einer kurzen Halbwertszeit des Radionuklids sowie Sicherheitsauflagen fiir das Arbeiten mit
Radioaktivitit und deren Toxizitét (Boellaard et al., 2015). Fluoreszenzbasierte Methoden sind in der Regel jedoch
fiir die Diagnostik im Menschen weniger geeignet als die PET-Bildgebung, da die Gewebepenetration der NIR-
Strahlung nicht ausreicht um tief liegende Gewebeschichten darzustellen (Smith et al., 2009). Die anatomische
Lage der Schilddriise unterhalb des Kehlkopfes vor der Luftrohre erfordert allerdings eine Gewebepenetration von
nur wenigen Zentimetern, sodass es mit dieser Methode moglich sein kdnnte, auch im Menschen das Tumorge-
webe gut darzustellen. Fluoreszenz begleitete Ektomien stellen eine weitere interessante Anwendung dar. Ahnlich
den aktuellen Moglichkeiten der prioperativen Diagnoseverfahren bei Schilddriisenkrebs, wie dem Ultraschall
oder der FNAB, konnen diese Methoden auch wéhrend der Operation verwendet werden, um Tumore zu finden,
jedoch ist es damit nicht méglich einen tumorspezifischen Kontrast zu erzeugen und sie erfordern einen direkten
Kontakt mit dem Korper (Zheng et al., 2019). Die operationsbegleitende Bildgebung mit NIR-Markern ist hinge-
gen in der Lage diesen Kontrast zu erzeugen. Durch die stetige Entwicklung der letzten Jahre auf diesem Gebiet
wurde es mdglich, mit dieser Methode auch Tumore zu visualisieren (Weissleder et al., 1999, Choi et al., 2013,
Olson et al., 2010). Weitere Untersuchungen mit dem fluoreszenzmarkierten Cy7-GaletuzuFab-PAS200-Cys
konnten hierbei interessante Moglichkeiten liefern.

Der neuartige Tracer GaletuzuFab kann also die derzeitige Diagnostik von Schilddriisenkrebs unterstiitzen und
stellt insbesondere in Fillen, die mit konventionellen Methoden nicht oder nur schwer zugénglich sind, eine echte
Alternative dar. Insbesondere bei multiplen Schilddriisenknoten, bei denen normalerweise nicht alle Knoten mit
FNAB cytologisch untersucht werden kdnnen, beispielsweise bei: Knoten in mediastinalen Positionen oder in der
Nahe von vaskuldren Strukturen, die schwer zu erreichen sind und bei denen die FNAB ein hohes Risiko bedeutet,
sowie Knoten kleiner als 1 cm (okkulter Schilddriisenkrebs), die aktuell préaoperativ nicht erkennbar sind. Teil-
weise zeigen Schilddriisentumore, wie z.B. 50 % der ATC, keine Aufnahme von Iod, wohingegen die Expression
von Gal3 erhoht ist (Bartolazzi et al., 2001). Gerade in diesen Féllen kann mit dem Gal3-selektiven Ansatz der
Verlauf von Schilddriisenkrebs verfolgt werden, was vorher nicht moglich war (De Rose et al., 2019). Auch eine
therapeutische Anwendung erscheint in solchen Féllen vielversprechend, da aktuell keine effiziente Therapieform
existiert. Durch den Austausch des Radionuklids *Zr gegen die cytotoxischen, o-Strahlung emittierenden Radio-
nuklid ***Ac ist eine Radioimmuntherapie (Scheinberg and McDevitt, 2011) mit GaletuzuFab ohne groBe Verin-
derung des Herstellprozesses moglich. Im Hinblick auf ein theranostisches Konzept fiir die Behandlung von
Schilddriisenkrebs eroffnet GaletuzuFab hierbei viele neue Moglichkeiten.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass in dieser Arbeit ein neuer hoch-spezifischer Ansatz zur Diagnostik
des Schilddriisentumormarkers Gal3 entwickelt werden konnte. Die guten funktionellen Eigenschaften, der einfa-
che Herstellungsprozess, die molekulare Homogenitit und die geringe zu erwartende Immunogenitit des humani-

sierten  GaletuzuFab sind erfolgsversprechende Voraussetzungen fiir ein neues Reagenz zur
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Schilddriisenkrebsdiagnostik. Die klinische Translation dieses neuartigen Ansatzes kann helfen, gutartige von bos-
artigen Schilddriisenknoten besser zu unterscheiden und koénnte in Zukunft auch bei anderen aggressiven Tumor-
arten wie dem Melanom, Prostata- und Brustkrebs, bei denen Gal3 eine pathophysiologische Rolle spielt, anwend-

bar sein (Capalbo et al., 2019, Farhad et al., 2018).
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5. Zusammenfassung

Die Translation von potentiellen Tumorbiomarkern aus der Grundlagenforschung in die klinische Praxis ist eine
der groBen Herausforderungen bei der Entwicklung von innovativen diagnostischen und therapeutischen Verfah-
ren. Haufig konnen Effekte, die in vitro mit Zellen validiert wurden, nicht auf Mause oder Menschen iibertragen
werden. Das steht oft mit den molekularen Eigenschaften der antigenbindenden Wirkstoffe in Zusammenhang.
Merkmale wie Zirkulationsdauer, Affinitét und Toxizitit kdnnen in vivo zu Effekten fiihren, die eine erfolgreiche
klinische Anwendung verhindern. Das kohlenhydratbindende Protein Galectin 3 (Gal3) zeigte in ersten Untersu-
chungen vielversprechende Eigenschaften fiir die Diagnostik von Schilddriisenkrebs, da es in den héufigsten
Schilddriisentumoren stark iiberexprimiert wird, in normalem Schilddriisengewebe jedoch nicht. Die in vivo Im-
mun-PET Bildgebung mit einem monoklonalen Antikdrper (mAk) der Ratte gegen Gal3 bestétigte dessen Potential
als Biomarker.

Ziel dieser Arbeit war es, ausgehend von diesem monoklonalen Antikdrper ein besser geeignetes Bindungsreagenz
zu entwickeln, das eine optimierte Plasmahalbwertszeit und eine geringere Immunogenitét zeigt. Als Basis fiir die
weitere Entwicklung wurde das humane Antigen Gal3 und ein chimires Fab-Fragment ausgehend von dem a-
Gal3-mAk gentechnisch hergestellt. Durch PASylierung wurde die Plasmahalbwertszeit des rekombinanten Fab-
Fragments moderat verlingert.

Nach Amplifizierung der variablen Immunglobulin-Genabschnitte aus der mRNA der Hybridomzelllinie M3/38
und Sequenzanalyse wurde ein Plasmid konstruiert, das die periplasmatische Expression des funktionellen Fab-
Fragments und seiner PASylierten Variante in E. coli ermdglichte. Die anfangs geringen Ausbeuten (180 pg je
Liter Zellkultur) wurden durch Etablierung einer Hochzelldichtefermentation auf 4 mg je Liter Zellkultur gestei-
gert.

Die Bindungsaktivitidt des chiméren Fab-Fragments wurde in ELISA- und SPR-Experimenten untersucht und
zeigte unabhéngig von der PASylierung ein dhnlich gutes Bindungsverhalten gegeniiber Gal3 wie ein proteolytisch
aus dem mAk erzeugtes Fab-Fragment. Mit dem Ziel der Gal3-basierten Tumorbildgebung wurde das Fab-Frag-
ment mit dem Infrarotfarbstoff Cy5.5 sowie dem Chelator DFO iiber Lysinseitenketten mit einem mittleren Kopp-
lungsverhéltnis von ca. 1:1 pro Fab konjugiert. Durch anschlieBende Beladung mit dem PET-Radioisotop Zirko-
nium-89 konnten FRO82-1 Xenograft Tumore in PET/CT-Aufnahmen spezifisch visualisiert werden. Die PASy-
lierte Variante zeigte hierbei sehr gute Eigenschaften hinsichtlich Akkumulation im Tumor mit einem Tumor-zu-
Muskel-Verhiltnis von 11,5:1.

Daraufhin wurde die potentielle Immunogenitit des chiméren Fab-Fragments durch strukturbasierte Humanisie-
rung der variablen Doménen weiter reduziert. Eine Epitopkartierung von Gal3 gestattete die Bestimmung des li-
nearen Minimalepitops, sodass ein synthetisches Peptid fiir die Co-Kristallisation mit dem Fab-Fragment verwen-
det werden und die Kristallstruktur des Komplexes aufgeklért werden konnte. Ein Strukturabgleich der gewonnen
Rontgen-Kristallstruktur mit einer Datenbank von humanen Fv-Fragmenten lieferte geeignete Akzeptor-Gertist-
struktur-Kandidaten fiir das CDR-Grafting. Durch Einfiihrung weniger zusétzlicher Mutationen in der Vernier-
Zone des humanen Gertistes gelang es, das humanisierte Fab-Fragment GaletuzuFab mit einer vergleichbaren An-
tigen-Affinitit gegeniiber seiner chimiren Ursprungsvariante zu konstruieren.

Zur Verbesserung der molekularen Heterogenitét gegeniiber der zuvor praktizierten Kopplung iiber Lysinseiten-

ketten wurde fiir das humanisierte PASylierte Fab-Fragment eine ortsgerichtete Konjugation nach Einfiihrung
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eines einzelnen reaktiven Cysteinrests C-terminal zum PAS-Polypeptid etabliert. Uber diesen Cysteinrest konnte
ein homogenes Kopplungsprodukt mit dem Infrarotfarbstoff Cy7 wie auch dem Chelator DFO mit einer Stochio-
metrie von jeweils exakt 1:1 erzeugt werden.

Die darauthin mit Zr(89) markierte PASylierte Variante des humanisierten Fab-Fragments GaletuzuFab wurde in
dem FRO82-1 Xenograft Tumormodell mit PET/CT-Aufnahmen untersucht. Es zeigte vergleichbare Eigenschaf-
ten zu dem chiméren Fab-Fragment (Tumor-zu-Muskel-Verhéltnis von 14:1). In dieser Arbeit konnte also ein
Gal3-spezifischer Protein-Tracer fiir die medizinische Bildgebung entwickelt werden, der mit seiner hohen Bio-
marker-Spezifitit, der ausgepriigten molekularen Homogenitit und der hohen Ahnlichkeit zu humanen Immun-

globulinen die besten Voraussetzungen besitzt, um die Anforderungen einer klinischen Translation zu bestehen.
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6. Summary

The translation of potential tumor biomarkers from basic research into clinical practice is one of the major chal-
lenges in the development of innovative, diagnostic and therapeutic measures. Often, effects that have been vali-
dated in vitro with cells cannot be transferred to mice or humans, due to the molecular properties of the antigen-
binding agent. Features such as plasma half-life, affinity and toxicity may lead to effects that prevent successful
clinical application. The carbohydrate-binding protein galectin 3 (Gal3) has shown promising properties for the
diagnosis of thyroid cancer in initial studies, as it is highly overexpressed in the most common thyroid tumors but
not in normal thyroid tissue. /n vivo Immuno-PET imaging with a rat monoclonal antibody (mAb) against Gal3
confirmed its potential as a biomarker.

The aim of this work was to develop a more suitable binding reagent derived from the monoclonal antibody that
has an optimized plasma half-life and a lower immunogenicity. As a basis for further development, the human
antigen Gal3 and a chimeric Fab fragment of the a-Gal3-mAb were produced as recombinant proteins. The circu-
lation of the Fab fragment was moderately prolonged by PASylation.

After amplification of the variable immunoglobulin gene regions from the mRNA of the hybridoma cell line M3/38
and their sequence analysis, a plasmid was constructed which allowed the periplasmic expression of the functional
Fab fragment as well as its PASylated variant in E. coli. The initially low yields (180 pg from 1 1 shake flask
culture) were increased to 4 mg per liter culture volume by establishing a high cell density fermentation.

The binding activity of the chimeric Fab fragment was investigated in ELISA and SPR experiments and showed,
independent of the PASylation, a similarly good binding behaviour towards Gal3 as a Fab fragment proteolytically
produced from the mAb. With the aim of Gal3-based tumor imaging, the chimeric Fab fragment was conjugated
with the infrared dye Cy5.5 and the chelator DFO via lysine side chains with an average coupling ratio of about
1:1 per Fab. Subsequent labelling with the PET radioisotope zirconium-89 allowed the specific visualization of
FRO82-1 xenograft tumors in PET/CT images. The PASylated variant showed very good tumor accumulation,
with a tumor-to-muscle ratio of 11.5:1.

Subsequently, the potential immunogenicity of the chimeric Fab fragment was further reduced by structure-based
humanization of the variable domains. Epitope mapping of Gal3 allowed the determination of the linear minimal
epitope, such that a synthetic peptide could be used for co-crystallization with the Fab fragment and a crystal
structure of the complex could be elucidated. A structural comparison of the X-ray crystal structure with a database
of human Fab fragments suggested suitable acceptor framework candidates for CDR grafting. By introducing few
additional mutations into the Vernier zone of the human scaffold, the humanized Fab fragment GaletuzuFab was
constructed, showing a comparable antigen affinity as its chimeric predecessor.

To reduce the molecular heterogeneity in comparison with the previously employed coupling via lysine side
chains, a site-directed conjugation method was established for the humanized PASylated Fab fragment after intro-
duction of a single reactive cysteine residue C-terminal to the PAS polypeptide. This cysteine residue was used to
generate a homogeneous conjugation product with the infrared dye Cy7 and the chelator DFO with a stoichiometry
of precisely 1:1. After radiolabeling with Zr(89), the PASylated variant of the humanized Fab fragment Galetu-
zuFab was investigated in the FRO82-1 xenograft tumor model via PET/CT imaging, revealing comparable char-

acteristics to the chimeric Fab fragment (tumor-to-muscle ratio of 14:1).
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In this work a Gal3-specific protein tracer suitable for tumor imaging could be developed whose high biomarker
specificity, the pronounced molecular homogeneity and the high similarity to human immunoglobulins offers an

ideal starting point to meet the requirements of clinical translation.
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7. Abkiirzungen

APC

CAT

CPEC

CRD
Cy5.5-NHS
Cy7-MI
DTT
DFO-MI
ELISA
FcRn

FDA

FNAB

FR

Fv
GaletuxiFab
GaletuzuFab

hGal3
hGal3_P106
HLA
IgG
mAk
MHC
PCR
PEG
PET
SDS
SPR
Ts

Ts

Vu
\%?
VLP
WHO

Antigen-prisentierende Zellen

Chloramphenicol acetyltransferase

Zirkulare Amplifizierungsreaktion
Kohlenhydratbindedoméne
Sulfo-Cy5.5-N-Hydroxysuccinimid-Ester
Sulfo-Cy7-Maleimid

Dithiothreitol

DFO-Maleimid

Enzym Linked Immunsorbent Assay

neonataler Fc Rezeptor

Food and Drug Administration
Feinnadelaspirationsbiopsie

Framework Regionen

Fragment Variabel

chimire Variante des Galectin 3 bindenden Fab-Fragments
humanisierte Variante des Galectin 3 bindenden Fab-Frag-
ments

Humanes Galectin 3

Verkiirzte Variante von humanem Galectin 3

Humanes Leukozytenantigen

Immunglobulin G

monoklonaler Antikérper
Haupthistokompatibilitdtskomplex

Polymerase Kettenreaktion

Polyethylenglykol

Positronen Emissions Tomographie

Na-Dodecylsulfat
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
Triiodthyronin

Thyroxin

variabler Doméne der schweren Kette des Fab-Fragments
variabler Doméne der leichten Kette des Fab-Fragments
Verhiltnis von Label/Protein

Weltgesundheitsorganisation
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