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ZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT

1 Zusammenfassung / Abstract

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), welcher in vielen humanen
Tumoren epithelialen Ursprungs Uberexprimiert ist, reprasentiert einen der wichtigsten
Biomarker, die im Zusammenhang mit Krebserkrankungen bekannt sind. Die
Identifizierung solcher Tumor-assoziierten Molekile erfolgt dabei immer mehr auf
Grundlage nicht-invasiver Bildgebungsverfahren, wie zum Beispiel der Positronen-
Emissions-Computertomographie  (PET) und der Einzelphotonen-Emissions-
Computertomographie (SPECT). Hierbei kommen derzeitig vorrangig monoklonale
Antikorper (mAK) zum Einsatz, die jedoch aufgrund ihrer Molekularmasse eine eher
langsame Pharmakokinetik aufweisen. Mit Einzeldomanenantikdrpern (sdAb) hingegen
konnen hohe Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnisse bereits kurze Zeit nach der Injektion
erzielt werden, sodass diese immer mehr in den Fokus neuer Imaging-Strategien
riicken. Um den zuklnftigen Einsatz der zwei in der Literatur beschriebenen anti-EGFR
sdAb EG2 und 7C12 fur die multimodale Bildgebung untersuchen zu kénnen, wurden
diese im Zytoplasma des E.coli SHuffle® T7 Express heterolog exprimiert und mittels
immobilisierter Metallchelat-Affinitdtschromatographie gereinigt. Die Ausbeuten beider
sdAb pro Liter Kulturmedium betrugen 25,0 mg EG2 und 4,2 mg 7C12. Zur ndheren
Charakterisierung der sdAb wurde die korrekte Ausbildung der in den Proteinen
enthaltenen Disulfidbriicken untersucht und jeweils die Extinktionskoeffizienten und der
Gehalt freier Aminogruppen bestimmt. Fir erste Zellbindungsassays wurden die sdAb
mit *™Tc und einer radiochemischen Reinheit von iiber 90 % markiert. Weiterhin wurde
gezeigt, dass beide sdAb abhangig vom Expressionslevel des EGFR der verwendeten
humanen Krebszelllinien an A431- und FaDu-Zellen binden. Pro A431-Zelle haben bis
zu 0,017 fmol 7C12 bzw. 0,005 fmol EG2 gebunden, je FaDu-Zelle bis zu 0,012 fmol
7C12 bzw. 0,002 fmol EG2. Die sdAb wurden an die Oberflache fluoreszenter PMMA-
Nanopartikel (NP) gebunden und die Konjugate anschlieRend im Vergleich zu den
ungebundenen sdAb hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften mittels Immun-
fluoreszenzfarbung untersucht. 7C12 wurde hauptséchlich membranstandig detektiert
und zeigte dementsprechend eine Co-Lokalisation mit EGFR. EG2 hingegen wurde
intrazellular in der Nahe des Zellkerns lokalisiert. Erste In-vitro-Untersuchungen zur
Bindung der EG2-NP-Konjugate zeigten ebenfalls eine Lokalisation nahe dem Zellkern.
Weitere Bindungsstudien mittels konfokaler Mikroskopie und Durchflusszytometrie, vor

allem die Untersuchungen der 7C12-NP-Konjugate sind in Planung.
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ZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT

The epidermal growth factor receptor (EGFR), which is overexpressed in a variety of
human tumors of epithelial origin, is one of the most important biomarker known in the
context of cancer. To identify such tumor-associated molecules noninvasive imaging
procedures, e.g. positron emission tomography (PET) and single photon emission
computed tomography (SPECT), are of high interest, whereby monoclonal antibodies
(mADb) are widely used. However, their large size (150 kDa) leads to liver accumulation
and prevents rapid blood clearance. The usage of single-domain antibodies (sdAb) can
help to overcome these drawbacks. Because of their smaller size it is possible to
achieve high tumor-to-background ratios a short time after injection. To evaluate the
application of two anti-EGFR sdAb in multimodal imaging, the sdAb EG2 and 7C12
were expressed heterologously in the cytoplasm of E.coli SHuffle® T7 Express. The
yields of 7C12 and EG2 purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC)
were 4.2 mg and 25.0 mg per liter medium, respectively. The validation of correct
folded disulfide bonds and the determination of extinction coefficients and content of
free amino groups were performed for further characterization. For the examination of
binding features sdAb were radiolabeled with **"Tc with a radiochemical purity of at
least 90 %. Both sdAb bound to A431 and FaDu cells depending on their EGFR
expression level. One single A431 cell bound up to 0.017 fmol 7C12 or 0.005 fmol
EG2, respectively, and one single FaDu cell bound up to 0.012 fmol 7C12 or 0.002
fmol EG2, respectively. The two sdAb were bound to the surface of PMMA
nanoparticles (NP) and they were analyzed concerning their binding features. For this
purpose immunofluorescent staining was performed to compare sdAb with sdAb-NP-
conjugates. Membrane localization associated with co-localization with EGFR was
shown in the case of 7C12. However, EG2 was found to be localized close to the
nucleus of the cells. This was also true for EG2-NP-conjugates. Additional studies of
binding by confocal microscopy and flow cytometry, especially the investigation of
7C12-NP-conjugates, remains to be done.
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EINLEITUNG

2 Einleitung

2.1 Hintergrund

Neben Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems zahlt Krebs zu den haufigsten
Todesursachen in den Industrienationen. Dabei waren dem deutschen statistischen
Bundesamt zufolge maligne Tumore Ausléser fur ein Viertel aller Todesfélle im Jahr
2010. Wissenschaftler des Zentrums fir Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts
erwarten zudem fur das Jahr 2012 rund 486.000 neue Krebserkrankungen. Aufgrund
der zunehmenden Lebenserwartung ist auch weiterhin mit einem Anstieg zu rechnen
[1, 2]. Vor diesem Hintergrund wird in der Krebsforschung stets nach neuen
tumorspezifischen Therapiestrategien und optimierten molekularen Bildgebungs-
verfahren gesucht, wobei die genaue Lokalisierung des Tumors beispielsweise mittels
Positronen-Emissions-Computertomographie (PET) und Einzelphotonen-Emissions-
Computertomographie (SPECT) erfolgt. Hierbei wird dem Patienten vor der
Untersuchung ein Radiopharmakon intravends verabreicht, welches an eine bestimmte
Zielstruktur im Kérper bindet. Die verwendeten Radionuklide, wie zum Beispiel *°F
(ty> = 109,7 min), ®™Tc (ty, = 6 h) oder **Cu (ty, = 12,7 h), emittieren Positronen bzw.
Gammastrahlung, die von Detektoren registriert werden und deren Informationen mit
Hilfe eines Computers in der Erstellung von Schnittbildern resultiert [3, 4].
Therapieansatze und bildgebende Verfahren basieren hauptsachlich auf den
unterschiedlichen Expressionsprofilen normaler und maligner Zellen, sodass
Zielstrukturen, die vorrangig durch Tumorzellen prasentiert werden, indessen eine der
wichtigsten Voraussetzungen fur eine tumorspezifische Anreicherung der Radio-
pharmaka bilden [5]. Zu den bekanntesten Vertretern dieser Targets gehoren
Zelloberflachenrezeptoren, wie zum Beispiel der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor
(epidermal growth factor receptor, EGFR, ErbB-1), dessen Bedeutung bereits in

klinischen Studien demonstriert werden konnte [5, 6].
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EINLEITUNG

2.2 Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) als eine Zielstruktur

in der Onkologie

Die epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (epidermal growth factor receptor,
EGFR, ErbB-1), ErbB-2, ErbB-3 und ErbB-4 bilden zusammen die Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen. Diese vier Rezeptoren haben einen homologen Aufbau,
welcher durch eine extrazellulare Ligandenbindungsdomane, einen transmembranen
Bereich und eine intrazellulare Tyrosinkinasedoméane gekennzeichnet ist. Beim EGFR
handelt es sich um ein Glykoprotein mit einer Molekularmasse von 170 kDa. Der
Rezeptor dbernimmt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion und damit in der
Regulierung der Zelldifferenzierung, im Zellwachstum und Zelltiberleben gesunder und

maligner Zellen [7].

Die Aktivierung des EGF-Rezeptors, welcher zunachst als Monomer vorliegt, erfolgt
unter normalen physiologischen Bedingungen streng reguliert (Abbildung 1). Dies wird
durch eine temporare und lokale Expression natirlicher Liganden, wie zum Beispiel
dem epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) sowie dem
transformierenden Wachstumsfaktor (transforming growth factor, TGF-a) erzielt [8]. Die
spezifische Bindung der Liganden an die Ektodomdne des Rezeptors resultiert
entweder in der Heterodimerisierung mit einem anderen Vertreter der Rezeptorfamilie
oder in der Homodimerisierung zweier EGFR. In beiden Fallen erfolgt die
Autophosphorylierung der Tyrosinkinasedoméane, sodass verschiedene intrazellulare
Signaltransduktionskaskaden aktiviert werden. Zu diesen zahlen unter anderem der
Ras-Raf-MAP-Kinase-, der JAK/STAT- und der PI3K-Akt-Signalweg, welche Einfluss

auf die Proliferation, Invasion und Apoptose der Zelle haben [9-11].

Punktmutationen oder ein durch Uberexpression gesteigerter EGF-Rezeptorbesatz
fuhren in vielen menschlichen Tumorentitdten zu einer abnormalen Aktivierung des
Rezeptors, so zum Beispiel in Gber 90 % aller Tumore des Kopf-Hals-Bereichs (head
and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) [12]. Die zentrale Rolle des EGFR in der
Onkogenese steht einerseits im Zusammenhang mit der Entwicklung von
Strahlenresistenzen und einer damit verbundenen schlechten klinischen Prognose,

andererseits liefert sie Ansatzpunkte fir Therapie- und Diagnostikstrategien [13-15].

13



EINLEITUNG

Diese basieren hauptséchlich auf der Anwendung zweier Substanzklassen, den
Tyrosinkinase-Inhibitoren und den anti-EGFR Antikérpern. In einer randomisierten
klinischen Studie konnte bereits gezeigt werden, dass durch eine kombinierte
Anwendung von Radiotherapie und dem anti-EGFR Antikérper Erbitux® (Cetuximab,
C225, ImClone System Inc.) die Tumorheilung und das Gesamtuiberleben bei HNSCC-
Patienten im Vergleich zur alleinigen Strahlentherapie positiv beeinflusst werden kann

[6].

Abbildung 1: Aktivierung des EGFR

Der EGFR besteht aus einer extrazellularen Doméne mit Ligandenbindungsstelle, einer trans-
membranen und intrazellularen Doméane mit Tyrosinkinase-Aktivitdt. Die Bindung von Liganden, wie
zum Beispiel EGF und TGF-a, fuhrt zur Dimerisierung des Rezeptors und zur Autophosphorylierung.
Dies resultiert in der Aktivierung verschiedener Downstream-Signale, die unter anderem die

Regulierung der Proliferation und Apoptose der Zelle zur Folge hat.
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EINLEITUNG

2.3 EGFR-Targeting in der Tumortherapie und -diagnostik

Die klassischen Strategien der Krebstherapie umfassen die Chirurgie, die
Chemotherapie und die Strahlentherapie, wobei die kurative Behandlung der Tumore
in Verbindung mit der Unterbindung der Metastasierung im Mittelpunkt dieser
Therapieformen steht [16]. Trotz der vielfaltigen Therapiestrategien nehmen die
Heilungschancen bei spat diagnostizierten Tumoren ab. Wahrend Patienten, die
beispielsweise an einem Tumor des Kopf-Hals-Bereichs leiden und dieser im frithen
Stadium (I/ll) entdeckt wird, eine gute Prognose haben, sinkt bei Patienten mit
Tumoren im fortgeschrittenen Stadium (11l/1V) die Heilungsrate nach funf Jahren auf
30 - 50 % [17]. Um die Heilungschancen zu verbessern, sind neben einer friihzeitigen
Diagnostizierung optimierte tumorspezifische Therapien enorm wichtig. Eine
Maoglichkeit dies zu erreichen, bietet das Molekulare Targeting. Hierbei wird unter
anderem mit monoklonalen Antikbrpern (mAK) spezifisch in tumortypische
Signaltransduktionskaskaden eingegriffen und damit die Regulationsmechanismen fir

Invasion und Proliferation der Tumorzelle gestort [18, 19].

2.3.1 Monoklonale Antikérper

Monoklonale Antikorper (mAk) des Typs IgG bestehen aus je zwei identischen leichten
(light, L) und schweren Ketten (heavy chain, H), die durch kovalente Disulfidbricken
und nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander verbunden sind (Abbildung 2).
Jede der Ketten verfiigt zudem sowohl Uber konstante (C) als auch variable (V)
Bereiche, wobei letztere zusatzlich drei hypervariable Regionen (complementary
determining region, CDR) aufweisen. Die variablen Regionen beider Ketten bilden
gemeinsam die Antigenbindungsstelle. Unterhalb der Gelenkregion ist die konstante
Fc-Region lokalisiert, die zellulare Reaktionen, wie zum Beispiel die Antikorper-
vermittelte Zellzytotoxizitdt (ADCC), auslosen kann [7]. Erste Anwendungen fanden

murine mAk in den 1980er [20]. Diese fuhrten jedoch aufgrund des kdrperfremden
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Proteins zu unerwinschten anti-Maus-Immunreaktionen im Menschen. Um die
klinische Effektivitat weiter zu verstarken, wurden mAk mit Hilfe molekularbiologischer

Modifikationen zunachst chimarisiert und nachfolgend weitgehend humanisiert [21].

Abbildung 2: Struktur eines IgG-Antikdrpers

Immunglobuline G bestehen typischerweise aus zwei identischen leichten (L) und schweren (H) Ketten, die
jeweils konstante (C) und variable Doménen enthalten. Die variablen Bereiche der beiden Ketten bilden
gemeinsam die Antigenbindungsstelle. Unterhalb der Gelenkregion befindet sich die konstante Fc-Region,

die zellulare Immunreaktionen hervorrufen kann.

Erbitux®, welcher 2004 von der Food and Drug Administration (FDA) fir die
Behandlung von Darmkrebs mit Gberexprimiertem EGFR zugelassen wurde, ist einer
der bekanntesten Vertreter chimarer mAk [22, 23]. Hierbei sind die Antigen-
bindungsstellen murinen und die konstanten Bereiche humanen Ursprungs. Obwohl
der murine Anteil des Antikdrpers recht gering ist, kann dieser durch das humane
Immunsystem weiterhin als Fremdprotein identifiziert werden und ebenfalls zu
Abwehrreaktionen fiihren, die eine repetitive Applikation unméglich machen. Um
unerwinschte Nebenwirkungen zu unterbinden, wurden zusatzlich humanisierte und
humane Antikdrper fur die Anwendung im Patienten etabliert [24]. Trotz dieser Erfolge
zeigen mAk vor allem im Bereich der Radioimmundiagnostik einige Nachteile. Die
Molekularmasse intakter IgG von rund 150 kDa fuhrt zum einen zur Akkumulation in

der Leber und zum anderen zu langen Serumhalbwertszeiten von bis zu 23 Tagen
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[25]. Letzteres ist vorrangig bei therapeutischen Anwendungen von Vorteil, bei denen
Signalwege inhibiert oder Immunreaktionen in Form einer ADCC ausgeltst werden
sollen. Dient der zu applizierende mAk jedoch als Trager von Radionukliden, ist eine
schnelle Blut-Clearance und kurze Serumhalbwertszeit erwiinscht, damit unter
anderem hohe Tumor-zu-Hintergrund-Verhéltnisse kurze Zeit nach der Injektion erzielt
werden konnen, die fur bildgebende Verfahren notwendig sind [26, 27]. Murine mAk
zeigen eine durchschnittliche Halbwertszeit in Serum von 1 bis 3 Tagen und chimare
bzw. humanisierte Antikorper 1 bis 15 Tage [25, 28, 29]. Im Gegensatz dazu wurden
fur Fab- und F(ab’),-Fragmente Serumhalbwertszeiten in M&usen von 2 bis 5 h

ermittelt. Diese korrelieren mit denen im Menschen [25].

2.3.2 F(ab’),-, Fab- und scFv-Fragmente

Die ersten Versuche, kleinere Fragmente mit Antigen-bindenden Eigenschaften zu
generieren, basierten auf enzymatischen Modifikationen der IgG-Antikbrper mit Papain
oder Pepsin (Abbildung 3). Die so erzeugten Fab- und F(ab’),-Fragmente haben eine
Molekularmasse von 55 bzw. 110 kDa. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden
kénnen zusatzlich 28 kDa grol3e scFv (single chain variable fragments) hergestellt
werden. Diese bestehen aus den variablen Regionen der schweren und leichten Kette,
welche Uber einen Peptidlinker miteinander verbunden sind [30]. Die genannten
Antikérperfragmente zeigen aufgrund der verringerten Molekularmasse eine
verbesserte Gewebepenetration in solide Tumore und verkirzte Serumhalbwerts-
zeiten. Weiterhin kénnen keine zytotoxischen Immunreaktionen ausgeldst werden, da
die Fragmente nicht mehr Uber die Fc-Region verfigen [21]. Dennoch konnten auch
Nachteile bei der Anwendung der F(ab’),-, Fab- und scFv-Fragmente aufgezeigt
werden. Die Grolle der Fab- und F(ab’),-Fragmente ist teilweise ungeeignet, um
Epitope zu erreichen, die aufgrund der rAumlichen Anordnung schwer zuganglich sind
[21]. Basierend auf dem enthaltenen Peptidlinker zeigen scFv eine grdl3ere Tendenz
zur Aggregation und eine hohere Anfalligkeit gegenliber proteolytischer Spaltung. Dies

resultiert in der Entfaltung des Konstrukts verbunden mit Funktionsverlust [31].
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Abbildung 3: Strukturen verschiedener IgG-Fragmente

Der enzymatische Verdau intakter IgG mittels Pepsin oder Papain fuhrt zur Generierung von F(ab’),-
und Fab-Fragmenten. Eine weitere Gruppe der Antikérperfragmente bilden die scFv. Diese bestehen
aus den variablen Doméanen der komplementaren Ketten, die Uber einen Peptidlinker miteinander

verbunden sind.

2.3.3 Schwere-Ketten-Antikdrper und Einzeldomé&nenantikorper

Ende der 1980er wurden erstmals Schwere-Ketten-Antikérper (heavy chain antibody,
hcAb) in der Familie der Kamele entdeckt, welche eine Besonderheit im Aufbau
gegenlber konventionellen 1gG zeigen [32]. Wie in Abbildung 4 dargestellt, besitzen
hcAb keine leichten Ketten, sondern bestehen ausschlielich aus zwei schweren
Ketten, wobei die Cyl-Doméane zusatzlich fehlt. Die Sequenz fir diese Domane ist im
Genom vorhanden, wird jedoch wahrend der mRNA-Prozessierung durch Spleien
entfernt [33, 34]. Weiterhin kommen hcAb natirlicherweise in Haien vor [35]. Auch im
humanen Serum kdnnen hcAb prasent sein. Dies ist beim y-Ketten-Typ des Franklin-
Syndroms der Fall [36]. Hierbei verfiigen die Antikorper allerdings Uber keinerlei
Funktion. Vollstandig funktionsfahig hingegen sind hcAb cameliden Ursprungs. Die

Antigenbindungsstelle wird dabei allein durch die variable Domé&ne der schweren
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Ketten reprasentiert. Diese bildet gleichzeitig die kleinste funktionelle Einheit, die
Antigene bindet, und wird, wenn sie einzeln vorliegt, als Einzeldom&nenantikdrper

(single domain antibody, sdAb) oder Nanobody™ bezeichnet.

Mit einer Molekularmasse von 12 bis 15 kDa sind sdAb somit nochmals kleiner als die
bisher genannten Antikoérperfragmente [32]. Sie verfiigen Uber eine verbesserte
Tumorpenetration in solide Tumore und eine schnellere Blut-Clearance. Aufgrund der
geringen Grof3e konnen sdAb Epitope binden, die fur intakte IgG unzuganglich sind
[37]. Des Weiteren zeigen sdAb eine hohe Homologie mit humanen Vy-Domanen, die
wahrscheinlich mit einer geringen Immunogenitat der Fragmente einhergeht [37, 38].
Sie sind gut in Wasser l6slich und tendieren nur sehr wenig zur Aggregation. Dies
beruht offenbar auf der Substitution hydrophober Reste im Vergleich zu
konventionellen Antikérpern [39]. Dartiber hinaus werden sdAb von einem einzelnen
Gen exprimiert und verfigen Uber keinerlei posttranslationale Modifikationen, sodass

sich Bakterien und Hefen als geeignete Expressionssysteme erwiesen haben [40, 41].

Abbildung 4: Struktur der hcAb und sdAb

Schwere-Ketten-Antikérper bestehen im Gegensatz zu konventionellen Antikorpern nur aus zwei
konstanten Ketten. Deren variable Doméane tragt die Funktion der Antigenbindung. Gleichzeitig bildet
diese die kleinste Antigen-bindende Einheit, einen Einzeldom&nenantikorper, welcher mit Hilfe von

molekularbiologischen Methoden generiert werden kann.
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2.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich bisher mit der Selektion, Generierung und
Anwendung verschiedener anti-EGFR sdAb im Tumor-Targeting beschaftigt [39, 42].
Dabei erschien deren Einsatz bei nicht-invasiven Diagnostikverfahren, basierend auf
hohen Tumor-zu-Hintergrund-Verhéaltnissen kurze Zeit nach Injektion, geringer Leber-
akkumulation und einer schnellen Blut-Clearance, als besonders viel versprechend [43,
44]. Um den Einsatz von sdAb noch effektiver zu gestalten, gibt es bereits erste
Versuche, mehrere dieser Proteine an Nanopartikel zu binden. Nanopartikel bieten den
Vorteil, mit mehreren Funktionalisierungen, wie zum Beispiel mit einem
Fluoreszenzmarker und/oder einem Radionuklid, modifiziert und damit mit
verschiedenen Verfahren im Rahmen der multimodalen Bildgebung detektiert zu
werden. Die Kombination der Nanopartikel mit therapeutischen Radionukliden kann
zudem fur eine Tumortherapie auf der Basis einer zusatzlichen internen Bestrahlung
ausgenutzt werden. Weiterhin kdnnen Nanopartikel ber GrofR3en- und Oberflachen-
modifikationen so gestaltet werden, dass sie eine bestimmte Verweildauer im Korper
haben, um optimale Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnisse zu erzielen. Im Idealfall
konnen pro Partikel eine definierte Molekilzahl an sdAb kovalent gebunden werden,
sodass erhdhte Affinitaten moéglich sind. Einen weiteren Ansatz bieten Nanopartikel,
die eine toxische oder zytostatische Substanz tragen, welche spezifisch gegen Tumore
gerichtet sind und somit die Tumorbehandlung unterstitzen. Bisher gibt es jedoch noch
keine Arbeiten, bei denen anti-EGFR sdAb in Kombination mit Nanopartikeln fir das

Tumor-Targeting generiert worden sind.

Ziel dieser Arbeit war es, die zwei in der Literatur beschriebenen anti-EGFR sdAb EG2
und 7C12 in einem E. coli Stamm heterolog zu exprimieren und anschlie3end mittels
immobilisierter Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) zu reinigen und zu
charakterisieren. Weiterhin sollten diese sdAb chemisch an die Oberflache definierter
Nanopartikel gebunden werden, um deren Zellbindung im Vergleich zu freien sdAb zu
untersuchen. Die Uberpriifung der Zellbindung erfolgte einerseits mittels radioaktiver
Verbindungen im y-Counter und andererseits via Fluoreszenz im konfokalen

Fluoreszenzmikroskop.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Bakterienstamme und humane Zelllinien

Kompetente E. coli der Stamme NEB 5-alpha und SHuffle® T7 Express (ST7E) der New
England BioLabs GmbH (Frankfurt / M., Deutschland) wurden fiir die Klonierung bzw.
Expression der Einzeldoméanenantikdrper (sdAb) EG2 und 7C12 verwendet. Aufgrund von
genetischen Modifikationen, die unter anderem die Prasenz einer zytoplasmatischen Disulfid-
briickenisomerase zur Folge haben, ist E. coli ST7E in der Lage, innerhalb des Zytoplasmas
Disulfidbriicken auszubilden [45].

Die vergleichenden Untersuchungen zur Zellbindung und Zellaufnahme der sdAb und
Nanopartikelkonjugate wurden an den humanen, adharent wachsenden Zelllinien A431 (CRL-
2592) und FaDu (HTB-43) durchgefuhrt. Diese wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC) bezogen.

Die Zelllinie A431 stammt aus einem epidermoiden Karzinom einer 85 Jahre alten Frau und
wurde im Jahr 1973 isoliert und etabliert [46]. FaDu-Zellen hingegen stammen aus einem

Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx eines 56-jahrigen ménnlichen Patienten [47].

3.1.2 Medium

Alle fur die Herstellung der Medien verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen Biochrom
AG (Berlin, Deutschland) und Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Kultivierungsmedien

Fur die Kultivierung der verschiedenen humanen Zelllinien wurde Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM) mit stabilem Glutamin zusatzlich mit 10 % fétalem Kéalberserum (FKS) versetzt
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und bei 4 °C gelagert. FKS liefert hierbei neben wichtigen Hormonen Anheftungs- und
Wachstumsfaktoren, die einen essentiellen Bestandteil der Kultivierung in Zellkulturflaschen
darstellen. Vor der Verwendung des Mediums wurde es in einem Wasserbad auf 37 °C

vortemperiert.

Die Vermehrung von E. coli hingegen erfolgte in Luria/Miller (LB)-Medium, welches folgende
Zusammensetzung enthielt: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,0 = 0,2. Die

Lagerung des autoklavierten Mediums erfolgte bei Raumtemperatur (RT).

Kryomedium

Damit die Zellen langerfristig in flissigem Stickstoff gelagert werden konnten, wurde das
Kultivierungsmedium zusétzlich mit 5 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. DMSO und
FKS schiitzen die Zellen vor Frostschéden, indem die Ausbildung von Kristallen durch Bindung
der Wassermolekule verhindert wird. Das Kryomedium wurde aliquotiert und bei -20 °C

aufbewabhrt.

3.1.3 Materialien fur die Zellkultur

Alle  Zellkulturarbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen durchgefiihrt, um
Kontaminationen mit Bakterien oder anderen Zelllinien zu vermeiden. Nachfolgend sind die in

der Zellkultur verwendeten Materialen aufgezeigt.

Tabelle 1: Materialen fir die Zellkultur

Gerate und Hilfsmittel Information / Hersteller
Autoklav Varioklav® / Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland)
Inkubator COs,-Inkubator / Binder GmbH (Tuttlingen, Deutschland)
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Inverses Mikroskop

Eclipse TS100 / Nikon GmbH (Dusseldorf, Deutschland)

Falcon Tube

15 ml; 50 ml / Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen,
Osterreich)

Zellkulturflaschen mit Filter

25 cm? / Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen,
Osterreich)

Kryoréhrchen

System 100 / Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland)

Pipettierhilfe

accu jet pro / Brand GmbH & Co. KG (Wertheim,
Deutschland)

Serologische Pipetten

5-50 ml/ Nunc GmbH & Co. KG (Langenselbold,
Deutschland)

Spritzen

10 ml Injekt® / B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

Spritzenfilter

Steril (0,2 um) / VWR (Darmstadt, Deutschland)

Sterilbank

HeraSafe / Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland)

24-/96-Well Platten

Nunclon™ Surface / Nunc GmbH & Co. KG
(Langenselbold, Deutschland)

Wasserbad

Isotemp 210 / Fisher Scientific GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Zellzahlgerat

Casy® Cell Counter / Roche Diagnostics Deutschland
GmbH (Mannheim, Deutschland)

Zentrifuge

5804R / Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Substanzen und Reagenzien

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH (Seelze,
Deutschland)

10 x PBS

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

1 x Trypsin/EDTA

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
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3.1.4 Materialien fur die Generierung von Einzeldomé&nenantikdrpern

Tabelle 2: Materialien fur die Generierung von Einzeldomanenantikdrpern

Gerate und Hilfsmittel

Information / Hersteller

Amicon® Ultra

Ultracel®-3K / Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Reagenzglaser

Dr. llona Schubert Laborfachhandel (Leipzig, Deutschland)

Microplate Reader

Varioskan / Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschalnd)

Reagenzglasschiittler

HLC by DITABIS AG (Pforzheim, Deutschland)

Schiittelkolben

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Spectra/Por® Float-A-Lyzer

0,5 - 1,0 kDa / Spectrum Europe B.V. (Breda, Niederlande)

Zentrifuge

Biofuge primoR / Thermo Scientific (Karlsruhe,
Deutschland)

Substanzen und Reagenzien

Bio-Rad DC™ Protein Assay

Microplate Assay Protokoll / Bio-Rad Laboratories GmbH
(Miunchen, Deutschland)

GeneJET™ Plasmid Miniprep

Kit / Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, Deutschland)

His60 Ni Superflow™ Resin

Starterkit / Takara Bio Europe/Clontech (Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich)

Isopropyl-B3-D-
thiogalactopyranosid (IPTG)

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Kanamycin

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

cOmplete Protease Inhibitor
Cocktail

EDTA frei / Roche Diagnostics Deutschland GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Enzyme und Plasmide

HindllI-HF™

R3104 / New England BioLabs GmbH (Frankfurt / M.,
Deutschland)
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Ncol-HF™

R3193 / New England BioLabs GmbH (Frankfurt / M.,
Deutschland)

pPET-26b(+) Plasmid DNA

Novagen®/ Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

PET-28b(+) Plasmid DNA

Novagen®/ Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Pierce Universal Nuclease

250 Units*ul™ / ThermoFisher Scientific (Karlsruhe,
Deutschland)

T4 DNA Ligase

M0202 / New England BioLabs GmbH (Frankfurt / M.,
Deutschland)

3.1.5 Materialien fur die SDS-PAGE und den Western Blot

Tabelle 3: Materialien fir die SDS-PAGE und den Western Blot

Geréate und Hilfsmittel

Information / Hersteller

Elektrophoresekammer und
Zubehor

Mini-PROTEAN® 3 cell / Bio-Rad Laboratories GmbH
(Munchen, Deutschland)

Stella / Raytest Isotopenmessgerate GmbH (Straubenhardt,

Imager Deutschland)

Rotationsschttler Log_|c Shaker / neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Spannungsversorger Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland)
HI2211 pH/ORP Meter / HANNA Instruments Deutschland

pH-Meter

GmbH (Kehl / R., Deutschland)

PVDF-Transfermembran

Immobilon®-P / Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Substanzen und Reagenzien

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
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30 % Acrylamid

Rothiphorese®-Gel 30 / Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Bio-Rad Opti-4CN™ Substrate

Kit

Kit / Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland)

ColorPlus Protein Marker

Prestained / New England BioLabs (Deutschland)

Dithiothreitol

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Isopropanol

Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland)

Methanol (MeOH)

Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland)

Milchpulver

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

PageRuler™ Protein Ladder

Prestained / Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland)

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH (Seelze,
Deutschland)

Roti®-Blue

5x Konzentrat / Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sodiumdodecylsulfate

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland)

Tetramethylethylendiamin

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland)

Thermomixer

2 ml / Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
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3.1.6 Materialien fur die radioaktive Markierung

Tabelle 4: Materialien fur die radioaktive Markierung

Gerate und Hilfsmittel

Information / Hersteller

Radioluminographie-Scanner

1800 Il / Raytest Isotopenmessgerate GmbH
(Straubenhardt, Deutschland)

Pumpe

PerkinElmer® (Rodgau, Deutschland)

RP18-Saule

Eurospher / Knauer GmbH (Berlin, Deutschland)

Substanzen und Reagenzien

Mo/®™Tc-Generator

ROTOP Pharmaka GmbH (Dresden, Deutschland)

3.1.7 Materialien fur die Nanopartikel-Konjugation

Tabelle 5: Materialien fiir die Nanopartikel-Konjugation

Geréat und Hilfsmittel

Information / Hersteller

Thermomixer

2 ml / Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Substanzen und Reagenzien

B-Alanin

VWR (Darmstadt, Deutschland)

1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid (EDC)

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Micromer®redF

10 mg/ml / micromod Partikeltechnologie GmbH (Rostock,
Deutschland)

Sulfo-N-Hydroxysuccinimid
(Sulfo-NHS)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH (Seelze,
Deutschland)
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3.1.8 Puffer und Lésungen

Alle nachfolgend aufgefiihrten Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders beschrieben,
bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Die Chemikalien stammten von den Firmen Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH (Seelze, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland) und VWR (Darmstadt, Deutschland).

10 % APS
APS 1g
Ad ddH,0 10 ml

Die Lagerung von 500 ul Aliquots erfolgte bei -20 °C.

1MDTT
DTT 154 ¢g
10 mM Natriumacetat 10 ml

Die Lésung wurde steril filtriert (0,22 pum) und in 500 pl Aliquots bei -20°C gelagert.

0,5MIPTG
IPTG 0,595¢
Ad ddH,0 5ml

Die Lésung wurde steril filtriert (0,22 pm) und in 1 ml Aliquots bei -20°C gelagert.
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6 x Laemmli-Puffer [48]

SDS 129
Glycerin 3,0 ml
Bromphenolblau 0,649
1 M Tris/HCI ( pH 6,8) 3,0 ml
Ad ddH,0 10 ml

Fur die SDS-PAGE wurde der Probenpuffer

in der einfachen Konzentration eingesetzt.

Weiterhin wurde DTT den Proben kurz vor der Verwendung in 100 mM Endkonzentration

zugesetzt.
1,5 M Trenngelpuffer pH 8,8 | 1,0 M Sammelgelpuffer pH 6,8
Tris 4543 g 30,28 ¢
Ad ddH,0 250 ml 250 ml
Zum Ldsen wurden beide Puffer auf 50 °C erhitzt und der entsprechende pH-Wert mit 5 M HCI
eingestellt.
10 x PBS
NaCl 80g¢g
KCl 2049
Na,HPO, 200 ml
KH,PO, 1g
Ad ddH,0 11

Alle Substanzen wurden in 800 ml ddH,O gelést und der pH-Wert mit 5 M HCL auf 7,4

eingestellt.

Phosphatpuffer nach Sgrensen [49, 50]

Stammldsung A: Kaliumdihydrogenphosphat

9,078 g

Stammldsung B: Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

11,876 g

Die Substanzen wurden jeweils in ddH,O gel6st und auf 1 | aufgefilllt.
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5 x SDS Laufpuffer

Tris 151¢g

Glycin 72,09

SDS 50¢9

Ad ddH,0 11
1MTCEP

TCEP 0,143 g

Ad ddH,0 1ml

Die Lésung wurde steril filtriert (0,22 pum) und bei -20°C gelagert.

0,1 % 2,4,6-Trinitrobenzensulfonséure (TNBS)

1 M TNBS 34 ul

Ad ddH,0 10 ml

Die Lésung wurde im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

Transferpuffer
Tris 3,039
Glycin 14,4 g
MeOH 200 ml
Sbs lg
Ad ddH,0 1l




MATERIAL UND METHODEN

50 x TAE
Tris 242 ¢
0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) 100 mi
Essigsaure 57,1 ml
Ad ddH,0 11

3.1.9 Software

Die AIDA-Software der Firma Isotopenmessgerate GmbH diente der optischen Erfassung und
Dokumentation Coomassie-gefarbter SDS-Gele. Gele, die radioaktive Proben enthielten,
wurden mittels Radioluminographie-Scanner (Raytest Isotopenmessgeréate GmbH) ausgelesen.
Die Auswertung und Darstellung erfolgte jeweils mittels CorelDRAW® X5. Mit Hilfe des
Microplate-Readers Varioskan (Thermo Scientific) und der Skanlt-Software wurden
photometrische Daten und fluoreszierende Signale erfasst und nachfolgend mit Microsoft

Excel® 2010 ausgewertet.

3.2 Zellkulturarbeiten

3.2.1 In-vitro-Kultivierung humaner Zelllinien

Kryokonservierung von Zellen

Um die A431- und FaDu-Zellen langerfristig lagern zu kénnen, wurden diese jeweils bis zu einer
80 - 90 %igen Konfluenz kultiviert, trypsiniert und in Zentrifugenréhrchen transferiert. Die
anschlieRende Zentrifugation erfolgte bei 4 °C, 250 x g fir 5 min. Die Zellpellets wurden jeweils
in 2 ml Kryomedium resuspendiert und in Kryoréhrchen Uberfuhrt. In einer Einfrierbox wurden

die Zellen zunéchst bei -70 °C langsam eingefroren und nach 24 h bei -150 °C gelagert.
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Auftauen eingefrorener Zellen

Die bei -150 °C gelagerten Zellen wurden schnell in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und
in ein Zentrifugenréhrchen uberfihrt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 5 ml Medium
vorsichtig gewaschen und abzentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgte bei 200 x g fur 5 min. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 3 ml vortemperiertem Kultivierungsmedium
vorsichtig resuspendiert und in 75 cm2-Zellkulturflaschen mit je 10 ml Medium ausgesat. Nach
24 h Adhéarenz unter Standardkultivierungsbedingungen wurde ein Mediumwechsel durch-

gefihrt, um Rickstande an DMSO vollstandig zu entfernen.

Subkultivierung der Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in 25 cmz2-Zellkulturflaschen bei einer Temperatur von 37 °C
und 5% CO,-Gehalt kultiviert. Dies entsprach den Standardkultivierungsbedingungen. Dabei
erfolgte regelmaRig eine mikroskopische Uberprifung der Zellmorphologie, Konfluenz und
Kontaminationsfreiheit. Zeigten die Kulturen eine Konfluenz von 90 %, wurden diese passagiert.
Hierfir wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Kulturflasche mit vortemperiertem PBS
gewaschen, um Mediumriickstande und tote Zellen vollstdndig zu entfernen. Zum Ablésen der
Zellen wurden diese mit 1 ml 1 x Trypsin/EDTA fur 5 - 10 min bei 37 °C inkubiert. Mit der
Zugabe von 5 ml frischem Medium wurde die Reaktion gestoppt. Dabei war stets darauf zu
achten, dass eine gute Durchmischung durch wiederholtes Auf- und Abpippetieren erfolgte.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension in einen Falcon Tube transferiert und zentrifugiert.
A431-Zellen wurden hierbei bei RT und 300 rpm fir 5 min pelletiert. Die Zentrifugation der
FaDu-Zellen hingegen erfolgte bei 150 rpm fur 10 min. Die Zellpellets wurden jeweils in 6 ml
Kultivierungsmedium aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat mittels Casy®
Cell Counter wurden die Zellen entsprechend ihres Teilungsverhaltnisses (split ratio) 1:3 bis
1:8 in neue Zellkulturflaschen ausgesat. Um eine gleichmaiige Verteilung der Zellen innerhalb
des Mediums gewahrleisten zu kénnen, wurden die Kulturflaschen leicht geschwenkt. Innerhalb

der nachsten 24 h folgte die Phase der Adhérenz unter Standardkultivierungsbedingungen.
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3.2.2 Zellzahlbestimmung

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurde der Zellzihler Casy® Cell Counter verwendet, wobei
das Messprinzip auf einer kombinierten Anwendung der Pulsflachenanalyse und Widerstands-
messung basiert. Mit Angabe der Vitalitat wird neben einer quantitativen auch eine qualitative
Beurteilung der Zellen ermdglicht, da der Widerstand abhé&ngig ist vom Volumen und
physiologischen Zustand der angesaugten Zellsuspension. Fir die Zellzahlbestimmung wurde
die Suspension definiert 1:100 in einem schwachen Elektrolyten (Casyton) verdunnt. Vitale
Zellen und Zelldebris verdrangen beim Passieren der Kapillare entsprechend ihrem Volumen
eine bestimmte Menge an Elektrolytldsung und bewirken damit eine unterschiedliche Erhéhung

des Widerstands. Diese Anderung ist ein MaR fiir das Volumen der Zellen und Zelltrimmer.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach Lowry et al. [51] wurde modifiziert, in Form des DC Protein
Assays von Bio-Rad Laboratories GmbH, in 96-Well Platten durchgefiihrt. Als Standard fur die
Eichgerade wurde BSA verwendet. Die Verdiinnungsreihe, welche 0,1 mg/ml bis 1,0 mg/ml
Protein enthielt, wurde stets in 1 x PBS frisch hergestellt. Fir den Assay wurden zunachst
jeweils in Dreifachbestimmung 5 ul des Standards bzw. der zu messenden Proteinproben
vorgelegt. Nachfolgend wurden pro Well 25 pl Reagenz A und 200 pl Reagenz B hinzupipettiert,
gemischt und der Reaktionsansatz fir 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die photometrische

Messung erfolgte anschlieRend bei 750 nm im Microplate Reader.

3.3.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gelelektrophoresen dienen im Allgemeinen der Trennung von Molekilen, die eine Nettoladung

tragen. Fir diesen Vorgang wird ein elektrisches Feld bendtigt, innerhalb dessen unter anderem
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Proteine wandern konnen. Die Laufstrecke, welche die Molekile innerhalb des
Polyacrylamidgels zurlicklegen, ist in erster Hinsicht abhéngig von deren Molekularmasse. Der
Einsatz diskontinuierlicher Elektrophoresen, die durch unterschiedliche pH-Werte gekenn-
zeichnet sind, ermdéglicht eine scharfe Bandenbildung und vermeidet die Aggregation der

Proteinproben.

Die Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels ist der nachfolgenden Ubersicht zu
entnehmen. Nach GieRen des Sammelgels wurde dieses mit Isopropanol beschichtet, um ein

Austrocknen zu vermeiden.

50 pl der zu untersuchenden Proben wurden mit 10 pl 6 x SDS-Probenpuffer versetzt und bei
99 °C fur 5 min gekocht und auf das Gel aufgetragen. Der Trennvorgang erfolgte bei konstan-

ten 20 mA und RT. AnschlieRend wurden die Gele mit Roti®-Blue angefarbt.

15%iges Trenngel |5%iges Sammelgel

ddH,O 1,20 ml 3,40 ml

30 % Acrylamidldésung 2,50 ml 0,83 ml
Trenngelpuffer 1,30m |-
Sammelgelpuffer |- 0,63 ml

10 % SDS 0,05 ml 0,05 ml

10 % APS 0,05 ml 0,05 ml

TEMED 0,002 ml 0,002 ml

3.3.3 Western Blot

Der Western Blot (WB) diente dem spezifischen Nachweis der Zielproteine EG2 und 7C12.
Hierflr wurden die Proben zunéachst in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nachfolgend in einem
Tank Blot auf eine PVDF-Membran transferiert. In Vorbereitung wurden je zwei Faserpads und
Filterpapiere, das Gel und die Membran in Transferpuffer fur 15 min equilibriert, wobei letztere
zusatzlich zuvor mit Methanol benetzt werden musste. Der Blotvorgang erfolgte bei 350 mA und
RT fur 1 h. Nach dem Transfer wurde die Membran in 5% Milchpulver 1 h blockiert. Im

Anschluss wurden die sdAb Uber das poly-Histidin-Peptid mit einem Bio-Rad Opti-4CN™
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Substrat Kit detektiert. Die Vorgehensweise entsprach dabei den Herstellervorgaben. Der

verwendete anti-Hisg-Antikdrper (Takara Bio Europe/Clontech) wurde 1:5000 eingesetzt.

3.3.4 Dot-Blot

Der Dot-Blot stellte eine schnelle Alternative zum WB dar, sdAb zu detektieren. Die PVDF-
Membran wurde mit Methanol benetzt, mit PBST gewaschen und vorsichtig abgetupft, sodass
anschlieBend 10 pl der zu untersuchenden Proben aufgetropft werden konnten. Die an der Luft
getrocknete Membran wurde wieder mit Methanol benetzt und kurz mit TBST gewaschen. Der
Blockierungsschritt mit Milchpulver und die folgende Detektion entsprachen dem Ablauf beim
WB.

3.3.5 Nachweis von Disulfidbricken

Die Ausbildung von Disulfidbriicken in Proteinen, die eine fiir die Stabilitat wichtige Funktion
Ubernehmen, ist in E. coli Ublicherweise nur im Periplasma mdoglich, da im Zytoplasma
reduzierende Bedingungen vorherrschen. In dieser Arbeit wurde mit E. coli ST7E ein spezieller
Bakterienstamm  verwendet, bei dem, aufgrund genetischer Modifikationen, die
zytoplasmatische Ausbildung von Disulfidbriicken mdoglich ist. Um die Présenz dieser
Bindungen bestatigen zu kdnnen, sollte der Gehalt oxidierter SH-Gruppen in den zytoplas-

matisch exprimierten sdAb EG2 und 7C12 ermittelt werden.
Hierfur wurde ein nach Gugliemli und Pierre [52] modifiziertes Procedere etabliert.

Ein Reaktionsansatz umfasste 50 pg Protein und 300 pl DB-Puffer. Dieser enthielt
4 M Harnstoff, 1 x PBS und ddH,O. 150 pl des Ansatzes wurden zuséatzlich mit Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TCEP) in einer Endkonzentration von 10 mM komplettiert. Hierbei
handelt es sich um ein Reduktionsmittel, welches die selektive Reduzierung von Disulfiden zur
Folge hat. Die reduzierte Probe wurde mit S,y bezeichnet, die nicht-reduzierte mit S,,. Die
Inkubation von S,q und S, erfolgte bei RT fur 1h. AnschlieRend wurden die Proteine mit Aceton
gefallt, um das TCEP zu entfernen, welches Einfluss auf die photometrische Messung hétte.

Die in 60 pl DB-Puffer resuspendierten Pellets wurden mit dem gleichen Volumen des
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Nachweisreagenzes DTNBx2 (Ellmann’s Reagenz) versetzt und photometrisch bei 412 nm in
96-Well Platten vermessen. Als Negativkontrolle wurde jeweils ein Ansatz mitgefiihrt, der

anstelle des Proteins 1 x PBS enthielt.

Die Berechnung des Anteils der oxidierten Disulfidbriicken in den sdAb basierte auf der

folgenden Gleichung:

o N A S
Anteil oxidierter Disulfidoriicken [%]=100% — (MHOOJ (1)

412nm Sred }

3.3.6 Quantitative Bestimmung von freien Aminogruppen

Ein weiterer Bestandteil der Charakterisierung der sdAb lag in der Bestimmung des Gehalts
freier Aminogruppen mit 2,4,6-Trinitrobenzensulfonséure (TNBS). Hierfir wurde ein nach

Habeeb [53] modifizierter Mircoassay etabliert.

50 pg des jeweiligen sdAb wurden mit 100 pl 10 mM Tris-HCI pH 8,0 und 100 pl 0,1 % TNBS
versetzt und fur 2 h bei 40 °C inkubiert. Dabei reagierten freie priméare Aminogruppen mit TNBS

zu orange-gelb gefarbten Produkten (Abbildung 5).

NO, 40 °C NO,
2h
O:N SO5” +  HyN-Protein ———® (O,N NH - Protein + HSO;y
NO, NO,

Abbildung 5: Reaktionsgleichung freier Aminogruppen mit TNBS

Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 pl 10 % SDS und 50 pl 5 M HCI gestoppt. Das
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 375 ul. AnschlieBend erfolgte die

photometrische Messung des Farbkomplexes bei 335 nm in Mikrotiterplatten, wobei jeweils
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150 pl der Anséatze verwendet wurden. Zusatzlich wurde ein Glycin-Standard vermessen,
anhand dessen Geradengleichung der Gehalt freier Aminogruppen der sdAb-Proben ermittelt

wurde.

3.3.7 Acetonfallung von Proteinen

Zu fallende Proteinproben wurden mit 5 Volumen eiskaltem (-20 °C) Aceton versetzt und gut
durchmischt. Nach einer 30-minltigen Inkubation bei -20 °C wurde das Préazipitat bei 6.000 x g

fur 5 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet luftgetrocknet.

3.4 Molekularbiologische Methoden

Die nachfolgenden Arbeiten fur die Klonierung und Transformation der E. coli Stamme wurden

von Herrn Dr. Kristof Zarschler durchgefiihrt.

3.4.1 Synthese der kodierenden Sequenzen der Einzeldomanenantikorper

Die publizierten Aminosauresequenzen der Einzeldomanenantikdrper wurden zunachst mittels
Sequence Manipulation Suite in die entsprechenden kodierenden Sequenzen uberfiihrt [54].
Nach dem Einfiihren einer Erkennungsstelle der Restriktionsendonuklease Ncol bzw. Hindlll
am 5'- und 3'-Ende, wurden diese Sequenzen durch die Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert, in den Vektor pEX-A kloniert und versendet.

37



MATERIAL UND METHODEN

3.4.2 Transformation, Plasmid-Isolierung und DNA-Sequenzierung

Die kommerziell erhaltlichen chemisch kompetenten E. coli Zellen der Stamme NEB 5-alpha
und SHuffle® T7 Express wurden nach den Angaben des Herstellers transformiert. Die
Selektion erfolgte in Abhangigkeit vom eingesetzten Plasmid durch Inkubation der
Transformationsansatze auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Kanamycin bzw. mit 100 pg/ml
Ampicillin tber Nacht bei 37 °C.

Die Minipraparation der Plasmide aus E. coli NEB 5-alpha erfolgte mit dem GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Scientific) nach Angaben des Herstellers. Die DNA-Sequenzierung der
Plasmide wurde von der DNA Sequencing Facility des Max-Planck-Instituts fiir Molekulare

Zellbiologie und Genetik (Dresden, Deutschland) durchgefuhrt.

3.4.4 Restriktionsverdau von DNA

Zur lIsolierung der kodierenden Sequenzen der sdAbs aus pEX-A erfolgte die Restriktion der
Plasmide in 60 pL-Ansatzen. Pro Ansatz wurden 0,5 bis 1 pl der Restriktionsendonukleasen
Ncol-HF™ und Hindlll-HF™ (New England BioLabs GmbH) und 1/10 des Gesamtvolumens an
10 x NEB4-Puffer eingesetzt und dem Restvolumen an DNA zugegeben. Der Restriktions-

verdau fir die Klonierung erfolgte fiir 2 h bei 37 °C.

3.4.5 Agarosegelelektrophorese

Fur die Agarosegelelektrophorese wurden wegen der geringen Gré3e der sdAb-kodierenden
DNA-Sequenzen 1,5 %-ige (w/v) Agarosegele verwendet. Die entsprechende Menge an
Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht, bis die gesamte
Agarose geldst war. Zur Farbung der DNA wurde RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution
(iNtRON Biotechnology Inc, Korea) zur handwarmen Agarose-Ldsung pipettiert. Die Agarose-

Lésung wurde in einen Geltrager, in dem zuvor der Probenkamm eingesetzt wurde, gegossen.
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Nach der Polymerisation des Agarosegels wurde der Geltrager in die Elektrophoresekammer
gesetzt, mit 1 x TAE-Puffer Gberschichtet und der Probenkamm entfernt. Die zu analysierenden
Proben wurden mit 6 x DNA-Ladepuffer (New England BioLabs GmbH) zu einer 1l-fachen
Endkonzentration versetzt und in die vom Kamm im Gel hinterlassenen Taschen pipettiert.
Daneben wurde der DNA-Langenstandard (1 kb DNA Ladder; New England BioLabs GmbH)
aufgetragen, um die Grole der DNA-Fragmente im Gel bestimmen zu kénnen. An die
Gelkammer wurde anschlieRend eine Spannung von 100 V angelegt und das Resultat des

Gellaufs unter einer UV-Lampe betrachtet.

3.4.6 DNA-Reinigung und -Extraktion aus Agarosegelen

Die Reinigung von DNA-Fragmenten wurde mit dem GeneJET™ PCR Purification Kit (Thermo

Scientific) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Nach einer Agarosegelelektrophorese konnte die Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem Gel
erfolgen, indem die interessierenden Fragmente anhand ihrer Grol3e unter einer UV-Lampe
identifiziert und mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten wurden. Anschlie3end
wurden die DNA-Fragmente mit dem GeneJET™ Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) aus

dem Gelstiick nach Angaben des Herstellers extrahiert.

3.4.7 Ligation von DNA

Die Ligation der isolierten DNA-Fragmente und den Plasmiden pET26b bzw. pET28b erfolgte in
10 pl-Ansatzen. Die Volumina an Insert-DNA und Plasmid-DNA wurden fir die Reaktion so
gewabhlt, dass ihr molares Verhaltnis mindestens 3:1 betrug. Dem Ansatz wurden 1 pl 10 X
Ligase-Reaktionspuffer und 1 yl T4 DNA-Ligase (New England BioLabs GmbH) zugegeben und
mit bidest. Wasser aufgefiillt. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 16 °C inkubiert und

anschlieRend wie unter 3.4.2 beschrieben in E. coli NEB 5-alpha transformiert.
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3.4.8 Kolonie-PCR

Zur Identifizierung von E. coli-Kolonien, die nach der Transformation das Plasmid mit dem
gewiinschten Insert trugen, wurde eine Kolonie-PCR durchgefihrt. Mit einer sterilen
Pipettenspitze wurde dazu Zellmaterial einer Kolonie von der Agarplatte gepickt und in den in
Tabelle 6 dargestellten 25 ul-Ansatz Uberfihrt. Zum Einsatz kam hier ein Taq 5X Master Mix
(New England BioLabs GmbH) und die Primer T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3") und
T7term (5-CTAGTTATTGCTCAGCGGT-3'). Das Programm fiir die Kolonie-PCR ist in Tabelle 7
aufgefunhrt.

Tabelle 6: Pipettierschema fir die Kolonie-PCR

Komponente Volumen pro Ansatz
ddH,0 19 ul

Primer T7 0,5 pl

Primer T7term 0,5 pl

Tag 5X Master Mix 5l

Tabelle 7: Parameter fir die Kolonie-PCR

Reaktionsschritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 50 °C 60 s 30 Zyklen
Elongation 68 °C 60 s

Finale Elongation 68 °C 5 min
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3.5 Praparative Methoden

3.5.1 Kultivierung von E. coli SHuffle® T7 Express

In Vorversuchen sollte zundchst die Expression der sdAb EG2 und 7C12 vergleichend im
Zytoplasma und Periplasma von E. coli SHuffle® T7 (ST7E) Express untersucht werden. Hierfir
wurden Vorkulturen der mit den Plasmiden pET26b bzw. pET28b transformierten E. coli in 5 ml
LB-Medium hergestellt. Damit eine selektive Kultivierung erfolgen konnte, wurde das Medium
mit Kanamycin versetzt. Die Endkonzentration betrug dabei 50 pug/ml. Die Inkubation erfolgte
bei 37 °C und 400 rpm in einem Schittler Giber Nacht (UN). Fiir die Hauptkultur wurden 50 ml
LB-Medium ebenfalls mit Kanamycin versetzt, mit der entsprechenden E. coli-Vorkultur 1:100
angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Um die Sauerstoffversorgung innerhalb der Kulturen zu
gewahrleisten, wurden diese mit Hilfe eines Magnetriihrers bei 400 rpm geruhrt. Bei einer
optischen Dichte (ODgqo) zwischen 0,5 und 1,0 wurde die Expression mit 1 mM IPTG induziert.
Hierfir wurde nach 5 h Inkubation eine Probe photometrisch bei 600 nm vermessen. Die
Expression der sdAb erfolgte UN bei RT und 400 rpm.

Fir eine Expression der sdAb im grof3eren Mal3stab wurden 250-ml-Hauptkulturen mit einer
entsprechenden Vorkultur 1:50 angeimpft. Aufgrund des gréReren Volumens wurden die

Kulturen bei 750 rpm gerthrt. Die weitere Vorgehensweise entsprach den Vorversuchen.

Die Expression der sdAb in E. coli ST7E wurde mittels WB Uberpruft. Fur die Vorbereitung der
Proben wurde jeweils 1 ml der Hauptkulturen bei 10.000 x g fur 5 min zentrifugiert und das
Zellpellet in 100 pl 1 x SDS-Probenpuffer resuspendiert.

3.5.2 Reinigung von Einzeldomanenantikérpern

Die sdAb wurden mittels immobilisierter Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Immobilized
Metal lon Affinity Chromatography, IMAC) unter Verwendung von His60 Ni Superflow™ Gravity
Saulen und dem dazugehorigen Puffer-Kit (Takara Bio Europe/Clontech) gereinigt. Der
Lysepuffer (xTractor Buffer) und der Elutionspuffer wurden mit einem EDTA-freien
Proteaseinhibitor versetzt, um eine mogliche Degradation der sdAb wahrend der Aufarbeitung
zu vermeiden.
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Die Probenvorbereitung umfasste zunachst die Zelllyse. Hierfir wurden die Hauptkulturen bei
5.000 rpm und 4 °C fur 15 min zentrifugiert und das Zellpellet anschlieBend in Lysepuffer
resuspendiert. Dabei wurde 1 ml Puffer pro 200 mg Pellet eingesetzt. Weiterhin wurde der
Zellsuspension, zur Reduktion der Viskositat, Endonuclease (Universal Nuclease, Thermo
Scientific) zugesetzt. Die Verdiinnung betrug hierbei 0,1 pl Enzym pro 1 ml Suspension. Nach
einer 15-mindtigen Inkubation auf Eis erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 10.000 x g
und 4 °C fiir 20 min. Der Uberstand enthielt das Zielprotein. Der weitere Ablauf entsprach den
Vorgaben des Herstellers, wobei die Inkubationszeit auf 30 min reduziert wurde, um

unspezifische Interaktionen des Zelllysats mit dem Saulenmaterial zu vermindern.

3.5.3 Dialyse und Aufkonzentrierung

Fur eine bessere Lagerfahigkeit und Langzeitstabilitat der sdAb wurden die Elutionsfraktionen
gegen 1 x PBS dialysiert. Hierfir wurden Dialyseeinheiten mit einer Ausschlussgrofle
(molecular weight cut off, MWCO) von 3 kDa verwendet. Der Dialysevorgang erfolgte entweder
bei RT fir 5 h oder bei 4 °C UN. Im Anschluss wurden die dialysierten Proben unter
Verwendung von Amicon®-Ultra-4-Zentrifugenfilter mit einem MWCO von 3 kDa aufkonzentriert.

Die Bedingungen hierfir wurden wie folgt gewahit: 7.000 x g, 20 °C, 20 min.

3.5.4 Konjugation von Einzeldoméanenantikérpern an Nanopartikel

Die Konjugation funktionalisierter Nanopartikel und sdAb basierte auf Grundlage der EDC/sulfo-
NHS-Reaktion zur Aktivierung und Kupplung von Carboxylgruppen mit primaren Aminen. Der
Vorteil von sulfo-NHS gegeniiber dem unsubstituierten NHS ist dessen gute Ld&slichkeit in
Wasser und dessen stabilisierender Effekt auf Aktivester, die durch die Aktivierung der
Carboxylgruppen mit EDC entstehen [55]. Die Konjugation wurde in einem Zwei-Schritt-Modus

durchgefiihrt, um die Bildung von Multimeren der sdAb zu vermeiden.
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Zunachst erfolgte die Aktivierung der Carboxylgruppen der PMMA-Nanopartikel. Hierflr wurden
1 mg Nanopartikel in 1 ml 0,1 M MES Puffer (pH 6,0) suspendiert, mit jeweils 5 mM EDC und
sulfo-NHS versetzt und fir 1 h bei 600 rpm und RT im Thermoschdittler inkubiert. AnschlieRend
wurden die aktivierten Partikel dreimal mit 1 x PBS via Spinfiltration bei 3.000 x g fir 7 min
gewaschen. Die gewaschenen Partikel wurden in 1 x PBS aufgenommen und mit 400 pg EG2
bzw. 7C12 versetzt, wobei das Gesamtvolumen der Reaktionsansatze je 1 ml betrug. Diese
wurden fir 3 h bei 600 rpm und RT im Thermoschdittler inkubiert. Um freie Bindungsstellen der
Nanopartikel abzuséttigen, wurde den Ansétzen nach der Reaktion, fir eine weitere 30-
minltige Inkubation, 25 mM Glycin hinzugefligt. Weiterhin folgten drei Waschschritte und die
Lagerung der Nanopartikel in 500 ul 1 x PBS bei 4 °C.

Abbildung 6: Schema zur Nanopartikelkonjugation

Die mit Carboxylgruppen funktionalisierten PMMA-Nanopartikel wurden in 0,1 M MES Puffer suspendiert,
mit je 5 mM EDC und sulfo-NHS versetzt und der Ansatz fir 30 min bei RT inkubiert. Nach drei
Waschschritten erfolgte die Konjugation der aktivierten Nanopartikel mit den sdAb 7C12 bzw. EG2 in
1 x PBS fur 3 h bei RT. Die Konjugate wurden anschlieRend bei 4 °C in PBS gelagert. Die
dreidimensionale Darstellung des cameliden sdAb wurde folgender Webseite entnommen:

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ef/113V_%28Lama_VHH_domain_unligated%29.png
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3.6 Spektroskopische Methoden

3.6.1 UV-VIS-Spektroskopie

Die Absorption von Proteinen wird durch vorhandene Peptidbindungen, Disulfidbriicken und
Aminosaureseitenketten verursacht. Dabei liefern die aromatischen Aminosauren Tyrosin und

Tryptophan im Wellenlangenbereich zwischen 250 und 320 nm den gré3ten Beitrag.

Fiur die Bestimmung des Proteingehalts einer Lésung wurden zunachst UV-VIS-Spektren der
sdAb 7C12 und EG2 im Bereich von 190 bis 450 nm aufgenommen, um Absorptionsmaxima zu
identifizieren. Weiterhin wurde jeweils eine Konzentrationsreihe der sdAb, die 0,1 bis 0,8 mg/ml
Protein enthielt, vermessen, um die entsprechenden Extinktionskoeffizienten in 1 x PBS zu
ermitteln. Mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes und der Messung der Absorption bei
280 nm konnten anschlieBend die Proteinkonzentrationen von Ldsungen bestimmt werden.

Dies basierte auf der folgenden Gleichung:
* A K 8280nm * *
Aogonm = Ezgonm “C*d = M cy *d (2)

A: Absorption bei 280 nm

€. molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [M™* cm™]
c: Proteinkonzentration [M]

d: Schichtdicke der Kivette [cm]

M: Molmasset [g/mol]

cm: Proteinkonzentration [g/I]

Fur die Absorptionsmessungen wurden Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet.
Als Referenz wurden stets Proben mitgefuhrt, die aus der gleichen Matrix bestanden, ohne

jedoch den sdAb zu enthalten.
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3.6.2 Dynamische Lichtstreuung und Zetapotential

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine Methode fir die Bestimmung hydrodynamischer
Durchmesser von Molekilen und Partikeln. Dabei wird das eingestrahlte Laserlicht von den in
einer Losung befindlichen Partikeln unterschiedlich stark gestreut und die Streuung von
Detektoren registriert. Basierend auf der Stokes-Einstein-Beziehung koénnen die ermittelten
Daten mit Hilfe der Zetasizer Software in PartikelgroBen bzw. PartikelgroRenverteilungen
konvertiert werden. Der Polydispersitatsindex (PDI) dient hierbei als ein Qualitdtsmerkmal.
Dieser ist ein Maf3 fur die GroRenverteilung der Partikel in dem gemessenen System. Fir rein
monodisperse Losungen wird ein PDI von < 0,01 erwartet. Ist der PDI hingegen < 0,2, spricht

dies fur annahernd monodisperse Lésungen [56].

Das Zetapotential ist das elektrische Potential an der Abscherschicht sich in einer Losung
bewegender Teilchen. Es kann indirekt Uber die Messung der elektrophoretischen Mobilitat von
Partikeln ermittelt werden. Hierfir sind entsprechende Messzellen beidseitig mit Elektroden
versehen, Uber die ein elektrisches Feld angelegt wird, innerhalb dessen die geladenen
Teilchen wandern. Dies wiederum fiihrt aufgrund des Doppler-Effekts zur Anderung der
Frequenz des gestreuten Lichts. Dies bildet die Grundlage fur die Ermittlung der
Geschwindigkeit, mit der sich die Partikel durch das Feld bewegen. Die Geschwindigkeit

wiederum stellt ein MaR fir das Zetapotential dar [57].

Fur die hier durchgefiihrten Messungen wurde ein Malvern Zetasizer Nano ZS mit einem
633 nm Laser verwendet. Bidestilliertes Wasser diente als Losungsmittel fir die DLS bzw. fur

die Ermittlung des Zetapotentials.

3.7 Radiomarkierung von Einzeldomanenantikdrpern

Die Radiomarkierung der sdAb EG2 und 7C12 mit ®"Tc basierte auf dem von Gainkam et al.

99MTc-Precursors

[43] durchgefiihrten Protokoll. Zunachst erfolgte die Generierung des
[*™Tc(H,0)5(CO)s]". Hierfiir wurde Pertechnetat (*®"TcO,) frisch von einem **Mo/*™Tc-
Generator eluiert und vom Eluat bis zu 1,5 ml in einen **Tc-Tricarbonyl-Kit tberfiihrt. Dieser
enthielt 4,5 mg Natriumboratcarbonat, 2,84 mg Natriumtetraborat-10 H,O, 8,5 mg Natrium-

tartrat-2 H,O und 7,15 mg Natriumcarbonat, pH 10,5.
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Der Reaktionsansatz wurde fiir 20 min bei 100 °C gekocht, anschlieend auf RT abgekihlt und
der pH-Wert zwischen 7 und 8 mit 1 M HCI eingestellt. 100 ug EG2 bzw. 7C12 wurden mit
Phosphatpuffer nach Segrensen, pH 5,4, und dem frisch hergestellten [*"Tc(H,0)s(CO)s]*
versetzt. Die eingesetzten Volumina hingen dabei von der vorhandenen Radioaktivitat ab. Der
pH-Wert wurde nach dem Mischen nochmals Uberprift. Dieser sollte weiterhin zwischen 7 und

8 liegen.

Die Radiomarkierung der sdAb erfolgte bei 60 °C und 800 rpm fir 90 min im Thermomixer.
Nachfolgend wurde mittels Radio-HPLC unter Verwendung einer RP18-Saule die Effizienz der
Markierung Uberpruft. Als Laufmittel A diente ddH,O mit 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure (TFA)
und als Laufmittel B Acetonitril mit 0,1 % (v/v) TFA. Hierbei verlief der gewéhlte Gradient von
100 % Laufmittel A zu 100 % Laufmittel B innerhalb von 20 min. Um freies 9ngcO4' oder
[*™Tc(H,0)s(CO)s]" aus der Probe zu entfernen, wurde eine Spinfiltration durchgefiihrt. Hierfir
wurden Spinfilter mit einem MWCO von 5 kDa eingesetzt. Die Zentrifugation erfolgte fir 20 min
bei 25 °C und 13.000 x g.

Die Radiomarkierung erfolgte unter sauerstofffreien Bedingungen, sodass die jeweiligen

Reaktionsansatze vor der Technetiummarkierung durch Tricarbonyl mit Argon gespult wurden.

3.8 In-vitro-Untersuchungen zur Zellbindung und Zellaufnahme

Fur die Untersuchung der EGFR-bindenden Eigenschaften der sdAb EG2 und 7C12 wurden
Zellbindungsassays sowohl an lebenden als auch an fixierten A431- und FaDu-Zellen

vergleichend durchgefuhrt.

3.8.1 Zell-ELISA

Fur den Zell-ELISA wurden in 96-Well-Platten 5.000 Zellen in 200 ul Kultivierungsmedium

ausgesat und UN unter Standardkultivierungsbedingungen kultiviert.
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Am nachsten Tag wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 10 % (v/v) Formaldehyd in
1xPBS fur 1 h bei RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die
Welloberflachen mit 1 % BSA fiir 2 h bei RT blockiert. Anschlie3end wurden die Zellen mit EG2
bzw. 7C12 in unterschiedlichen Konzentrationen (0 uM bis 3,35 uM) fir 1 h bei 37 °C inkubiert.
Der Inkubation folgten finf Waschschritte mit PBST. Fir die Detektion wurden die Zellen
anschlieBend mit einem mit Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)
gekoppeltem anti-Hisg mAk (Takara Bio Europe/Clontech) fur 1 h bei RT inkubiert. Dieser wurde
in 5 % Milchpulver 1:5000 verdinnt. Nach weiteren drei Waschschritten wurden 100 pl einer
Luminol-Lésung in jedes Well pipettiert, 5 min bei RT inkubiert und nachfolgend im Microplate-

Reader ausgelesen.

3.8.2 Assay zur Zellaufnahme

Dieser Assay wurde in 24-Well-Platten und Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Pro Well wurden
1 x 10° Zellen in 1 ml Kultivierungsmedium ausgesat und tiber Nacht unter Standardkulti-
vierungsbedingungen kultiviert.

Die Zellen wurden mit *™Tc-EG2 bzw. *™Tc-7C12 in unterschiedlichen Konzentrationen (0 nM
bis 100 nM) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Um die spezifische Bindung zu untersuchen, wurde je
ein 50 nM - Ansatz entweder mit unmarkiertem sdAb oder C225 blockiert. Hierflr wurden den
Zellen 5 pM der entsprechenden Blockiersubstanz in 1 ml Medium zwei Stunden vor
Inkubationsbeginn zugefiihrt. Der Inkubation folgten drei Waschschritte mit 1 x PBS. Zur Lyse
der Zellen wurden anschlieRend in jedes Well 500 pl einer 0,1 M NaOH-L&sung, versetzt mit
1 % SDS (w/v), pipettiert und fiir 30 min bei RT auf einem Schiittler inkubiert. 250 pl des Lysats
wurden fir die Messung im y-Counter und nach Abklingen der Aktivitat fur eine
Proteinbestimmung verwendet. Als Standard dienten hierbei zehn Verdiinnungen des jeweiligen
radiomarkierten sdAb. Die Bestimmung des Proteingehalts diente der Korrelation mit der in

jedem Well vorhandenen Zellzahl.
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3.9 Immunfluoreszenz

Das Prinzip der Immunfluoreszenz basiert auf der spezifischen Bindung zwischen
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern und den entsprechenden Antigenen und dient damit der
Untersuchung der Lokalisation von Proteinen in Zellkompartimenten und Geweben. Dabei bietet
die indirekte Methode den Vorteil einer héheren Sensitivitat, indem fluoreszenzmarkierte
sekundare Antikorper eingesetzt werden, die spezifisch den primaren Antikérper binden
(Beutner, 1961). Die Arbeiten zur Immunfluoreszenz wurden von Frau Dr. Katja Zscheppang
aus der Arbeitsgruppe ,Molekulare und Zellulare Radiobiologie* des National Center for

Radiation Research in Oncology (Dresden) durchgefihrt.

Ansatz und Fixierung

Zunachst wurden A431-Zellen in 24-Well-Platten, die Coverslips enthielten, bis zu einer
Konfluenz von 70 - 80 % unter Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Zur Untersuchung
der Zellbindung der sdAb und Nanopartikelkonjugate wurden die Zellen mit dem jeweiligen
Konstrukt fir bis zu 6 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde das Medium abgenommen, die
Zellen gewaschen und in 3%igem (v/v) Formaldehyd in PBS fur 15 min fixiert. Nach diesem und
jedem der folgenden Schritte wurden die Zellen dreimal mit PBS fir 5 min gewaschen. Alle

Inkubationsschritte erfolgten bei RT in einer Feuchtekammer.

Farbung

Fur die Permeabilisierung der Zellen wurden diese fir 10 min bei RT in PBS und 0,25 % (v/v)
Triton X-100 inkubiert und gewaschen. AnschlieRend wurden unspezifische Antikérperbin-
dungen durch Zugabe einer 1 % BSA-LOsung (w/v) blockiert, welche fir 30 min die Zellen
bedeckte. Dem schloss sich eine 2-stiindige Inkubation mit dem priméren Antikorper anti-EGFR
(1:1000) an. Nach weiteren Waschschritten erfolgte die Inkubation mit den Sekundérantikdrpern

fiir 60 min.

Weiterhin wurden die Zellen mit Vectastain eingebettet, welches zuséatzlich DAPI fir die
Farbung des Nucleus enthielt. Die gefarbten Proben wurden bis zur mikroskopischen

Auswertung bei 4 °C gelagert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die frihzeitige Erkennung von Tumorerkrankungen tragt mal3geblich zum
Behandlungserfolg bei, wobei mittlerweile durchschnittich 50 % der Krebs-
erkrankungen bei rechtzeitiger Diagnosestellung geheilt werden kénnen. Insbesondere
gilt dies fur Tumore der Haut, der Brust, des Darms, des Gebarmutterhalses und der
Prostata [58]. Neben dem Mammographiescreening (Réntgenuntersuchung), dem
zytologischen (Papanicolaou-) Abstrich des Cervix uteri und der kolorektalen
Endoskopie zielen Diagnostikverfahren hauptsachlich auf die Identifizierung von
Tumor-assoziierten Molekllen ab, den sogenannten Biomarkern [59]. Um diese
identifizieren zu kdnnen, werden unter anderem Biopsien zur Gewinnung von Zell- und
Gewebeproben durchgefiihrt. Jedoch sind sie in der Anwendung bei schwer
zuganglichen Tumoren limitiert und mit Unannehmlichkeiten, wie zum Beispiel
Krankenhausaufenthalten, Schmerzen und Narben, fur den Patienten verbunden,
sodass nicht-invasive Bildgebungsverfahren auf Grundlage molekular wirksamer
Radiopharmaka immer mehr in den Mittelpunkt verbesserter Diagnostikstrategien
ricken [59-61]. Die Hauptklasse solcher Wirkstoffe bilden monoklonale Antikorper
(mAKk), die sich einerseits durch hohe Affinitaten auszeichnen, aber andererseits eine
langsame Blut-Clearance und eine begrenzte Tumorgewebepenetration aufweisen,
was sich auf die hohe Molekularmasse von rund 150 kDa zurtckfihren lasst [59].
Untersuchungen zur Wirksamkeit von Fab-Fragmenten und scFv verdeutlichten trotz
verbesserter Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnisse einige Nachteile kleinerer Antikorper-
Fragmente wie geringere Affinitdten und Stabilitditen bei 37 °C im Vergleich zum
Gesamtantikérper [25, 62]. Eine vielversprechende Madglichkeit, diese Nachteile zu
uberwinden, bietet die Anwendung Antigen-spezifischer Einzeldomanenantikorper
(sdAb).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei in der Literatur beschriebenen Vertreter der
anti-EGFR sdAb heterolog exprimiert, charakterisiert und ihr Einsatz fiir die Kon-

jugation mit Nanopartikeln untersucht.
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4.1 Herstellung von Einzeldoménenantikdrpern

Zur heterologen Expression der beiden sdAb 7C12 [43] und EG2 [44], die je eine
intramolekulare Disulfidbriicke besitzen, wurde der kommerziell erhéaltliche E. coli
Stamm SHuffle® T7 Express (ST7E) verwendet. Dieser Stamm verfiigt im Gegensatz
zu vielen anderen Expressionsstammen Uber zwei wesentliche Modifikationen, welche
die Ausbildung von Disulfidbriicken im Zytoplasma ermdglichen. Zum einen fihrt die
Eliminierung der Enzyme Glutathion-Reduktase (4gor) und Thioredoxin-Reduktase
(atrxB) zu oxidierenden Bedingungen im Zytoplasma, sodass Thioredoxine im
oxidierten Zustand vorliegen und als Oxidasen wirken. Zum anderen wurde der Stamm
dahingehend gentechnisch verandert, dass es zu einer Uberexpression der
Disulfidisomerase DsbC im selben Kompartiment kommt und dadurch rekombinante
Proteine ihre korrekt gefaltete Konformation einnehmen. AufRerdem erlaubt die
Expression der T7 RNA-Polymerase ausgehend vom lac-Operon eine sehr genaue
Kontrolle der Proteinexpression [63]. Die unerwiinschte Degradation von Proteinen ist
in diesem Expressionsstamm durch die Deletion der zytoplasmatischen Lon-Protease

und der OmpT-Protease der auleren Membran reduziert.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Expression im Periplasma und im Zytoplasma
zunachst hinsichtlich Ausbeute, Proteolyse und Ausbildung der stabilisierenden
Disulfidbriicken verglichen werden, um fir den spéteren Einsatz der Proteine fur die
Nanopartikelkonjugation eine ausreichende Menge korrekt gefalteter sdAb zur
Verfiigung zu haben. Daher erfolgte neben der Klonierung der kodierenden Sequenzen
in pET28b fir die zytoplasmatische Expression auch die Insertion in pET26b und die
damit verbundene Fusion mit dem pelB Sekretionssignal, was den posttranslationalen
Transport der rekombinanten Proteine ins Periplasma zum Ziel hatte. In beiden Fallen
wurden die sdAb am C-Terminus mit einem poly-Histidin-Peptid zur Reinigung mittels

Affinitatschromatographie und zur *"™Tc-Markierung versehen.

Um die Expression der beiden sdAb EG2 und 7C12 zunachst innerhalb der beiden
Zellkompartimente nachzuweisen, wurde der Expressionsstamm mit den entsprechen-
den Plasmiden transformiert. Nach erfolgter Induktion mittels 1 mM IPTG und Ex-
pression bei RT UN wurde die Bildung der sdAb mittels SDS-PAGE und WB (iberpriift
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(Abbildung 7). In beiden Zellkompartimenten konnten die entsprechenden Zielproteine
bei einer GrofRe von ca. 15 kDa detektiert werden. Im Fall von EG2 ist ein deutlicher
Unterschied in der Starke der Expression zwischen den beiden gewé&hlten
Kompartimenten zu erkennen, welches sich in einer intensiveren Bande entsprechend
dem zytoplasmatisch exprimierten Protein &ufRerte. Der sdAb 7C12 hingegen schien
gleichermal3en im Periplasma wie im Zytoplasma gebildet zu werden.

sdAb
EG2 7C12
Vektor
PET26b |-
pET28b -

Abbildung 7: Nachweis der periplasmatischen und zytoplasmatischen Expression der
sdAb mittels Western Blot

E.coli ST7E wurden mit den Vektoren pET26b oder pET28b, die jeweils die kodierenden Sequenzen
fir EG2 bzw. 7C12 enthielten, transformiert und kultiviert. Fir den Nachweis der Expression wurden
jeweils 1 ml Kulturproben zentrifugiert und die Pellets fiur die SDS-PAGE und WB verwendet. Die

immunologische Detektion erfolgte mittels anti-Hise-Antikdrper.

4.1.1 Periplasmatische Expression

Fur die Herstellung der sdAb wurde zunachst die periplasmatische Expression gewahilt,
da die Sekretion aus der Bakterienzelle bereits zu einer Separation von anderen zyto-
plasmatisch lokalisierten Proteinen fihrt. Die Reinigung der sdAb erfolgte mittels im-

mobilisierter Metallchelat-Affinitatschromatographie und zu deren Kontrolle wurde stets
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eine SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt. Hierbei wurden ver-
gleichsweise, neben den Elutionsfraktionen, die beiden Waschfraktionen und der
Durchfluss aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass sich die jeweiligen Zielproteine EG2
und 7C12 ausschlieflich im Durchfluss befanden (nicht gezeigt). Ausgehend von die-
sen Beobachtungen entstand die Vermutung, dass die Faltung des nativen Proteins
eine unzureichende Zugénglichkeit des poly-Histidin-Peptids zulasst und somit keine
Interaktion zwischen dem His60 Ni Saulenmaterial und den Proteinen stattfinden kann
[10]. Um dies zu Uberprufen, wurde ein Dot-Blot durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial
dienten hierbei Proben der sdAb, die mit unterschiedlichen Konzentrationen an Harn-
stoff versetzt wurden. In der Abbildung 8 ist der Blot beispielhaft fur 7C12 dargestellt.
Im Fall des nativen Proteins war keine Farbung erkennbar, welche jedoch mit
steigender Harnstoffkonzentration zunahm. Dies deutet darauf hin, dass die
Denaturierung des sdAb zu einer erhdhten Zuganglichkeit des poly-Histidin-Peptids
fuhrt. Eine Probe 7C12 wurde durch 5-minitiges Kochen vollstandig denaturiert und

diente als Positivkontrolle.

Abbildung 8: Uberpriifung der Zugénglichkeit des Affinitats-Tags mittels Dot-Blot

Proben des sdAb 7C12 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen Harnstoff versetzt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. Als Positivkontrolle wurde der sdAb durch 5-minutiges Kochen
vollstéandig denaturiert. Mit dem Anstieg der Harnstoffkonzentration wird das poly-Histidin-Peptid
zuganglich, was mit einer zunehmenden Farbung der Proben im Blot einhergeht. Die

immunologische Detektion erfolgte mittels anti-Hise-Antikorper.

Die Unzuganglichkeit des poly-Histidin-Peptids in nativ vorliegenden sdAb wurde

anschlieBend im WB nochmals bestétigt. Hierfir wurden die periplasmatisch
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exprimierten sdAb ohne die vorherige Reduktion mittels DTT und Kochen auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und separiert. Das Vorhandensein des nativen Proteins
wurde durch Coomassie-Farbung des SDS-Gels demonstriert, jedoch war eine
immunologische Detektion im WB nicht moglich (Abbildung 9). Dies bestatigt die
Vermutung, dass das poly-Histidin-Peptid aufgrund der Faltung in den periplasmatisch
exprimierten, nativ vorliegenden sdAb nicht zuganglich ist. Beide Versuche wurden
ebenfalls mit EG2 durchgefuhrt und fihrten zu den gleichen Resultaten. Eine
Reinigung der sdAb via IMAC waére unter denaturierenden Bedingungen, durch die
Zugabe von Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid, und nachfolgender Renaturie-
rung maoglich. Jedoch sollte die Aufarbeitung so einfach wie moglich gehalten werden,

sodass zur zytoplasmatischen Expression gewechselt wurde.

Abbildung 9: Bestatigung der Unzugéanglichkeit des poly-Histidin-Peptids

Die Farbung des SDS-Gels mit Coomassie-Blau (Spur 3) bestétigt die Expression des Zielproteins 7C12.
Jedoch war es nicht mdéglich, diesen in seiner nicht-reduzierten Form im WB via poly-Histidin-Peptid zu
detektieren (Spur 2). Bei den hthermolekularen Banden im WB handelt es sich um zellulare Proteine, die
durch unspezifische Wechselwirkungen mit dem anti-Hisg-Antikérper ein falsch-positives Signal ergeben.
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4.1.2 Zytoplasmatische Expression

Um die Reinigung via poly-Histidin-Peptid gewahrleisten zu kénnen, wurden die
zytoplasmatisch exprimierten sdAb zunéchst in ihrer nicht-reduzierten Form in einer
SDS-PAGE mit anschlie@Rendem WB und immunologischer Detektion hinsichtlich der
Zuganglichkeit des Tags untersucht. Im Gegensatz zur Expression im Periplasma,
konnten diesmal die heterolog exprimierten Proteine Uber das carboxyterminale poly-
Histidin-Peptid detektiert werden (nicht gezeigt). Wie in Abbildung 10 beispielhaft fir
7C12 zu erkennen, konnten beide sdAb anschliel3end gereinigt und isoliert werden.
Weder der Durchfluss noch die Waschfraktionen enthielten nach zwei Chromato-
graphie-Durchlaufen das Zielprotein. Nach erfolgter Reinigung und Dialyse wurden

beide Proteine aufkonzentriert und quantifiziert.

Abbildung 10: Kontrolle der Reinigung des 7C12 mittels Western Blot

Die immunologische Detektion erfolgte unter Verwendung des anti-Hisg-Antikdrpers nach
gelelektrophoretischer Separation verschiedener Fraktionen der Affinitdtschromatographie. Der
zytoplasmatisch exprimierte sdAb 7C12 konnte mittels His60 Ni Superflow™ Gravity Saulen

gereinigt werden. Im Durchfluss und in den Waschfraktionen war kein Zielprotein detektierbar.
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Die Ausbeuten der beiden sdAb in E.coli ST7E fielen trotz optimierter Codon-Usage
sehr unterschiedlich aus. Dabei ist zu beachten, dass diese ohne jegliche Optimierung
des Herstellungsprozesses erzielt wurden. Fur 7C12 betrug die Ausbeute pro Liter
Kulturmedium 4,2 mg und fir EG2 25,0 mg, was publizierten Werten entspricht [39].
Hohere Proteinausbeuten kénnten durch eine Anpassung der Kultivierungstemperatur,
der Expressionsdauer oder des Sauerstoffeintrags erzielt werden [64, 65]. Weiterhin
bieten sich Hefen, wie zum Beispiel Pichia Pastoris oder Saccharomyces cerevisiae,
fur eine Produktion im groRen Maf3stab an [40, 66, 67]. In einer 15 m3-Fermentation mit
S. cerevisiae konnten hierbei bis zu 1,3 kg eines sdAb generiert werden, welcher
spezifisch gegen den Azofarbstoff RR6 gerichtet ist [66]. Dennoch birgt die
rekombinante Herstellung von therapeutisch nutzbaren Proteinen in Hefen auch
Gefahren, da diese Organismen sekretierte Zielproteine mitunter in einer N-
glykosylierten Form bilden [68, 69]. Dies kann zum Beispiel die Antigen-bindenden
Eigenschaften negativ beeinflussen [70]. Ferner wird durch die Addition Hefe-
spezifischer Oligosaccharide die Immunogenitét der Proteine erhdht, sodass bei einer

therapeutischen Anwendung unerwiinschte Nebenwirkungen verstarkt werden [71].

4.2 Charakterisierung der Einzeldomanenantikdrper

Die Molekularmasse der exprimierten sdAb von ca. 15 kDa wurde in einer SDS-PAGE,
wie bereits gezeigt, Uberprift. Weiterhin wurde der hydrodynamische Durchmesser
beider sdAb mittels dynamischer Lichtstreuung im Malvern Zetasizer Nano ZS
bestimmt. Dabei wiesen sie eine durchschnittiche GroRe von 4 - 7 nm auf. Im
Allgemeinen ist die Kristallstruktur eines sdAb durch einen Durchmesser von 2,5 nm
und eine Lange von Uber 4 nm charakterisiert [67]. Dies macht sie besonders
interessant fur den Einsatz in bildgebenden Verfahren. Auf der einen Seite ermdglicht
die geringe GrofR3e eine schnelle Penetration ins Tumorgewebe. Auf der anderen Seite
erfolgt eine schnelle Blut-Clearance, sodass hohe Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnisse
bereits eine Stunde nach der Injektion erzielt werden kdnnen [43]. Eine solch geringe

Molekularmasse erweist sich im Allgemeinen aber auch als Nachteil, wenn sie
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unterhalb des Nierenschwellenwerts liegt, welcher rund 60 kDa betréagt [72]. Die damit
verbundene unspezifische Nierenakkumulation beruht auf elektrostatischen Interaktio-
nen zwischen der negativ geladenen Oberflache tubuldrer Zellen und positiv geladenen
Peptiden oder Proteinen, die zunachst im Glomerulus filtriert und anschlieend von
proximalen Tubuluszellen rickresorbiert werden [73]. Dieser Effekt sorgt unter
anderem auch bei radiomarkierten sdAb fir eine erhdhte Strahlenexposition der Niere
[43, 59, 61]. Im Fall von *°Y-markierten Diabodies (~50 kDa) filhrte dies zum Beispiel
zu irreparablen Nierenschaden in Mausen, sodass jene ein Jahr spater daran starben
[74]. Um der Nephrotoxizitat entgegenzuwirken und eine Ubermaflige Akkumulation
eines Radiopharmakons zu vermeiden, wird dem Patienten vor der eigentlichen

Behandlung eine Infusion mit basischen Aminoséuren verabreicht [75, 76].

Ausbildung der Disulfidbriicken

Die Expression Disulfidbriicken-haltiger Proteine in E. coli erfolgt Ublicherweise im
Periplasma. Genetische Modifikationen im hier verwendeten Expressionsstamm
ermoglichen jedoch deren Bildung innerhalb des Zytoplasmas. Um die korrekte
Ausbildung der fir die Stabilitdt und Funktionalitat wichtigen Disulfidbricken innerhalb
der sdAb zu bestatigen, wurde ein Nachweis fur Cystein in Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Die entsprechenden gemessenen Extinktionen sind der Tabelle 8 zu
entnehmen, wobei die Berechnung des Anteils der oxidierten Form auf der
Gleichung (1) beruhte. Es zeigte sich, dass EG2 zu 83 % + 2 % und 7C12 zu 97 % + 3
% in der oxidierten Form vorliegen. Die Bildungsrate von Disulfidbriicken ist unter
anderem abhangig von der rdumlichen N&he, in der sich die beteiligten Cystein-Reste
befinden [77] . Da sich jedoch die Cysteine innerhalb der Aminoséaure-Sequenzen der
sdAb jeweils nur um eine Position unterscheiden, scheint dies keine Ursache fir die
differierenden Ergebnisse zu sein. Da 7C12 im Vergleich zu EG2 schwacher exprimiert
wird, dessen Sulfhydrylgruppen aber fast vollstandig oxidiert vorliegen, scheint ein
Zusammenhang zwischen der Expressionsrate und der Ausbildung der
intramolekularen Disulfidbriicken zu bestehen. Offenbar reicht die Menge an oxidierten
Thioredoxinen bei der starken Expression von EG2 nicht aus, um dessen

Sulfhydrylgruppen vollstéandig zu oxidieren.
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Tabelle 8: Bestimmung der Ausbildung von Disulfidbriicken in sdAb

Die Aushildung der Disulfidbriicken innerhalb der zytoplasmatisch exprimierten sdAb EG2 und 7C12
wurde mittels Ellman’s Reagenz in einer Dreifachbestimmung Uberpruft. Hierfur wurden die sdAb jeweils in

oxidierter und reduzierter Form mit dem Reagenz inkubiert und die Absorption photometrisch bei 412 nm

vermessen.
EG2 7C12
Pason(Ser) Ascam(Srec) oxidierte Form Asn(Sed) Asam(Sued) oxidierte Form
[%] [%6]
0,054 0,277 81 0,002 0,034 94
0,067 0,441 85 0,003 0,238 99
0,075 0,454 83 0,002 0,086 98

Bestimmung der Extinktionskoeffizienten

Weiterhin wurden die Extinktionskoeffizienten ¢ der sdAb in 1 x PBS experimentell
mittels  UV-VIS-Spektroskopie bestimmt, um den Proteingehalt konjugierter
Nanopartikel bestimmen zu kodnnen. Hierfir wurden Proben der sdAb mit einer
definierten Proteinkonzentration bei 280 nm analysiert und der entsprechende & mit
Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes ermittelt (Abbildung 11). Fir EG2 und 7C12
ergaben sich Extinktionskoeffizienten von 17.392 M™* cm™ bzw. 19.233 M* cm™ in
1 x PBS.
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Abbildung 11: Experimentelle Bestimmung der Extinktionskoeffizienten der sdAb

Die Extinktionskoeffizienten von EG2 und 7C12 wurden in 1 x PBS ermittelt. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Extinktionen (280 nm) und Standardabweichungen, die aus drei voneinander

unabhangigen Experimenten ermittelt wurden.

Quantitative Bestimmung freier Aminogruppen

Die Konjugation der PMMA-Nanopartikel mit den Einzeldomanenantikérpern basiert
auf der Ausbildung von Peptidbindungen zwischen beiden Reaktionspartnern. Um dies
zu erzielen, wurde zunéachst die Konzentration freier Aminogruppen innerhalb der sdAb
ermittelt. Dieses Verfahren beruht auf der Reaktion von Trinitrobenzensulfonséaure
(TNBS) mit priméaren Aminen und die Bildung eines orangefarbenen Farbkomplexes,
dessen Konzentration photometrisch bei 335 nm im Spektrometer gemessen werden
kann. Mit Hilfe der erhaltenen Extinktionen und einer Glycin-Eichgerade wurde
anschliel3end die Stoffmenge der Aminogruppen in den analysierten Proben bestimmt,
die 18 g des jeweiligen sdAb enthielten (Abbildung 12). Fir 7C12 und EG2 ergaben

sich 150 pumol bzw. 160 pmol Glycindquivalente pro mg natives Protein. Der geringe
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Unterschied im Gehalt freier Aminogruppen lasst sich auf die Anzahl der Lysin-Reste
innerhalb der sdAb zurickfihren. Wéahrend pro EG2-Molekil sechs Lysine vorhanden
sind, sind es pro 7C12-Molekil lediglich finf. Denaturierte Proben der beiden sdAb
wurden nicht mitgefuhrt, da die Nanopartikel-Konjugation unter nativen Bedingungen
erfolgte und somit nur die zugénglichen Aminogruppen im nativen Zustand von

Interesse waren.

Abbildung 12: Quantitative Bestimmung freier Aminogruppen

Dargestellt ist die gemessene Extinktion des Glycin-Standards in Abhangigkeit von der
eingesetzten Stoffmenge. Weiterhin sind die Extinktionen der analysierten Proteinproben

eingezeichnet, die jeweils 18 pg EG2 bzw. 7C12 enthielten.
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4.3 Radiomarkierung der Einzeldomanenantikdrper

Radioaktiv markierte Proteine und Peptide finden unter anderem Verwendung in der
Positronen-Emissions- bzw. Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie und
dienen damit der Bildgebung wahrend der Diagnostik und Therapie. Aufgrund der
guten Verfiigbarkeit von **Mol®*"Tc-Generatorsystemen und einer Photonenenergie
von 140 keV kommt hierbei das Radioisotop *™Tc verstérkt zum Einsatz [78]. Um eine
spatere Anwendung der sdAb fur bildgebende Verfahren zu erméglichen, sollten diese

zunachst mit °*™Tc¢ markiert werden.

Die sdAb wurden hierfur in einer 90-minttigen Reaktion bei 60 °C mit dem radioaktiven
Precursor [*™Tc(CO);(H.0)s]" nach Literaturangabe umgesetzt [43]. Weiterhin erfolgte
die Analyse des Reaktionsansatzes mittels Radio-HPLC, wobei unter den gewahlten
chromatographischen Bedingungen der **"Tc-markierte EG2, wie in Abbildung 13
dargestellt, eine Retentionszeit von 15,3 min aufwies. Zudem war noch eine geringe
Menge an Precursor enthalten, welcher bereits nach ca. 5 min eluierte. Aus dem
Ansatz wurde dieser durch Spinfiltration entfernt. Zudem waren noch zwei kleinere
Peaks nach 13,6 und 29,5 min zu erkennen, die auf geringe Verunreinigungen
hinweisen. Die durch Integration der Peakflachen ermittelte radiochemische Reinheit
des ¥"Tc-EG2 betrug 97 %.

9MTc.7C12 zeigte ebenfalls eine Retentionszeit von 15 min und auch in diesem
Reaktionsansatz war der Precursor in geringen Mengen vorhanden, welcher mittels

Spinfiltration abgetrennt wurde. Die radiochemische Reinheit betrug hierbei 90 %.

Um die radiochemische Reinheit und die Stabilitat der Proteine nach der
Radiomarkierung zu Uberprifen, wurden diese im Anschluss in einer SDS-PAGE
separiert. Zum Vergleich diente der unmarkierte sdAb, welcher neben dem markierten
sdAb nach dem Gellauf mittels Coomassie-Farbung nachgewiesen wurde. In der
Abbildung 14 ist das dazugehdérige SDS-Gel des *™Tc-EG2 gezeigt. Die Detektion der
radiomarkierten Proteine erfolgte im Radioluminographie-Scanner. Im Vergleich zur
Radio-HPLC waren nach der Gelelektrophorese keine Verunreinigungen zu erkennen.
Des Weiteren konnte die Stabilitdt des sdAb nach einer 90-minltigen Inkubation bei

60 °C demonstriert werden, welcher weiterhin das erforderliche MW von rund 15 kDa
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aufwies. Die Stabilitdt der sdAb auch bei h6heren Temperaturen ist ein weiterer Vorteil
gegeniber konventionellen Antikérpern. Da die kleinen Antikérperfragmente wéahrend
der Hitzedenaturierung bei 80 - 92 °C anscheinend nicht aggregieren, ist eine Rickfal-
tung in die native Konformation mdglich, sodass Antigen-bindende Eigenschaften
erhalten bleiben [79-81].

Abbildung 13: Radio-HPLC des *™Tc-EG2 (Bedingungen S. 46)

Chromatogramm nach der Radio-HPLC des %™

Tc-markierten Einzeldomanenantikérpers EG2. Die
Retentionszeit des radiomarkierten EG2 betrug 15,3 min. Weiterhin war freies 99mTc-TricarbonyI im
Reaktionsansatz enthalten, welches bereits nach 5 min eluierte. Die Reinheit des **"Tc-EG2 war groRer

95 %.
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7 kDa

Abbildung 14: SDS-PAGE zur Uberprifung der Stabilitit des EG2 wahrend der
Radiomarkierung

Die gelelektrophoretische Separation von unmarkiertem und radiomarkiertem EG2 resultiert in einer
einzigen Bande entsprechend der kalkulierten Molekularmasse des Einzeldoméanenantikérpers. Mittels
Radioluminographie-Scanner konnte die radioaktiv markierte Probe detektiert werden (Spur 4). Die
Farbung der sdAb erfolgte anschliel3end mit Roti®-Blue (Spur 2/3). Es konnten weder Abbauprodukte

noch Unreinheiten innerhalb der Proben identifiziert werden.

4.4 Charakterisierung der Nanopartikelkonjugate

In der vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erhéltliche fluoreszente Nanopartikel
(NP) aus Polymethylmethacrylat (PMMA) mit Carboxylgruppen als Oberflachenfunktio-
nalisierung fir die Konjugation mit den Einzeldomanenantikérpern verwendet. Diese
sollten laut Hersteller einen Durchmesser von 25 nm aufweisen. Um dies zu
Uberprifen, wurden die unmodifizierten NP zundchst mittels Dynamischer

Lichtstreuung (DLS) untersucht. Der ermittelte hydrodynamische Durchmesser (Dy)
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betrug 32,9 nm £ 10,3 nm (Abbildung 15). Trotz dieser Abweichung von mehr als 25 %
wurden die NP fir die Konjugationsversuche verwendet, da sie in gro3eren Mengen
mit gleichbleibender Qualitat verfliigbar sind. Aul3erdem sollte prinzipiell gezeigt
werden, dass sich die Einzeldoméanenantikorper als zielsuchende Struktur auf der NP-

Oberflache fur das Tumor-Targeting eignen.

Abbildung 15: PMMA-NanopartikelgroRenverteilung

Die unmodifizierten PMMA-Nanopartikel wurden hinsichtlich ihres hydrodynamischen Volumens
(Dy) mittels DLS untersucht. Der ermittelte Dy der Partikel betrug 32,9 nm + 10,3 nm.

Die Konjugation der fluoreszenten NP und sdAb basierte auf Grundlage der EDC/sulfo-
NHS-Reaktion zur Aktivierung und Kupplung der Carboxylgruppen an der NP-
Oberflache mit primaren Aminen der sdAb. Im Anschluss an die Kupplungsreaktion
erfolgte die Bestimmung des Proteingehalts der NP-sdAb-Konjugate. Diese ergab,
dass die konjugierten Proben 200 ug EG2 bzw. 250 ug 7C12 pro Milligramm Partikel
enthielten. Im Vergleich zu den Herstellerangaben zur Bindungskapazitat, die 300 bis
800 ng pro Milligramm NP betragt, fielen die ermittelten Proteinkonzentrationen sehr
hoch aus. Dabei ist zu beachten, dass die Herstellerangaben von der Molekularmasse
der eingesetzten Proteine abhangig sind. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass mit
der NP-Oberflache assoziierte sdAb die Proteinbestimmung verfalschen konnten. Eine
diesbezugliche Untersuchung der NP-sdAb-Konjugate mittels SDS-PAGE zeigte, dass
trotz mehrerer Waschschritte nach der Kupplungsreaktion noch immer Monomere

enthalten waren (nicht gezeigt). Dies kénnte erklaren, warum der Proteingehalt viel
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hoher ausfiel als die maximal mdgliche Bindungskapazitat der NP. Um die Monomere
vollstdndig zu entfernen, sollten alternative Methoden, wie zum Beispiel Gel-
Permeations-Chromatographie, unter Berlcksichtigung der Gesamtgrol3e der
Konjugate in Betracht gezogen werden [82, 83]. Eine sehr zeitintensive, aber effiziente
Methode nutzten Pitek et al. [84] zur Trennung von ungebundenem Transferrin und
NP-Transferrin-Konjugaten. Die Wissenschaftler dialysierten die Proben fiir 98 h gegen

1 x PBS und konnten anschlieRend kein freies Protein mehr detektieren.

Zur weiteren Charakterisierung der NP-sdAb-Konjugate wurden diese ebenfalls im
Malvern Zetasizer Nano ZS analysiert. Eine entsprechende Auswahl der Daten ist der
Tabelle 9 zu entnehmen. Die starke Zunahme des Zetapotentials und die geringen
Anderungen der PDI der jeweiligen Proben deuten auf eine Bindung der sdAb an die
Oberflache der NP hin. Die PDI sind jeweils < 0,2, sodass es sich um anndhernd
monodisperse Losungen handelt. Jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den hydrodynamischen Durchmessern beobachtet werden. Innerhalb der
Probe, die 7C12-NP-Konjugate enthielt, konnte lediglich ein Trend in der Zunahme des
Durchmessers festgestellt werden. Sukhanova et al. [83] berichteten von &hnlichen
Beobachtungen. Die Bindung eines CEA (Carcinoembryonales Antigen)-spezifischen
sdAb an Quantum Dots fiihrte lediglich zu einer minimalen Veranderung des
Durchmessers. Die unmaodifizierten Quantum Dots besal3en einen Dy von 8,8 nm + 2,9
nm, wohingegen der Dy der Konjugate 11,9 nm = 2,9 nm betrug. Das lasst vermuten,
dass die geringe GrolRe der sdAb im gewahlten GroRRenbereich der NP keinen

wesentlichen Einfluss auf den hydrodynamischen Durchmesser der Konjugate hat.

Tabelle 9: DLS Analyse unmodifizierter und mit sdAb beschichteter PMMA-Nanopartikel
(NP) in PBS (pH 7,4) bei 25 °C

Probe Dy [nm] PDI Zetapotential [mV] csdAb [ug/mg NP]
NP 32,9+10,3 0,121 -53,0+ 11,3 -
EG2-NP 31,5+ 10,5 0,167 -17,2+ 9,9 200
7C12-NP 38,1+12,0 0,161 3,7+ 7,4 250
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4.5 Untersuchung der EGFR-Bindungseigenschaften der Einzeldomanen-

antikorper und Nanopartikelkonjugate

4.5.1 Untersuchung der Bindungsfahigkeiten der Einzeldom&nenantikdrper mit

Hilfe von In-vitro-Bindungsassays

Zunéchst wurde im Zell-ELISA die Bindung der sdAb EG2 und 7C12 an die humanen
Zelllinien A431 und FaDu uberpruft. Die Detektion basierte hierbei auf der Messung der
Lumineszenz, die wahrend der enzymatischen Umsetzung von Luminol durch einen
HRP-gekoppelten anti-Hisg-Antikorper entsteht. In den Abbildungen 17 und 18 ist
jeweils die gemessene Lumineszenz in Abhangigkeit von der eingesetzten
Konzentration an 7C12 bzw. EG2 dargestellt. Besonders auffallig waren die hohen
Hintergrundsignale zwischen 100 und 170 AU, welche durch unspezifische
Wechselwirkungen des anti-Hisg-Antikdrpers verursacht wurden. Dennoch waren
deutliche Unterschiede in der Signalstdrke zu erkennen; sowohl zwischen den
behandelten Zelllinien als auch zwischen den beiden sdAb. Die mit 7C12 behandelten
A431-Zellen verursachten eine Lumineszenz zwischen 350 und 410 AU. Die zu
messende Lumineszenz behandelter FaDu-Zellen fiel hingegen um die Halfte geringer
aus. Im Fall des EG2 war ein gegenteiliger Trend zu beobachten. Jedoch lagen die
Messsignale rund 40 % unterhalb der Signale, welche fir den 7C12 erhalten wurden.
Obwohl steigende Konzentrationen an EG2 und 7C12 eingesetzt wurden, war kein
signifikanter Unterschied zwischen den gemessenen Lumineszenzen erkennbar. Dies
deutet daraufhin, dass die EGF-Rezeptoren der Zellen und damit die Bindungsstellen
fur die Fragmente bereits gesattigt waren. Aus diesem Grund wurden fir die

Untersuchungen zur Zellaufnahme geringere Konzentrationen gewabhilt.
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Abbildung 17: Zell-ELISA mit 7C12

Der Assay basierte auf der Messung der Lumineszenz in Abhangigkeit verschiedener Konzentrationen an
7C12, mit denen A431- und FaDu-Zellen inkubiert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen, deren Berechnung auf Grundlage einer Vierfachbestimmung erfolgte.

Abbildung 16: Zell-ELISA mit EG2

Der Assay basierte auf der Messung der Lumineszenz in Abh&angigkeit verschiedener Konzentrationen
an EG2, mit denen A431- und FaDu-Zellen inkubiert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen, deren Berechnung ebenfalls auf Grundlage einer Vierfachbestimmung erfolgte.
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Zellaufnahme in vitale humane Tumorzelllinien

Die Untersuchungen zu den Bindungseigenschaften der *™Tc-markierten sdAb
erfolgten an vitalen Zellen. Hierfir wurden die Mengen an gebundenen Antikdrper-
fragmenten pro Zelle in Abhéngigkeit der jeweils eingesetzten Konzentration ermittelt
und graphisch dargestellt. Wie den zwei nachfolgenden Abbildungen zu entnehmen ist,
binden EG2 und 7C12 sowohl an A431- als auch an FaDu-Zellen. Mit steigender
Konzentration der radiomarkierten sdAb nahm die Zahl gebundener Molekule pro Zelle
zu, wobei es deutliche Unterschiede zwischen den beiden Einzeldomé&nenantikdrpern
gab. Wahrend zum Beispiel bei einer eingesetzten Konzentration von 100 nM *™Tc-
EG2 0,005 fmol pro A431-Zelle gebunden haben, wurden fiir den *"Tc-7C12 0,016
fmol pro A431-Zelle ermittelt. Diese Differenzen lassen sich auf die unterschiedlichen
Affinitdten der Fragmente zurtickfihren. Der Kg-Wert von 7C12 fur EGFR betragt 3,67
nM [61]. Damit ist dieser affiner als EG2, welcher einen Ky-Wert von 55 nM besitzt [26,
61]. Weiterhin wurden Unterschiede in der Menge an gebundener Substanz in
Abhéangigkeit von der gewahlten Zelllinie deutlich. Der Trend aus dem Zell-ELISA, dass
EG2 verstarkt an FaDu-Zellen bindet, konnte nicht bestatigt werden. Im Zell-ELISA
erfolgte die Detektion der gebundenen sdAb unter Verwendung eines sekundaren
Antikérpers, der das poly-Histidin-Peptid erkennt und bindet. Jedoch kdnnen auch
unspezifische Bindungen an Histidin-reiche Zelloberflachenproteine Stauftreten, die
dann zu verfalschten Ergebnissen filhren. Im hier durchgefiihrten Versuch wurden
unabhangig von den jeweiligen sdAb durch A431-Zellen, verglichen mit FaDu-Zellen,
mehr Antikérperfragmente pro Zelle gebunden. Diese Unterschiede korrelieren mit dem
variierenden Rezeptorbesatz beider Zelllinien, welcher sich etwa um eine
GroRRenordnung unterscheidet [59]. Die Rezeptordichte der A431-Zellen betragt rund
2*10° und die der FaDu-Zellen 3,08*10° EGFR-Molekiile pro Zelle [85-87]. Dass der
Unterschied im Expressionsprofil verschiedener Tumore durch EGFR-spezifische
Antikdrperfragmente verdeutlicht wird, macht sie fir den Einsatz in bildgebenden
Verfahren wahrend der Krebstherapie interessant. Denn so kdnnen Veranderungen in
der Rezeptordichte und der damit verbundene Behandlungsfortschritt visuell verfolgt
werden [59]. Im Gegensatz dazu zeigte die Anwendung von *"Tc-markiertem EGF
keinen Unterschied in der Akkumulation des Tracers zwischen Tumoren mit
verschieden starker EGFR-Expression [88, 89]. Zudem bewiesen Gainkam et al. [43] in

In-vivo-Untersuchungen an ménnlichen Nacktméausen, dass bereits eine Stunde nach
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der Injektion (p.i.) von **"Tc-markierten anti-EGFR sdAb im SPECT/micro-CT hohe
Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnisse erzielt werden. Dies stellt einen weiteren Vorzug
gegenuber mAk dar, bei denen es 16 bis 24 h p.i. dauert, ehe die Bildgebung erfolgen
kann [4, 90].

Abbildung 18: Zellbindung von *"Tc-7C12 an vitale Zellen

Dargestellt ist die Menge an gebundenem “°™Tc-7C12 pro Zelle in Abhangigkeit von der Konzentration,
mit der sowohl A431- als auch FaDu-Zellen fir 1 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Fehlerbalken

entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte einer Vierfachbestimmung.
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Abbildung 19: Zellbindung von **"Tc-EG2 an vitale Zellen

99m

Dargestellt ist die Menge an gebundenem " Tc-EG2 pro Zelle in der Abhéngigkeit von der eingesetzten

Konzentration. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte einer

Vierfachbestimmung.

Fur erste Untersuchungen zur spezifischen und unspezifischen Bindung der
Einzeldomanenantikdrper wurden die Bindungsstellen der radiomarkierten sdAb mit
C225 oder dem jeweiligen unmarkierten sdAb blockiert. Dies fiihrte im Fall des *"Tc-
7C12 zu einer Reduzierung zwischen 45 und 60 % der Bindung an A431-Zellen, wobei
es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Blockierung mit C225 und ,kaltem*
7C12 gab (Abbildung 20). Grinde dafur, dass der radiomarkierte 7C12 trotz
Blockierung bindet, kdnnen zum einen sein, dass der 100-fache Uberschuss an
.kaltem" 7C12 nicht ausreicht, alle Bindungsstellen vollstandig zu blockieren. Zum
anderen konnen unspezifische Bindungen an andere Zelloberflachenproteine eine
Rolle spielen. Die kompetitive Bindung von 7C12 und C225 deutet auf sich
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Uberlappende Epitope beider Antigen-bindenden Einheiten hin, wobei auch hier die
Bindungsstellen des 7C12 nicht vollstandig blockiert wurden. Gainkam et al. [43]
erzielten in ihren In-vitro-Untersuchungen eine nahezu vollstandige Blockade der
Bindungsstellen fiir ™ Tc-7C12 durch die Inkubation mit C225 und ,kaltem* 7C12. Im
Unterschied zu der vorliegenden Arbeit wurde jedoch jeweils mit einem 1000-fachen
Uberschuss gearbeitet. Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, dass im vorliegenden
Fall freie Bindungsstellen vorhanden sind und dementsprechend die Bindung des
¥MTc.7C12 erfolgte. In Bezug auf die FaDu-Zellen konnte keine Veranderung im
Bindungsverhalten beobachtet werden. Da dieses Ergebnis nicht erklarbar und so in
der Literatur auch nicht beschrieben ist, sollte das Blockierungsexperiment mit dieser

Zellline unbedingt wiederholt werden.

Abbildung 20: Untersuchungen zur spezifischen Bindung des sdAb 7C12

Die A431- und FaDu-Zellen wurden 2 h vor der Inkubation mit *°™

Tc-7C12 vergleichsweise mit unmarkier-
tem 7C12 oder C225 inkubiert, um Bindungsstellen zu blockieren. Dargestellt ist die Menge an
gebundener Substanz pro Zelle in Abh&ngigkeit von der Art der Blockierung. Die Fehlerbalken

entsprechen dabei den Standardabweichungen der Mittelwerte einer Vierfachbestimmung.
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Die Untersuchungen zur Spezifitdt der Bindung des EG2 fiihrten zu abweichenden
Ergebnissen. Wahrend die Blockierung der Bindungsstellen der A431-Zellen mit einem
100-fachen Uberschuss an ,kaltem“ EG2 zu einer Reduzierung der Bindung des ®mTc.
EG2 um 70 % zur Folge hatte, wurden die Epitope durch C225 nur geringfugig besetzt,
sodass keine signifikante Bindungsinhibierung festgestellt wurde (Abbildung 21). Dies
deutet daraufhin, dass sich die Bindungsstellen am EGFR fur EG2 und C225
unterscheiden. Die Blockierung der Epitope der FaDu-Zellen hingegen zeigte ebenfalls
keine grofien Unterschiede zwischen dem sdAb und C225. Auch hier wird eine
Wiederholung des Blockierungsexperiments zur Absicherung dieser Resultate

vorgeschlagen.

Abbildung 21: Untersuchungen zur spezifischen Bindung des sdAb EG2

Die A431- und FaDu-Zellen wurden 2 h vor der Inkubation mit " Tc-EG2 vergleichsweise mit unmarkier-
tem EG2 oder C225 inkubiert, um Bindungsstellen zu blockieren. Dargestellt ist die Menge an gebundener
Substanz pro Zelle in Abhangigkeit von der Art der Blockierung. Die Fehlerbalken entsprechen dabei den
Standardabweichungen der Mittelwerte einer Vierfachbestimmung.
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4.5.2 Untersuchung der Bindungsfahigkeiten der Einzeldomanenantikdrper und

Nanopartikelkonjugate mittels Immunfluoreszenz

Um erste Erkenntnisse Uber die Bindungsfahigkeiten und Lokalisation der sdAb-NP-
Konjugate im Vergleich zu den sdAb zu erlangen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen
durchgefuhrt. Hierfur wurden A431-Zellen entweder mit 100 nM 7C12 bzw. EG2 in
Kombination mit einem Penta-His Alexa Fluor 488 Antikérper oder mit 100 ug des
EG2-NP-Konjugats fur bis zu 3 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend detektiert. Die
Behandlung der A431-Zellen mit 7C12 zeigte bereits nach einer Inkubationszeit von 10
min eine homogene Verteilung des sdAb innerhalb der Zellen, wobei die sich
Uberlagernden Fluoreszenzsignale des EGF-Rezeptors (rot) und des Einzeldomanen-
antikorpers 7C12 (grin) auf eine Co-Lokalisation hindeuten (Abbildung 22). Beide
Proteine waren vorrangig an der Zellmembran zu finden. Nach 3 h Inkubation war
keine Farbung des 7C12 mehr erkennbar (nicht gezeigt). Dies deutet auf einen Abbau
des sdAb hin. Im Unterschied dazu zeigten behandelte A431-Zellen nach einer 10-
mindtigen Inkubation mit EG2 eine eindeutige Lokalisation des sdAb im Zellkern
(Abbildung 23). Dies war auch nach 3 h Inkubation zu beobachten (nicht gezeigt). Eine
Co-Lokalisation mit EGFR war nicht zu beobachten. Diesbezuglich sind in der Literatur

keine Hinweise zu finden, sodass hier intensivere Studien erfolgen sollten.

Aus Zeitgriinden erfolgte anschliel3end nur die Untersuchung der A431-Zellen, die mit
dem hergestellten EG2-NP-Konjugat behandelt wurden. Da die eingesetzten
micromer®-redF NP rot fluoreszieren, wurde der EGFR mit einem griin fluoreszieren-
dem Sekundarantikdrper detektiert. Die Behandlung der Zellen fihrte nach einer
einstundigen Inkubation zur Aufnahme der Konjugate, sodass diese im Zytoplasma, in
der Nahe des Zellkerns, lokalisiert waren (Abbildung 24). Dies kdnnte einen Hinweis
darauf geben, dass die Konjugation des EG2 an Nanopartikel eine Aufnahme in den
Zellkern erschwert, die Eigenschaft der Internalisierung bleibt allerdings erhalten.
Gleichzeitig liefert es den Beweis daflir, dass die Konjugation der zielsuchenden
Einheit und der PMMA-Nanopartikel funktioniert und bestétigt damit die Aussage der
DLS-Messung. Nichtsdestotrotz missen auch hier detaillierte Untersuchungen

erfolgen, um reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Weiterhin sollten Bindungsstudien

72



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

an FaDu-Zellen erfolgen, da diese ein anderes Expressionsprofil beziglich des EGFR
aufweisen und damit zusatzliche Erkenntnisse liefern.

Abbildung 22: Immunfluoreszenzfarbung 7C12-behandelter A431-Zellen

A431-Zellen wurden 10 min bei 37 °C mit 100 nM 7C12 und anschlieRend mit einem Penta-His Alexa
Fluor 488 Antikdrper inkubiert. A) EGFR (rot). B) 7C12 (griin). C) Overlay aus A und B mit DAPI-
Farbung des sich im Zellkern befindlichen Chromatins. Hierbei wird die Co-Lokalisation von EGFR und
7C12 anhand der sich Uberlagernden Fluoreszenzsignale (gelb) deutlich.
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Abbildung 23: Immunfluoreszenzfarbung EG2-behandelter A431-Zellen

A431-Zellen wurden 10 min bei 37 °C mit 100 nM EG2 und anschlieBend mit einem Penta-His Alexa
Fluor 488 Antikorper inkubiert. A) EGFR (rot). B) 7C12 (griin). C) Overlay aus A und B, wobei keine
Co-Lokalisation von EGFR und EG2 zu beobachten ist. D) C mit DAPI-Farbung des sich im Zellkern
befindlichen Chromatins. Hierbei zeigt sich, die Lokalisation des EG2 im Zellkern.
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e
10 pm

Abbildung 24: Immunfluoreszenzfarbung EG2-NP-Konjugat behandelter A431-Zellen

A431-Zellen wurden 1 h bei 37 °C mit 100 pug des EG2-Nanopartikelkonjugats inkubiert.
A) EGFR (grun). B) fluoreszierende EG2- Nanopartikelkonjugate. C) Overlay aus A und B mit DAPI-
Farbung des sich im Zellkern befindlichen Chromatins.
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In der hier vorliegenden Arbeit konnte die erfolgreiche Herstellung von zwei EGFR-
spezifischen Einzeldomanenantikérpern in E. coli gezeigt werden. Beide sdAb wurden
aus der zytoplasmatischen Fraktion der Bakterienzellen isoliert und mittels
immobilisierter Metallchelat-Affinitatschromatographie gereinigt. AnschlieRend konnte
die korrekte Ausbildung der intramolekularen Disulfidbricken fur beide
Einzeldomanenantikdrper gezeigt werden. Neben den Extinktionskoeffizienten wurde
die Anzahl der zuganglichen Aminogruppen fir beide native sdAb bestimmt und die
radioaktive Markierung mit **"Tc erfolgreich durchgefiihrt. In-vitro-Bindungsassays,
unter Verwendung der humanen Krebszelllinien A431 und FaDu bestétigten die in der
Literatur beschriebene Affinitdt beider Einzeldomanenantikérper zu EGFR. Auch die
Konjugation der gereinigten Proteine an fluoreszente Nanopartikel konnte gezeigt
werden, wobei die In-vitro-Untersuchungen zur Bindung der NP-sdAb-Konjugate an
EGFR-prasentierende Tumorzellen mittels konfokaler Mikroskopie und Durchfluss-

zytometrie bei der Fertigstellung der Arbeit noch nicht abgeschlossen waren.
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