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1 Zusammenfassung

Maligne Neoplasien des Pankreas stellen in Deutschland die vierthdufigste Tumorlokalisation
der an Krebs erkrankten Bevolkerung dar. Aufgrund des meist zum Diagnosezeitpunk schon
vorangeschrittenen Tumorstadiums ist die Diagnose eines Pankreaskarzinoms hédufig mit einer
schlechten Prognose verbunden. Neben einer immer spezialisierteren Tumortherapie ist die
Krebsfriiherkennung, das so genannte Screening, ein wichtiges Instrument, um die Letalit&t
von malignen Neoplasien zu reduzieren. MUCS5AC stellt dabei einen Tumormarker des
Pankreaskarzinoms dar, welcher de novo von malignen Zellen produziert und sogar schon von
den Vorstufen des Pankreaskarzinoms exprimiert wird. Dadurch eignet sich dieser als
potenzieller Proteinmarker, um in einer Screeningmethode verwendet zu werden. Im
Zusammenhang mit Tumorfritherkennung wurde das Verfahren der epitop detection in
monocytes (EDIM) etabliert, welches von peripheren Blutmonozyten phagozytiertes Material
mittels zytometrischer Analysen nachweist. Dieses Verfahren ist dabei sensitiver als direkte
Messungen aus Vollblutproben, was in einem anderen Zusammenhang bei Untersuchungen
mit dem Prostata spezifischen Antigen gezeigt werden konnte. Aufbauend auf dem
EDIM-Verfahren wurde ein Tumormarkertest entwickelt, welcher auf zwei grundlegenden
biologischen Mechanismen der Karzinogenese aufbaut. Die beiden Marker Apol0 und
TKTL1 koénnen mittels des EDIM-Assays intrazellular in CD14'-CD16"-Monozyten
detektiert werden und prinzipiell eine friihe Karzinogenese mit hoher Testgiite nachweisen.
Jedoch ist es hierbei nicht moglich, Aussagen iiber die Tumorlokalisation zu treffen.
MUCSAC ist ein moglicher Kandidat, das EDIM-Assay um einen mit dem Pankreaskarzinom
assoziierten Marker zu erweitern. Ziel dieser Arbeit ist es, als Beitrag fiir die Entwicklung
eines solchen Verfahrens, den Proteinmarker MUC5AC in einem monozytdren Zellmodell,
dem THP-1-Zellmodell, zu exprimieren und dann anschliefend mit Hilfe des spezifischen

Antikorpers 45M1 zytometrisch zu analysieren.

Aufgrund des hohen Molekulargewichtes von MUCS5AC wurden unterschiedlich grofle und
teilweise iiberlappende Fragmente des Proteins rekombinant hergestellt und nachfolgend auf
Detektierbarkeit durch 45M1 untersucht. In Westernblotstudien und durch zytometrische
Analysen intrazelluldrer Expression konnten drei der vier erzeugten Fragmente spezifisch
detektiert werden. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass ein 124 Aminosduren umfassendes

Proteinfragment das bisher kleinste beschriebene, von 45M1 erkannte Polypeptid darstellt.



Zusammenfassung 5

Darauf aufbauend wurden Experimente durchgefiihrt, die von 45M1 gebundenen Fragmente
in der Zelllinie THP-1 zu exprimieren. Trotz umfangreicher Optimierungsversuche konnte
keine intrazelluldre Proteinexpression beobachtet werden. Eine mogliche Erkldrung hierfiir

liegt in einer posttranslationalen Proteindegradation.

In einem alternativen Ansatz wurde versucht, mittels Phagozytose ein MUC5AC-Fragment
intrazellular in THP-1-Zellen anzureichern. Dazu wurden die Zellen mittels PMA zu
Makrophagen ausdifferenziert. Nachfolgend wurde der E. coli Stamm BL21, in welchem
Cys2/3 prokaryotisch exprimiert wurde, mit den ausdifferenzierten Zellen inkubiert und
anschliefend mittels EDIM-Protokoll intrazelluldr detektiert. Dabei konnte eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitdt verzeichnet werden, was eine Phagozytose der Proteinfragmente
vermuten ldsst. Jedoch bendtigt das Phagozytoseassay weitere Optimierungsschritte, welche
besonders die Ausdifferenzierung der THP-1-Zellen mit PMA sowie das Ablosen der Zellen
nach der Inkubation mit den E. coli-Zellen betrifft. Des Weiteren ldsst sich aus der rein
zytometrischen Analyse nicht schliefen, ob die Bakterien tatsdchlich intrazelluldr vorliegen.
Dazu wire eine konfokal-mikroskopische Analyse der Versuchsansétze indiziert. Als Ausblick
wiire neben der Optimierung der Experimentierbedingungen eine Uberpriifung der Ergebnisse
mittels Patient:innenproben angedacht um zu evaluieren, ob MUCSAC sich auch bei
Patient:innen, welche an dem Pankreaskarzinom erkrankt sind, mittels EDIM-Assay

nachweisen lasst.
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2 Einleitung

2.1 Maligne Neoplasien im Rahmen des demografischen Wandels am

Beispiel des Pankreaskarzinoms

Der umgangssprachliche Begriff Krebs und die mit ihm beschriebenen malignen Neoplasien,
waren im Jahr 2019 fiir ein Viertel der Todesfélle in Deutschland ursdchlich (Béhm 2021). In
den vergangenen Jahren lag das mediane Erkrankungsalter bei ungefihr 70 Jahren
(RKI und GEKID 2021). Somit sind maligne Neoplasien auch Erkrankungen der é&lteren
Bevolkerung. Unter Beriicksichtigung des demografischen Wandels in Deutschland ldsst sich
daraus schlieflen, dass die Erkrankungsfélle bedingt durch maligne Neoplasien in Zukunft
zunehmen werden (Pritzkuleit et al. 2010). Neben immer innovativeren und individualisierten
Therapieoptionen, welche im Rahmen der Tertidr- und Quartdrpravention stattfinden, spielt
die Sekundérpravention von Krebserkrankungen eine grofe Rolle (Wild et al. 2019). Bisher
ist diese in der hausadrztlichen oder fachédrztlichen Krebsfritherkennung fiir das
Prostatakarzinom, das Kolorektale Karzinom, das Zervixkarzinom, das Mammakarzinom und
das Melanom fest integriert (Starker et al. 2018). Die Sekundéarpravention hat dabei den
Fokus auf einer frithen Erkrankungsdiagnostik, sodass einem ungiinstigen Verlauf und damit
einhergehenden Komplikationen vorgebeugt werden kann. Ein gutes Beispiel fiir eine
Erkrankung, die durch eine frithe Diagnostik besser behandelt und deren Verlauf dadurch
begiinstigt werden konnte, ist das Pankreaskarzinom. Mit einer Inzidenz von circa 19000
Neuerkrankungen pro Jahr bei stetiger Zunahme, zédhlt das Pankreaskarzinom zu der
vierthdufigsten Krebserkrankung in Deutschland (Daten 2018). Dabei ist vor allem die
Bevolkerung iiber 70 Jahre von der Erkrankung betroffen. Ein grofes Problem stellt das zum
Diagnosezeitpunkt schon fortgeschrittene Stadium dar, sodass eine kurative Therapieoption
meist nicht mehr moglich ist (RKI und GEKID 2021, S3-Leitlinie Pankreaskarzinom 2021).
Auch ist die Wahrscheinlichkeit von Komorbidititen im Alter erhoht, die sowohl den
Krankheitsverlauf als auch die Therapieoptionen negativ beeinflussen kénnen. Bisher ist kein
etabliertes Screening fiir das Pankreaskarzinom vorhanden. Ein Grund dafiir ist, dass der
gebrduchliche Tumormarker Carbohydrate-Antigen 19.9 (CA 19.9), welcher vor allem zur
Verlaufskontrolle verwendet wird, nicht als Screeningmarker empfohlen wird

(S3-Leitlinie Pankreaskarzinom 2021). CA 19.9 ist ein Tetrasaccharid, das auf verschiedenen
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Tragermolekiilen, wie Muzinen, exprimiert wird. Die Testgiite zur Diagnostik des
Pankreaskarzinoms wird in der Literatur mit einer mittleren Sensitivitdt von 79 % und einer
mittleren Spezifitdt von 82 % angegeben (Goonetilleke et al. 2007). Ein Grund dafiir ist, dass
CA 19.9 auch bei benignen Erkrankungen des Pankreas erhoht im Serum messbar ist
(Satake et al. 1985, Safi et al. 1987). Dadurch kénnen vermehrt falsch-positive Testergebnisse
auftreten. Des  Weiteren ist die Expression von CA 199 von der
Lewis-Blutgruppenzugehorigkeit abhéngig. In einigen Lewis-negativen Individuen konnte bei
bestdtigtem Pankreaskarzinom keine CA 19.9-Elevation im Serum gemessen werden.
Gegensatzlich zu der herkémmlichen Meinung, dass CA 19.9 in Lewis-negativen Individuen
nicht exprimiert wird, trifft dies nicht fiir alle betroffenen Fille zu. In einigen Féllen konnte
trotz negativem Lewis-Blutgruppenstatus eine Erhéhung von CA 19.9 gemessen werden.
Jedoch koénnen durch die reduzierte Expression vermehrt falsch-negative Ergebnisse auftreten
(Rosen et al. 1993, Luo et al. 2018). Aufgrund dieser beiden Aspekte eignet sich CA 19.9

nicht als addquater Screening-Tumormarker fiir das Pankreaskarzinom.

Offensichtlich besteht der Bedarf nach weiteren Tumormarkern mit besserer Testgiite, um mit
hoherer Genauigkeit ein Pankreaskarzinom friih detektieren zu konnen. In der Literatur
werden verschiedenste Ansdtze fiir Tumormarker des Pankreaskarzinoms diskutiert, wobei
sowohl auf Proteinmarker als auch auf non-coding-RNA und miRNA-Marker zuriickgegriffen
wird (Loosen et al. 2017). Dabei zeigte sich, dass vor allem miR-21, miR-155, miR-196a und
miR-210 in Serumproben von an Pankreaskarzinom Erkrankten vermehrt messbar sind
(Wang et al. 2009). Auch auf der Proteinebene wurden weitere Marker untersucht. Vor allem
die Kombination verschiedener Marker mit CA 19.9 in Proteinpanels konnte eine erhohte
Testgiite erbringen. Diese wurde fiir die Kombination aus osteopontin, tissue inhibitor of
metalloproteinase I (TIMP-1) und CA 19.9 mit einer Sensitivitit von 87 % und einer
Spezifitit von 91 % erreicht (Poruk et al. 2013). Ahnliche Werte wurden fiir die Kombination
aus osteoprotegerin, intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und CA 19.9 beschrieben

(Brand et al. 2011).
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2.2 Das EDIM-Assay, ein durchflusszytometrisches Messverfahren zur

Detektion spezifischer Blutmarker

Die Testgiite, das MaR, an welchem Labortests in ihrer Genauigkeit gemessen werden, ist
neben dem zu untersuchenden Marker abhdngig vom Testverfahren. In den oben
beschriebenen Untersuchungen wurden Blutproben verwendet und dann auf Vorhandensein
der Marker {iiberpriift. Dabei spielt die Nachweisgrenze, die die Sensitivitdt bedingt, eine
relevante Rolle (Fierz 2004). Bei der Bestimmung l6slicher Antigene im Blut wird die
Sensitivitdt durch die unter Umstdnden extrem geringe Antigenkonzentration limitiert. Einen
alternativen Ansatz zur Umgehung dieses Problems stellt ein Verfahren dar, welches in
phagozytotischen Zellen akkumulierte Antigene misst, das sogenannte Verfahren der epitop
detection in monocytes (EDIM). Dabei wird eine spezifische Subpopulation von Monozyten
aus peripheren Blutproben isoliert. Monozyten sind Leukozyten myeloischen Ursprungs, die
zum einen phagozytieren und dadurch zur Gewebehomdgostase beitragen und zum anderen
Entziindungen im Korper triggern konnen. Dabei kann die Population der Monozyten anhand
der Oberflichenmerkmale CD14 (Lipopolysaccharid Rezeptor) und CD16 (FcyRIII) grob
klassifiziert werden (Wright et al. 1990). CD14 positive Monozyten bilden dabei mit 90 %
den Grofteil der Blutmonozyten. Diese haben vor allem eine erhohte Phagozytoseaktivitit.
Dem gegeniiber stehen die CD16 positiven Monozyten, welche ungefédhr 10 % der peripheren
Monozyten bilden (Passlick et al. 1989) und bei Malignomen vermehrt auftreten
(Saleh et al. 1995). Fiir das EDIM-Assay wird ein weiterer Subtyp, der CD14 und CD16 an
der Zelloberflache koexprimiert, verwendet. Dieser weist einen proinflammatorischen
Stoffwechsel auf und zeigt somit groRe Ahnlichkeit zu ausgereiften Makrophagen (Ziegler-
Heitbrock et al. 1993, Frankenberger et al. 1996).

Durch die intrazelluldire Messung von Antigenen stellt das EDIM-Assay eine sehr sensitive
Methode dar, da schon geringe Molekiilmengen gemessen werden kdnnen. Grund dafiir ist die
intrazelluldare Akkumulation verglichen mit dem gel6sten Zustand im Gesamtblut. Dadurch
wird es prinzipiell méglich, Molekiile, die im Vollblut unterhalb der Nachweisgrenze liegen
wiirden, nun zu detektieren. Dies konnte in Untersuchungen an dem prostataspezifischen
Antigen (PSA) gezeigt werden, wobei unterhalb des cut-offs mittels Untersuchung von

peripheren Monozyten eine signifikante Unterscheidung zwischen benignen Neoplasien,



Einleitung 9

Prostatitis und Prostatakarzinom gezeigt werden konnte (Herwig et al. 2004, Herwig et al.

2004).

Aufbauend auf der EDIM-Messmethode wurde ein Tumor-Test (PanTum Detect) entwickelt,
der zwei grundlegende Tumormarker zur Friihdetektion von Malignomen nutzt: Apo10 und
transketolase-like 1 (TKTL1). Mittels Oberflaichenfarbung von CD14 und CD16 sowie
intrazelluldrer Farbung der Antigene TKTL1 und Apol0 werden Monozyten aus Blutproben
markiert und mittels zytometrischer Analysen auf das Vorhandensein der beschriebenen

Marker tiberpriift.

— (3] Makrophagen mit aufgenommenen
‘ tumorspezifischen Strukturen wandern
. : wieder in die BlutgefaBe
© Makrophagen -

phagozytieren
EDIM-Technologie
Die phagozytierten Tumorzel-

Tumorzellen
len werden untersucht.

@ Makrophagen wandern ~
aus den BlutgefaBen in .
das Gewebe ‘ TKTL1- positiv
Apo10-positiv
Blutgefal

‘ Makrophagen
Abbildung 1: Schematische Darstellung des EDIM-Assays

Details siehe Text; (Quelle: https://rvinter.com/assets/files/RV-EDIM-Technologie.pdf; 24.05.21, 23:54
Uhr)

Apo10 ist ein Epitop der DNaseX, dessen physiologische Funktion vor allem in der Apoptose
wiederzufinden ist. Die Apoptose ist ein fundamentaler Prozess zum Erhalt der Zellintegritt,
fiir welchen die Kernfragmentierung durch Nukleasen einen wichtigen Schritt darstellt
(Kerr et al. 1972, Wyllie 1980). Im Falle des Funktionsverlustes dieser Enzyme oder deren
verringerter Aktivitdt kommt es zu einer erh6hten und vor allem unkontrollierten Zellteilung,
woraus die Entstehung von malignen Neoplasien resultieren kann (Brody 1958, Daoust et al.
1963, Fort et al. 1969). Die Nuklease DNaseX, welche auf dem Chromosomen Xq28 kodiert
(Parrish et al. 1995, Coy et al. 1996), reichert sich in malignen Geweben an und ist,

verglichen mit benignen Hyperplasien, sowohl in malignen Vorstufen als auch in Karzinomen
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signifikant erhoht. Es wird ein Zusammenhang mit einer fehlerhaften Apoptose postuliert,
wobei davon ausgegangen wird, dass das Enzym inhibiert wird und somit eine physiologische

DNA Degradation nicht mehr stattfinden kann (Grimm et al. 2015, Coy 2017).

Neben atypischen Zellteilungsmechanismen weisen maligne Zellen spezialisierte
Stoffwechselwege auf. Zum einen ist eine erhohte anaerobe Glykolyse bei geniigend
Sauerstoffzufuhr zu beobachten. Zum anderen konnte neben diesem, als Warburg-Effekt
beschriebenen Phdnomen beobachtet werden, dass in Karzinomzellen ein erhohter
Pentose-Phosphat-Weg-Stoffwechsel auftritt (Patra et al. 2014). Eine Hemmung des
Schliisselenzyms seines nicht oxidativen Teils (Transketolase - TKT) fiihrt zu einer Hemmung
des Tumorwachstums (Rais et al. 1999), widhrend eine Stimulation der TKT zu einem
Wachstum fiihrt (Comin-Anduix et al. 2001). Neben TKT gibt es weitere transketolase like-
enzymes, welche mitunter auf dem X-Chromosom kodiert werden (Coy et al. 1996, Coy et al.
2005). Die Variante TKTL1 ist in vielen malignen Zellen hoch reguliert und korreliert mit
einem aggressiveren Wachstum, was in Urothel- und Kolonkarzinomen beobachtet wurde und

den klinische Outcome dieser Erkrankungen beeinflusst (Langbein et al. 2006).

Diese beiden Marker wurden erstmals von Feyen et al. mittels des EDIM-Assays in einer
Patient:innenkohorte mit bestédtigten malignen Neoplasien verschiedenster Entititen oder
einem diesbeziiglichen Verdacht, diagnostisch eingesetzt, fiir welche eine Stagingdiagnostik
mittels FDG-PET-CT vorgesehen war. Als Kontrolle dienten Blutproben von gesunden
Blutspender:innen. In den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine
Ubereinstimmung von 90 % zwischen EDIM-TKTL1-Apol10-Test und der Standard-
Stagingmethode PET-CT zu verzeichnen war (Feyen et al. 2012). In darauffolgenden Studien
konnte die erhohte Testgiite des EDIM-TKTL1-Apo10-Bluttestes weiterhin bestdtigt werden.
Dabei sind Sensitivitdten und Spezifititen von ungefdahr 95 % erreicht worden (Grimm et al.
2013, Grimm et al. 2016). Auch fiir das Pankreaskarzinom konnte in einer weiteren Studie bei
allen Patient:innen mit bestdtigtem Karzinom TKTL1 und Apol0 in Kombination signifikant
erhoht detektiert werden (siehe Abbildung 2). Des Weiteren war auch bei Pankreatitiden in 2
von 13 Fillen ein positives Signal fiir TKTL1 zu verzeichnen, woraus sich ein eventueller
Zusammenhang zwischen TKTL1 und Entziindungen vermuten ldsst (Saman et al. 2020).
Bisher konnte in verschiedenen Publikationen das EDIM-TKTL1-Apo10 Verfahren iiberpriift
werden, wobei eine hohe Testgiite ermittelt wurde. Diese Testgilite qualifiziert den Bluttest als

mogliches Messprinzip zum Tumorscreening.



Einleitung 11

1.0 -1 @ 00000000 0000000000 0 00
4009 *kkk  kkkk  kkkk
4 A 0.8
e
® 3004 F
e E S 06
o . 1
® ®
LR e
0 ) v ¢ i
w 200 “ : - Sensitivity: 1.000
0.2 Specificity: 0.9615
, Cut off score: >236
100 . ; - T . 0.0%—T—T—T—T
PC CRC CCC HI INFL 00 02 04 06 08 1.0

1 - Specificity
Abbildung 2: Einsatz der EDIM-basierten Detektion von Apol0 und TKTL1 in
unterschiedlichen Tumorentititen

links: Scatterplot des EDIM-Scores (Mal8 der kombinierten Positivitdt der beiden Marker) fiir die
verschiedenen Tumorentititen, PC: Pankreaskarzinom, CRC: Kolorektalkarzinom, CCC:
Cholangiozelluldres Karzinom, HI: gesunde Kontrollgruppe, INFL: Entziindliche Erkrankungen
(Kolitis, Pankreatitis, Cholangitis), gestrichelte Linie entspricht dem Cut-off von >236 des
EDIM-Scores; rechts: reciever-operating-curve (ROC) des EDIM-Scores fiir alle 3 Entitdten,
Darstellung der Sensitivitét als Funktion der falsch Positiven (1-Spezifitét); (Saman et al. 2020)

Die aus einem positiven Testergebnis gewonnenen Informationen kénnen jedoch aufgrund des
ubiquitdren Auftretens der Marker TKTL1 und ApolO in malignen Neoplasien keine
Aussagen iiber die Lokalisation einer moglichen Tumorerkrankung zulassen. Durch die
hohere Sensitivitdt im Vergleich zu herkdbmmlichen Stagingmethoden wére im Falle eines
positiven EDIM-TKTL1-Apo10-Ergebnisses und eines negativen PET-CT-Ergebnisses keine
Aussage moglich, wo ein eventuell malignes Geschehen im Korper der betroffenen Person zu
erwarten ware. Da aus einem positiven EDIM-TKTL1-Apo10-Ergebnis keine Behandlung
abgeleitet werden kann, stellt dies zusammen mit der vermutlichen Krebsdiagnose vor allem

eine psychische Belastung fiir die Patient:innen dar.

Somit ist es von grofem klinischem Interesse, das EDIM-Assay um tumorentitdtsspezifische
Marker zu erweitern, sodass neben einem positiven EDIM-TKTL1-Apo10-Ergebnis eine

Tumorlokalisation zusatzlich angegeben werden kann.
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2.3 MUCS5AC als moglicher Tumormarker zur Detektion des

Pankreaskarzinoms

Fiir eine frithe Diagnostik von malignen Neoplasien spielen vor allem Prdkanzerosen, die im
Rahmen einer malignen Transformation beispielsweise in ein Karzinom {iibergehen kénnen,
eine groRle Rolle. Hierbei kdnnen eventuelle Karzinome schon friih therapiert und somit einer
schlechten Prognose entgegen gewirkt werden. Darauf baut zum Beispiel die
Polypenentfernung im Rahmen der Kolonkarzinomfriiherkennung auf (S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom 2019). Auch fiir das Adenokarzinom des Pankreas sind prdkanzerdse
Vorstufen beschrieben. Diese umfassen pancreatic intraepithelial neoplasie (PanIN),
intraductal papillary mucinous neoplasm (IPMN) und mucinous cystic neoplasm (MCN)
(Hruban et al. 2007). Charakteristisch fiir Karzinome des Pankreas ist deren Mukussekretion,
welche sogar in den eben genannten Vorstufen stattfindet. Diese wird durch verschiedene
Muzine gebildet, die teilweise schon de novo von den pankreatischen Prakanzerosen sekretiert
werden. Dabei spielt das Protein MUCS5AC eine relevante Rolle, da es sowohl in den
neoplastischen Vorstufen als auch den daraus folgenden Karzinomen gebildet wird, jedoch
nicht im gesunden oder entziindeten Pankreas messbar ist (Yonezawa et al. 1999, Jonckheere

et al. 2010).

Die Arbeitsgruppe um Gold et al. charakterisierten einen Antikorper, welcher zu 85 % Proben
von Pankreaskarzinompatient:innen erkennt. Die Immunisierung erfolgte mit einem Muzin.
Dabei war keine Reaktivitdt gegeniiber entziindlichen Pankreaserkrankungen zu verzeichnen,
woraus sich ein praktischer klinischer Nutzen ableiten liefe, welcher durch den
herkémmlichen Tumormarker CA 19.9 so nicht existiert (Gold et al. 1994). In weiteren
Untersuchungen wurde das Epitop des Antikdrpers dem Protein MUCS5AC zugeschrieben,
weshalb dieses als moglicher Tumormarker fiir eine Friihdiagnostik des Pankreaskarzinoms
zu diskutieren wédre (Gold et al. 2013a, Liu et al. 2015). Des Weiteren erhthte die
Kombination aus MUC5AC und CA 19.9 die Testgiite zur Detektion des Pankreaskarzinoms
(Gold et al. 2013, Kaur et al. 2017, Zhang et al. 2020). Aulerdem konnte bei einem
Knockdown des MUC5AC mittels siRNA ein vermindertes Karzinomwachstum beobachtet
werden. Somit wird neben der Sekretion durch pankreatische Vorldauferldasionen auch eine fiir

die Tumorumgebung relevante Funktion des Glykoproteins diskutiert (Hoshi et al. 2011).
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Das Glykoprotein MUCSAC ist ein high molecular weight protein der Proteinfamilien der
Muzine und wird physiologisch vor allem im Magen, der Lunge und der Endozervix gebildet.
Im gesunden Pankreas kommt es nicht vor. Es wird auf dem Chromosomen 11p15.5 kodiert,
wo es in die Gensequenz MUC6-MUC5B-MUC5AC-MUC2 eingebettet ist. Muzine
unterteilen sich in 2 groBe Gruppen, die sekretierten und die membranstindigen Muzine.
MUCSAC wird sekretiert und bildet zusammen mit MUC2 und MUC6 einen
Hauptbestandteil des gastrointestinellen Mukus, der eine Schutzbarriere zwischen apikalem
Zellpol und Lumen darstellt (Bolos et al. 1995, Rodriguez-Pifieiro et al. 2013). Die Sekretion
findet als Dimer statt. Darauf folgt eine zundchst verstdrkte Glykoglykosisylierung durch
N-Acetylgalaktosamin-Seitenketten, woran sich die Oligomerisierung der einzelnen
Glykoproteinketten anschlieft (Sheehan et al. 2004). Ein schematischer Uberblick ist
Abbildung 3 zu entnehmen. Aufgrund der hohen Glykosylierung ist das Molekulargewicht
des MUCS5AC je nach struktureller Anordnung und Oligomersisierung unterschiedlich. In der
Monomerform betrdgt dieses 2,2 MDa, wobei GroéBendetektionen bis zu 200 MDa
beschrieben wurden (Sheehan et al. 2000). Dies ist auf den hohen Glykosylierungsanteil vor

allem im mittleren Bereich des Proteins zuriickzufiihren (Strous et al. 1992).

C
Dimerisierung @.\f‘/\”

Addition von GalNAc ﬂ

Erweiterung der Glykosylierung @

o_mmmng-é (LI

Oligomerisierung der Dimere ﬂ

Abbildung 3: Darstellung der einzelnen MUC5AC-Oligomerisierungsschritte

Erlauterung siehe Text
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Die Arbeitsgruppe um Jacques Bara generierte und charakterisierte eine Vielzahl von
Antikorpern, welche gegen ein von ihr zu Beginn als M1 bezeichnetes Epitop gerichtet sind.
Das Antigen M1 ist dabei ein Bestandteil der gastrischen und intestinalen
mukusproduzierenden Zellen. In den ersten Untersuchungen konnten die M1 Epitope sowohl
in Kolonkarzinom- als auch in Pankreaskarzinomproben nachgewiesen werden (Bara et al.
1980, Bara et al. 1986, Sessa et al. 1990). In spdteren Analysen konnte dann gezeigt werden,
dass das M1-Gentranskript von dem MUC5AC-Gen kodiert wird (Bara et al. 1998). Unter der
Vielzahl der Antikorper stellt 45M1, erstmals von Bara et al. 1991 isoliert und beschrieben,
einen heute noch haufig verwendeten Antikorper zur Detektion des MUC5AC dar (Bara et al.
1991). Dabei wird 45M1 sowohl in proteinbiochemischen Methoden als auch fiir

Immunhistochemie oder Immunfluoreszenz verwendet.

24 Phagozytose — ein fundamentaler Ablauf zur Antigenakkumulation

in Monozyten

Die fiir den PanTum Detect-Test fundamentale intrazelluldre Anreicherung der Antigene geht
auf einen grundlegenden immunologischen Prozess zuriick, die Phagozytose. Somit stellt
diese einen zentralen Mechanismus dar, welcher durch das EDIM-Assay genutzt wird. Die
erstmalige Beschreibung des Phagozytoseprozesses fand im Jahre 1884 durch Elias
Metschnikoff statt. Dieser inkubierte Milzbrandbakterien mit Leukozyten (von ihm
bezeichnete Phagozyten) und fand anschlieBend heraus, dass die Pathogene intrazelluldr in
den Leukozyten vorliegen (Metschnikoff 1884). Die Phagozytose stellt einen kérpereigenen
Abwehrmechanismus dar, der Zellen dazu befdhigt, Gewebe oder korperfremdes Material zu
internalisieren und anschliefend zu zersetzen, um es dadurch aus dem Korper zu entfernen.
Dies geschieht im Rahmen von Infektionen, bei denen Phagozyten Pathogene erkennen und
mittels intrazelluldrer Degradation vernichten. Auch anorganische Stoffe wie Rullpartikel oder
Asbestfasern konnen dadurch aufgenommen und aus den betroffenen Organen entfernt
werden. Neben Reaktionen auf pathogene Reize kann iiber die Phagozytose apoptotisches,
korpereigenes Material abgebaut werden, was vor allem fiir den Erhalt der
Gewebehomdostase von Relevanz ist. Phagozytose stellt hierbei eine spezialisierte Form der
Endozytose dar, in welcher rezeptorabhdngig iiber Aktin-Strukturen Partikel grofer als 0,5 pm
aufgenommen werden konnen (Rosales und Uribe-Querol 2017). Dabei konnen die

Rezeptoren unterteilt werden in diese, welche pathogen assiciated molecular patterns
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(PAMPs) erkennen und phagozytieren, sowie in jene Rezeptoren, welche durch vorherige
Ligandenbindung opsonierte Molekiile erkennen und anschliefend phagozytieren. Zu der
Gruppe der PAMP-Rezeptoren zdhlen die Oberflachenmolekiile Dectin-1 und der Mannose-
Rezeptor, welche Polysaccharidstrukturen von Hefen erkennen konnen, sowie der
scavenger-receptor A, der prokaryotisches Lippopolysacharid (LPS) erkennt. In allen Féllen
erfolgt nach Ligandenbindung die Phagozytose der gebundenen Molekiile (Ezekowitz et al.
1990, Peiser et al. 2000, Herre et al. 2004). Zu der Gruppe der Opsonin-Rezeptoren zdhlen
die Fc-Rezeptoren, wobei vor allem die Fcy-Rezeptoren eine relevante Rolle spielen, und die
Komplementrezeptoren (Anderson et al. 1990, Ross et al. 1992). Nach erfolgter
Internalisierung der Partikel und der daraus resultierenden Phagosomenbildung, schlielt sich
die Phagosomenreifung an. Dabei verdndern sich vor allem die pH-Werte innerhalb der
Vesikel sowie die intraluminale Enzymausstattung. Direkt nach Vesikelbildung, den
sogenannten reifen Phagosomen, kommt es durch Fusion mit den frithen Endosomen zur
Bildung der frithen Phagosomen. Der intravesikuldre pH-Wert betrdgt hierbei ungefédhr 6,0.
Darauf folgend bilden sich abhédngig von unterschiedlichen Oberflichenmolekiilen und damit
verbundenen unterschiedlichen Enzymausstattungen die intermedidaren und spdten
Phagosomen. Dabei spielen die Ras-GTPasen, die auch als Marker der Phagosomenreife
genutzt werden, eine relevante Rolle. Im spdten Phagosomen ist der pH-Wert deutlich
niedriger. Dies wird vor allem durch membrandse Einlagerung von V-ATPasen ermoglicht,
welche als Protonenpumpen fungieren. Im Anschluss konnen spdte Phagosomen mit
Lysosomen zu den Phagolysosomen verschmelzen, welche intraluminal neben einem pH-Wert
von ca. 4,5 hydrolytische Enzyme und oxidative Molekiile aufweisen. In diesem letzten
Reifungsprozess konnen Mikroben effektiv zersetzt werden (Flannagan et al. 2012). Da neben
Mikroben auch apoptotisches Material phagozytiert werden kann, ist die Phagozytose ein im
Korper ubiquitdar auftretender Prozess. Jedoch konnen nicht alle Zellen, die prinzipiell
Phagozytose durchfiihren, auch pathogene Organismen abwehren. Dafiir hat sich eine als
professionelle Phagozyten bezeichnete, spezialisierte Zell-Population gebildet. Zu ihnen
zdhlen die Neutrophilen Granulozyten, die Monozyten, die Makrophagen und die
Dendritischen Zellen. Diese Unterteilung wurde erstmals von Michel Rabinovitch
vorgenommen, der die eben beschriebenen spezialisierten = Phagozyten den
nicht-professionellen Phagozyten gegeniiberstellte. Nicht-professionelle Phagozyten sind

Epithelzellen und Fibroblasten, die zur Gewebehomdoostase beitragen, aber keine
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Mikroorganismen aufnehmen (Rabinovitch 1995). In neueren Untersuchungen wird noch eine
dritte Population der Phagozyten, die spezialisierten Phagozyten, beschrieben. welche
gewebespezifische Eigenschaften aufweisen und wie ausdifferenzierte Makrophagen
postmitotische Zellen darstellen. Dazu zdhlen vor allem die Sertoli-Zellen im Hoden und die
retinalen Pigmentepithelzellen im Auge (Arandjelovic et al. 2015). Im Rahmen des
EDIM-Assays, welches die Phagozytose als zugrunde liegenden Mechanismus nutzt, werden

professionelle Phagozyten, die Monozyten, detektiert.

Zur Untersuchung der Phagozytose ist es zum einen moglich, periphere Blutmonozyten zu
isolieren und zum anderen monozytére Zellmodelle zu verwenden. Die Zelllinie THP-1 wurde
von Tsuchiya und Kollegen 1980 etabliert und gilt seitdem als hédufig verwendetes Modell, um
monozytdre Eigenschaften zu untersuchen (Tsuchiya et al. 1980). Gegeniiber peripheren
Blutmonozyten haben THP-1-Zellen einige Vorteile. Diese spiegeln sich zum einen in der
technischen Handhabung der Zellen wider. Dazu zdhlen der Verdopplungszeitraum,
Kultivierungsbedingungen und die Anfélligkeit gegeniiber Infektionen. Zum anderen weisen
die Zellen, da es sich um immortalisierte Zellen handelt, weniger interzelluldre Unterschiede
auf, woraus eine bessere Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Experimenten
resultieren kann (Chanput et al. 2014). Die Zellen kénnen in Makrophagen ausdifferenziert
werden (Cossu et al. 1982). Dabei stellen Phorbol-Ester die besten Stimuli fiir eine
Ausdifferenzierung dar, von denen Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) am haufigsten in
der Literatur beschrieben ist (Tsuchiya et al. 1982, Auwerx et al. 1988, Auwerx et al. 1992).
In der Literatur wird die Zelllinie neben Untersuchungen zu monozytdrem
Differenzierungsverhalten oder in Zell-Modellen zur Pathogenese der Artherosklerose auch
fiir Phagozytosemodelle verwendet (Qin 2012, Licona-Limon et al. 2015, Shiratori et al.

2017).
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3 Ziele der Arbeit

Der auf dem EDIM-Assay aufbauende Tumortest PanTum Detect ist ein Verfahren, welches
die Grundlage fiir eine Friihdiagnostik von malignen Neoplasien bilden kann. Jedoch ist es
nicht mdéglich, anhand dieses Tests Aussagen iiber die Entitdt des Tumors zu treffen. Deshalb
ist die Erweiterung dieses Verfahrens um spezifische Tumormarker ein méglicher Schritt zur
Behebung dieses Problems. In der vorliegenden Arbeit soll in einem monozytdren
Modellzellsystem versucht werden, das EDIM-Verfahren nachzustellen und es mittels des mit
dem Pankreaskarzinom assoziierten Antigen MUCSAC zu erweitern. Dabei soll die
potenzielle Eignung von 45M1 als moglicher Antikorper fiir die Diagnostik des

Pankreaskarzinoms unter Anwendung des EDIM-Assays evaluiert werden.

Im ersten Teil der Arbeit werden Proteinfragmente, die Abschnitte des Volllangenproteins
MUCS5AC widerspiegeln, unter Zuhilfenahme von HEK-293T-Zellen rekombinant hergestellt.

Anschlieflend konnen diese dann auf Detektierbarkeit durch 45M1 untersucht werden.

In weiteren Vorversuchen erfolgen Anpassungen der Transfektion und Proteinexpression
sowie des Protokolls fiir den intrazelluldren Antigennachweis an das THP-1-Modellzellsystem

und es erfolgt eine Anpassung der zytometrischen Auswertung der THP-1-Zelllinie.

Im zweiten Teil der Arbeit werden dann die Proteinfragmente, welche von 45M1 erkannt
werden, intrazelluldr im Modellzellsystem exprimiert und anschliefend detektiert. Fiir die
intrazelluldre Anreicherung der Antigene werden dabei zwei Ansdtze verfolgt: die
Transfektion von zuvor erzeugten Expressionsplasmiden mit anschliefender
Proteinexpression und die Phagozytose von rekombinant hergestellten
MUCS5AC-Proteinfragmenten. Der Nachweis erfolgt analog zu den Vorversuchen mittels

zytometrischer Auswertung durch das EDIM-Assay im THP-1-Zellmodell.
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4 Material und Methodenteil

4.1 Materialien

4.1.1 Bakterienstaimme

Alle in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stamme sind in Tabelle 1 aufgelistet

Tabelle 1: Verwendete Prokaryotische Stimme

Stamm Medium Verwendung Bezugsquelle

XL1-blue |LB-Medium |Plasmidamplifikation Invitrogen AG
JM83 LB-Medium |Expression der N-BLa-C-BLa-GFP Konstrukte | Invitrogen AG
BL21 LB-Medium |Porkaryotische Proteinexpression Invitrogen AG

4.1.2 Eukaryotische Zelllinien und Zellkulturmedien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2, die dazugehérigen

Zellkulturmedien in Tabelle 3 und die generierten stabilen Zelllinien in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Eigenschaften Medium | Verwendung Bezugsquelle

A-549  |Lungenkarzinomzelllinie; | DFG- cDNA Synthese |Leibniz-

Adhérentes Wachstum; Medium Institut DSMZ
Expression der MUCS5AC GmbH, ACC 107
mRNA

HEK- Humane Proteinproduktion | Leibniz-

293T Nierenembryonalzelllinie; Institut DSMZ
Adhérentes Wachstum GmbH, ACC 305

THP-1 | humane akute monozyten RFG- Modellzellsystem | KIM II des UKJ;
Leukédmie Zelllinie; Medium | fiir EDIM Leibniz-Institut DSMZ
Suspensionszellen; GmbH, ACC 16

monozytdre Eigenschaften
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Tabelle 3: Verwendete Zellkultur-Medien
Name Zusammensetzung
DFG 90 % DMEM + 10 % FKS + 73 pg/ml Gentamicin
DFG-Zeocin 90 % DMEM + 10 % FKS + 73 pg/ml Gentamicin + 150 pg/ml Zeocin
RFG 90 % RPMI + 10 % FKS + 73 pg/ml Gentamicin
Einfriermedium |70 % Vollmedium + 20 % FKS + 10 % DMSO
Tabelle 4: Generiert stabile Zelllinien
Zelllinie |Transfiziertes Plasmid Eigenschaften Medium
HEK- pcDNA3.1-CD14-mFc-91aa-8xHis | Produktion des 9laa-|DFG-Zeocin
293T Fragmentes
pcDNA3.1-CD14-mFc-Cys9-8xHis | Produktion des Cys9-
Fragmentes
pcDNA3.1-CD14-mFc-Cys2/3-8xHis |Produktion des Cys2/3-
Fragmentes
pcDNA3.1-CD14-mFc-vWD4-8xHis | Produktion des vWD4-
Fragmentes

4.1.3 Plasmide und Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 5 und die generierten Plasmide

zuziiglich der genutzten Primer sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

Plasmid Abkiirzung | Verwendung Bezugsquelle
pcDNA3.1-zeo(+) |pcDNA3.1 |Basisvektor fiir die eukaryotische|Invitrogen AG
Proteinexpression
pEGFP-N1 pGFP Reportergen Invitrogen AG
pMAL-p5X pMAL Basisvektor fiir die prokaryotische |Invitrogen AG
Proteinexpression
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Plasmid Abkiirzung | Verwendung Bezugsquelle

pN-BLa-GFP N-BLa Prokaryotische GFP-Expression Martin ~ Seiler, AG
Friedrich

pC-BLa-GFP C-BLa Prokaryotische GFP-Expression Martin ~ Seiler, AG
Friedrich

Tabelle 6: Generierte Plasmide

Plasmid

Abkiirzung

Primer

pcDNA3.1-CD14-
mFc-91aa-8xHis

pCD14SP-mFc-45M1Epitop-

8His_zeo

45M1_mFcTag_fwd
45M1_mFcTag_rev

pcDNA3.1-CD14-
mFc-Cys9-8xHis

pCD14SP-mFc-45M1Epitop-Cys9-

8His_zeo

45M1_mFcTag_fwd
pcDNA14_45M1_Cys9_rev

pcDNA3.1-CD14-
mFc-Cys2/3-8xHis

pCD14SP-mFc-MUCS5AC-Cys3-

8His_zeo

Epitop1_Cys3_fwd
Epitopl_Cys3_rev

pcDNA3.1-CD14-
mFc-vWD4-8xHis

pCD14SP-mFc-45M1Epitop-
vWD4mutBamHI-8His_zeo

45M1_mFcTag_fwd
pcDNA14_45M1vWD_rev

pcDNA3.1-P5D4-
Cys9-8xHis

pcDNA3.1-P5D4-Cys9-HIS

Cys9_intrazell _fwd

Cys9_intrazell_rev

pcDNA3.1-P5D4-
Cys2/3-8xHis

pcDNA3.1-P5D4-MUC5AC_Cys3-
His

MUCS5AC-Cys3_Intra_fwd
MUCS5AC-Cys3_His_Intra_rev

pcDNA3.1-P5D4-
vWD4-8xHis

pcDNA3.1-P5D4-
45M1vWD4mutBamHI-His

Keine  Primer, kein Insert

Generierung mittels Gensynthese

pMAL-p5X-malE-
9laa

PMAL-p5X-45M1Epitop

pMal-p5X-45M1-for
pMal-p5X-45M1-rev

pMAL-p5X-malE-
Cys2/3-8xHis

pMAL-p5X-MUC5AC-Cys3-His

pMal-p5X-MUC5AC-Cys3_for
pMal-p5X-MUC5AC-Cys3_rev
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4.1.4 Antikorper

Die fiir diese Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Antikérper

Bezeichnung |Epitop Methode Konzentration |Spezies Quelle

45M1 MUC5AC WB, DZ |1:50 bis 1:1000 |Maus (m) Invitrogen AG

anti-6xHis His-Tag Dz 1:50 Maus (m) Invitrogen AG

FITC

anti-His His-Tag WB 1:1000 Maus (m) Quiagen

anti-P5D4-PE | P5D4-Tag DZ 1:50 Maus () Laborbestand
AG Friedrich

anti-IgGk- IgGk-leichte |WB 1:10000 Maus (r) Santa  Cruz

Bindeprotein- | Kette Biotechnology

HRP

goat-anti- mouse-Fc-Teil | DZ 1:100 Ziege (p) ImmunoTools

mouse-PE GmbH

goat-anti- rabbit-Fc-Teil |DZ 1:200 Ziege (p) ImmunoTools

rabbit-FITC GmbH

C20 STAT3 Dz 1:100-1:200 Kaninchen (m) | Santa Cruz
Biotechnology

(p) polyklonal, (m) monoklonal, (r) rekombinant
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4.1.5 Chemikalien, Feinchemikalien, Kits

2-B-Mercaptoethanol
4-Iodophenylboronic acid (4-IPBA)

Acrylamid-Bis-Losung 30 % (Rotiphorese® Gel 40)

Agar-Agar, Kobe I

Agarose

Albumin (BSA), Fraktion V
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz

Aqua dest (Ampuwa®)

Biozym Taq DNA Polymerase (5 U/pl)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

CloneJET™ PCR Cloning Kit
cOmplete™, Mini, Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Brillant Blau
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
dNTP-Mix (10 mM)

dNTP-Mix (100 mM) (25x)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Essigsdure

Ethanol, rein oder vergallt
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FastDigest™ Green Buffer (10x)
FastDigest™ Restriktionsenzyme
(BamHI, Nhel, Xbal, Xhol)

Fetales Kédlberserum (FKS)
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
Gentamicin 40 mg/ml

Glycerin

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Biozym Scientific GmbH
PAN-Biotech GmbH
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Fresenius Kabi AG
Biozym Scientific GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Biozym Scientific GmbH
Thermo Fisher Scientific
PAN-Biotech GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Nordbrand Nordhausen GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

PAN-Biotech GmbH
Thermo Fisher Scientific
Ratiopharm GmbH
CHEMSOLUTE®
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Glycin

Hefeextrakt

IGEPAL NP-40

Imidazol

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PO.)
Kaliumhydroxid (KOH)
Kaliumphosphat (K3PO4)
Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent
Luminol

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSO.)
Metafectene®

Methanol

Midori Green Advance DNA Stain
Milchpulver

MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/pl)

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumsuccinat

Natronlauge (NaOH)
Ni-NTA-Superflow

NucleoBond® Xtra Midi

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin® Plasmid QuickPure
Opti-MEM® Reduced Serum Medium
P3000™
Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA)

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Biontex

Carl Roth GmbH + Co. KG
Biozym Scientific GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
QIAGEN

lTM

Macherey-Nage

lTM

Macherey-Nage
Macherey-Nagel™

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

InvivoGen
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PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Reverse Transkriptase Random Primers (10x)
Reverse Transkriptase Reaction Buffer (10x)
RPMI 1640

S7 Fusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/pl)
S7 HF Puffer (5x)

Salzsdure 37 %

T4 DNA Ligase (5 U/pl)

T4 DNA Ligase Puffer (10x)

Tag-Puffer (10x)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-aminomethan (TRIS)

Triton™ X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Trypton/ Pepton aus Casein

TurboFect™ Transfection Reagent

Tween®20

Wasserstoffperoxid 30 % (H20-)

Zeocin

4.1.6 Gerite und Verbrauchsmaterialien

AktaPurifier®

Bakterieninkubator INCU-Line®
Bakterienschiittelinkubator
Celluloseacetat-Membranfilter
CO;-Inkubator

CryoPure Rohren

Dialysierschlduche Visking

(10 mm, 25 mm, 44 mm)
Durchflusszytometer CyFlow® Space

Einkanal-Mikroliterpipette Transferpette® R

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
PAN-Biotech GmbH
Biozym Scientific GmbH
Biozym Scientific GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Biozym Scientific GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich
PAN-Biotech GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Genaxxon bioscience GmbH

GE Healthcare Life Sciences
VWR International

Infors HT

Advantec

NuAire

Sarstedt

Carl Roth GmbH + Co. KG

Sysmex Partec GmbH
BRAND GmbH & co. KG
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Elektrophorese- und Transferkammer Mini-PROTEAN®Bio-Rad Laboratories

Elektrophorese-Netzgerit PowerPac™ 200
Elektroporationskiivetten
Geldokumentationsgerdt G:BOX
Gelgielistand

Heizblock Dri-Block® DB-2A

HiTrap™ Protein G HP

Laborwaage TE412

Lichtmikroskop Motic AE21
Neubauer-Zahlkammer

Ni-NTA Superflow Cartridge
Nucleofector® I

PCR Soft Tubes (0,2 ml)

Petrischalen

pH-Meter 761 Calimatic®

Pipettierhilfe accujet® pro

Reagiergefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Rohrchen (3,5 ml, 15 ml, 50 ml)
Spektralphotometer NanoDrop™ 2000
Standard-Zellkulturflaschen CELLSTAR®
Sterilwerkbank
Suspensions-Zellkulturflaschen CELLSTAR®
Thermocycler 2720

Tischzentrifuge 5414R

Transfermemban Roti®-PVDF
Transilluminator UV Fluo-Link

UP100H Ultrasonic Processor
Zellkultur-Mikroplatte, Flachboden
Zellkultur-Rollerflasche (1700 cm?)
Zentrifugationsfilter Amicon® Ultra-4 10K
Zentrifuge ROTINA 420R

Bio-Rad Laboratories
Biozym Scientific GmbH
Syngene

Bio-Rad Laboratories
Techne

GE Healthcare Bio-Science
Sartorius AG

Motic

Marienfeld Superior

Qiagen

Amaxa (heute Lonza Group AG)

Biozym Scientific GmbH
Sarstedt

Knick International
BRAND GmbH & co. KG
Sarstedt

Sarstedt, Greiner Bio-One
PEQLAB GmbH

Greiner Bio-One

NuAire

Greiner Bio-One

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf AG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Biometra GmbH
Hielscher Ultrasonics
Greiner Bio-One

Corning

Merck KGaA

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
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4.2 Molekularbiologische Verfahren

4.2.1 PCR-Techniken

Zur Ampflifizierung von DNA-Sequenzen, welche dann in weiteren Schritten entweder zur
molekularbiologischen Klonierung, zu Colony-PCR-Verfahren oder zur Uberpriifung eines
evtl. Mycoplasmenbefalls der Zellkultur dienen, wurde die polymerase chain reaction (PCR)
genutzt. Dabei wird das zu untersuchende Template mittels einer thermostabilen
DNA-Polymerase mit dNTPs, Magnesium-Chlorid-Lésung sowie spezifischen Primern
gemischt und anschliefend in einen Thermalcycler amplifiziert. Je nach Anwendung wurden
unterschiedliche Polymerasen eingesetzt. Die ersten Ansdtze wurden immer mit
tag-Polymerase durchgefiihrt. Bei fehlerhaften Sequenzen wurden die PCR-Experimente mit
der S7-Fusion-Polymerase wiederholt, da diese proof-reading durchfiihren kann und somit
genauere Ergebnisse liefert. Die Elongationstemperatur wurde der Schmelztemperatur der
Primer angepasst, die Elongationszeit hingegen der GroBe des zu untersuchenden
DNA-Oligomers. Die einzelnen Versuchsansdtze sind den Protokollen des Herstellers zu

entnehmen.

Die cDNA, welche fiir die oben beschriebenen PCR-Techniken verwendet wurde, konnte
mittles Reverse-Transkriptase-Reaktion aus mRNA gewonnen werden. Dazu wurde das
high-capacity cDNA Reverse Transcription Kit der Firma Thermofisher verwendet. Die
Mengenangaben der Substanzen sowie die Cyclereinstellungen wurden dem Protokoll des

Herstellers entnommen.

4.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur grofenabhdngigen Auftrennung von Nukleinsduren dient die Agarose-Gelelektrophorese.
Die Agarosemenge ist abhdngig von der zu untersuchenden DNA-Ldnge, wobei in den
meisten Versuchen Gele mit einem Agarosegehalt von 1 % [w/v] genutzt wurden. Dabei
werden in 50 ml TAE-Puffer (50x TAE-Puffer (pH 8,0): 2 M TRIS; 5,7 % [v/v] Essigsaure;
50 mM EDTA) 0,5 g Agarose gegeben und zum Losen mehrmals aufgekocht. Den noch
fliissigen Gelen werden 3 pl DNA-Farbstoff Midori-Green hinzugefiigt und zum Aushérten in
die vorgefertigten Formen der Firma Bio-RAD gegossen. Die Auftrennung erfolgt konstant

bei 100 V. Als Laufpuffer dient auch TAE-Puffer.
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4.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Nach prdparativen PCR-Ansédtzen werden die Amplifikate weiterverwendet, wobei eine
Extraktion aus dem Agarosegel notwendig ist. Die Aufreinigung wird mittels des

Gel-Extraction-Kits der Firma Macherey Nagel™ nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

4.2.4 Restriktionsverdau und Ligation

Fiir molekulare Klonierungsansidtze wird Fremd-DNA (Insert) in ein Vektorplasmid
(Backbone) eingebaut. Dabei wird die Passgenauigkeit von sogenannten sticky ends genutzt.
Mittels dieser ldsst sich eine spezifische Religation (siehe unten) durchfiihren, bei der in 40 pl
Ansdtzen 5 pg der zu verdauenden DNA-Fragmente mit je 2 pl des spezifischen
Restriktionsenzyms und 4 pl 10-fach-Probenpuffer fiir 1 h bei 37 °C inkubiert werden. Die

Erfolgskontrolle wird mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Die zu erwartenden Banden werden unter Blaulicht sichtbar und mit Hilfe eines Skalpells aus
dem Gel ausgeschnitten. Es folgt eine DNA-Extraktion aus dem Gel mit anschliefendem
Restriktionsverdau mittels Endonukleasen. Durch die entstandenen sticky ends kénnen Insert
und Backbone unter Katalyse durch die T4 Ligase wieder eine Phosphodiesterbindung

untereinander ausbilden. Die Durchfiihrung erfolgte dabei nach Protokoll des Herstellers.

4.2.5 Transformation

Zur Vervielfachung des aus praparativen PCR-Ansétzen entstandenen Expressionskonstruktes
wird dieses zundchst in E. coli-Zellen eingebracht und anschliefend durch Zellteilung

vermehrt.

Die vorher chemisch kompetent gemachten und bei - 80 °C gelagerten Bakterien werden fiir
10 min auf Eis aufgetaut. Danach werden max. 0,1 pg DNA in die Bakteriensuspension
gegeben und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Es folgen ein Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C sowie
eine 5 miniitige Inkubation auf Eis. AnschlieBend werden 500 pl LB-Medium (1 % Hefe
[w/v]; 1 % NaCl [w/v]; 0,5 % Pepton [w/v]) der Bakterien-DNA-Suspension zugefiigt und fiir
45 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Es folgen das Zentrifugieren der Losung fiir 5 min
bei 4000 rpm und das Resuspendieren des entstandenen Pellets mit einer 1000 pl Pipette in

100 pl LB-Medium. Die Bakterien werden dann mittels Verdiinnungsausstrich auf
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antibiotikahaltigen Agarplatten, verteilt und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Dabei ist die

Resistenz abhédngig vom Resistenzgen des Backbones.

4.2.6 Co-Transformation von pN-BLa-GFP und pC-BLa-GFP

Konstrukten

Zur Verwendung der pN-BLa-GFP und pC-BLa-GFP Konstrukte wurde der Bakterienstamm
JMB83 verwendet, da dieser keine Arabinose verstoffwechselt. Der Ablauf erfolgte wie unter

4.2.5, jedoch wurden fiir jedes Plasmide 50 - 60 ng DNA verwendet.

4.2.7 Animpfen einer Bakteriensuspension

Nach erfolgter Transformation wurden die gewachsenen Klone jeweils mittels einer sterilen
Pipettenspitze abgenommen und in je ein Well einer 24-Well-Platte in 1 ml LB-Medium und
dem dazugehorigen Selektionsantibiotikum {tiberfiihrt. Anschliefend wurde die 24-Well-Platte
bei 37 °C und 170 rpm fiir 5 - 6 h inkubiert.

4.2.8 Plasmidisolierung aus Bakteriensuspensionen

Um die durch exponentielle Zellteilung vervielfdltigten Plasmide aus einer Bakterienkultur zu

isolieren, wurden Kits der Firma Macherey Nagel™

verwendet. Fiir kleine Mengen, welche
zur Sequenzanalyse verschickt wurden, wurde das Kit Mini-Prep verwendet, fiir grole
Mengen zur Plasmidvervielfdltigung das Kit Midi-Prep. Die Durchfiihrung fand nach

Firmenprotokoll statt.

4.2.9 Herstellen chemokompetenter Bakterien

Um Fremd-DNA in Bakterien einzubringen, muss die Membran der verwendeten
E. coli-Stamme fiir die Plasmide permeabel sein. Um das zu erreichen wurde von dem
unaufgetauten Glycerolstock eine kleine Menge abgekratzt und in 10 ml LB-Medium {iber
Nacht bei 37 °C und 170 rpm inkubiert. Je nach Stamm wurden Antibiotikazusatze zugegeben
(XL-1 blue 1 pg/ml Tetracyclin, JM83 50 pg/ml Streptomycin). Aus der Vorkultur wurden
1 ml in 100 ml einer Hauptkultur angeimpft und bis zu einer ODeso = 0,3 - 0,4 bei 37 °C und
170 rpm geschiittelt. Danach wurde diese in sterile 50 ml Falcons tiberfiihrt und sofort auf Eis

gestellt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm, 4 °C und 20 min. Nachdem der
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Uberstand abgenommen wurde, wurde das Pellet einer 50 ml Kultur in 15 ml TFB-I-Lésung
(30 mM KAcetat; 50 mM MnCl; 100 mM KCI; 15 % [v/v] Glycerin; mit Essigsdure auf
pH = 5,8 einstellen) aufgenommen und gemischt. Es folgten eine Inkubation auf Eis
(XL-1 blue 30 min, BL21-DE 120 min, JM83 45 min) und danach eine erneute Zentrifugation
bei 2000 rpm, 4 °C fiir 20 min mit anschlieRendem Verwerfen des Uberstandes. Das Pellet
einer 50 ml-Kultur wurde dann in 2 ml TFB-II-Lésung (10 mM MOPS/NaOH pH = 7,0;
75 mM CaCl;; 10 mM KCI; 15 % [v/v] Glycerin) aufgenommen und durch vorsichtiges
Schwenken gemischt. Abschliefend erfolgte eine letzte 20 miniitige Inkubation auf Eis,
wonach 150 pl Aliquots erstellt und sofort in fliissigem N, schockgefroren wurden. Die

Lagerung erfolgte bei - 80 °C.

4.3 Zellbiologische Verfahren

4.3.1 Kultivierung und Passagierung der Zelllinien

Alle Arbeiten an eukaryotischen Zellen fanden bei sterilen Bedingungen unter einer
Arbeitsbank statt. Die Zellen wurden in einem Zellinkubator bei 37 °C, 5 % CO, sowie einer
Luftfeuchtigkeit von 95 % aufbewahrt. Abhédngig von den Wachstumsbedingungen wurden

entweder Suspensionsflaschen oder Adhédrenzflaschen verwendet.

HEK-293T-Zellen wurden in einer Adhdrenzflasche kultiviert. Bei einer Konfluenz von ca.
80 % wurden die Zellen einmal in der Woche passagiert. Dazu wurden das iiberstandige
Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit 10 ml PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI;
10 mM Na,HPOg4; 1,8 mM KH,PO4; pH = 7,2) gewaschen und mit 7 ml Trypsin bedeckt. Nach
5 miniitiger Inkubation bei 37 °C wurden 7 ml Wachstumsmedium dazugegeben und die
Zellen bei 500 g fiir 3 min zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes erfolgte das
Resuspendieren des entstandenen Zellpellets. Dabei wurde fiir die Weiterkultivierung 1/10 der

resuspendierten Losung in eine neue 75 cm*-Kulturflasche iiberfiihrt.

THP-1-Zellen wachsen in Suspension und bendtigen eine Mindestzelldichte von
2 x10° Zellen/ml Medium. Bei einer Dopplungszeit von 40 - 50 h wurden die Zellen alle
3 Tage gesplittet und nach Zellzahl ausgesit. Ab einer Passage von 25 wurde der Kulturansatz

verworfen.
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A549-Zellen wachsen adhédrent und wurden alle 3 - 4 Tage im Verhdltnis 1 : 5 passagiert
(siehe Passagierung von HEK-293T-Zellen)

4.3.2 Inkulturnahme und Kryokonservierung von Zellen

Die bei - 80 °C gelagerten Zellen wurden mittels RT bis zum Herauslosen aus dem Kryotube
aufgewdrmt und dann sofort in Zellkulturmedium verdiinnt. Um das zelltoxische
Dimethylsulfoxid (DMSO) zu entfernen, folgte ein Zentrifugationsschritt bei 800 rpm fiir
3 min. Danach wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem Medium
aufgenommen. Bei der Inkulturnahme ist eine Regeneration der Zellen erforderlich, welche
abhdngig vom Zelltyp unterschiedlich lang dauern kann. Besonders bei THP-1-Zellen
empfiehlt es sich, zu Beginn die Zellen in 2 ml Medium mit 20 % FKS in einer 12-Well-Platte
auszusden und das Wachstumsverhalten engmaschig zu kontrollieren, da die Zellen eine

Mindest-Zelldichte von 2 x10° Zellen/ml zum Wachsen benétigen.

Zur Kryokonservierung wurde eine vorgegebene Zellzahl geerntet, bei 1450 rpm fiir 5 min
zentrifugiert und das entstandene Pellet in Einfriermedium resuspendiert (Ndhrmedium;
10 % [v/v] DMSO; 20 % [v/v] FKS). Danach wurden die gelosten Zellen in Kryogefdlie

aliquotiert und bei — 80 °C eingefroren

4.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden 20 pl der Zellsuspension mit 20 pl
Trypanblau-Lésung (0,5 % [w/v] Trypanblau in PBS) gemischt und 20 pl davon in eine
Neubauer-Zihlkammer gegeben. Durch die Trypanblaufiarbung werden alle nicht-vitalen
Zellen angeféarbt. Unter dem Lichtmikroskop wurden alle leuchtenden Zellen in einem 4 x 4
Kammer-Quadranten gezdhlt und aus allen 4 Quadranten der Mittelwert gebildet.
AnschlieBend wurde die 1 : 1 Verdiinnung verrechnet. Das Ergebnis entspricht

n x10*Zellen/ml.

4.3.4 Transiente Transfektion

Mittels Transfektion werden Vektoren in eukaryotische Zellen eingebracht. Dabei wird

zwischen Elektroporation und Komplexion unterschieden.
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4.3.4.1 Elektroporation/Nucleofection®

Prinzip der Elektroporation ist es, mittels hoher Spannungsimpulse die Zellmembranen durch
Umpolung zu permeabilisieren. Bei diesem Verfahren wurde der Nucleofector® I der Firma
AMAXA (heute Lonza) genutzt, welcher zusdtzlich einen Gen-Transfer in die Nuklei
ermoglicht. Dabei sind die zellspezifischen Programme auf der Firmenseite zu finden. In
dieser Arbeit wurden fiir die THP-1-Zellen die Programme U-01, V-01 und X-01 genutzt und

pro Ansatz 10° Zellen verwendet.

Zuerst wurden die Zellen bei 0,5 g fiir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl
Transfektionslosung V (90 mM Na,HPO,; 90 mM NaH,PO,; 5 mM KCI; 10 mM MgCly;
10 mM NaSuccinat; pH = 7,2) aufgenommen, mit 0,5 pg der zu transfizierenden DNA
gemischt und dann in speziellen Elektroporationskiivetten in den Nucleofector® gestellt. Nach
erfolgtem Programmdurchlauf wurden die THP-1-Zellen in 1,5 ml RFG-Medium in
12-Well-Platten ausgesdt und tiber Nacht inkubiert.

4.3.4.2 Komplexion

Mittels Komplexion wird die negativ geladene DNA durch positiv geladene Molekiile umhiillt
und anschliefend iiber Endozytose in die Zielzellen aufgenommen. Dabei wurden drei

verschiedene Verfahren verwendet.

Um HEK-293T-Zellen zu transfizieren wurde die Turbofect®-Lésung verwendet. Der Ablauf

erfolgte nach Firmenprotokoll.

Als alternative Komplexionsreagenzien wurden die beiden Verfahren Metafectene® und
Lipofectamine 2000® genutzt, welche jedoch nur bei dem vergleichenden Ansatz beziiglich
der Transfektionseffizienz von THP-1-Zellen verwendet wurden. Auch hier fand die

Durchfiihrung anhand des Herstellerprotokolls statt.

4.3.5 Herstellung stabiler Zelllinien fiir die Proteinproduktion

Um hoher prozessierte Proteine (z.B. Glycosylierung) zu synthetisieren, werden
eukaryotische Plasmide verwendet und in HEK-293T-Zellen eingebracht. Dies geschieht
mittels Transfektion durch die Turbofect®-Methode. Transfizierte Zellen werden unter

Kontrolltransfektionsansdtzen =~ mit  griin  fluoreszierendem  Protein (GFP) in
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5 ml DFG-Medium/Well einer 6 Well-Platte {iber Nacht inkubiert. Bei erfolgreicher
Transfektion, welche bei einem positiven GFP-Signal wahrscheinlich ist, wird mittels
Selektionsdruck durch Zugabe des Antibiotikums Zeozin (150 pg/ml DFG-Medium) das

Herausbilden einer stabilen Zelllinie angestrebt.

4.3.6 Herstellung von Ganzzelllysaten

Um intrazelluldr exprimierte Proteine aufzuschliefen, wurden die transfizierten Zellen mittels
Lyseverfahren geoffnet. Dabei wurden eine dichtbewachsene 75 cm? Kulturflasche nach
Entfernen des Mediums einmal vorsichtig in PBS geschwenkt und anschliefend die Zellen
mit Trypsin in Suspension gebracht und bei 4 x10° rpm fiir 4 min bei Raumtemperatur (RT)
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 100 pl RIPA-Puffer (150 mM NaCl;
1 % IGEPAL NP-40; 0,5 % [w/v] Natriumdesoxycholat; 0,1 % [w/v] SDS; 50 mM TRIS;
pH = 8,0), welcher zuvor mit Protease-Inhibitor (cOmplete™ Mini, aus 10 fach Stock
verdiinnt) gemischt wurde, aufgenommen und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Ein weiterer
Zentrifugationsschritt erfolgt bei 13,2 x10* rpm fiir 15 min bei 4 °C. Der erhaltene Uberstand
ist das Lysat und wird in 500 pl-Tubes bei - 20 °C gelagert.

4.3.7 Intrazellulare Farbung eukaryotischer Zellen

Der auf dem EDIM-Verfahren aufbauende PanTum Detect-Test nutzt das Fap-Kit® der Firma

Mab-Tag zur intrazelluldren Detektion mittels Antikdrper-Antigen Interaktion.

THP-1-Zellen wurden zuerst bei 450 g fiir 5 min zentrifugiert. Zur Fixierung der Zellen wurde
das Pellet in 100 pl Fix-Losung mittels vorsichtigem Klopfen resuspendiert, woran sich eine
Inkubation von 20 min bei RT und Dunkelheit anschloss. Es folgte ein Waschschritt mit
500 pl PBS, bei welchem ca. 150 pl Uberstand verbleiben sollten. In diesem wurden die
Zellen mittels vorsichtigem Klopfen wieder resuspendiert und fiir 2,5 min bei Dunkelheit und
RT inkubiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. AbschlieBend wurde die Losung durch
vorsichtiges Pipettieren homogenisiert, wobei Blasenbildung zu vermeiden ist. Es wurden
dann 100 pl Permeabilisierungslosung (50 pl PBS + 50 pl Perm-Losung) zu der
Zellsuspension gegeben und fiir 5 min inkubiert. Danach kam es zur Inkubation mit den
priméren und sekunddren Antikérpern. Zwischen diesen beiden Inkubationsschritten wurden

die Zellen einmal mit PBS gewaschen und neu in 100 pl Permeabilisierungslésung
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aufgenommen. Sollte der priméare Antikorper mit einem Fluorophor konjugiert sein, ist nur ein
Inkubationsschritt notwendig. Am Ende wurden die Zellen noch zweimal mit PBS gewaschen
und danach in 150 pl Uberstand wieder mittels Klopfen resuspendiert. Es folgte eine
30 miniitige Erholungsphase der Zellen, bevor diese dann in PBS zytometrisch vermessen

werden konnten.

4.3.8 Phagozytoseassay

Die zu phagozytierenden Antigene wurden zuvor mittels Transformation und anschliefender
Induktion in E. coli exprimiert. In einem ersten Schritt wurden in 6-Well-Platten pro Well
5 x10° THP-1-Zellen in 3 ml RFG-Medium ausgesit und mit einer PMA-Konzentration von
200 nM/Ansatz fiir 24 h inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die induzierten Bakterien auf
eine Anzahl von ca. 2,8 x10® verdiinnt. Dabei entspricht eine ODsgs=1,0 8 x10° Bakterien pro
ml Medium. Die Inaktivierung erfolgte durch Erhitzen der zu verwendenden Menge an
Bakteriensuspension fiir 1 h bei 62 °C und Zentrifugieren bei 4000 rpm fiir 3 min. Das
entstandene Pellet wurde in PBS geldst. Um die Inaktivierung der Bakterien zu iiberpriifen,
wurde das resuspendierte Pellet auf einer mit dem entsprechenden Resistenzantibiotikum
versetzten Agar-Platte ausgestrichen und tiber Nacht inkubiert. Als Kontrolle diente dabei ein

Ausstrich aus der nicht-inaktivierten Kultur.

In einem nidchsten Schritt wurden die ausdifferenzierten THP-1-Makrophagen mit den
inaktivierten Bakterien bei einer multiplicity of Infectiousness (MOI) von 500 inkubiert. Das
entspricht 500 Bakterien/1 THP-1-Zelle. Die Inkubationszeiten betrugen 15 min, 30 min, 1 h,
2 h 3 h und 4 h. Nach der Inkubation wurden der Uberstand verworfen und die Zellen dreimal
mit kaltem PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mittels Trypsin abgeldst und
nach 3 min Inkubation mit Hilfe eines Zellschabers wieder in Suspension gebracht. Die
Reaktion wurde mit Medium gestoppt und die Zellen bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde anschliefend mit kaltem PBS + 1 % BSA und 1 mM EDTA gewaschen und
nochmals bei 450 g fiir 5 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet konnte dann fixiert und

gefarbt werden.

Umgang mit PMA: Aufgrund der Kanzerogenitdt des Stoffes wurden alle Kontaktmaterialien
in 1M KOH oder 1M NaOH Losung gegeben und fiir 24 h inkubiert, um das kanzerogene

PMA zu inaktivieren. Danach konnte das Gemisch iiber den Abfluss entsorgt werden.
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4.3.9 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie ist es mdglich, einzelne Zellen mittels Antikorper zu
untersuchen. In dieser Arbeit wurde dabei die intrazelluldre Farbung genutzt, um
zytoplasmatisch vorliegende Proteine zu bestimmen. Die Detektion findet hierbei mittels
spezifischer Antikorper-Antigen-Interaktion statt, wobei fluorophorkonjugierte Antikorper
mittels Laser angeregt werden und abhdngig vom verwendeten Fluorophor eine Emission

messbar ist. Das erméglicht quantitative Aussagen {iber Zellsuspensionen.

Die Proben wurden nach erfolgter intrazellulirer Farbung in PBS aufgenommen und
anschliefend zytometrisch vermessen. Je nach Fluorophor wurden unterschiedliche
Detektoren verwendet, wobei FL1 fiir Farbungen mit Fluorescein isothiocyanate (FITC) und
FL2 fiir Farbungen mit Phycoerythrin (PE) genutzt wurden. Als Datendarstellung wurden
entweder Dotplotdiagramme oder Histogrammanalysen verwendet. Die Autofluoreszenz der
Zellen wurde bei der Wahl der Negativkontrollen beriicksichtigt, indem in der
Dotplotdarstellung die autofluoreszierende Population immer im unteren linken Quadranten
eingeschlossen ist. Eine Verschiebung des Fluoreszenzsignals entlang der Achsen wurde als
spezifische Antikorperbindung interpretiert. Aufgrund der Logarithmischen Normalverteilung
der Daten und des schwer zu objektivierenden Gatings wurden bei den Histogrammanalysen
der XgeoMean als Vergleichsmal8 der einzelnen Untersuchungen betrachtet. Dieser entspricht
dem mittleren Maximum der Fluoreszenzintensitit. Dabei wurde in den
Histogrammdarstellungen immer die Differenz zwischen der zu untersuchenden Probe mit
dem Leerwert und somit die Veranderung der Fluoreszenzmaxima (AXgeoMean) angegeben.
Dabei wurden vorher keine Gates gesetzt, weshalb die dort angegebenen Werte sehr klein

sind.

4.4 Proteinbiochemische Verfahren

4.4.1 SDS-PAGE

Um Proteine der GroBe nach aufzutrennen, werden SDS-Polyacrylamidgele genutzt. SDS
dient hierbei als Detergens, welche die Proteinladung iiberdeckt, die Proteine negativ ladt und
dadurch eine Auftrennung im elektrischen Feld ermoglicht, welche nur durch die Proteingrolie

bestimmt ist. Je nach Proteingréfe kann die PorengréfSe durch den Acrylamidanteil variiert
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werden. Zur Untersuchung von Proteinen mit einer MolekiilgroBe von 55 kDa wurden
15 prozentige SDS-Gele verwendet. Das Gel besteht aus 2 Teilen, einem Sammelgel und
einem Trenngel, welche sich chemisch unterscheiden: Sammelgelpuffer (0,65 M TRIS;
pH = 6,8) und Trenngelpuffer (2,5 M TRIS; pH = 8,0). Die genaue Gelzusammensetzung ist
Tabelle 8 zu entnehmen. Nach erfolgter Zubereitung der Gele werden diese in den dafiir
vorgesehenen Halterungen (BioRad) platziert und mit Elektrophoresepuffer (2 M Glycin;
0,25 M Tris; 35 mM SDS) iibergossen. In die Taschen werden die zuvor mit Probenpuffer
(33,3 % [v/v] SDS-Losung (20 % SDS); 10 % [v/v] TRIS-Lésung (1 M pH=6,8); 33,3 % [v/V]
Glycerol; 33,3 % [v/v] Mercaptoethanol; Spatelspitze Bromphenolblau) fiir 5 min bei 95 °C
denaturierten Proben appliziert. Zur Durchquerung des Sammelgels wurde eine konstante
Spannung von 150 V fiir ca. 20 min angelegt; danach erfolgte die Passage des Trenngels bei

ca. 200 V fiir 90 min.

Tabelle 8: Exemplarische Zusammensetzung von SDS-Gelen

Bestandteil Trenngel Sammelgel
Geldichte
12,5% 15 %
Aqua dest 2,1 ml 1,3 ml 2 ml
Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer 2ml 2 ml 1,3 ml
Acrylamidldsung (40 %) 3,7 ml 4,5 ml 0,7 ml
Glycerin (40 %) 4 ml 4 ml 1 ml
SDS (20 %) 50 pl 50 pl 25 pl
APS (10 %) 50 pl 50 pl 40 pl
TEMED 10 pul 10 pl 10 pl

4.4.2 Westernblot

Hierbei wurden zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran {ibertragen, um einen spezifischen Proteinnachweis mittels
Antikorperbindung zu ermoglichen. Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung der

Proben wurde das SDS-Gel zum Bloten auf eine zuvor fiir 5 min in Methanol aktivierte



Material und Methodenteil 36

Membran gelegt und dann in die vorgesehene Apparatur von BioRad eingespannt. Mit
350 mA fiir 90 min kam es zur Ubertragung der Proteine auf die Membran. Dies geschah in

Transferpuffer (25 mM TRIS/HCI; 190 mM Glycin; 20 % [v/v] Ethanol; pH = 7,5).

4.4.3 Immundetektion

Nach oben beschriebenem Blot wurde die Membran fiir 1 h in einer Milchpulverlésung
(2 % [w/v] Milchpulver in TBS-T gelost) inkubiert um nichtbesetzte Membranstellen zu
blocken. Die folgenden Waschschritte wurden alle mit TBS-T-Puffer durchgefiihrt
(154 mM NaCl; 130 mM TRIS; pH = 7,5; 0,1 % [v/v] Tween® 20 gelost in H,0). Es folgten
zwei fiinfminiitige Waschschritte sowie eine Inkubation iiber Nacht bei 4 °C mit dem
primdren Antikorper (1:200 bis 1:1000 [v/v] in 0,003 % NaN; [w/v] gelost in TBS-T). Dabei

wurde die Antikérperkonzentration dem verwendeten Antikorper entsprechend angepasst.

Am nédchsten Tag wurde nach fiinf zehnminiitigen Waschschritten mit TBS-T die Membran
mit dem sekunddren Antikorper (1:10000 [v/v] in TBS-T gelost) fiir 1 h inkubiert. Der
sekunddre Antikorper ist mit dem Enzym horse-raddish-peroxidase (HRP) gekoppelt. Es

folgten wieder drei fiinfminiitige Waschschritte.

Die Detektion erfolgte mittels 1 ml ECL-Losung (22,1 mg Luminol; 6,6 ml 1,5 M TRIS
(pH=8,8); 2 ml 4-IPBA; 91,4 ml Aqua dest; 0,56 pl 20 % H,0,-Lésung) im
Geldokumentationsgerit G:BOX.

4.4.4 Coomassie-Farbung

Zur unspezifischen Proteinbestimmung nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurde
die Coomassie-Farbung genutzt. Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteinproben wurden fiir 1 h
in Coomassie-Losung (0,25 % [w/v] Coomassie Brillant Blau; 45 % [v/v] Methanol;
45 % [v/v] Aqua dest; 10 % [v/v] Essigsdure) inkubiert. Danach erfolgte das Entfarben mittels

mehrmaligem Aufkochen und Abkiihlen des Gels in Wasser.

4.4.5 Silberfarbung

Die Silberfarbung ermoglicht eine unspezifische Proteindetektion von
SDS-Polyacrylamidgelen, wobei dieses Nachweisverfahren sensitiver als die Coomassie

Farbung ist. Alle Inkubationszeiten fanden bei RT statt, Rezepte siehe unten. Die Gele wurden



Material und Methodenteil 37

zuerst in einer Glas-Petrischale fiir 60 min mit Fixierlosung inkubiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit zuerst 50 % Ethanol und anschliefend 30 % Ethanol fiir je 15 min.
AnschlieBend wurde das Gel direkt fiir genau 1 min in Natriumthiosulfat-Lésung geschwenkt
und dreimal fiir 30 s mit Wasser gewaschen. Es folgten die Farbung mit Silbernitratlésung fiir
20 min und drei weitere Waschschritte mit Wasser. Zum Sichtbarmachen der Banden musste
das Gel mit der Entwicklerlosung inkubiert werden, wobei ein hdufiges Wechseln dieser
Losung die Hintergrundanfarbung reduziert. Zum Stoppen der Reaktion wurde das Gel fiir 5
min mit 5 % Essigsdure inkubiert und anschliefend nochmals zweimal fiir 10 min mit Wasser

gewaschen.
Rezepte:
Natriumthiosulfat-Losung: 0,02 % [w/v] Na,S,0; x 5 H,.O
Silbernitratlosung: 100 mg AgNOs, 37 pul 37 % Formaldehyd, 50 ml Aqua dest
Fixierlosung: 100 ml Methanol, 24 ml Essigsédure, 76 ml Aqua dest,
100 pl 37 % Formaldehyd.
Entwicklerlosung: 12 g Na,CO3, 80 pl 0,1 % [w/v] Na,S,0s3 x 5 H,0,

100 pl 37 % Formaldehyd, 200 ml Aqua dest

4.4.6 Bakterielle Proteinexpression von pMAL Konstrukten in E. coli

BL21 (DE3)

Nach erfolgter Transformation des Vektors wurden 6 Kolonien in 5 ml LB-Medium
(mit 100 pg/ml Ampicillin) gegeben und bei 180 rpm und 37 °C geschiittelt. Bei einer
ODggo = 0,5 - 0,7 wurden 1 ml je Probe im Kiihlschrank fiir eine spétere Induktion gelagert.
Die verbliebenen Proben wurden mit 1 mM Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG),
welches als kiinstlicher Induktor des Lac-Operons eingesetzt wird, fiir 5 — 6 h bei 180 rpm

und 37 °C inkubiert.

AnschlieBend wurden je Probe 20 pl mittels reduzierender SDS-PAGE und anschliefender

Coomassiefarbung auf erfolgreiche Induktion tiberpriift.

Nach erfolgter Proteinexpression konnten die E. coli-Zellen fiir das Phagozytoseassay

weiterverwendet werden.
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4.4.7 Bakterielle Proteinexpression von N-BLa-GFP-C-BLa-GFP
Konstrukten in E. coli JM 83

Die Proteinexpression der N-BLa-GFP-C-BLa-GFP-Konstrukten erfolgte in dem E. coli
Stamm JM83, welcher nicht Arabinose verstoffwechseln kann. Dabei wurde anfangs wie
unter 4.4.6 vorgegangen. Als Resistenzantibiotika wurden 34 pg/ml Chloramphenicol und
34 pg/ml Kanamycin verwendet. Nach generierter Vorkultur wurden diese mit 1,33 mM
Arabinose und 0,3 mM IPTG fiir 5 - 6 h bei 180 rpm und 37 °C induziert. Die

Proteinexpression wurde qualitativ iiber die GFP-Fluoreszenz mikroskopisch tiberpriift.

4.4.8 Inaktivierung von E. coli-Zellen

Um eine Inkubation von E. coli-Zellen in einem eukaryotischen Zellsystem zu ermdglichen,
war eine vorherige Inaktivierung der prokaryotischen Zellen notwendig. Dazu wurde die
benotigte Bakterienmenge fiir eine spatere MOI von 500 mittels der ODgg ausgerechnet. Es
wurde davon ausgegangen, dass bei E. coli eine ODggp = 1,0 8 x10° Zellen/ml entspricht.
Anschliefend wurden die Bakterien fiir 1 h bei 62 °C auf dem Heizblock inaktiviert, was
durch Ausstreichen auf Agarplatten und anschliefend ausbleibendem Wachstum iiberpriift
wurde. Fiir die Weiterverwendung wurden die Bakterien bei 4000 rpm fiir 5 min zentrifugiert

und in PBS resuspendiert.

4.4.9 Pull-down-Assay eukaryotisch exprimierter Proteine

Mittels Histidin-Tag (His-Tag) ist es mdglich, Proteine iiber Nickel-NTA-Agarose-Beats aus
einem Gemisch zu isolieren. Dabei wurden in 5 ml Zellkulturiiberstand 10 pl der
Ni-NTA-Beat-Losung gegeben und fiir 1 h bei RT geschwenkt. Nach erfolgter Zentrifugation
bei 4000 rpm fiir 5 min wird das Pellet vorsichtig in 1 ml Waschpuffer A (20 mM Na,HPOy;
5 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH = 7,4) resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Zur Elution wurde das Pellet in 40 pl Elutionspuffer B (20 mM Na,HPO,;
5 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 500 mM Imidazol; pH = 7,4) vorsichtig resuspendiert und
erneut zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand konnte mittels reduzierendem SDS-PAGE und
anschliefendem WB und spezifischer Detektion mittels anti-His-Tag-AK auf

Proteinexpression {iberpriift werden.
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4.4.10 Aufreinigung eukaryotisch exprimierter Proteine

Um die durch die stabilen HEK-293T-Zellen generierten Proteine aus dem
Zellkulturiiberstand zu gewinnen, wurden diese mittels fast protein liquid chromatography
durch das System Akta Purifier® aufgereinigt. Alle produzierten Proteine wiesen einen
C-terminalen 8x His-Tag auf, wodurch diese sich spezifisch an Ni-NTA-Sdulen binden. Dazu
wurde das Proteingemisch zuerst fiir 24 h bei 4 °C gegen Natrium-Phosphat-Puffer
(20 mM Na,HPO,; 5 mM NaH,PO, pH = 7,4) dialysiert, am ndchsten Tag durch eine
Cellulose-Acetat-Membran filtriert und anschliefend der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Nach
Vorwaschen und Equilibrieren der Chromatographie-Anlage mittels Waschpuffer A
(20 mM Na,HPO,; 5 mM NaH,PO4 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH = 7,4) konnte der
vorbereitete Uberstand auf die Sdulen aufgetragen werden (Geschwindigkeit 2 ml/min). Nach
erfolgtem Waschschritt konnte das gebundene Protein mittels eines imidazolhaltigen
Elutionspuffers B (20 mM Na,HPO,; 5 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 500 mM Imidazol;
pH = 7,4) von der Saule durch kontinuierliche Erhéhung des Elutionspuffers (0 — 100 % in
10 min, Flussgeschwindigkeit 1 ml/min) abgel6st werden. Dabei wurde der proteinhaltige
Anteil durch Absorbanzdnderung bei 280 nm Extinktionswellenlinge abgeschitzt. Die
Elutionsfraktionen konnten anschliefend mit Hilfe von Silberfarbung und WB auf Verteilung
der spezifischen Proteinbanden iiberpriift werden. Die Fraktionen mit erhdhtem
Zielproteingehalt wurden vereinigt und gegen PBS im Verhdltnis 1:100 iiber Nacht dialysiert.
Am darauffolgenden Tag konnten mittels Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von
280 nm tiiber die Absorbanzdnderung die Proteinkonzentration bestimmt werden. Der
erhaltene Wert musste anschliefend noch durch den spezifischen Extinktionskoeffizienten,
welcher sich aus der Primérstruktur des Proteins ableitet, geteilt werden, wobei hier davon

ausgegangen wurde, dass alle Cysteine eine Disulfidbindung eingehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Produktion von rekombinanten Proteinfragmenten des MUC5AC

Fiir die Durchfiihrung des EDIM-Assays im Zellmodell, in welchem MUCS5AC intrazellular
detektiert werden soll, miissen Proteine erzeugt werden, welche durch den Antikérper 45M1
detektierbar sind. Das Epitop des Antikorpers 45M1 ist auf Ebene der Primérstruktur bisher
nicht beschrieben. In der Literatur sind bisher Eingrenzungen und Zuweisungen der
Bindungsstelle zu einzelnen Domédnen des Volllangenproteins verdffentlicht worden.
Aufgrund des hohen molekularen Gewichts des Glykoproteins MUC5AC (siehe 2.3), ist die
rekombinante Expression des Volllangenproteins technisch schwer durchfiihrbar. Deswegen
wurden in der folgenden Arbeit Polypeptidfragmente, welche Teile des MUCS5AC
widerspiegeln, rekombinant hergestellt, um spéter auf Interaktion mit dem Antikérper 45M1

iberpriift werden zu kénnen.

5.1.1 Generierung von Expressionskonstrukten fiir die rekombinante

Proteinherstellung

Stellvertretend fiir das Volllangenprotein wurden vier verschiedene Fragmente erstellt, welche
unterschiedliche Sequenzen von MUCS5AC widerspiegeln. Diese basieren auf in der Literatur
bereits beschriebenen, mit 45M1 reaktiven Proteinfragmenten (Lidell et al. 2008, Liu et al.

2015).

Der C-Terminus des MUC5AC  besteht  aus hintereinander gereihten
von-Willebrand-Doménen (Abbildung 4). Dabei ist eine einundneunzig Aminosduren
umfassende Sequenz im N-terminalen Bereich des C-Terminus relevant fiir die Bindung des
Antikorpers (Lidell et al. 2008). Darauf aufbauend wurden zwei Proteinfragmente, die
einundneunzig Aminosduren umfassende Sequenz (91aa) und diese Sequenz erweitert um die
benachbarte von-Willebrand-Doméne-4 (vWD4), rekombinant hergestellt. Die Inserts wurden
per Auftragssynthese erstellt. Die Klonierungsabldufe werden im spateren Text detaillierter
erlautert. Als Expressionsvektoren dienten dazu die Plasmide pcDNA3.1-CD14-mFc-Insert-
His fiir extrazellulire Expression und pcDNA3.1-P5D4-Insert-His fiir intrazelluldre

Expression. Der P5D4-Tag (Kreis 1986) des zuletzt genannten Plasmides eignet sich dabei
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vor allem als Expressionkontrolle in zytometrischen Versuchen, wobei der His-Tag vor allem

in Westernblot-Studien verwendet wurde.

Basierend auf ihrer Publikation von 2015 zeigten Liu et al., dass ein 331 Aminosduren
umfassendes rekombinant hergestelltes Protein durch 45M1 im Westernblot detektierbar ist
und somit das kleinste in der Literatur beschriebene Proteinepitop darstellt. Bezogen auf das
Volllangenprotein spiegelt dieses Teilfragment die cysteinreichen Regionen 2 und 3 (Cys2/3)
des MUCSAC wider (Abbildung 4), welche im mittleren Bereich des Glykoproteins liegen.

Cys2-3 91 aa

|:| Cystein reiche Doméne |:| VvWD4 D vWC D VWB TRP

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Primirstruktur von MUC5AC und der fiir die
Expressionsversuche in dieser Arbeit verwendeten Teilbereiche

AS-Anzahl = 5654; vW = von-Willebrand-Doméne (D4, C und B), TRP = tandem repeat region; Die
Glykosylierungsketten sind beispielhaft den TRP angehédngt. Weitere Details siehe Text

In ihren Untersuchungen wurden zudem zwei in 128 Aminosduren iibereinstimmende
Proteinfragmente exprimiert, welche beide vom Antikérper 45M1 in Westernblotstudien
erkannt werden konnten. Darauf aufbauend wurde ein Vergleich der Aminosduresequenzen
mittels des Protein-BLAST (Altschul et al. 1990) durchgefiihrt, welcher eine 124
Aminosduren (Cys9) umfassende und in diesen beiden Expressionskonstrukten
libereinstimmende Proteinsequenz ergab. Dieser Sequenzbereich ist in der Primérstruktur von
MUCS5AC mit einzelnen Aminosdureabweichungen wiederkehrend und auch in den bisher

klonierten Regionen des MUC5AC (91aa, vWD4 und Cys2/3) enthalten (Abbildung 5).
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Cys2/3:

91aa Sequenz:

Cys9:
vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:

Cys9:
vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:

Cys9:
vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:

Cys9:

SSCLQELCTWTEWIDGSYPAPGINGGDFDTFQNLRDEGYTFCESPRSVQCRAESFPNTPLADLGQDVICSHT

EGLICLNKNQLPPICYNYEIRIQCCETVNVCRDITRLPKTVATTRPTPHPTGAQTQTTFTTHMPSASTEQPTATS

RGGPTATSVTQGTHTTLVTRNCHPRCT/WTKWFDVDFPSPGPHGGDKETYNNIIRSGEKICRRPEEITRLQCR
HEKTTHSQPVTSDCHPLCAWTKWFDVDFPSPGPHGGDKETYNNIIRSGEKICRRPEEITRLQCR
------- AKTTHSQPVTSDCHPLCA/WTKWFDVDFPSPGPHGGDKETYNNIIRSGEKICRRPEEITRLQCR
-------------------- KTTHSQPVTSDCHPLCAWTKWFDVDFPSPGPHGGDKETYNNIIRSGEKICRRPEEITRLQCR
AKSHPEVSIEHLGQVVQCSREEGLVCRNQDQQGPFKMCLNYEVRVLCCETPRGCHMTSTPJTEGLICLNKNQ

AESHPEVNIEHLGQVVQCSREEGLVCR:
AESHPEVNIEHL GQVVQCSREEGLVCRNQDQQGPFKMCLNYEVRVLCCETPRGCEVTSVIP]--—-—-mm-mmmmmmm

vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:
Cys9:

vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:
Cys9:

vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:
Cys9:

vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:
Cys9:

vWD4:

Cys2/3:

91aa Sequenz:
Cys9:

vWD4:
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YFCGAEDGLSCPRSIILEYHQDRVVLTRKPVHGVMTNEIIFNNKVVSPGFRKNGIVVSRIGVKMYATIPELGVQV

MFSGLIFSVEVPFSKFANNTEGQCGTCTNDRKDECRTPRGT

Abbildung 5: Vergleichende Darstellung der Aminosiuresequenzen der erstellten MUC5AC-
Expressionskonstrukte

Dargestellt ist die Priméarstruktur der vier Proteinfragmente. Die kursiv geschriebenen Abschnitte in
den eckigen, roten Klammern spiegeln die sich im Vollldngenprotein wiederholenden Sequenzbereiche
wider. Diese haben eine hohe Ahnlichkeit untereinander und weichen in vereinzelten Aminoséuren ab.
Diese Abweichungen sind rot markiert und unterstrichen. Der griin markierte Bereich umfasst die
identischen Aminosduresequenzen der dargestellten MUCS5A C-Expressionskonstrukte.

Zur Generierung des Konstruktes Cys2/3 wurde aus der Lungenkarzinomzelllinie A549,
welche die mRNA des MUCS5AC exprimiert (Uhlen et al. 2017), mRNA isoliert und in cDNA
umgewandelt (Abbildung 6a). Anschliefend konnte mittels PCR das Insert amplifiziert und
die notwendigen Restriktionsschnittstellen angefiigt werden. Nach Verdau durch die
BamHI Nhel Vektor
pcDNA3.1-CD14-mFc-Insert-His ligiert (Abbildung 6b). Zur Vermehrung der Plasmide

Endonukleasen und wurde das Insert in den

wurde der E. coli Stamm XL1-Blue mit dem Ligationsansatz transfomiert. Nach 24 h
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Inkubation konnten die ersichtlichen Kolonien per Colony-PCR auf aufgenommene Inserts
tiberpriift werden, welche in der Grofenordnung von ca. 800 Bp zu verorten sind. Aus der
Abbildung 6¢ wird ersichtlich, dass nur 2 Klone (aus cDNA I) ein Plasmid mit einem Insert
enthalten, welches von den Primern, die auch schon fiir die Konstruktion des Inserts genutzt
wurden, flankiert wird (Abbildung 6c). Um Mutationen und eventuell dadurch bedingte
Aminosdureverdanderungen in der Primdrstruktur ausschliefen zu kénnen, wurden die Proben
sequenziert und dadurch die Korrektheit der hergestellten Plasmide bestéitigt. Das
Cys9-Fragment wurde mittels spezifischer Primer auf Basis des vWD4-Plasmides als

Template erstellt und wie eben beschrieben in den Expressionsvektor kloniert.
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Abbildung 6: Klonierung der Cys2/3 Domédne von MUC5AC

Elelektrophorese durch 1 % Agarosegele: die dargestellten Versuche entsprechen drei separaten
Ansétzen; (a) cDNAs gewonnen durch Reverse-Transkriptase-Reaktion aus A549 mRNA (Auftrag:
1=939 ng; II = 467 ng; III = 663 ng); (b) PCR basierend auf den cDNAs I bis III als Template,
Polymerase: S7 Phusion-Polymerase, Primer: Epitopl_Cys3_fwd und Epitopl_Cys3_rev, dabei
wurden die angegebenen verschiedenen Annealing- Temperaturen verwendet, das generelle Protokoll
ist Kapitel 4.2.1 zu entnehmen; (c) Colony-PCR nach Transformation von E. coli mit den Konstrukten
I, IT und III, welche durch die Ligation von den unter (b) generierten Inserts I 75 °C, II 75 °C und III
75 °C in den Vektor pcDNA3.1 erzeugt wurden.
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5.1.2 Proteinexpression in stabilen HEK-293T-Zellen fiir die

Proteinproduktion

Fir die rekombinante Herstellung der MUCSAC-Fragmente wurden die unter 5.1.1
beschriebenen Konstrukte (Cys2/3, 91aa, Cys9 und vWD4) in HEK-293T-Zellen exprimiert.
In den nachfolgenden Expressionsstudien wurden mittels anti-His-Tag-Antikorper die

heterologen Proteine nachgewiesen.

Nach erfolgter transienter Transfektion von HEK-293T-Zellen mit den vier Plasmiden
konnten mittels Selektion durch das Antibiotikum Zeocin stabile Zelllinien generiert werden.
Dadurch kann das Variieren der durch die Proteinproduktion erhaltenen Proteinmenge, welche
durch eine nicht hundertprozentige Transfektionseffizienz bedingt ist, umgangen werden.
Durch den Selektionsprozess bekommen nur die Zellen mit aufgenommenem Plasmid einen
Wachstumsvorteil. Somit kann davon ausgegangen werde, dass alle Zellen nach einem
gewissen Zeitraum der Zeocinexposition das Plasmid enthalten und somit das Protein
produzieren. Durch wochentliche pulldown-Assays und nachgeschalteten
Westernblotanalysen wurde die Proteinproduktion der Zellen iiberpriift und bestatigt (Daten
nicht gezeigt). Je nach Wachstumsverhalten wurden die Zellen von beginnend 25 cm?
Flaschen im Verlauf des Selektionsprozesses bis in 175 cm?® Flaschen expandiert. Nach
ungefdhr einem Monat der Selektion war es moglich, die Zellen in Rollerflaschen zu
{iberfithren, um mit hohem Durchsatz Protein produzieren zu kénnen. Der Uberstand wurde
wochentlich geerntet, auf Proteinproduktion tiberpriift und bei - 20 °C gelagert. Anschliefend
konnten die Proteine mittels Nickel-Affinitdts-Chromatografie aufgereinigt werden.
Abbildung 7  stellt  beispielhaft die  chromatografische  Aufreinigung  des
MUCS5AC-Fragmentes Cys2/3 aus dem gewonnenen Zelliiberstand dar. Die gewonnenen
Fraktionen 1 bis 8 wurden vereinigt und anschlieBend wurde eine Konzentration von
0,658 mg/ml bestimmt. Dabei betrdgt die elektrophoretische Reinheit ca. 90 %. Die anderen
drei Fragmente wurden analog nach dem eben beschriebenen Vorgang aufgereinigt. Auch
hierbei wurden Ausbeuten von 1,635 mg/ml fiir Cys9, 0,035 mg/ml fir vWD4 und
0,202 mg/ml fiir die 91aa Sequenz erzielt. Eine einheitliche elektrophoretische Darstellung

aller vier Proteine ist in Abbildung 12a im Kapitel 5.3.1 zu sehen.
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Abbildung 7: Affinitatschromatografische Aufreinigung der Cys2/3 Domdne von MUC5AC aus
dem Kulturiiberstand von stabil transfizierten HEK-293T-Zellen

(a) Darstellung der chromatografischen Parameter im Verlauf der Aufreinigung der Cys2/3-Doméne:
Abgebildet sind die Absorption bei 280 nm (blaue Linie) und der Widerstand (braune Linie) iiber die
Zeit. Die griine Linie stellt die Konzentration des Elutionspuffers (Puffer-B), die roten Striche stellen
die Elutionsfraktionen dar. Der erste langsame Anstieg entspricht dem Auftrag des Proteintiberstandes,
wobei die His-getagten Proteine an Ni-NTA-S&ulen binden. Es schlielit sich ein Waschschritt an,
wobei die Absorbanz wieder auf den Anfangswert (entspricht 100 % Puffer A) absinkt. Zuletzt wurden
die Proben mit Puffer B eluiert. (b) Ausschnittsvergroerung des unter (a) gezeigten Chromatogramms
im Bereich der Elution. Die Laufgeschwindigkeit betrug 1 ml/min wobei in jeder Fraktion 2 ml
aufgefangen wurden. In den Fraktionen 2 — 5 wurde die hochste Proteinmenge eluiert, was sich in der
starken Absorptionsdanderung i{iber diesem Bereich widerspiegelt. (c) reduzierende SDS-PAGE der
unter (b) gezeigten Elutionsfraktionen mit WB-Detektion durch His-Tag-Antikérper 1:1000 (oben)
und Silberfarbung (unten); VoS = Vorsaule (Proben vor dem Auftrag), NaS = Nachsdule (Proben aus
dem Durchlauf wéhrend des Auftrages), Auftragsmengen jeweils 20 pl.

Es konnte in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden, dass die vier Fragmente des
MUCS5AC 91aa Sequenz, Cys2/3, Cys9 und vWD4 in den oben genannten Konstrukten in
HEK-293T-Zellen exprimiert werden konnen. Die einzelnen, aufgereinigten Proteine konnen

in nachfolgenden Versuchen auf Interaktion mit dem Antikérper 45M1 untersucht werden.
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5.2 Vorversuche zur Transfektion von THP-1-Zellen und

zytometrischen intrazelluliren Antigendetektion

5.2.1 Transfektion von THP-1-Zellen mit griin fluoreszierendem Protein

Um Proteine in Zellen heterolog zu exprimieren, bedarf es einer vorherigen Transfektion.
Dabei reagiert jede Zelllinie unterschiedlich auf die verwendete Transfektionsmethode.
Deshalb wurden zuerst die Komplexionsmethoden TurboFect™, Metafectene®, Lipofectamine
3000™ und die Elektroporationsmethode  Nucleofection® bezogen auf die
Transfektionseffizienz in THP-1-Zellen miteinander verglichen. In Vorversuchen mit GFP
wurde diese aus den Fluoreszenzsignalen abgeleitet. Da die gleichen Zellen und die gleichen
Plasmide verwendet werden, ist es moglich, diese Variablen, welche die Proteinexpression
beeinflussen konnen, hierbei zu vernachldssigen. Dabei zeigte sich, dass die

Transfektionseffizienzen der Komplexionsmethoden unter 1 % liegen (Abbildung 8 b bis d).
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Abbildung 8: Vergleich von verschiedenen Transfektionsmethoden fiir THP-1-Zellen

Zytometrische Darstellung der GFP-Expression nach Transfektion des Vektors pEGFP-N1 in
THP-1-Zellen unter Verwendung verschiedener Transfektionsmethoden: In den Dotplot-Diagrammen
werden die Fluoreszenzwerte fiir die Detektoren FL1 (griines Licht) und FL2 (gelbes Licht)
gegeniibergestellt. Jeder Punkt entspricht einem gemessenen Ereignis, in diesem Fall am ehesten einer
gemessenen Zelle. Der Leerwert ist im unteren linken Quadranten dargestellt. Dabei entspricht eine
Verschiebung der Population nach rechts bzw. oben einer GFP-spezifischen Fluoreszenzzunahme. Die
obere Reihe entspricht den Leerwerten (untransfizierte THP-1-Zellen), die untere den transfizierten
Zellen. (a) Nucleofection® mittels Nucleofector® I, 10° Zellen wurden mit 0,5 pg DNA pro Ansatz
transfiziert. (b bis d) Komplexionsmethoden, welche nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt wurden.
Die Prozentsétze geben die Fluoreszenzzunahme an, welche auf den Leerwert normiert ist.
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Im Vergleich konnte mittels Nucleofection® in einem ersten Ansatz eine GFP-Expression von
bis zu 24 % verzeichnet werden (Abbildung 8a). Aufgrund dieser eindeutigen Ergebnisse
wurde auf eine Optimierung bei den Komplexionsmethoden verzichtet und die nachfolgenden
Transfektionen mittels Nucleofection® durchgefiihrt. Dies deckt sich auch mit den

Empfehlungen in der Literatur (MaeR et al. 2014).

In den zytometrischen Analysen der THP-1-Zellen wurden bei unfixierten Zellen zwei
Populationen identifiziert. Diese unterscheiden sich sowohl in GroéBe (FSC) als auch
Granularitdt (SSC). Bei nativen, untransfizierten THP-1-Zellen liegt das Gleichgewicht dieser

Populationen auf Seite der grélleren, weniger granuldren Population (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Analyse der GFP-Expression von zytometrisch unterscheidbaren Populationen in
THP-1-Zellen

Zytometrische Darstellung von mit pEGFP-N1 transfizierten THP-1-Zellen in Dotplotdiagrammen.
Der forward-scatter (FSC) dient als MaR fiir die GroRe der Zellen und der sideward-scatter (SSC) als
MaR fiir die Granularitat. Links abgebildet sind die mit einem Leervektor transfizierten Zellen, welche
das fiir THP-1-Zellen typische Erscheinungsbild von zwei unterschiedlich groBen Populationen
zeigen. Diese wurden mittels gatings eingegrenzt (Poly-1 bis Poly-3) und in den rechts stehenden
Abbildungen das fiir jedes gate eigene Fluoreszenzverhalten in den Kanédlen FL1 und FL2 gezeigt.
Rechts abgebildet ist das GFP-Signal, welches in den Detektoren FL.1 und FL2 gemessen werden
kann; weitere Details siehe Abbildung 8, die Prozentsitze geben die GFP-spezifische
Fluoreszenzzunahme an, welche auf den mit dem Leervektor erzielten Wert normiert ist.
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Nach erfolgter Nucleofection® verindert sich dieses hin zu den kleineren, hoéher granulidren
Populationen. Im  Vergleich der Proteinexpression, in diesem Fall die
GFP-Fluoreszenzintensitdt, ist diese in Population 1 (Poly-1) stirker als in Population 2
(Poly-2), was in Abbildung 9 anhand der Prozentsédtze zu erkennen ist. Wird die Gesamtheit
der Zellpopulationen (Poly-3) auf GFP-Expression untersucht, in diesem Fall Populationen 1
und 2, so ist die Fluoreszenzintensitdt des GFP kleiner als in Population 1 und groBSer als in

Population 2.

Werden die Zellen fixiert, was fiir die intrazelluldre Farbung unabdingbar ist, kann in den
zytometrischen Messungen nur eine Population beobachtet werden, die in Grofe und
Granularitdt zwischen den oben beschriebenen Populationen 1 und 2 liegt. Dabei
unterscheidet sich auch die Fluoreszenzintensitdt. Fiir die Analyse der GFP-Expression, bei
der keine Fixierung der Zellen notwendig ist, wurde in den nachgeschalteten Versuchen die

Population verwendet, welche in der Abbildung 9 der Population Poly-1 entspricht.

Zur Transfektionsoptimierung wurden verschiedene Nucleofector®-Programme, welche vom
Hersteller empfohlen werden, auf GFP-Expression iiberpriift. In Abbildung 10 sind die drei
effizientesten Programme dargestellt. Dabei konnte mit dem Programm XO01 ein GFP-Signal
von 35 % gemessen werden, wobei die exprimierende Population 33 % von der
Gesamtpopulation betrdgt (Abbildung 10 unten links). Fiir die anderen Programme betragt der
Anteil dieser Populationen von den Gesamtpopulationen fiir U01 40 % und fiir VO1 12,5 %
(Abbildung 10 linke Spalte). Es zeigt sich, dass die Nucleofection® die Zellviabilitit
beeinflusst. Dies ist vor allem auf die Stromst6Be, welche zur Permeabilisierung der
Zellmembranen notwendig sind, zuriick zu fiihren. Aufgrund dessen wurde in weiteren
Ansitzen der Einfluss der posttransfektionellen Zelldichte auf die GFP-Expression untersucht.
Dazu wurden entweder 10° THP-1-Zellen nach erfolgter Nucleofection® in 5 ml/Well einer
6-Wellplatte oder in 1,5 ml/Well einer 12-Wellplatte ausgesat. Nach 24 h Inkubation wurde
die GFP-Expression zytometrisch ausgelesen, wobei eine hohere Expression in den
1,5 ml/Well Ansédtzen messbar war (Daten nicht gezeigt). In den nachfolgenden Versuchen
wurden die THP-1-Zellen mit dem Programm XO01 transfiziert und anschliefend in

1,5 ml/Well einer 12-Well-Platte fiir 24 h inkubiert.
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Abbildung 10: Vergleichende Darstellung von zytometrischen Analysen unterschiedlicher GFP-
Expressionen in Abhéngigkeit der verwendeten Nucleofections®-Programme

pEGFP-N1 wurde in THP-1-Zellen transfiziert und anschliefend die GFP-Expression zytometrisch
vermessen. Darstellung als Dotplotdiagramme: Links im Bild sind die mit einem Leervektor
transfizierten Zellen, welche die fiir native THP-1-Zellen typischen Populationen zeigen, dargestellt.
Die Prozentsétze entsprechen der auf den Leerwert normierten GFP-Expression. Weitere Details zur
zytometrischen Auswertung siehe Abbildung 8 und 9.

5.2.2 Anpassung des EDIM-Assays an das THP-1-Zellmodell

Mittels des EDIM-Assays konnen intrazelluldr vorliegende Antigene in Monozyten detektiert
werden. Dazu werden die Zellen in einem ersten Schritt fixiert und anschliefend zur
Einschleusung der Antikorper permeabilisiert, wobei die verwendeten Zellen hierbei
typischerweise primédren Ursprungs aus Blutproben sind. Um das Verfahren mit
tumorentitdtsspezifischen Markern erweitern zu konnen, ist es sinnvoll, dieses dafiir in Form
eines Zellmodells nachzustellen. Aufgrund dessen wurde zuerst in Vorversuche die

Tauglichkeit der Methode fiir das verwendete THP-1-Zellmodell iiberpriift.

Die intrazelluldre Farbung wird mittels eines Kits durchgefiihrt. In diesen Vorversuchen

wurden native, kontinuierlich intrazelluldr exprimierte Proteine nachgewiesen, um die
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Transfektionseinfliisse bzw. die Problematik der variablen Transfektionseffizienz vorerst nicht
beriicksichtigen zu miissen. Dazu diente der Transkriptionsfaktor Signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3) als Zielmolekiil, welches zytosolisch exprimiert wird
(Wohlmann et al. 2010). Aufgrund der Verwendung von unmarkierten Primdrantikdrpern
bedarf es einer zweistufigen Inkubation und damit einhergehender zweimaliger
Permeabilisierung. In diesem Zusammenhang wurden Waschschritte zwischen primdrer und
sekundédrer Antikodrperinkubation, Mengenverhéltnisse der Permeabilisierungsreagenzien und
die Antikorperkonzentrationen variiert. Die besten Ergebnisse konnten mit viermaligem
Waschen nach der ersten Permeabilisierung, einem Mengenverhdltnis der
Permeabilisierungsreagenzien mit PBS von 1:1, sowie mit einer Antikdrperkonzentration von
1:100 (prim. AK) und 1:200 (sek. AK) erreicht werden. In wiederholenden Versuchen wurde
eine Verdnderung der mittleren Fluoreszenzmaxima (AxgeoMean) von 3,49 auf 13,93 erreicht,
was einer besseren Anfdrbbarkeit von STAT3 unter diesen Bedingungen entspricht
(Abbildung 11a, b). Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern die Stromstéfe der
Elektroporation die Markierbarkeit von intrazelluldren Antigenen in THP-1-Zellen
beeinflusst. Dazu wurden THP-1-Zellen fiir 24 h in eine 6-Wellplatte ausgesdt und im
Vergleich die gleiche Zellzahl mit einem Leervektor transfiziert. Nach 24 h Inkubationszeit
wurde intrazellulires STAT3 wie oben beschrieben detektiert. Dabei konnte sogar eine

Zunahme der spezifischen STAT3-Bindung gemessen werden (Abbildung 11c, d).
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Abbildung 11: Intrazelluldre Detektion von STAT3 in THP-1-Zellen

Zytometrische Analysen von THP-1-Zellen nach intrazelluldrer Farbung dargestellt als Histogramme,
in welchen fiir einen spezifischen Fluoreszenzkanal (hier FL.1) die Haufigkeit der gemessenen Signale
abgebildet ist. Dabei stellen der graue Graph den Leerwert ohne Antikorper, der schwarze den
Leerwert mit unspezifischer Bindung des Sekundédrantikoérpers und der blaue/rote Graph die Bindung
des prim. AK und des sek. AK dar. Die Verschiebung entlang der x-Achse entspricht einer Zunahme
der Fluoreszenzintensitdt, die Verschiebung entlang der y-Achse entspricht einer Zunahme der
gemessenen FEreignisse (Zellzahl). AXgeoMean entspricht der Verdnderung der mittleren
Fluoreszenzintensitit, welche auf den Leerwert normiert ist (eine genauere Erkldrung ist 4.3.9 zu
entnehmen). (a) kein zwischengeschalteter Waschschritt zwischen prim. und sek. Inkubation; (b)
zwischengeschalteter Waschschritt zwischen prim. und sek. Inkubation; (c) untransfizierte
THP-1-Zellen nach 24 h Inkubation; (d) mit 0,5 pg des Leervektors transfizierte THP-1-Zellen nach
24 h Inkubation; prim. AK: C-20 anti STAT3 (1:100), sek. AK: goat-anti-rabbit-FITC (1:200). Das
Protokoll fiir die intrazelluldre Detektion wurde in den spéteren Versuchen sowohl fiir THP-1-Zellen
als auch HEK-293-Zellen nach gleichem Ablauf durchgefiihrt.

5.3 Epitop-Analyse des Antikorpers 45M1 mittels rekombinant
hergestellter MUC5AC-Fragmente

5.3.1 Uberpriifung der Detektierbarkeit der rekombinant hergestellten

Proteinfragmente in Westernblotstudien

Erste Untersuchungen zur Epitop-Analyse von 45M1 wurden von Lidell et al. durchgefiihrt,

in welchen Expressionskonstrukte, die den C-Terminus des MUCS5AC abbilden, generiert
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wurden. Des Weiteren fand die Arbeitsgruppe heraus, dass die Bindung von 45M1
reduktionssensibel ist. Dies wurde den cysteinreichen Regionen, welchen das Epitop von
45M1 rdumlich zugeordnet wird, zugeschrieben (Lidell et al. 2008). Darauf aufbauend
konnten Liu et al. zeigen, dass auch rekombinant erzeugte Proteine, die den mittleren,
cysteinreichen Teil des Muzins widerspiegeln, vom Antikorper 45M1 erkannt werden kénnen
(Liu et al. 2015). Die auf beiden Publikationen aufbauenden Proteinfragmente sind in

Abbildung 4 in Kapitel 5.1.1 schematisch dargestellt.

Nach oben beschriebener Proteinexpression konnte im Westernblot die Bindung von 45M1 an
die Proteinfragmente Cys2, Cys9 und vWD4 nachgewiesen werden. Das 9laa-Fragment
wurde jedoch nicht erkannt. Die Westernblot-Experimente wurden mit His-Tag-AK als auch
mit 45M1 durchgefiihrt (Abbildung 12a). Bei vorhandener Bindung durch 45M1 wurde in der
Darstellung auf die Kontrollbanden des His-Tag-AK verzichtet. Aufgrund der
Reduktionssensibilitit wurde die SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen

durchgefiihrt und vor dem Auftrag erhitzt.
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Abbildung 12: Darstellung der spezifischen Bindung des Antikérpers 45M1 an die generierten
MUCS5AC-Fragmente unter nativen und denaturierten Bedingungen

(@) WB der aufgereinigten Proteinfragmente 91aa-Sequenz, Cys2/3, Cys9 und vWD4: SDS-PAGE
unter nicht-reduzierenden Bedingungen (ohne 2-Mercaptoethanol) aber mit Erhitzen der Proben fiir
5min bei 95 °C, prim. AK: 45M1 (1:1000) bzw. anti-His-Tag-AK (1:1000), sek. AK:
anti-IgGk-BP-HRP-AK (1:10000), auf der rechten Seite ist fiir die 91aa-Sequenz die durch den
anti-His-Tag-AK detektierte Bande gezeigt, welche als Kontrolle fiir das Vorhandensein des Proteins
dient, als positiv-Kontrolle fiir 45M1 wurde murines Ileum-Lysat verwendet; (b) Zytometrische
Analysen der in HEK-293T-Zellen intrazelluldr exprimierten Proteine, prim. AK: 45M1 (1:50) und
sek. AK: goat-anti-mouse-FITC (1:100), fiir die Leerwerte (oben im Bild) wurden transfizierte Zellen
nur mit dem sek. AK gefarbt; die Prozentsédtze geben die Fluoreszenzzunahme an, welche auf den
Leerwert normiert ist, weitere Details zur zytometrischen Darstellung siehe Abbildung 8
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5.3.2 Uberpriifung der Erkennung intrazelluliar exprimierter MU5SAC-
Fragmente durch 45M1 mittels intrazelluldrer Detektion in HEK-
293T-Zellen

Bisher konnte mittels Westernblot demonstriert werden, dass die erzeugten Proteinfragmente
des MUCSAC durch den Antikérper 45M1 erkannt werden. Jedoch ermoglicht diese Methode
nur Aussagen iiber denaturiert vorliegende Proteine. Um herauszufinden, ob 45M1 auch das
intrazelluldr, in einer physiologischen Umwelt vorliegende Protein erkennt, wurden
Expressionsplasmide fiir die drei Proteinfragmente Cys2, Cys9 und vWD4 transient in
HEK-293T-Zellen transfiziert und intrazelluldr exprimiert. Aufgrund der guten Eignung fiir
die Proteinexpression wurden fiir diesen Zwischenschritt erneut HEK-293T-Zellen verwendet.
Anschliefend wurden die Zellen mittels des unter 4.3.7 beschriebenen Protokolls fixiert und
durch 45M1 gebunden. Hierbei war es moglich, die drei Fragmente intrazelluldr vorliegend
nachzuweisen, wobei das Cys9-Fragment mit der hochsten Fluoreszenzintensitdt messbar ist

(Abbildung 12b).

Zusammenfassend ldsst sich fiir die 3 Konstrukte Cys2/3, Cys9 und vWD4 feststellen, dass
diese sowohl nativ als auch unter denaturierten und nicht reduzierenden Bedingungen von
dem Antikorper 45M1 erkannt werden und sich fiir die nachfolgenden Versuche als

stellvertretende Zielstrukturen fiir den Nachweis des Proteins MUC5AC eignen konnen.

5.4 Durchfithrung des EDIM-Assays im THP-1-Zellmodell

Fir die Nachstellung des EDIM-Assays in THP-1-Zellen bedarf es einer intrazelluldren
Anreicherung der zu untersuchenden Antigene. Um dies zu ermdglichen wurden in den
nachfolgenden Versuchen zwei Ansdtze verfolgt: die Proteinexpression der durch 45M1

erkannten rekombinant erzeugten MUC5AC-Fragmente und die Phagozytose dieser.
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5.4.1 Proteinexpression von antikorperreaktiven MU5AC-Fragmenten in

THP-1-Zellen mit anschlieRender intrazelluldrer Detektion

Basierend auf den Vorversuchen in Kapitel 5.3 wurden die Expressionskonstrukte Cys2/3,
Cys9 und vWD4 mittels pcDNA3.1-Vektoren durch Nucleofection® in THP-1-Zellen
eingebracht. Anschliefend wurden die Zellen nach 24 h Inkubationszeit unter Einsatz des
P5D4-PE Antikorpers intrazellulédr gefarbt. Es gelang jedoch nicht ein PE-Signal, was fiir ein

intrazelluldres Vorliegen der Antigene stehen wiirde, zu detektieren (Abbildung 13).
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Abbildung 13: EDIM nach Transfektion von Expressionskonstrukten der bezeichneten
MUC5AC-Fragmente in THP-1-Zellen

THP-1-Zellen wurden mittels Nucleofection® mit den Konstrukten Cys2/3, Cys9 und vWD4
transfiziert. Pro Ansatz wurden dazu 10° Zellen mit 0,5 pg DNA verwendet und fiir 24 h inkubiert, mit
P5D4-PE (1:50) intrazelluldr gefarbt und zytometrisch analysiert. Links abgebildet sind die mit einem
Leervektor transfizierten Zellen und rechts die mit den jeweiligen Konstrukten transfizierten Ansétze
im FL2-FL3-Dotplot. Zudem wurden die 3 Ansétze als Histogrammdarstellung fiir den PE-Detektor
FL2 unten rechts dargestellt. Das graue Histogramm entspricht der Transfektion mit dem leeren
Vektorplasmid, die farbigen den einzelnen transfizierten Proteinansdtzen; weitere Details zur
zytometrischen Darstellung siehe Abbildungen 8, 9 und 11

In den unter 5.3.2 beschriebenen intrazelluliren Farbungen der Proteinfragmente in
HEK-293T-Zellen wurde fiir die gezeigten Ansdtze jeweils eine Kontrollfarbung mit dem

Antikorper P5D4-PE durchgefiihrt. Dabei konnten &hnlich intensive Signale vermessen
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werden wie mit der Detektion durch 45M1 (Daten nicht gezeigt). Daran anschlieBend wurden
die Versuche wiederholt und statt des P5D4-Antikorpers der MUC5AC-Antikérper 45M1 zur
Detektion der Polypeptidfragmente verwendet. Auch hier war kein intrazellularer Nachweis
der Proteinfragmente moglich. Eine Verwendung alternativer Transfektionsprogramme

(U01, V01 und X01) konnte nicht zu einer erkennbaren Proteinexpression beitragen.

In der anschlieBenden Fehleranalyse wurde das laut Hersteller empfohlene
Transfektionsprogramm V01 verwendet, welches die hochste Transfektionseffizienz fiir GFP
in THP-1-Zellen aufweist. Bisherige Versuche wurden mit dem Zellkulturmedium
RPMI-1640 (10 % FKS, 300 mg/l L-Glutamin, 2 g/l NaHCO;, 80 mg/l Gentamycin)
durchgefiihrt. Fiir die Nucleofection® wird ein Medium, das 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin,
1 mM Na-Pyruvat, 4,5 g/l Glucose, 10 mM HEPES und 1,5 g/l NaHCO; sowie ein
Antibiotikum enthédlt, empfohlen. Die nachfolgenden Versuche wurden mit dem zuletzt
genannten Medium durchgefiihrt. Zum Nachweise der Proteinexpression wurden die Zellen

intrazelluldar mit P5D4-Tag-Antikorper im Volumenverhéltnis 1:50 inkubiert.

Anders als in den vorherigen EDIM-Detektionen wurden in den nachfolgenden Versuchen
statt 50 pl jeweils 100 pl der jeweiligen Reagenz verwendet. In einem ersten Schritt wurden
die DNA Mengen, welche laut Hersteller-Protokoll 0,5 pg pro Transfektionsansatz betragen
sollen, variiert. Dafiir wurden unterschiedliche DNA-Mengen bis zu 15 pg je Ansatz fiir die
Transfektion verwendet. Jedoch konnten keine relevanten PE-Signale verzeichnet werden. Fiir
die nachfolgenden Optimierungsschritte wurden fiir jedes Experiment 2 ug DNA verwendet.
Als weiterer Parameter, welcher die Proteinexpression beeinflussen kann, gilt der Zeitpunkt
nach der Transfektion, nach welchem die Zellen auf Proteinexpression tiberpriift werden. Um
diesen Einfluss zu untersuchen, wurden Transfektionsansdtze zu unterschiedlichen Zeiten
durchgefiihrt und an einem gleichen Endpunkt fixiert und gefarbt. Die Inkubationszeiten

betrugen dabei 8 h, 12 h, 24 h und 48 h.

Die Verwendung eines mit mehr Supplementen angereicherten und zwei Puffern enthaltenen
Mediums, konnte keinen positiven Effekt auf das Wachstumsverhalten der Zellen sowie die
Proteinproduktion bewirken. Die Verdnderung der posttransfektionellen Inkubationszeit
(Abbildung 14a) und der DNA-Mengen (Abbildung 14b) bewirkten ebenso keine messbare

intrazelluldre Proteinanreicherung. Nach umfassender Variation in den
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Transfektionsparametern konnte jedoch keine intrazelluldre Proteinexpression detektiert

werden.
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Abbildung 14: Versuche zur Optimierung der Transfektion von THP-1-Zellen mit MUC5AC-
Expressionskonstrukten

Zytometrische Darstellung unterschiedlicher Optimierungsansétze in Histogrammen: Dargestellt sind
die Signale der drei Konstrukte (Farben im Text beschrieben) und des Leerwertes (grau) fiir den
PE-spezifischen Detektor FL2. (a) die Konstrukte Cys2/3 (rot), Cys9 (blau) und vWD4 (schwarz)
wurden mit konstanter DNA-Masse (2 pg) in jeweils 10° Zellen pro Ansatz transfiziert und
anschliefend unterschiedlich lang inkubiert. Zum Nachweis schloss sich die intrazelluldre Detektion
mit P5D4-PE-AK (1:50) an. (b) Fiir einen konstanten Inkubationszeitraum (24 h) wurden
unterschiedliche DNA-Massen verwendet: 1 pg (orange), 1,5 pg (griin) und 2 pg (schwarz)
(Histogramm oben) und 5 pg (orange), 10 pg (griin) und 15 pg (schwarz) (Histogramm unten). Diese
wurden jeweils in 10° THP-1-Zellen transfiziert und anschlieBend intrazellulir wie unter (a)
nachgewiesen. Weitere Details zur zytometrischen Darstellung siehe Abbildungen 11

Es war somit nicht moglich, iiber den Weg der Proteinexpression mit vorangegangener
Transfektion, die Konstrukte Cys2/3, Cys9 und vWD4 in THP-1-Zellen mithilfe

eindiffundierter Antikoérper intrazellular nachzuweisen.
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5.4.2 Versuche zur Aufnahme von MUC5AC-Antigenen in THP-1-Zellen
durch Phagozytose

Weitere Versuche, die generierten Antigene intrazellular in THP-1-Zellen zu exprimieren
bestanden darin, diese iiber Phagozytose in die Zellen einzubringen. Da es bisher nicht
moglich war, die MUC5AC-Proteinfragmente in THP-1-Zellen mittels Proteinbiosynthese zu
exprimieren, wurde versucht, diese Proteine nach zuvor erfolgter Expression bzw.
Aufreinigung von THP-1-Zellen phagozytieren zu lassen. Des Weiteren ist aufgrund der
chemischen Differenzen zwischen zytosolischer Proteinexpression und lysosomalem Verdau
in den Phagolysosomen der Phagozytoseweg ein moglicher vorteilhafter Ansatz gegeniiber
der Proteinexpression. Es wurde versucht, das unter 5.1.2 aufgereinigte Protein Cys9 iiber den
Fcy-Rezeptor abhdngigen Phagozytoseweg und das Cys2/3-Fragment mittels prokaryotischer
Proteinexpression iiber den Pathogen assoziierten Phagozytoseweg in das THP-1-Zellmodell

einzubringen.

5.4.2.1 Fcy-Rezeptor abhangige Phagozytose rekombinant hergestellter

Proteinfragmente

Mittels Fcy-Rezeptoren (FcyR) sind professionelle Phagozyten fahig, den Fc-Teil von
Antikérpern zu binden und anschlieBend Phagozytose einzuleiten. Die unter 5.1.1
rekombinant hergestellten Proteinfragmente des MUC5AC Cys2/3, Cys9 und vWD4 weisen
N-terminal einen murinen Fc-Tag des IgG2a Subtyps auf. Dieser wird von FcyRIla erkannt,
welcher an der Oberfliche von THP-1-Zellen exprimiert wird (Fleit et al. 1991). Das
aufgereinigte Protein bildet nativ Dimere, was sich in vergleichenden Westernblotanalysen
unter sowohl reduzierenden als auch nichtreduzierenden Bedingungen zeigen lielS. Dabei
entsprachen die Banden unter nichtreduzierenden Bedingungen einem doppelt so hohen
Molekulargewicht wie unter reduzierenden Laufbedingungen. Die Dimer-Bildung spielt fiir
die Bindung an den FcyRIla eine relevante Rolle, da dieser die Fc-Teile nicht in
Monomerform erkennt und eine nachgeschaltete Phagozytose nicht ablaufen wiirde
(Anderson et al. 1986). Anschliefend wurden 5 x10°> THP-1-Zellen/Well einer 6-Well-Platte
in 3 ml Medium ausgesét und das aufgereinigte Protein mFc-Cys9-His in unterschiedlichen
Konzentrationen fiir unterschiedliche Zeiten mit den Zellen inkubiert. Anschliefend wurden

die Zellen gewaschen, fixiert und permeabilisiert, sodass die spezifischen
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anti-His-Tag-Antikorper in die Zellen eindringen konnten. Der Bindungsnachweis erfolgte

zytometrisch.

Es konnten keine Signale, welche ein intrazelluldres Vorliegen der Antigene vermuten lassen
wiirden, gemessen werden (Abbildung 15). Der hier untersuchte, durch den Fc-Rezeptor
vermittelte Phagozytoseweg eignet sich offensichtlich unter den hier gewéahlten Bedingungen

fiir eine intrazelluldre Anreicherung des Proteinfragmentes Cys9 nicht.
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Abbildung 15: Phagozytose von mFc-getagten MUCS5AC-Proteinfragmenten durch
undifferenzierte THP-1-Zellen

Zytometrische Analyse der THP-1-Zellen nach Phagozytose des Proteins mFc-Cys9-His dargestellt in
Histogrammdiagrammen fiir den FITC-spezifischen Detektor FL1: Undifferenzierten THP-1-Zellen
wurde pro Ansatz 375 pg des Proteins mFc-Cys9-His zugefiigt und anschliefend fiir die angegebenen
Zeitpunkte (30 min bis 120 min) inkubiert. Darauf folgt die intrazellulire Farbung mit dem
anti-His-FITC-AK (1:50). Das graue Histogramme stellt den Leerwert dar und entspricht
THP-1-Zellen, welche nur mit PBS inkubiert wurden. Die roten Histogramme spiegeln die mit Protein
inkubierten Zellen wider. Aufgrund der ausbleibenden Signalverdnderung entlang der x-Achse wurde

auf die Berechnung des AXgeoMean verzichtet. Fiir weitere Details zur Histogrammanalyse siehe
Abbildung 11.
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5.4.2.2 Versuche zur Phagozytose von GFP-Fusionsprotein exprimierenden

E. coli-Zellen durch THP-1-Zellen

Monozyten sind in der Lage, pathogen associatet molecular patterns (PAMPs) zu erkennen
und nachfolgend die Phagozytose der PAMP-exprimierenden Strukturen, in diesem Fall
E. coli-Bakterien, zu initiieren. Basierend auf einer Publikation von Ku und Kollegen, wurde
das Phagozytoseassay anhand des der Publikation zu entnehmenden Protokolls durchgefiihrt

und teilweise angepasst (Ku et al. 2019).

Um die Phagozytose von E. coli-Zellen durch THP-1-Zellen zu untersuchen, wurde zuerst der
Stamm JM83 mit den Plasmiden pN-BLa-GFP und pC-BLa-GFP transformiert, wodurch
dieser membranstdndige Fusionsproteine, bestehend aus Beta-Laktamase und GFP, ausbildete.
Dabei kann das GFP-Signal direkt ohne vorherige Antikérperdetektion zytometrisch
ausgelesen werden (Seiler 2021). Der induzierte Bakterienstamm wurde durch eine
einstiindige Inkubation bei 62 °C inaktiviert und anschliefend in PBS aufgenommen.
AnschlieBend wurden durch PMA ausdifferenzierte THP-1-Zellen mit dem inaktivierten Klon
fir unterschiedliche Zeiten bei einer MOI von 500 inkubiert (dies entspricht 2,5 x10®
Bakterienzellen pro 5 x10° THP-1-Zellen). Zum Abstoppen der Phagozytose wurden die
Zellen nach der Inkubation mit eiskaltem PBS dreimal gewaschen. Als ndchster Schritt
schloss sich das enzymatische Ablosen der Zellen mittels Trypsinbehandlung an, wobei schon
nach drei Minuten Inkubationszeit eine verstiarkte Zellaggregation zu beobachten war, welche
sich vor allem nach dem Abstoppen der Trypsinbehandlung mit serumhaltigem Medium
verstiarkte. Nach erneutem Waschen und anschliefender Fixierung wurden die Zellen
zytometrisch auf GFP-Signale untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mit Zunahme der
Inkubationszeit das GFP-Signal zunimmt (Abbildung 16). Dabei konnte jedoch eine erhthte
Variabilitdt innerhalb der einzelnen Experimente beobachtet werden, was sich in den

Fehlerbalken (Abbildung 16b) widerspiegelt.
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Abbildung 16: Untersuchung zur Phagozytose von GFP exprimierenden E. coli-Zellen durch
THP-1-Zellen

Zytometrische Analysen der THP-1-Zellen nach dem Phagozytoseassay: pro Ansatz wurden 10°
THP-1-Zellen verwendet welche mit 5 x10° inaktivierten E. coli-Zellen inkubiert wurden. (a)
Histogrammdarstellung  fiir den GFP-spezifischen Detektor FL1 fiir unterschiedliche
Inkubationszeiten; grau: THP-1-Zellen welche mit nicht GFP-exprimierenden E. coli-Zellen inkubiert
wurden und dem Leerwert entsprechen, rot: THP-1-Zellen inkubiert mit GFP-exprimierenden
E. coli-Zellen; (b) Verdnderung der mittleren Fluoreszenzintensitdt (AXgeoMean), welche auf den
Leerwert normiert ist. Dargestellt sind die Mittelwerte von 3 unabhdngigen Experimenten und den
dazugehorigen Standardfehlern; weitere Details zur Analyse siehe Abbildung 11.
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5.4.2.3 Versuche zur Phagozytose von E. coli-Zellen, die das rekombinante
MUCS5AC-Fragment Cys2/3 exprimieren mit nachgeschaltetem
EDIM-Assay

Nach den vielversprechenden Vorversuchen zur Phagozytose von GFP-Fusionsprotein
exprimierenden E. coli-Zellen, wurde das Konstrukt Cys2/3, welches in den Vektor
pMAL-p5X kloniert wurde (siehe 5.1.1), in den E. coli-Stamm BL21 transformiert. Nach
erfolgter Test- und Hauptinduktion mit IPTG, welche durch SDS-PAGE und anschliefende
Coomassie-Farbung bestétigt werden konnten, wurde das Phagozytoseassay wie unter 5.4.2.2
durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Zellen mittels des intrazelluldren Farbeprotokolls
zuerst mit einem FITC-gelabelten anti-His-Tag-Atikdrper markiert. Auch in diesen Versuchen
konnte gezeigt werden, dass die Fluoreszenzintensitit iiber die Zeit zunimmt und ein
Maximum bei ca. 15 % nach 4 h Inkubation aufweist (Daten nicht gezeigt). Dabei waren
jedoch Probleme in der Ablosung der ausdifferenzierten THP-1-Zellen zu verzeichnen
(dies zeigte sich auch schon unter 5.4.2.2). Nach der Inkubation und den folgenden
Waschschritten kam es durch die Trypsinbehandlung teilweise zu vermehrter ,,Verklumpung®
der Zellen. Daraufhin wurde die Dauer der Trypsinbehandlung variiert, wobei makroskopisch
bis etwa 3 min Inkubationszeit nur geringe Einfliisse oder Verdnderungen der Zellanordnung
ersichtlich waren. Zusétzlich wurde das Abldsen der Zellen mit einem Zellspatel unterstiitzt.
Jedoch war auch unter diesen beiden MafSnahmen eine ,,Verklumpung“ der Zellen nicht zu

verhindern, weshalb die Zellzahlen in den einzelnen Versuchsansétzen variierten.

Aufbauend auf dem Phagozytoseansatz, in welchem anschliefend mittels His-Tag-Antikorper
detektiert wurde, wurde das gleiche Experiment wiederholt und mit dem spezifischen
MUCS5AC-Antikorper 45M1 gefarbt. Da dieser Antikorper nicht direkt fluorophorkonjugiert
ist, wurde in diesem Ansatz eine primédre Inkubation mit 45M1 und eine sekundédre Inkubation
mit einem goat-anti-mouse-PE-Antikoérper vollzogen. In der zytometrischen Analyse zeigte
sich hierbei ein Fluoreszenzmaximum nach 30 min Inkubation, welches nach 2 h wieder
abnahm. Aufgrund des friihen Maximums wurden fiir diese Ansétze Inkubationszeiten bis zu

2 h angesetzt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Phagozytose von Cys2/3 exprimierenden E. coli-Zellen durch THP-1-Zellen

Zytometrische Analysen der THP-1-Zellen nach dem Phagozytoseassay dargestellt in
Histogrammdiagrammen: grau: sek. AK (1:50), rot: 45M1 (1:31) und sek. AK. Die Auswertung fand
mittels des XgeoMean Wertes statt, wobei absolute Werte miteinander verglichen wurden. AXgeoMean
stellt dabei die Differenz der Fluoreszenzmaxima von prim. und sek. Antikdrper subtrahiert mit dem
Leerwert dar. Dabei wurde kein vorheriges Gating verwendet. In dem Diagramm rechts unten sind die
Ergebnisse von 3 unabhidngigen Versuchen und die dazugehorigen Standardfehler dargestellt,
vergleiche Abbildung 16.

Fir die unter 5.4.2.2 und 5.4.2.3 verwendeten Ansdtze wurde eine anschliefende
Fluoreszenzmikroskopie, in der die intrazelluldre Anreicherung der Antigene verifiziert
werden sollte, durchgefiihrt, welche sich aber aufgrund der sehr hohen Variabilitdt der
einzelnen Ansdtze als schwer zu beurteilen herausstellte (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend wurde in den Phagozytoseansdtzen eine Zunahme  der
Fluoreszenzintensitét iiber die Zeit gemessen, welche je nach verwendetem Antikérper oder
Fluorophor unterschiedliche Maxima aufwies. Daraus lédsst sich vermuten, dass es realistisch
ist, zuvor prokaryotisch exprimierte Proteine mittels ausdifferenzierter THP-1-Zellen
aufzunehmen und anschlieBfend intrazelluldr mittels Antikorper zu detektieren und diese
letztendlich zytometrisch zu analysieren. Dadurch konnte mithilfe dieses Zellmodells das
EDIM-Verfahren soweit modellhaft nachgestellt werden, dass die wichtigen Parameter der

Situation einer humanen Blutprobe dhneln.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den schon klinisch anwendbaren Tumortest PanTum Detect um
tumorentitdtsspezifische Marker zu erweitern. Dazu wurde in einem Zellmodell das
EDIM-Verfahren nachgestellt, indem der Proteinmarker nMUCSAC in das
THP-1-Modellsystem eingebracht und dann mit dem anti-MUCS5AC-Antikérper 45M1
nachgewiesen werden sollte. Aufgrund des grofen Molekulargewichtes des Glykoproteins
MUCS5AC von 585 kDa in seiner monomeren Primérstruktur, wurden Abschnitte des
Volllangenproteins, welche das Epitop von 45M1 aufzeigen, generiert, um stellvertretend fiir

das Volllangenprotein im Modellsystem genutzt werden zu kénnen.

Ein Teil der Arbeit war es, die Antikdrperbindestelle von 45M1 zu untersuchen. Die komplette
Primdrstruktur des Epitops ist bisher nicht aufgeschliisselt worden. Einen ersten Ansatz dazu
lieferten Lidell et al., indem sie in Westernblotuntersuchungen die Bindestelle dem
C-Terminus des MUCS5AC zuschrieben (Lidell et al. 2008). Es konnte in ihren
Westernblotstudien gezeigt werden, dass ein die C-terminalen 1041 Aminosduren
umfassendes Proteinfragment von 45M1 erkannt wird. Weiterhin zeigten sie, dass eine
N-terminale, 91 Aminosduren umfassende Proteinsequenz dabei relevant fiir die Bindung des
Antikorpers ist. Ein um diese 91 Aminosduren kleineres Proteinfragment wurde hingegen
nicht erkannt. Aulerdem wird auch das Apo-Protein, welches unglykosyliert vorliegt, von
dem Antikoérper erkannt, wobei zu erwdhnen ist, dass die Glykosylierungsstellen sich vor
allem auBerhalb der cysteinreichen Regionen des MUCS5AC befinden (Abbildung 4). Darauf
aufbauend wurden drei Expressionskonstrukte generiert, welche Teile des C-Terminus
widerspiegeln: 91aa Sequenz, Cys9 und vWD4. Eine Publikation von Liu et al. 2015 zeigte
zudem, dass 45M1 auch Fragmente des MUCSAC erkennt, welche dem mittleren Teil des
Volllangenproteins zuzuordnen sind (Liu et al. 2015). Bezogen auf diese Verdffentlichung

wurde das Konstrukt Cys2/3 generiert.

Sowohl unter denaturierenden aber nicht-reduzierenden als auch unter nativen Bedingungen
kann 45M1 die Konstrukte Cys9, Cys2/3 und vWD4 detektieren, die 91aa-Sequenz wurde
dabei nicht erkannt. Dies wurde mittels Westernblot und intrazelluldrer Farbung mit
angeschlossener zytometrischer Auswertung gezeigt. Auerdem wurde das Cys2/3-Fragment

auch nach  prokaryotischer  Proteinexpression  erkannt. @ Dabei  waren die
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Detektionsbedingungen die gleichen, wie bei der eukaryotischen Proteinexpression. Damit
wird die oben genannte Aussage, dass das Epitop glykosylierungsunabhdngig ist, bestétigt.
Aus den Ergebnissen lasst sich die These aufstellen, dass die einzig kritische Komponente der
Proteinfaltung, welche eine Relevanz fiir die Interaktion zwischen Epitop und Antikérper hat,
die Disulfidbindung ist. Wéren andere, die Tertidrstruktur stabilisierende Bindungen, wie
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen unpolaren Aminoséureresten, Ionenbindungen oder
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen relevant fiir die Ausbildung des Epitops,
diirften die Proteinfragmente im Westernblot nicht detektiert werden konnen. Vergleicht man
die Primérstruktur der verwendeten Proteinfragmente, zeigt sich, dass eine Homologie
zwischen den Konstrukten Cys2/3 und Cys9 besteht (Abbildung 5). Da das vWD4 Konstrukt
die Sequenz von Cys9 enthélt und diese um 340 Aminosduren C-terminal erweitert ist, scheint
es wahrscheinlich, dass das Epitop von 45M1 am ehesten dem Cys9 Fragment entspricht und
vWD4 keine weiteren, fiir das Epitop relevanten Aminosduren enthélt. Dies ldsst sich auch
durch die strukturellen Unterschiede in der Aminosduresequenz des vWDA4-Fragmentes
erklaren, welche weniger cysteinreich ist. Das Epitop des Antikorpers ist reduktionssensibel,
was sowohl aus der Literatur hervorgeht als auch im Westernblot verifiziert werden konnte.
Vergleicht man die Konstrukte Cys9 und 91aa-Sequenz, so fillt auf, dass die Cys9 Struktur in
ihren zusétzlichen C-terminalen 33 Aminosduren vier Cysteine mehr aufweist. Auch das
Cys2/3 Fragment stimmt in diesem Bereich mit Cys9 {iiberein. Dies entspricht der griin
markierten Sequenz in Abbildung 5. Es ist zu vermuten, dass dadurch eine zusitzliche
Disulfidbindung eingegangen werden kann, wodurch eine Peptidsequenz evtl. in einer
bestimmten rdumlichen Anordnung exprimiert wird, welche das Epitop von 45M1 bildet. Dies
entspricht auch der Vermutung von Lidell et al, dass das Epitop abhdngig von der
Proteinkonformation gebildet wird. Jedoch ist nicht auszuschliefen, dass diese Cysteine nicht
innerhalb des Cys9-Fragmentes kovalente Bindungen eingehen, sondern zur Anlagerung des
weiter C-terminal nichtenzymatisch abgespaltenen = MUCSAC-Fragmentes dienen
(Lidell et al. 2006). Weiterhin wére unter diesem Gesichtspunkt noch zu beriicksichtigen, dass
MUCSAC generell nach der Proteinbiosynthese Dimere bildet, die auch durch diese
Disulfidbriicken stabilisiert werden konnten (Asker et al. 1998). Denkbar wére auch, dass die
zusdtzlichen Cysteine gar keine Disulfidbindung eingehen und die zuséatzlichen Aminosduren
des Cys9-Fragmentes in ihrer Tertidrstruktur relevante Aminosduren enthalten, welche das

Epitop bilden. In den Westernblotstudien zur Antikorper-Epitop-Interaktion liegen die
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aufgereinigten Proteine als Dimer vor. Dies wird durch die N-terminalen mFc-Tags der
sekretierten Proteine ermdoglicht. Daraus lassen sich zwei Moglichkeiten fiir die
Tertidrstruktur des Proteins ableiten. Entweder lagern sich die beiden Proteinketten nur an den
mFc-Tags durch Disulfidbriicken an und der iibrige, eigentliche Proteinteil faltet sich in sich,
ohne dass beide Proteinketten miteinander interagieren, oder die beiden Proteinketten lagern
sich linear aneinander und werden durch den hohen Gehalt an Cysteinen durch
Disulfidbriicken stabilisiert. Wiirde letzteres zutreffen, wére zu vermuten, dass der Antikorper
45M1 spezifisch die Sekundérstruktur detektiert. Dem gegeniiber wiirden aber die Ergebnisse
aus der intrazelluldiren Farbung der nativen Proteine stehen, da bei den intrazelluldr
vorliegenden Konstrukten keine N-terminalen mFc-Tags verwendet wurden. Jedoch liefe sich
nicht ausschliefen, dass die Proteine sich auch unter nativen Bedingungen linear anordnen.
Um evaluieren zu kénnen, ob die vier zusédtzlichen Cysteine des Cys9-Konstruktes relevante
Tertidrstruktureigenschaften haben, wéren Mutationsanalysen notwendig, in denen diese
zusdtzlichen Cysteine durch strukturdhnliche Aminosduren wie beispielsweise Serin ersetzt
werden. Dadurch liee sich zumindest ausschliefen, dass die in Cys9 zusétzlich enthaltenen
Cysteinreste keine fiir das 45M1-Epitop relevanten Struktureigenschaften bezogen auf die

Tertidrstruktur des MUCS5AC haben.

Nachdem im ersten Teil der Arbeit MUCS5AC-Proteinfragmente erzeugt wurden, welche von
45M1 erkannt werden, konnten diese fiir das EDIM-Modell-Assay weiterverwendet werden.
Dazu war eine intrazelluldre Proteinanreicherung im THP-1-Modellsystem grundlegende

Voraussetzung.

Zum Einbringen der entsprechenden Expressionsplasmide wurden verschiedene
Transfektionsmethoden im Rahmen der Vorversuche an den THP-1-Zellen untersucht. Dabei
stellte sich heraus, dass auf Komplexionsmethoden basierende Transfektionen den
Elektroporationsverfahren unterlegen waren. THP-1-Zellen werden als schwer zu
transfizierende Zellen beschrieben, wobei fiir Komplexionsmethoden eine geringere
Transfektionseffizienz berichtet wird (Mael et al. 2014, Tang et al. 2018). In den unter 5.2.1
gezeigten durchflusszytometrischen Analysen wurde die Transfektionseffizienz indirekt aus
den GFP-Signalen ermittelt. Als direkte Kontrolle dafiir wére eine qualitative PCR sinnvoll
(Martinet et al. 2003). Bei Komplexionsmethoden (Turbofect™, Lipofectamine™,
Metafectene®, etc.) wird die DNA durch Endozytose in die Zielzellen transferiert. Da

THP-1-Zellen Monozyten sind, ist es wahrscheinlich, dass die Zellen die



Diskussion 66

DNA-Trdagermolekiilkomplexe phagozytieren und anschliefend lysosomal abbauen. Bei der
Nucleofection® werden durch Spannungsimpulse Poren in zelluliren Membranen erzeugt,
durch welche die Plasmide diffundieren konnen. Dabei gelangen diese direkt in den Nukleus
und sind vor einem lysosomalen Verdau geschiitzt. Diese Uberlegungen sind mit den

Ergebnissen, welche in Abbildung 8 dargestellt sind, kompatibel.

Da das EDIM-Assay zytometrisch ausgelesen wird, wurden die THP-1-Zellen auch auf ihre
Charakteristika bei der durchflusszytometrischen Analytik untersucht. Hierbei zeigen native
THP-1-Zellen zwei Populationen im FSC-SSC-Dotplot, welche sich in GroéBe und
Granularitdt unterscheiden (Abbildung 7). Es ist zu vermuten, dass die grofere und etwas
weniger granuldre Population die physiologisch vorkommenden THP-1-Zellen darstellen. Im
Gegenzug bildet die kleinere aber mehr granuldre Population am ehesten tote oder friih
apoptotische Zellen ab (Cossarizza et al. 2019). Dies ldsst sich auch aus den
Fluoreszenzsignalen der Zellen, die GFP exprimieren, schliefen, welche in der vermeintlich
lebenden Population am intensivsten sind. Nekrotische Zellen wiirden dabei keine
GFP-Expression zeigen. Die schwachen GFP-Signale in der nekrotisch-apoptotischen
Subpopulation lassen sich am ehesten durch das Zeitintervall begriinden, welches zwischen
Expression, Apoptose/Nekrose und Messzeitpunkt besteht. Zellen, welche unter
physiologischen Bedingungen GFP exprimiert haben, konnten zum Messzeitpunkt schon
nekrotisch oder apoptotisch sein, jedoch noch zytosolisches GFP aufweisen. Diese
Interpretation wird durch publizierte Ergebnisse unterstiitzt, bei denen nach erfolgter
Transfektion von GFP-Expressionsplasmiden schon nach wenigen Stunden erste
Fluoreszenzsignale messbar sind (Martinet et al. 2003). Um genau {iberpriifen zu koénnen,
welche Zellpopulation vital, apoptotisch oder nekrotisch ist, wire eine Farbung mittels
Annexin-V (Apoptosemarker) und PI (Nekrosemarker) zielfiihrend, da somit die nicht vitalen

Zellen ausgeschlossen werden konnten.

Als zweite Vorversuchsreihe, welche fiir das EDIM-Zellmodell notwendig ist, wurde das
intrazelluldre Farbeprotokoll angepasst. Um variable Transfektionseffizienzen und daraus
folgende unterschiedliche Proteinexpressionen zu vermeiden, wurde zuerst ein nativ in den
Zellen vorkommendes Protein, Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
zur Analytik verwendet. In den Untersuchungen zur Nachweisbarkeit von STAT3 in
THP-1-Zellen zeigte sich eine Zunahme der spezifischen STAT3 Signale nach erfolgter

Nucleofection® verglichen mit den Signalen ohne zwischengeschaltete Nucleofection®. Diese
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Korrelation kénnte kausal aus einer erhthten Apoptose oder Nekrose der Zellen nach erfolgter
Transfektion resultieren. Dafiir spricht, dass durch die Nekrose Damage associated molecular
patterns (DAMPs) abgegeben und von Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt werden. Als
Initiator einer Entziindungsreaktion sind Monozyten in der Lage, in Reaktion auf solche
Stimuli das proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 (IL-6) zu sezernieren, welches durch
Bindung an den IL-6-Rezeptor STAT3 aktiviert (Zhong et al. 1994). In THP-1-Zellen ist ein
solcher Mechanismus vorstellbar, da diese den IL-6-Rezeptor exprimieren (Sanceau et al.

1991).

Aus intrinsischen Griinden beinhaltet dieser Versuch keinen parallelen Ansatz mit
STAT3-negativen THP-1-Zellen, um eine eventuelle unspezifische Bindung des priméren
Antikorpers auszuschliefen. Da STAT3 ein konstitutiv exprimiertes Molekiil ist, wére fiir eine
mogliche Kontrolle beispielsweise ein siRNA Knockout von STAT3 denkbar, wobei zu
tiberlegen ist, ob ein Ausschalten der STAT3 Funktion nicht mit einer Apoptose der Zellen
einhergehen wiirde. Da das Experiment aber die Permeabilisierung und deren mogliche
Behinderung durch eine vorangegangene Nucleofection® untersucht, ist dabei die spezifische

oder unspezifische Bindung des Antikorpers zu vernachléssigen.

Aufbauend auf den oben genannten Vorversuchen wurde im zweiten Teil der Arbeit versucht,
das EDIM-Assay mit dem THP-1-Zellmodell zu kombinieren. Im ersten Schritt wurde
versucht die drei Fragmente Cys2/3, Cys9 und vWD4 in THP-1-Zellen zu exprimieren.
AnschlieBend erfolgte der intrazelluldare Nachweis mittels P5D4-Tag-Antikorper. Grund fiir
die Verwendung des P5D4-Antikorpers war, dass dieser direkt PE-konjugiert ist und damit nur
eine einmalige Inkubation in der intrazelluldren Detektion notwendig ist und technisch
bedingte Verluste von Zellen minimiert werden kénnen. Nach Standardprotokoll sowie auch
nach Optimierungsversuchen war die Detektion in THP-1-Zellen nicht moglich. MaeR et al.
beschreiben in ihrem Protokoll, dass die Speziesherkunft des verwendete Serumzusatzes zum
Néhrmedium relevant fiir die Transfektion ist. Jedoch hatte die Verwendung von humanem
Serum anstatt fetalem Kailberserum keinen Einfluss auf die intrazelluldre Detektion der
Zielantigene. Es scheint unwahrscheinlich, dass die ausbleibende Detektierbarkeit der
MUCS5AC-Fragmente auf eine unzureichenden Transfektionseffizienz zuriickzufiihren ist, da
Untersuchungen an GFP zeigen, dass es prinzipiell moglich ist, mit dem verwendeten

Nucleofections®-Verfahren THP-1-Zellen hinreichend effizient zu transfizieren.
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Da es an dieser Stelle nicht eindeutig zu eruieren ist, an welchem Schritt von Transfektion bis
zur Expression der Proteine ein Fehler auftritt, sollten weitere Untersuchungen stattfinden, um
diesbeziiglich genauere Informationen zu gewinnen. Zuerst gilt es, die Transfektion zu
kontrollieren. Um genau evaluieren zu konnen, ob das Plasmid von den Zellen aufgenommen
wurde, wire nach erfolgter Transfektion eine Uberpriifung der Zellen mittels qualitativer und
quantitativer PCR sinnvoll, da nicht auszuschlieBen ist, dass das Einbringen des

pcDNA3.1-Plasmides in die Zellen nur unzulédnglich gelang (Martinet et al. 2003).

Monozyten sind aufgrund ihrer Phagozytoseeigenschaft sehr reaktiv gegeniiber
Fremdmaterial. Zytosolische Enzyme, wie DNAsen sind somit in der Lage, fremde
Nukleinsduren zu zersetzen, wodurch eine intranukledre Anreicherung gehemmt wird. Da
anders als bei der Phagozytose bei der Nucleofection® der Vektortransport direkt in den
Nukleus stattfindet, ist hier eine vorherige Degradation eher unwahrscheinlich
(Trompeter et al. 2003). Als néchstes ist die Transkription zu iiberpriifen, welche stark vom
verwendeten Plasmid und dem darin enthaltenen Promoter, sowie von der Zelllinie abhédngt
(Qin et al. 2010). In THP-1-Zellen wird, solange diese sich im monozytdren Status befinden,
die Transkription von humanem Cytomegalie-Virus (hCMV) inhibiert. Durch
Ausdifferenzierung unter Einfluss des NF-kB-Induktors PMA und damit einhergehender
Anderung des Phinotyps zu Makrophagen kommt es zur Transkription des CMV immideatly
early promoters (Sinclair et al. 1992). Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse, dass eine
Expression mit dem pEGFP-N1 Konstrukt, welches auch der Regulation des CMV-Promoters
unterliegt, hier beobachtet wurde. Dies sollte aber in der Zusammenschau aller moglicher
Variablen, welche die zytometrische Detektierbarkeit der Proteinfragmente bedingen,
interpretiert werden. GFP eignet sich als Indikator vor allem, weil es direkt nach der
Biosynthese unter Anregung von blauem Licht fluoresziert. Dabei ist keine
Fluoreszenzfarbung notwendig (Chalfie et al. 1994). Somit koénnen die zytometrischen
Messungen auf GFP normiert werden. Verglichen mit HEK-293T-Zellen ist die messbare
GFP-Fluoreszenz in THP-1-Zellen geringer (Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt). Dies wiirde
die Hypothese bestdrken, dass der CMV-Promoter in THP-1-Zellen inhibiert beziehungsweise
reprimiert ist. Die zu messenden MUCS5AC-Proteinfragmente miissen durch Fluorophor
markierte Antikérper nachgewiesen werden. Da hierbei eine intrazelluldre Farbung notwendig
ist, kann durch die begrenzte Sensitivitdt der Antikorperbindung das zu detektierende Protein

unter der Nachweisgrenze liegen.
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Als mogliche Kontrolle fiir eine relevante Transkription wére ein Northernblot sinnvoll,
wodurch gezeigt werden konnte, ob die die Proteinfragmente kodierende mRNA vorliegt.
AuBerdem konnte versucht werden, die MUC5AC-Fragmente durch eine direkte Transfektion
mit in-vitro erzeugter mRNA zu exprimieren. Hierbei ist es moglich, eine unzuldngliche

Transkription zu umgehen (Martinet et al. 2003).

Einen weiteren kritischen Punkt in der Proteinbiosynthese stellt die Proteinfaltung nach
erfolgter Translation dar. Aus den Untersuchungen an HEK-293T-Zellen ergibt sich, dass die
MUCSAC-Fragmente intrazelluldar exprimiert und auch detektiert werden kdonnen.
HEK-293T-Zellen stellen eine Standard-Zelllinie fiir die effiziente Expression heterologer
Proteine dar (Thomas et al. 2005). Auch in dieser Arbeit erwies sich diese Zelllinie als

geeignet fiir diesen Zweck (siehe 5.1.1).

Proteine haben eine unterschiedliche intrazellulare Halbwertszeit, was durch deren
N-terminale Aminosédure bedingt ist (IN-end-rule). Diese besagt, dass vor allem Proteine mit
N-terminalem Aspartat, Asparagin, Lysin, Phenylalanin oder Arginin nur Halbwertszeiten von
wenigen Stunden haben (Gonda et al. 1989). Die Primaérstruktur der intrazelluldren
Konstrukte weist N-terminal nach dem durch das Startcodon synthetisierten Methionin ein
Lysin auf. Dies wiirde aufgrund der N-end-rule sehr schnell degradiert werden und nach einer
Inkubation von mindestens 8 Stunden wahrscheinlich nicht mehr nachweisbar sein
(siehe 5.4.1). Andererseits war es aber moglich, in HEK-293T-Zellen nach 24 Stunden
Inkubationszeit die Proteine intrazelluldr zu detektieren. Moglicherweise hemmt hier das
N-Terminale Methionin den Proteinabbau, da Lysin als zweite Aminosdure die Abspaltung
von Methionin durch Methionin-Aminopeptidasen inhibiert (Boissel et al. 1985). Dieser Fakt
wiirde die Vermutung widerlegen, dass die N-end-rule fiir den friihzeitigen Abbau in
THP-1-Zellen ursdchlich ist. Die unterschiedlichen Proteinbildungsraten in den beiden
verwendeten Zelllinien konnten darauf zuriickzufithren sein, dass in THP-1-Zellen
posttranslationale Abbaumechanismen wie ER-associated protein degradation (ERAD)

starker ablaufen (Lippincott-Schwartz et al. 1988).

Schlussendlich muss das Nachweisverfahren iiberpriift werden. Die Vorversuche zur
Detektion von STAT3 zeigen, dass das dafiir angewendete Messprinzip auch im Modellsystem
genutzt werden kann und somit eine insuffiziente Penetration der Antikdrper

unwahrscheinlich scheint.
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Im letzten Teil der Arbeit wurde versucht, die intrazelluldre Proteinanreicherung mittels
Phagozytose von zuvor rekombinant hergestellten Proteinfragmenten zu untersuchen. Dies
wiirde dem Prinzip des PanTum Detect, welcher auf dem EDIM-Assay aufbaut, am
dhnlichsten sein. Bei der Proteinbiosynthese besteht ein anderes chemisches Milieu fiir die
generierten Proteine als bei der Phagozytose und nachgeschaltetem lysosomalem Verdau von
Proteinen. Dies ist vor allem fiir die Verwendung des Antikdrpers 45M1 relevant, da das
Epitop wahrscheinlich von der Konformation des Proteins abhdngt und dieses nach erfolgter
Phagozytose verdndert und dadurch evtl. nicht mehr fiir den Antikoérper detektierbar vorliegt.
Zuerst wurde die rezeptorvermittelte Phagozytose, welche tiber Fc-Teilen an Fc-Rezeptoren
(FcR) bindet, in undifferenzierten THP-1-Zellen untersucht. Dabei konnte keine intrazellulare
Interaktion der Proteine detektiert werden. THP-1-Zellen exprimieren den FcyRII an der
Oberflache (Fleit et al. 1991). Dieser kann eine rezeptorvermittelte Phagozytose einleiten und
erkennt auch murine Fc-Teile (Lubeck et al. 1985, Indik et al. 1991). Der verwendete
mFc-Tag, welcher den Proteinen N-terminal angefiigt ist, gehort zur Subgruppe der murinen
IgG2a Antikorper. Diese bilden unter physiologischen Bedingungen Dimere aus. IgG2a bindet
mit niedrigerer Affinitdt an FcyRIla als IgG1 (Bruhns et al. 2009). Dies konnte ein Ausbleiben
der Phagozytose am ehesten erkldren. Des Weiteren wére zu untersuchen, ob ein vorheriges
Ausdifferenzieren zu  Makrophagen die Aufnahme verbessert, obwohl die

Fc-Rezeptor-Expression durch PMA-Behandlung nicht zunimmt (Fleit und Kobasiuk 1991).

Als zweiter Ansatz wurde die passive Phagozytose von Pathogenen untersucht. Dazu wurden
das durch 45M1 detektierbare Proteinfragment Cys2/3 in E. coli-Zellen exprimiert und die
abgetoteten Bakterien anschliefend mit ausdifferenzierten THP-1-Zellen inkubiert
(siehe 5.4.2.3). Bei der Inkubation mit dem Antikérper 45M1 zeigt sich ein Maximum nach
ca. 30 Minuten und eine nachfolgende Abnahme der Fluoreszenzintensitdt. Vergleicht man
diese Ergebnisse mit den Vorversuchen, in welchen nach der Phagozytose das
MUCS5AC-Fragment mittels anti-His-Antikorper detektiert wurde, ist zu bemerken, dass diese
eine andere Fluoreszenzkinetik aufweisen. Hierbei nahm die Fluoreszenzintensitdt bis zu vier
Stunden iiber die Zeit zu. Gleiches wurde auch in Versuchen, welche mit GFP-exprimierenden
E. coli-Zellen durchgefiihrt wurden, beobachtet. Daraus ableitend ldsst sich vermuten, dass
das MUCS5AC-Proteinfragment schon nach 15 Minuten aufgenommen wurde, jedoch seine
intrazelluldre Interaktionsfahigkeit mit Verdnderungen in der Tertidrstruktur einhergeht. Weil

das Epitop von 45M1 konformationsabhdngig ist, lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die
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Tertidrstruktur des Proteinfragmentes sehr schnell verloren geht. Ausdifferenzierte
THP-1-Zellen lassen sich mittels Stimulation durch Lipopolysaccharid (LPS) in M1
Makrophagen polarisieren. Dies wird durch die vorzeitige Inkubation mit PMA zusétzlich
unterstiitzt, da in beiden Fillen eine erhthte Produktion reaktiver Sauerstoff-Spezies zu
beobachten ist (Johnston et al. 1978, Chanput et al. 2013). Daraus wiirde eine
Destabilisierung der Tertidrstruktur resultieren und damit die Detektierbarkeit durch 45M1
verhindert werden. Dies ist aber ein zeitlicher Prozess, welcher sich im Rahmen der
Phagosomenreifung vollzieht. Somit wére es denkbar, dass zu Beginn der Bakterienaufnahme
das Protein noch detektiert werden kann, dies aber im spéteren Verlauf nicht mehr moglich ist.
Dabei stellt sich die Frage, ob 45M1 aufgrund des eben beschriebenen Sachverhaltes
iberhaupt einen geeigneten Antikorper fiir eine klinische Durchfiilhrung des EDIM-Assays
darstellt. Da dieses aber Monozyten misst, und nicht aktivierte Monozyten weniger
intrazelluldre Radikalbildung aufweisen, wére die oben beschriebene Epitop-Zerstérung

wahrscheinlich geringer (Sasada et al. 1983).

Die Phagozytoseversuche waren in ihrer Reproduzierbarkeit variabel. Dies ist zum einen auf
geringe Proteinexpression in den Bakterien zuriickzufiihren. Als kritischer Punkt des ganzen
Verfahrens stellt sich die Ablosung der Zellen nach erfolgter Inkubation dar. Dies wurde
mittels Trypsin-Behandlung erreicht. Da Trypsin aber recht aggressiv reagiert, kam es nach
kurzer Inkubation schon zu Zellaggregaten. Diese wurden vor allem nach Abstoppen der
Reaktion stdrker. Wahrscheinlich kam es durch die Trypsinbehandlung zu Zellschdden, was in
vermehrter DNA-Freisetzung miindet und zur Verklebung der einzelnen Zellen fiihrt. Des
Weiteren erhoht eine Trypsinbehandlung in THP-1-Zellen intrazelluldar oxidative Enzyme
(Johnston et al. 1981). In Kombination mit den weiter oben schon erwdhnten Faktoren
(PMA und LPS), welche diese oxidativen Reaktionen auch verstirken, kann davon
ausgegangen werde, dass sich THP-1-Zellen zum Zeitpunkt des Ablosens unter oxidativem
Stress befanden. Dieser wiirde einen Zellschaden zusétzlich begiinstigen. Durch den
beschriebenen Zellschaden kommt es dazu, dass die einzelnen Ansédtze in ihrer Zellzahl
unterschiedlich sind. Da bei der intrazelluldren Detektion aber gleiche Mengen Antikoérper
verwendet wurden, variiert die Molekiilmenge der Antikérper bezogen auf die Zellzahl von
Ansatz zu Ansatz. Da dies auch fiir die mitgefiihrten Kontrollen zutrifft, erschwert sich die
Vergleichbarkeit der Ansdtze sowohl innerhalb eines Experimentes als auch zwischen

verschiedenen = Experimenten.  Dies ist auch den  unterschiedlich  starken
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Fluoreszenzintensitdten der Histogrammanalysen (siehe Abbildung 17) zu entnehmen. Mael§
et al. beschreiben Acutase® als sanfte Alternative fiir Trypsin. Dies wire fiir zukiinftige
Optimierungsversuche zu evaluieren. Des Weiteren konnen kommerziell erhéltliche,
mechanische Abloseverfahren genutzt werden (Mael et al. 2015) Im Rahmen einer
Protokolloptimierung wére auch zu evaluieren, ob geringere PMA-Konzentrationen fiir einen
langeren Inkubationszeitraum eine Verbesserung sowohl der Phagozytose als auch der
Zellablésung erreichen. Dies erklért sich vor allem dadurch, dass THP-1-Zellen besser auf
polarisierende Stimuli reagieren, wenn sie einer geringeren PMA-Konzentration ausgesetzt

sind (Park et al. 2007, MaeR et al. 2014).

Aufbauend auf den Resultaten aus dem THP-1-Zellmodell in dieser Arbeit ware zum einen
eine klinische Evaluation der hier gezeigte Ergebnisse notwendig und zum anderen die
Generierung von neuen, gegen das MUC5AC gerichteten Antikorpern indiziert. Zuerst kdnnte
das EDIM-Assay mittels des Antikdrpers 45M1 klinisch evaluiert werden. Dabei wére zu
untersuchen, ob Patient:innen mit Pankreaskarzinom vor Therapiebeginn in ihren
Blutmonozyten MUC5AC aufweisen. Hier ist zu bemerken, dass sich direkt markierte
Antikorper besser eignen, da somit ein technisch bedingter Zellverlust reduziert werden kann.
Dies ist vor allem fiir die Genauigkeit der Messung relevant, da die CD14-CD16-positiven
Monozyten nur eine kleine Subpopulation aufweisen und doppelte Farbeprozeduren die
Population reduzieren konnten. Zudem ist das Epitop des Antikérpers 45M1 sensibel
gegeniiber Konformationsdnderungen des Proteins. Dabei kann die chemische Umgebung der
Phagolysosomen die Antikoérperbindung behindern. Ein Antikorper, welcher das native
Protein erkennt, jedoch kein konformationelles Epitop aufweist, wére fiir dieses Vorhaben
eventuell besser geeignet. Die in dieser Arbeit erstellten und aufgereinigten
MUCSAC-Proteinfragmente wiirden als Antigene fiir eine Immunisierung dienen. Darauf
aufbauend konnten Hybridoma-Zelllinien generiert werden, welche gegen die immunisierten
Targets gerichtete Antikorper synthetisieren. Nach erfolgter Aufreinigung dieser wére ein
Screening der Antikorper notwendig, um deren Spezifitét fiir das Volllangenprotein MUC5AC
zu testen. Dabei konnten 45M1 und weiter anti-MUCS5AC Antikorper als Kontrollantikérper
dienen (Nollet et al. 2004). Nachdem Blut von Pankreaskarzinompatient:innen untersucht
wurde, wire eine Abgrenzung zu anderen soliden Tumoren notwendig. Vor allem weitere
gastrointestinale Tumoren, welche eventuell auch eine MUCS5AC-Erhéhung im Blut

aufweisen, sollten dabei besonders beachtet werden.
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7 Schlussfolgerungen

MUCS5AC wird als mit dem Pankreaskarzinom assoziiertes Protein beschrieben, weshalb es
als fiir eine entitdtsspezifische Erweiterung des auf dem EDIM-Assay basierenden Tests
PanTum Detect von Interesse ist. Der dazu verwendete Antikdrper 45M1 weist ein bisher
noch nicht komplett definiertes Epitop auf. Dazu konnte in dieser Arbeit mittels rekombinant
erstellter MUC5AC-Proteinfragmenten das Epitop des Antikorpers auf ein 124 Aminosduren
langes C-terminal lokalisiertes Fragment (Cys9) eingeschrankt werden. Mittels generierter
MUCSAC-Proteinfragmente wurde versucht, das EDIM-Assay modellhaft in monozytaren
THP-1-Zellen nachzustellen. Es konnte gezeigt werden, dass das intrazelluldre
Nachweisverfahren prinzipiell in dieser Zelllinie anwendbar ist. Jedoch war es in dieser Arbeit
nicht moglich, mittels gadngiger Expressionsvektoren die MUC5AC-Fragmente im
THP-1-Zellmodell intrazelluldr zu exprimieren. Neben verschiedenen Optimierungsansatzen
wiére in zukiinftigen Versuchen zu evaluieren, ob andere Expressionsplasmide mit anderen
Promotern eine effizientere Proteinexpression ermoglichen. Des Weiteren konnten andere
monozytdre Zelllinien, wie beispielsweise die Zellreihe U937, als Alternativ-Zellmodell fiir

dieses Vorhaben untersucht werden.

Bei Phagozytoseversuchen unter Einsatz eins prokaryotisch erzeugten, rekombinanten
MUCS5AC-Proteinfragmentes erbrachten zytometrische Analysen Hinweise auf ein
intrazelluldres Vorliegen. Dabei entsprechen diese Ergebnisse am ehesten einer Nachstellung
des EDIM-Assays im THP-1-Zellmodell. Weil dieser Modellansatz der physiologischen
Situation einer monozytdren Antigenakkumulation am ehesten entspricht, wére in weiteren
Versuchen eine Optimierung des Verfahrens wichtig. Hierbei ist der Fokus besonders auf eine

optimale PMA-Konzentration und eine ausreichend lange Inkubationszeit zu legen.

Weil in der Arbeit gezeigt werden konnte, dass der Antikérper 45M1 zur Detektion von
intrazelluliren MUCS5AC-Fragmenten geeignet ist, wdre seine klinische Evaluation
anzustreben. Dabei gilt es herauszufinden, ob MUC5AC sich im Blut von
Pankreaskarzinom-Patien:innen mittels 45M1 nachweisen ldsst und ob das Protein als
tumorentitdtsspezifischer Marker des Pankreaskarzinoms fiir eine Erweiterung des PanTum

Detect in Frage kommt.
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9 Anhang

9.1 DNA-Sequenzen

Die fiir die Klonierungsexperimente verwendete DNA Sequenz des MUCS5AC wurde der

GenBank des NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) unter

entnommen.

9.2 Plasmidkarten

pEGFP-N1

Apall (4361)
pBR322_origin

TK_PA_terminator

ORE frame 3
NeoR/KanR
ORF frame 1

Fspl (2859)

Mscl (2839)

Narl (2757)

Clal (2597)

Stul (2578)
SV40pro_F_prmer
SV40_origin
SVAa0_promoter
SV40_enhancer

(Quelle: https://www.addgene.org/vector-database/2491/ ; 04.04.2022, 14:28 Uhr)

Biotechnology

der Acession number:

Asel (7)
CAG_enhancer
Ndel (234)

Bglil (609)
Xhol (613)
Sacl (620)
Hindlll (622)
EcoRI (629)
Pstl (638)

CMV_immearly_promgiay (639)

CMV_fwd_primer
CMV_promoter
Nhel (591)

f1_origin
AmMpR_promoter
pBABE_3_primer

Kpni (649)
sacll (652)
Xmal (656)
Apal (657)
smal (658)
BamHI (660)
Agel (666)
EGFP_N_primer
Y66 (EGFP)
ORF frame
EGFP

EGFP_C_primer
Notl (1401)
Xbal (1411)
Hpal (1520)
EBV_rev_pnmer
Afin (1639)

Information)

NM_001304359
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pcDNA3.1/Zeo(+/-)

= - - =
__ =E_T- _ o
= OC_orx———
o =T cEXT .o =ogmd
L Em= S 006 ] 090 ax
("')I»eqqlxmmﬂﬁiuﬂme_xx‘xul
= __ = =
= — —T_= =
_——— = [ s =
1 g gowSoonE 2 @
- = = O =
O LEE38538r8aa 8854

pcDNA™3.1/
Zeo (+/-)
5.0 kb

?.
o
e Orj N4 p

(Quelle: https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%?2Ftools.thermofisher.com
%2Fcontent%?2Fsfs%2Fvectors%2Fpcdna3.1zeo_map.pdf ; 19.02.2022, 18:22 Uhr)

M13/pUC Reverse (42 .. 64)
Mfel (37)
(5421) PluTI
(5419) Sfol
(5418) Narl* ° .
(5417) Kasl __ ™ BsiWI{488)
(5284) Hpal ._ { Psil (550)
/' Bglll (557)
(4989) Apal BmgBI (740}
(4985) PspOMI
(4959} BstEIl - taC promoter )',Bsml (818)

(4778) Miul _Blpl{984)

MBP-F (1272 .. 1295)
|

| Eco53kl(1306)
| | sacl (1308)
Aval - BsoBI(1341)
' BmeT1101(1342)
/ Xmnl [1358)
_ Ndel (1366)
Ncol- Styl (1372)
Eagl- MNotl(1373)

(4447 .. 4466) Lacl-R —

(4360) PAMI —
(4322) Mscl* ——
(4312) FspAl ~

pMAL-p5X
5752 bp

(4184) Bpulol —

 Pstl- Sbfl (1415)
Hindlll (1427}

"\ Rsrll {1660}
BspHI (1704)
~ Dral (1966)

h Amp-R (1975 . 1994)

" Tat1 {2061)
Scal (2063)

(3647 .. 3669) pGEX 3" ’

(3547) PAIFI- Tth11lll
(3466) BspQl- Sapl

(3447 . 3464) L4440 \ \
(3349) Pcil [ Bgll (2426)
{3194 .. 3213) pBR3220ri-F Bsu361(2660)

(Quelle: https://www.addgene.org/browse/sequence/306372/ ; 20.02.2022, 18:05 Uhr)
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9.3

Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 9 dargestellt. Die Schnittstellen fiir

Restriktionsenzyme sind rot und die 8xHis-Tags sind griin markiert.

Tabelle 9: Verwendete Primer

Name Sequenz (5¢ - 39) Schnittstelle

45M1_mFcTag_fwd GTAAAGCTAGCCACGAGAAGACAACCC Nhel

45M1_mFcTag_rev TGATGGGATCCCCGGCACACCAGGCCC BamH1

Cys9_intrazell_fwd GTCCACTCGAGGCAAAGACAACCCACTCC Xhol

Cys9_intrazell_rev CTGCCTCTAGACTATCAGTGATGGTGGTGATG |Xbal
ATGGTGATGAGATCCTGGGGTCACAGAGGTC
ACCGGGC

Epitop1_Cys3_fwd GTAAAGCTAGCTCCTCCTGCCTGCAGGAGCT |Nhel
TTGCACCTGGACCG

Epitopl_Cys3_rev TGATGGGATCCAGGTGTGGAGGTCATGTGGC |BamH1
AGCCTCTGGG

MUCS5AC_Cys3_His_i |CTGCCTCTAGACTATCAGTGATGGTGGTGATG |Xbal

ntra_rev ATGGTGATGAGATCCAGGTGTGGAGGTCATG
TGGC

MUCS5AC_Cys3_intra_ | GTCCACTCGAGTCCTCCTGCCTGCAGGAGC | Xhol

fwd

pcDNA14_45M1vWD_ | TGAGAGGATCCCGTCCCCCTAGGCGTG BamH1

rev

pcDNA14_45M1_Cys9 | TGATGGGATCCTGGGGTCACAGAGGTCACCG |BamH1

_rev GGC

pMal-p5X-45M1-for |TTTCTGGATCCCACGAGAAGACAACCCACTC
CCAACC BamH1

pMal-p5X-45M1-rev | TGGTTGAATTCCCGGCACACCAGGCC EcoR1
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Name Sequenz (5¢ - 3°) Schnittstelle
pMal-p5X-MUC5AC- |TCGACGGATCCTCCTCCTGCCTGCAGG BamH1
Cys3-for

pMal-pSX-MUCS5AC- |GCAGGGAATTCCTATCAGTGATGGTGGTGATG |EcoR1

Cys3-rev ATGGTGATGAGATCCAGGTGTGGAGGTCATG
TGGC
9.4 Gensequenzen der generierten Plasmiden

Nachfolgend sind die Gensequenzen der Inserts der in dieser Arbeit generierten Plasmide
aufgelistet. Rot markiert sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind rot marikiert
(Schreibweise 5° - 3°) der Enzyme BamHI: GGATCC, EcoRI: GAATTC, Nhel: GCTAGC,
Xbal: TCTAGA, Xhol: CTCGAG und die einzelnen Sequenzabschnitte jeweils farbig

unterstrichen.

pCD14SP-mFc-45M1Epitop-8His

ATGGAGCGCGCGTCCTGCTTGTTGCTGCTGCTGCTGCCGCTGGTGCACGTCTCTGCTAGTGCACCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATC
CGTICTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTG
TGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAG
TACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCC
TCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACC
TCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATG
TCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACT
TCATGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACA
CTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGA
ACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGA
CTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAAGCTAGCCACGAGAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCA
CCAGTGACTGTCATCCTCTGTGCGCCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCATCCCCTGGACC
CCACGGCGGGGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGAC
CTGAGGAGATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCGAGAGCCACCCGGAGGTGAACATTGAACACCTG
GGTCAGGTGGTGCAGTGCAGCCGTGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGGGATCCCATCACCATCATCAC
CACCATCACTGA

CD14SP, mEc-Tag, 91aa-Sequenz, 8xHis-Tag
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pcDNA3.1-P5D4-Cys9-HIS

ATGAATCGTCTTGGAAAGCCGGGTCCACTCGAGGCAAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCACCAGT
GACTGTCATCCTCTGTGCGCCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCATCCCCTGGACCCCACG
GCGGGGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCTGAG
GAGATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCGAGAGCCACCCGGAGGTGAACATTGAACACCTGGGTCA
GGTGGTGCAGTGCAGCCGTGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACCCTTCA
AGATGTGCCTCAACTACGAGGTGCGCGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCCGGTGACCT
CTGTGACCCCAGGATCTCATCACCATCATCACCACCATCACTGATAGTCTAGA

P5D4-Tag, Cys9, 8xHis-Tag
pCD14SP-mFc-45M1Epitop-Cys9-8His

ATGGAGCGCGCGTCCTGCTTGTTGCTGCTGCTGCTGCCGCTGGTGCACGTCTCTGCTAGTGCACCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATC
CGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTG
TGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAG
TACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCC
TCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACC
TCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATG
TCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACT
TCATGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACA
CTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGA
ACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGA
CTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAAGCTAGCGCAAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCACCA
GTGACTGTCATCCTCTGTGCGCCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCATCCCCTGGACCCCA
CGGCGGGGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCTG
AGGAGATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCGAGAGCCACCCGGAGGTGAACATTGAACACCTGGGT
CAGGTGGTGCAGTGCAGCCGTGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACCCTT
CAAGATGTGCCTCAACTACGAGGTGCGCGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCCGGTGAC
CTCTGTGACCCCAGGATCCCATCACCATCATCACCACCATCACTGA

CD14SP, mFc-Tag, Cys9, 8xHis-Tag
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pCD14SP-mFc-MUC5AC-Cys3-8His

ATGGAGCGCGCGTCCTGCTTGTTGCTGCTGCTGCTGCCGCTGGTGCACGTCTCTGCTAGTGCACCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATC
CGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTG
TGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAG
TACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCC
TCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACC
TCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATG
TCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACT
TCATGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACA
CTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGA
ACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGA
CTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAAGCTAGCTCCTCCTGCCTGCAGGAGCTTTGCACCTGGAC
CGAGTGGATCGATGGCAGCTACCCTGCTCCTGGAATAAATGGTGGAGATTTTGACACATTTCAAAATT
TGAGAGACGAAGGATACACATTCTGTGAAAGTCCTCGAAGCGTGCAGTGCCGGGCAGAGAGCTTCC
CCAACACGCCGCTGGCAGACCTGGGGCAGGACGTCATCTGCAGCCACACAGAGGGGCTGATTTGCC
TGAACAAGAACCAGCTCCCACCCATCTGCTACAACTATGAGATCCGCATCCAGTGTTGCGAGACGGT
GAACGTGTGCAGAGACATCACCAGACTGCCAAAGACCGTCGCAACGACACGGCCGACTCCACATCC
AACCGGAGCTCAGACCCAGACCACCTTCACCACACACATGCCCTCGGCCTCCACAGAGCAACCCAC
GGCAACCTCCAGGGGTGGGCCCACAGCAACCAGCGTCACACAGGGCACCCACACCACACTAGTCA
CCAGAAACTGTCATCCCCGGTGCACCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCGTCCCCCGGAC
CCCATGGTGGAGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGAC
CTGAGGAGATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCAAGAGCCACCCAGAGGTGAGCATCGAACACCTG
GGCCAGGTGGTGCAGTGCAGCCGGGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACC
CTTCAAGATGTGCCTCAACTACGAGGTGCGTGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCACAT
GACCTCCACACCTGGATCCCATCACCATCATCACCACCATCACTGA

CD14SP, mFEc-Tag, Cys3, 8xHis-Tag
pCD14SP-mFc-45M1Epitop-vWD4mutBamHI-8His

ATGGAGCGCGCGTCCTGCTTGTTGCTGCTGCTGCTGCCGCTGGTGCACGTCTCTGCTAGTGCACCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATC
CGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTG
TGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAG
TACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCC
TCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACC
TCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATG
TCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACT
TCATGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACA
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CTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGA
ACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGA
CTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAAGCTAGCAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCACCAGTG
ACTGTCATCCTCTGTGCGCCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCATCCCCTGGACCCCACGG
CGGGGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCTGAGG
AGATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCGAGAGCCACCCGGAGGTGAACATTGAACACCTGGGTCAG
GTGGTGCAGTGCAGCCGTGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACCCTTCAA
GATGTGCCTCAACTACGAGGTGCGCGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCCGGTGACCTC
TGTGACCCCATATGGGACTTCTCCTACCAATGCTCTGTATCCTTCCCTGTCTACTTCCATGGTATCCGC
CTCCGTGGCATCCACCTCTGTGGCATCCAGCTCTGTGGCATCCAGCTCTGTGGCTTACTCCACCCAA
ACCTGCTTCTGCAACGTGGCTGACCGGCTCTACCCTGCAGGGTCCACCATATACCGCCACAGAGACC
TCGCTGGCCATTGCTATTATGCCCTGTGTAGCCAGGACTGCCAAGTGGTCAGAGGGGTTGACAGTGA
CTGTCCGTCCACCACGCTGCCTCCTGCCCCAGCCACGTCCCCTTCAATATCCACCTCCGAGCCCGTC
ACTGAGCTGGGATGCCCAAATGCGGTTCCCCCCAGAAAGAAAGGTGAGACCTGGGCCACACCCAA
CTGCTCCGAGGCCACCTGTGAGGGCAACAACGTCATCTCCCTGCGCCCGCGCACGTGCCCGAGGGT
GGAGAAGCCCACTTGTGCCAACGGCTACCCGGCTGTGAAGGTGGCTGACCAAGATGGCTGCTGCCA
TCACTACCAGTGCCAGTGTGTGTGCAGCGGCTGGGGTGACCCCCACTACATCACCTTCGACGGCACC
TACTACACCTTCCTGGACAACTGCACGTACGTGCTGGTGCAGCAGATTGTGCCCGTGTATGGCCACT
TCCGCGTGCTCGTCGACAACTACTTCTGCGGTGCGGAGGACGGGCTCTCCTGCCCGAGGTCCATCAT
CCTGGAGTACCACCAGGACCGCGTGGTGCTGACCCGCAAGCCAGTCCACGGGGTGATGACAAACG
AGATCATCTTCAACAACAAGGTGGTCAGCCCCGGCTTCCGGAAAAACGGCATCGTGGTCTCGCGCA
TCGGCGTCAAGATGTACGCGACCATCCCGGAGCTGGGAGTCCAGGTCATGTTCTCCGGCCTCATCTT
CTCCGTGGAGGTGCCCTTCAGCAAGTTTGCCAACAACACCGAGGGCCAGTGCGGCACTTGCACCAA
CGACAGGAAGGATGAGTGCCGCACGCCTAGGGGGACGGGATCCCATCACCATCATCACCACCATCA
CTGA

CD14SP, mFc-Tag, vWD4, 8xHis-Tag

pcDNA3.1-P5D4-45M1vWD4mutBamHI-His

ATGAATCGTCTTGGAAAGCCGGGTCCACTCGAGAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCACCAGTGAC
TGTCATCCTCTGTGCGCCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCATCCCCTGGACCCCACGGCG
GGGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCTGAGGAG
ATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCGAGAGCCACCCGGAGGTGAACATTGAACACCTGGGTCAGGTG
GTGCAGTGCAGCCGTGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACCCTTCAAGAT
GTGCCTCAACTACGAGGTGCGCGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCCGGTGACCTCTGT
GACCCCATATGGGACTTCTCCTACCAATGCTCTGTATCCTTCCCTGTCTACTTCCATGGTATCCGCCTC
CGTGGCATCCACCTCTGTGGCATCCAGCTCTGTGGCATCCAGCTCTGTGGCTTACTCCACCCAAACC
TGCTTCTGCAACGTGGCTGACCGGCTCTACCCTGCAGGGTCCACCATATACCGCCACAGAGACCTCG
CTGGCCATTGCTATTATGCCCTGTGTAGCCAGGACTGCCAAGTGGTCAGAGGGGTTGACAGTGACTG
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TCCGTCCACCACGCTGCCTCCTGCCCCAGCCACGTCCCCTTCAATATCCACCTCCGAGCCCGTCACT
GAGCTGGGATGCCCAAATGCGGTTCCCCCCAGAAAGAAAGGTGAGACCTGGGCCACACCCAACTG
CTCCGAGGCCACCTGTGAGGGCAACAACGTCATCTCCCTGCGCCCGCGCACGTGCCCGAGGGTGGA
GAAGCCCACTTGTGCCAACGGCTACCCGGCTGTGAAGGTGGCTGACCAAGATGGCTGCTGCCATCA
CTACCAGTGCCAGTGTGTGTGCAGCGGCTGGGGTGACCCCCACTACATCACCTTCGACGGCACCTAC
TACACCTTCCTGGACAACTGCACGTACGTGCTGGTGCAGCAGATTGTGCCCGTGTATGGCCACTTCC
GCGTGCTCGTCGACAACTACTTCTGCGGTGCGGAGGACGGGCTCTCCTGCCCGAGGTCCATCATCCT
GGAGTACCACCAGGACCGCGTGGTGCTGACCCGCAAGCCAGTCCACGGGGTGATGACAAACGAGA
TCATCTTCAACAACAAGGTGGTCAGCCCCGGCTTCCGGAAAAACGGCATCGTGGTCTCGCGCATCG
GCGTCAAGATGTACGCGACCATCCCGGAGCTGGGAGTCCAGGTCATGTTCTCCGGCCTCATCTTCTC
CGTGGAGGTGCCCTTCAGCAAGTTTGCCAACAACACCGAGGGCCAGTGCGGCACTTGCACCAACG
ACAGGAAGGATGAGTGCCGCACGCCTAGGGGGACGGGATCTCATCACCATCATCACCACCATCACT
GATAGTCTAGA

P5D4-Tag, vWD4, 8xHis-Tag
pcDNA3.1-P5D4-MUC5AC_Cys3-His

ATGAATCGTCTTGGAAAGCCGGGTCCACTCGAGTCCTCCTGCCTGCAGGAGCTTTGCACCTGGACCG
AGTGGATCGATGGCAGCTACCCTGCTCCTGGAATAAATGGTGGAGATTTTGACACATTTCAAAATTTG
AGAGACGAAGGATACACATTCTGTGAAAGTCCTCGAAGCGTGCAGTGCCGGGCAGAGAGCTTCCCC
AACACGCCGCTGGCAGACCTGGGGCAGGACGTCATCTGCAGCCACACAGAGGGGCTGATTTGCCTG
AACAAGAACCAGCTCCCACCCATCTGCTACAACTATGAGATCCGCATCCAGTGTTGCGAGACGGTGA
ACGTGTGCAGAGACATCACCAGACTGCCAAAGACCGTCGCAACGACACGGCCGACTCCACATCCAA
CCGGAGCTCAGACCCAGACCACCTTCACCACACACATGCCCTCGGCCTCCACAGAGCAACCCACGG
CAACCTCCAGGGGTGGGCCCACAGCAACCAGCGTCACACAGGGCACCCACACCACACTAGTCACC
AGAAACTGTCATCCCCGGTGCACCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCGTCCCCCGGACCC
CATGGTGGAGACAAGGAAACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCT
GAGGAGATCACCAGGCTCCAGTGCCGAGCCAAGAGCCACCCAGAGGTGAGCATCGAACACCTGGG
CCAGGTGGTGCAGTGCAGCCGGGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACCCT
TCAAGATGTGCCTCAACTACGAGGTGCGTGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCACATGA
CCTCCACACCTGGATCTCATCACCATCATCACCACCATCACTGATAGTCTAGA

P5D4-Tag, Cys3, 8xHis-Tag
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pMal-p5X-45M1Epitop

ATGAAAATAAAAACAGGTGCACGCATCCTCGCATTATCCGCATTAACGACGATGATGTTTTCCGCCTC
GGCTCTCGCCAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATAAAGGCTATAACGGT
CTCGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAGATACCGGAATTAAAGTCACCGTTGAGCATCCGGATA
AACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAACTGGCGATGGCCCTGACATTATCTTCTGGGCAC
ACGACCGCTTTGGTGGCTACGCTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACAAAGCGTTCCA
GGACAAGCTGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACCCGATC
GCTGTTGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACCCGCCAAAAACCTGGGAAG
AGATCCCGGCGCTGGATAAAGAACTGAAAGCGAAAGGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAG
AACCGTACTTCACCTGGCCGCTGATTGCTGCTGACGGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAA
GTACGACATTAAAGACGTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGGTCTGACCTTCCTGGTTGA
CCTGATTAAAAACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGAAGCTGCCTTTAATAAA
GGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCCGTGGGCATGGTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAAT
TATGGTGTAACGGTACTGCCGACCTTCAAGGGTCAACCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCG
CAGGTATTAACGCCGCCAGTCCGAACAAAGAGCTGGCAAAAGAGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGA
CTGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGCTGGGTGCCGTAGCGCTGAAGTCTTACG
AGGAAGAGTTGGTGAAAGATCCGCGTATTGCCGCCACTATGGAAAACGCCCAGAAAGGTGAAATCA
TGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCGCCAG
CGGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTAATTCGAGCTCGAACAACAACAA
CAATAACAATAACAACAACCTCGGGATCGAGGGAAGGATTTCACATATGTCCATGGGCGGCCGCGAT
ATCGTCGACGGATCCCACGAGAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCACCAGTGACTGTCATCCTCTGT
GCGCCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCATCCCCTGGACCCCACGGCGGGGACAAGGAA
ACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCTGAGGAGATCACCAGGCTC
CAGTGCCGAGCCGAGAGCCACCCGGAGGTGAACATTGAACACCTGGGTCAGGTGGTGCAGTGCAG
CCGTGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGGAATTCCCTGCAGGTAATTAA

malE, MCS, 91aa, MCS
pMal-p5X-MUC5AC-Cys3-His

ATGAAAATAAAAACAGGTGCACGCATCCTCGCATTATCCGCATTAACGACGATGATGTTTTCCGCCTC
GGCTCTCGCCAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATAAAGGCTATAACGGT
CTCGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAGATACCGGAATTAAAGTCACCGTTGAGCATCCGGATA
AACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAACTGGCGATGGCCCTGACATTATCTTCTGGGCAC
ACGACCGCTTTGGTGGCTACGCTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACAAAGCGTTCCA
GGACAAGCTGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACCCGATC
GCTGTTGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACCCGCCAAAAACCTGGGAAG
AGATCCCGGCGCTGGATAAAGAACTGAAAGCGAAAGGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAG
AACCGTACTTCACCTGGCCGCTGATTGCTGCTGACGGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAA
GTACGACATTAAAGACGTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGGTCTGACCTTCCTGGTTGA
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CCTGATTAAAAACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGAAGCTGCCTTTAATAAA
GGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCCGTGGGCATGGTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAAT
TATGGTGTAACGGTACTGCCGACCTTCAAGGGTCAACCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCG
CAGGTATTAACGCCGCCAGTCCGAACAAAGAGCTGGCAAAAGAGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGA
CTGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGCTGGGTGCCGTAGCGCTGAAGTCTTACG
AGGAAGAGTTGGTGAAAGATCCGCGTATTGCCGCCACTATGGAAAACGCCCAGAAAGGTGAAATCA
TGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCGCCAG
CGGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTAATTCGAGCTCGAACAACAACAA
CAATAACAATAACAACAACCTCGGGATCGAGGGAAGGATTTCACATATGTCCATGGGCGGCCGCGAT
ATCGTCGACGGATCCTCCTCCTGCCTGCAGGAGCTTTGCACCTGGACCGAGTGGATCGATGGCAGCT
ACCCTGCTCCTGGAATAAATGGTGGAGATTTTGACACATTTCAAAATTTGAGAGACGAAGGATACAC
ATTCTGTGAAAGTCCTCGAAGCGTGCAGTGCCGGGCAGAGAGCTTCCCCAACACGCCGCTGGCAGA
CCTGGGGCAGGACGTCATCTGCAGCCACACAGAGGGGCTGATTTGCCTGAACAAGAACCAGCTCCC
ACCCATCTGCTACAACTATGAGATCCGCATCCAGTGTTGCGAGACGGTGAACGTGTGCAGAGACATC
ACCAGACTGCCAAAGACCGTCGCAACGACACGGCCGACTCCACATCCAACCGGAGCTCAGACCCA
GACCACCTTCACCACACACATGCCCTCGGCCTCCACAGAGCAACCCACGGCAACCTCCAGGGGTGG
GCCCACAGCAACCAGCGTCACACAGGGCACCCACACCACACTAGTCACCAGAAACTGTCATCCCCG
GTGCACCTGGACAAAGTGGTTCGACGTGGACTTCCCGTCCCCCGGACCCCATGGTGGAGACAAGGA
AACCTACAACAACATCATCAGGAGTGGGGAAAAAATCTGCCGCCGACCTGAGGAGATCACCAGGCT
CCAGTGCCGAGCCAAGAGCCACCCAGAGGTGAGCATCGAACACCTGGGCCAGGTGGTGCAGTGCA
GCCGGGAAGAGGGCCTGGTGTGCCGGAACCAGGACCAGCAGGGACCCTTCAAGATGTGCCTCAAC
TACGAGGTGCGTGTGCTCTGCTGCGAGACCCCCAGAGGCTGCCACATGACCTCCACACCTGGATCTC
ATCACCATCATCACCACCATCACTGATAGGAATTC

malE, MCS, Cys3, 8xHis-Tag
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