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1. Einleitung

1.1 Lymphatische Neoplasien

1.1.1 Epidemiologie

Wie aus dem aktuellen Report , Krebs in Deutschland“ des Robert Koch-Instituts (RKI)
hervorgeht, erkrankten im Jahr 2012 in Deutschland 478.000 Menschen neu an Krebs. Im
gleichen Jahr starben 220.000 Menschen hieran. Lymphatische Neoplasien (Hodgkin-
Lymphome (HL), Non-Hodgkin Lymphome (NHL), lymphatische Leuk&dmien und das multiple
Myelom (MM)) hatten mit 30.000 Neuerkrankungen einen Anteil von 15% an allen
Krebsneuerkrankungen (2015). Zum {iberwiegenden Teil gehen diese Erkrankungen von B-
Zellen aus (Kuppers, 2005). CD20 (engl. Cluster of Differentiation, CD) ist ein fiir die B-Zell-
Linie spezifisches Antigen, gegen welches seit 1997, mit der Zulassung des chiméren
Antikorpers Rituximab, eine zielgerichtete Therapie moglich ist. Die Therapie mit CD20-
gerichteten Antikorpern spielt insbesondere bei NHL und lymphatischen Leukdmien eine
entscheidende Rolle (Coiffier, 2006). Im Jahr 2012 lag die Anzahl der Neuerkrankungen fiir
NHL und lymphatische Leukdmien bei 22.000 Fillen. Auch wenn NHL und lymphatische
Leukdmien damit fiir nur 4,4% aller Tumorneuerkrankungen sowie 4,1 % der tumorbedingten
Todesfélle verantwortlich sind, haben sie unter den malignen Erkrankungen des
hdmatopoetischen Systems einen durchaus hohen Stellenwert. Non-Hodgkin-Lymphome sind
in Deutschland die fiinfthdufigste neudiagnostizierte Krebserkrankung des Mannes und die
sechsthdufigste der Frau sowie bei beiden die sechsthiufigste tumorbedingte Todesursache

(Krebs in Deutschland, Robert Koch Institut 2015).

1.1.2 Lymphome und Leukéimien

Bei Lymphomen und lymphatischen Leukédmien handelt es sich um maligne entartete
Lymphozyten. Lymphozyten entwickeln sich, wie alle Zellen des peripheren Blutes, aus
himatopoetischen Vorlduferzellen des Knochenmarks (Pieper et al, 2013). Die
hdmatopoetischen Vorlduferzellen differenzieren in myeloide oder lymphoide Vorlduferzellen.
Aus den lymphoiden Vorlduferzellen entstehen durch weitere Differenzierung B-Lymphozyten,
T-Lymphozyten und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Jede dieser Zellen kann sich zu jedem
Zeitpunkt ihrer Entwicklung maligne transformieren. Dies kann zu einer Vielzahl verschiedener

Neoplasien fiihren, welche sich klinisch heterogen verhalten.
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,Historisch wurden innerhalb der lymphatischen Neoplasien Leukédmien, welche eine
Beteiligung von Knochenmark und Blut zeigen, den Lymphomen, welche sich als eine ,,Masse*
prasentieren gegeniibergestellt. Von dieser Einteilung hat man Abstand genommen, da
Leukémien sich zuweilen als Masse und Lymphome sich leukédmisch priasentieren konnen und
beide heute als unterschiedliche Stadien der selben Erkrankung verstanden werden.

(Freedman et al., 2017)

Neoplastische Lymphozyten behalten regelhaft Merkmale, wie sie fiir ein bestimmtes
Reifestadium der Zellreihe typisch sind (Lenz und Staudt, 2010). Dies kann eine Zuordnung
der neoplastischen Zelle zu ihrem gesunden Gegenstiick ermdglichen. Die 2008 durch die
World Health Organisation (WHO) verdffentlichte und zuletzt 2016 aktualisierte vierte Edition
der Klassifikation maligner himatopoetischer Erkrankungen greift dies auf und unterscheidet
zwischen Lymphomen, welche von reifen Lymphozyten oder Plasmazellen ausgehen,
gegeniiber Neoplasien, welche von unreifen Vorlduferzellen ausgehen. Zusitzlich werden
morphologische und genetische Merkmale beriicksichtigt (Swerdlow et al., 2016). Ergénzend
kénnen lymphatische Neoplasien nach dem medianen Uberleben bei unbehandelten Verlauf in
indolente, aggressive und hochaggressive Lymphome eingeteilt werden (Armitage und
Weisenburger, 1998).

Obwohl der Anteil von B- und T-Lymphozyten im Kdorper etwa gleich ist, gehen ca. 90% aller
Lymphome und etwa 75% aller lymphatischen Leukdmien von B-Zellen aus (Kuppers, 2005).
Entartungen der T-Lymphozyten und NK-Zellen, welche in bestimmten Regionen der Erde
endemisch auftreten konnen, stellen in Europa gemeinsam mit etwa 10% aller lymphatischen
Neoplasien eine eher seltene Erkrankung dar und sind nicht Gegenstand dieser Arbeit
(Shankland et al.,, 2012). Entarten unreife Lymphozyten entsteht das hochaggressive
Krankheitsbild einer akuten lymphoblastischen Leukédmie bzw. eines akuten lymphoblastischen
Lymphoms, dem  haufigsten Subtyp der akuten lymphatischen Leukdmie.
Unterscheidungsmerkmal ist hier der Blastenanteil im Knochenmark, welcher bei der
lymphatischen Verlaufsform unter und bei der leukdmischen Form iiber 25% liegt (Swerdlow
etal., 2016).

Entarten reife B-Lymphozyten spricht man im Gegensatz zum Hodgkin Lymphom, welches

etwa 10% aller Lymphome ausmacht, von Non-Hodgkin-Lymphomen (Shankland et al., 2012).
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Relative Haufigkeit maligner Lymphoider Erkrankungen

Il 31.16% DLBLC

[ 22.11% Follikuldres Lymphom

[ 7.64% MALT-Lymphom

[ 7.64% Mature T-Cell Lymphoma

[ 6.03% Small Lymphocytic Lymphoma

[ 6.03% Mantelzelllymphom

[ 2.41% Mediastinales GroRzellieges B-Zell Lymphom
1 2.41% Anaplastisches GroRzellliges Lymphom
[ 2.41% BurkitLymphom

Ml 1.81% Nodal Marginal Zone Lymphoma

[ 1.71% T-Vorldufer lymphoblastisches Lymphom
[ 1.21% Lymphoplasmatisches Lymphom

(1 744% Andere

Abbildung 1: Relative Haufigkeit von lymphatischen Neoplasien und NHL (Longo et al., 2012)

1.2 CD20 in der Onkologie

1.2.1 Was ist CD20 und welche Zellen tragen es auf ihrer Oberfliche

CD20 ist ein fiir die B-Zell-Reihe typisches Transmembranprotein, welches mit Ausnahme
hamatopoetischer Stammzellen sowie frither B-Zellen und ausgereifter Plasmazellen wéhrend
der gesamten B-Zell-Reifung auf der Oberfliche exprimiert wird (Tedder und Engel, 1994).
CD20 wird nur auf B-Zellen und nicht durch anderes Gewebe exprimiert. Nach seiner
Entdeckung wurde CD20 als Prototyp eines Antigens flir die Immuntherapie maligner
Erkrankungen insgesamt identifiziert, da man mit ihm spezifisch Tumorzellen attackieren kann
(Glennie et al., 2007b).

Auf der Zelloberfliche konnen mehrere CD20 Molekiille zu dimeren und tetrameren
Komplexen assoziieren, die in Lipid Rafts organisiert sind. Neben seinem Vorkommen als
Homo-Multimeren liegt CD20 in Lipid Rafts auch mit dem B-Zell-Rezeptor (engl. B-Cell
Receptor, BCR) assoziiert vor (Beers et al., 2010a). Lipid Rafts sind wenige Nanometer grof3e
cholesterin- und  sphingolipidreiche  Bereiche der Zellmembran, in  welchen
Oberflachenrezeptoren organisiert werden konnen. Sie dienen unter anderem als transiente
Signalplattformen fiir die Weiterleitung extrazelluldrer Signale (Ratajczak und Adamiak, 2015).
CD20 durchliuft vierfach die Membran, wobei sowohl das amino- als auch das
carboxyterminale Ende auf zytosolischer Seite liegen, so dass sich eine kleine und eine grof3e
extrazelluldre Schlaufe bildet (Tedder und Engel, 1994).

Die Funktion von CD20 ist nicht vollstindig gekldrt. CD20 hat keinen bekannten Liganden und
Knock-Out-Miduse zeigen einen normalen Phidnotyp (Cragg et al., 2005). Die aktuelle
Datenlage unterstiitzt die Hypothese, dass CD20 Calciumsignale modifiziert, welche durch den
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BCR nach Antigenbindung erzeugt werden (Beers et al., 2010a). Klinische Bedeutung gewann
CD20 da es von 99% der B-Zell NHL exprimiert wird (Coiffier, 2006).

Rituximab \’ .
Ofatumumab ‘\/' S / : \»‘-‘f‘ - ~j1'} f ﬁf;

\ I i‘," ; Zellmembran

"".: NH. COOH- 7

Abbildung 2: Darstellung des strukturellen Aufbaus von CD20.
CD20 durchlauft vierfach die Membran und bildet dabei die extrazelluldre Schlaufe 1 und 2 (EC1 und
EC2). Rituximab bindet an die EC2 von CD20, Ofatumumab bindet an die EC1 (Cragg, 2011).

1.2.2 Klinik CD20-positiver B-Zell Non-Hodgkin Lymphome

95% aller NHL gehen von B-Zellen aus (Kuppers, 2005). Die Ursache fiir dieses Ubergewicht
findet sich in den genetischen Verdanderungen, welche B-Zellen wéhrend ihrer Reifung von
hédmatopoetischen Stammzellen zu antikorperproduzierenden Plasmazellen oder zur B-
Gedichniszelle durchlaufen. Diese Verdnderungen sind in der Regel chromosomale
Translokationen, im Rahmen derer Tumorsupressorgene inaktiviert, Onkogene aktiviert oder
der Zellzyklus dysreguliert werden kdnnen (Kuppers, 2005). Der haufigste Subtyp mit etwa 1/3
der Fille ist das diffus groBzellige B-Zelllymphom (engl. diffuse large B-cell lymphoma,
DLBCL). Mantelzelllymphome stellen etwa 6% aller NHL dar. Das Burkitt-Lymphom ist den
aggressiv verlaufenden Lymphomen zuzuordnen und stellt mit einem Vorkommen von etwa
2,4% der NHL in Europa ein seltenes Krankheitsbild dar. Burkitt-Lymphome zeigen,
insbesondere in Afrika, jedoch auch endemisches Auftreten und sind mit einer Epstein-Barr-
Virus Infektion assoziiert (Longo et al., 2012).

Die chronisch lymphatische Leukdmie (CLL), wird als leukdmische Verlaufsform des
kleinzelligen lymphozytischen Lymphom (SLL) ebenfalls den Non-Hodgkin Lymphomen
zugeordnet (Shankland et al.,, 2012). Entartungen enddifferenzierter B-Zellen, der
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Plasmazellen, werden als multiples Myelom bezeichnet. Finden sich maligne Plasmazellen im
Blut des Patienten liegt eine Plasmazell-Leukémie vor. Das multiple Myelom stellt innerhalb
der lymphatischen Neoplasien eine eigene Entitdt dar (Blade et al., 2011).
Non-Hodgkin-Lymphome stellen eine ausgesprochen heterogene Gruppe von Erkrankungen
dar. Typisch ist das Vorliegen von B-Symptomen (Fieber, Nachtschweill, ungewollte
Gewichtsabnahme von >10% des Korpergewichts in 6 Monaten) sowie von vergroBBertem
lymphatischen Gewebe (Lymphadenopathie). Ausgehend von dem Verdacht auf ein NHL
umfasst eine initiale Evaluation in der Regel neben der griindlichen Anamnese und kérperlichen
Untersuchung, eine ausfiihrliche anatomische Bildgebung, eine labormedizinische
Untersuchung sowie die Analyse von Patientenmaterial aus einer Lymphknoten- und
Knochenmarkbiopsie (Cheson et al., 2014). Die pathologische Aufbereitung und Untersuchung
des Lymphknotenbiopsats ist die Grundlage der Diagnosestellung lymphoider Neoplasien nach
der WHO-Klassifikation. Weiterhin erlauben die genannten Untersuchungen in der
Zusammenschau eine Einschétzung des vorliegenden Krankheitsstadiums (engl. Staging). Die
Ann-Arbor-Klassifikation ist die verbreitetste Methode fiir die Feststellung des
Krankheitsstadiums bei NHL.

Es werden je nach Ausbreitungsmuster 4 Stadien unterschieden, wobei das Vorkommen von
auffilligen Lymphknoten auf beiden Seiten des Zwerchfells den Ubergang von einer begrenzten
Erkrankung (Ann-Arbor I und II) zu einem fortgeschrittenen Verlauf (Ann-Arbor III und IV)
darstellt (Cheson et al., 2014). Zur Feststellung des Krankheitsstadiums bei CLL wird das
Staging-Verfahren nach Binet genutzt (Rai und Stilgenbauer, 2016). Die Prognose der Patienten
mit NHL kann mit dem Internationalen Prognostischen Index (IPI) abgeschétzt werden. Im IPI
werden die Patienten nach dem Vorliegen von fiinf Eigenschaften in 4 vier Risikogruppen
eingeteilt.

Klinisch kann nach dem medianen Uberleben bei natiirlichen Verlauf zwischen indolenten und

aggressiven Lymphomen (Tabelle 1) unterschieden werden.

Tabelle 1: Einteilung der in dieser Arbeit genutzten Lymphomzelllinien nach ihrem
natiirlichen Verlauf

Indolente Lymphome Aggressive Lymphome Hochaggressive Lymphome
CLL/SLL Mantellzelllymphom Burkitt-Lymphom
DLBCL

Die Therapien der Non-Hodgkin Lymphome unterscheiden sich und hdngen vom vorliegenden

Subtyp, dem Stadium, dem Grading und den Komorbiditidten ab. Wird die Diagnose eines

5



1. Einleitung

aggressiven Lymphoms gestellt, muss in der Regel unmittelbar mit der Therapie begonnen
werden, da dieses unbehandelt innerhalb von Wochen bis Monaten zum Tod fiihrt. Die Therapie
besteht aus einer Polychemotherpie welche in mehreren Zyklen verabreicht wird. Typisch ist
die Kombination der Zytostatika Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison
(CHOP), die um das Zytostatikum Etoposid (CHOEP) oder den CD20-Antikérper Rituximab
(R-CHOP) erweitert werden kann. Die Polychemotherapie kann gegebenenfalls um
Strahlentherapie, supportive Zytokingabe (z.B. Granulozyten- Kolonie stimulierender Faktor,
G-CSF) und Stammzelltransplantation ergdnzt werden (Shankland et al., 2012) Da indolente
Lymphome in frithen Stadien (Ann-Arbor I+II) durch Strahlentherapie heilbar sein kénnen,
werden sie in diesen Stadien hiufig therapiert. In fortgeschrittenen Stadien (Ann-Arbor I1I+IV)
sind Heilungen indolenter Lymphome meist nicht mehr moglich. Da fiir fortgeschrittene
Stadien kein Uberlebensvorteil einer unverziiglich gestarteten Therapie gezeigt werden konnte,
hingt die Entscheidung, wann mit einer Therapie gestartet wird, maf3geblich vom Befinden des
Patienten ab. Diese Strategie wird als beobachtendes Abwarten (,,watch and wait*) bezeichnet.
Die Therapie erfolgt durch Chemotherapie, welche entweder als Polychemotherapie (z.B.
CHOP) oder mit nur einem Zytostatikum erfolgt. Géngige Priaparate hierfiir sind Chlorambucil,
Fludarabin und Bendamustin. Jeder Patient mit follikuldirem Lymphom sollte initial Rituximab

erhalten (Shankland et al., 2012).

1.2.3 Rolle CD20-gerichteter Immuntherapie in der Behandlung CD20-positiver
Neoplasien

1997 wurde mit Rituximab der erste gegen eine maligne Erkrankung gerichtete Antikorper
zugelassen. Rituximab ist ein chimédrer Antikdper mit einer humanen konstanten und einer
variablen murinen Doméne. Bereits 1980 wurde CD20 als potentielles Antigen fiir eine
zielgerichtete Tumortherapie identifiziert (Stashenko et al., 1980). 1994 wurden erste
Experimente am Menschen mit dem chiméren Antikdrper Rituxmab durchgefiihrt (Maloney et
al., 1994), 1997 erfolgte die Zulassung durch die Federal Drug Administration (FDA) in den
USA.

Diese Zulassung erfolgte fiir das follikuldre Lymphom, jedoch wurden die Indikationen in den
Folgejahren erweitert. Heute ist Rituximab Bestandteil der Erstlinientherapie sowie der
Erhaltungstherapie follikuldrer oder DLBC-Lymphome. 2011 erfolgte in Kombination mit
Chemotherapeutika die Zulassung fiir die Therapie der CLL. Evidenzbasiert findet Rituximab
breite Anwendung in der Therapie des Mantelzelllymphoms (Campo und Rule, 2014). In der

Europédischen Union ist Rituximab seit 2006 weiterhin fiir die rheumatoide Arthritis und seit
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2013 fiir die Behandlung der Granulomatose mit Polyangiitis (GPA, ehemals Wegener-
Granulomatose) und der mikroskopischen Polyangiitis (MPA) zugelassen.

Nicht alle Patienten sprechen auf eine Behandlung mit Rituximab an oder bleiben im Verlauf
ihrer Therapie sensibel. CD20-Antikorper wurden daher weiterentwickelt, wobei die zweite
Generation vollstdndig humanisiert beziechungsweise human ist. Zu dieser Generation gehdren
die monoklonalen Antikérper Ofatumumab und Obinutzumab. Ofatumumab bindet im
Gegensatz zu Rituximab anteilig an die kleinere extrazelluldre Doméne von CD20. Hierdurch
ist Ofatumumab membrannéher und potenter in der Lage CDC zu vermitteln (Teeling et al.,
2004). Die an Antikérper gebundenen Zuckerreste beeinflussen maBgeblich die
Pharmakokinetik und die Pharmakodynamik (Boross und Leusen, 2012). Die gezielte
Modifikation dieser an Antikorper gebundenen Zuckerreste wird als Glycoengineering
bezeichnet. Obinutzumab war der erste zugelassene CD20-gerichtete Antikérper, welcher
mittels Glycoengineering modifiziert wurde. Die Entfernung von Fucose fiihrt zu einer
effizienteren Bindung an FcyRIlla und auf dieser Grundlage zu verstirkt ablaufender ADCC
(Golay et al., 2013).

Tabelle 2: CD20-Antikorper (nach Okroj et al., 2013, Reichert, 2017)

CD20-Antikorper Typ /11 Format Eigenschaften im
Vergleich zu
Rituximab

Rituximab I chimirer IgG1

Tositumomab II Muriner IgG2a Weniger CDC, mehr

Apoptose-Induktion

Ofatumumab I Humaner IgG1 Mehr CDC,
langsamere  Off-rate

bei niedriger CD20-

Expression
Obinutzumab II In Glycoengeniering-Technik | Vermindert CDC,
(GA-101) modifizierter =~ humanisierter | gesteigert ADCC und
IgG1 Apoptose
Velatuzumab I Humanisierter IgG1 Mehr CDC,
langsamere Off-rate
Ocrelizumab I Humanisierter  I[gGl  mit | Vermindert CDC,
modifizierter Fc gesteigert ADCC
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Ublituximab I In Glycoengeniering-Technik | Vermehrt ADCC

modifizierter chimérer IgG1,

1.2.3.1 Einteilung CD20-gerichteter Antikorper: Typ I und Typ II

CD20 Antikorper werden in zwei Typen eingeteilt: Typ I Antikorper, z.B. Rituximab,
induzieren nach CD20-Bindung eine Umverteilung von CD20 innerhalb der Membran in Lipid-
Rafts. Typ 1l Antikorper, z.B. Tositumumab, fithren zu keiner CD20-Umverteilung (Cragg et
al., 2003). Zwischen den beiden Klassen gibt es funktionelle Unterschiede. Typ I Antikdrper
induzieren potent komplementabhidngige Zytotoxizitit (CDC), aber fast keine homotypische
Aggregation. Typ II Antikdrper induzieren hingegen homotypische Aggregation, aber fast kein
CDC. Beide Klassen sind jedoch gleichermaflen effektiv in der Vermittlung von
antikdrperabhingiger zelluldrer Zytotoxizitit (ADCC) (Cragg et al., 2003). Die Ursachen fiir
diese funktionellen Unterschiede sind weiterhin unklar. Mit Ausnahme von Ofatumumab
binden die meisten CD20-gerichteten Antikorper an der groBBeren extrazelluliren Domine (EC
2) von CD20 (Polyak und Deans, 2002, Beers et al., 2010a). Untersuchungen zeigen, dass
Verianderungen von CD20 nach Antikorperbindung an den Unterschieden beteiligt sein konnen
(Beers et al., 2010a). Dariiber hinaus erkennen die beiden Klassen bevorzugt unterschiedliche
Subpopulationen von CD20 (Niederfellner et al., 2011, Cragg, 2011). In einer aktuellen Arbeit
zeigen Cragg et al. weiterhin, dass die Entfernung des Antigen-Antikorper-Komplexes von der
Zellmembran wesentlichen Einfluss auf die favorisiert ablaufenden Effektormechanismen hat

(Cleary et al., 2017).

1.3 Antikorper

1.3.1 Struktureller Aufbau

1.3.1.1 Antikorper Isotypen

Antikorper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind durch Plasmazellen produzierte Proteine.
Sie werden dem erworbenen Immunsystem zugeordnet und ermoglichen eine spezifische
Elimination von Pathogenen. Im Menschen existieren fiinf verschiedenen Antikorperisotypen:
Immunglobulin G (IgG), Immunglobulin A (IgA), Immunglobulin E (IgE) und Immunglobulin
M (IgM) und Immunglobulin D (IgD). Einem gemeinsamen Bauplan folgend sind sie aus zwei
identischen schweren Ketten (engl. heavy chain, HC) und zwei identischen leichten Ketten
(engl. light chain, LC) aufgebaut. Die schweren Ketten bestehen aus einer variablen (engl.

variabel heavy, VH) und drei konstanten Doménen (engl. constant heavy, CH). Die leichten
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Ketten sind aus einer variablen und einer konstanten Doméne aufgebaut. VH- Cal und VL-CL
bilden zusammen je ein antigen-bindendes Fragment (eng. fragment antigen binding, Fab), die
beiden CH2- CH3-Dominen bilden zusammen das konstante Fragment (engl. fragment
crystallizable, Fc). Beide Fragmente sind durch eine Gelenkregion (engl. hinge region)
miteinander verbunden. Diese Ketten existieren im Menschen in den Varianten kappa (k) oder
lambda (A) Leichtkette, wobei Antikorper jeweils aus nur einer dieser Varianten bestehen.
Antikorper riickten in den Fokus klinischer Forschung, da mit ihnen eine zielgerichtete
Therapie moglich wurde. Alle aktuell zugelassenen oder sich in Entwicklung befindlichen

Antikorper sind vom IgG-Isotyp (Reichert, 2017).

1.3.1.2 Antikorper des IgA-Isotyps

Es existieren zwei Subklassen von IgA, IgA1 und IgA2, welche im Fall von IgA2 weiter in die
Allotypen I[gA2m(1) und [gA2m(2) eingeteilt werden. Der Unterschied zwischen den Subtypen
IgA1 und IgA2 liegt in der Hinge-Region. Die Hinge-Region von IgAl ist 16 Aminosduren
langer als die von IgA2. Weiterhin ist die ldngere Hinge-Region von IgA1 an 6 mdoglichen
Stellen O-glykosylierbar. Die kiirzere Hinge-Region von IgA2 fiihrt zu einer verldngerten
Verfligbarkeit, da viele Proteasen, z.B. die IgA spezifische Serin Protease von Neisseria
meningitides und Heamophilus influenzae, dort ansetzen (Woof und Kerr, 2006). Weiterhin
wird die ldngere Hinge-Region mit einer erhohten Flexibilitdit der Antigenbindung in
Zusammenhang gebracht (Woof und Russell, 2011). Die schwere und die leichte Kette sind im
Fall von IgA1l und IgA2m(1) iiber eine Disulfidbriicke vernetzt, wohingegen in IgA2m(2)
schwere und leichte Ketten durch nicht-kovalente Wasserstoffbriickenbindungen miteinander
verbunden sind. Im Unterschied zu den meisten anderen Antikorperklassen, eine Ausnahme
bildet IgM, besitzen beide IgA Subtypen eine 18 Aminosduren langes C-terminales Endstiick
(engl. Tailpiece). Das Tailpiece spielt eine entscheidende Rolle in der Produktion polymeren
IgAs. Die zwei Subklassen von IgA nehmen unterschiedliche Funktionen im Immunsystem ein.
Im Serum liegen IgA-Antikorper zu etwa 90% als monomeres IgA1 vor. An den Schleimhduten
dominiert sekretorisches und dimeres IgA, wobei sich der Anteil von IgAl zu IgA2 je nach
Kompartiment unterscheidet und mit etwa 60% IgA2 in rektalem Sekret einen der hochsten
Werte erreicht. (Woof und Kerr, 2006). IgA1-Antikdrper wurden mit einer Neutralisierung von
Virionen in Verbindung gebracht (Zhou und Ruprecht, 2014). Die verminderte Anfélligkeit von
IgA2 gegeniiber bakteriellen Proteasen scheint ein Vorteil in der Verteidigung gegeniiber
Bakterien zu sein (Pabst, 2012). Unter allen Antikorpern ist IgA die am stérksten und
heterogensten glykosylierte Klasse. Fiir Asparagin-gebundene Glykane (N-Glykane) besitzt
IgA1 vier, I[gA2m(1) sechs und IgA2m(2) acht Positionen (Woof und Russell, 2011).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der IgA Isotypen.
Links: IgA1, Rechts: IgA2m(2) (Woof und Russell, 2011).

1.3.3 Effektormechanismen von Antikorpern

Antikorpervermittelte Wirkmechanismen konnen in direkte und indirekte Effekte unterteilt
werden. Direkte Effekte werden durch den antigenbindenden F(ab)-Teil des Antikorpers
vermittelt. Indirekte Effekte werden demgegeniiber durch den konstanten F(c)-Teil des

Antikorpers vermittelt (Peipp et al., 2008).

1.3.3.1 F(ab)-vermittelte Effektormechanismen

Die Bindung eines Antikdrpers an sein Antigen kann direkte Effekte auslosen. Beschrieben sind
die Inhibition von der Rezeptor- oder Liganden-Bindung (Peipp et al., 2008). Auch eine
Modulation des Rezeptors sowie eine Behinderung der Rezeptoraktivierung sind bekannte
F(ab)-vermittelte Effektormechanismen (Peipp et al., 2008). Antikorper konnen Fc-unabhingig
den dirckten Tod der Zielzelle auslosen. Die unterschiedlichen Mechanismen, welche die
Induktion eines Zelltods auslosen konnen, sind unter dem Begriff des programmierten Zelltodes
(engl. programmed cell death, PCD) zusammengefasst. Hierzu gehdren Apoptose, Autophagie
und Nekroptose (Fuchs und Steller, 2015). Apoptose ist durch die Beteiligung spezifischer
Cystein-Proteasen, den sog. Caspasen, sowie der Integritit der Membran und der Zellorganellen
gekennzeichnet (Fuchs und Steller, 2015). Demgegeniiber ist eine Schwellung und Zerreilung
der Zellmembran typisch fiir den Prozess der Nekrose. Diese kann infolge eines Zelltraumas
unkontrolliert auftreten, bei dieser Form des Zelltodes handelt es sich nicht um PCD. Jedoch
kann Nekrose auch {iber Signalwege induziert werden. In diesem Fall spricht man von

programmierter Nekrose (sog. Nekroptose) (Fuchs und Steller, 2015). Autophagie ist ein
10
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weiterer Mechanismus des PCD. Hierbei kommt es zum Auftreten sog. Autophagosomen,
welche mit Lysosomen fusionieren und eine Degregation von Zellorganellen bewirken (Fuchs
und Steller, 2015). Fiir CD20-gerichtete Antikorper wurde, insbesondere fiir CLL Zellen,
beschrieben, dass eine nach Antikorperbindung erfolgte Quervernetzung (engl. cross-linking)
der Zielzellen zu Apoptose fiihren kann. Der Beitrag direkter Effekte an der Effektivitit CD20-
gerichteter Antikorper bleibt jedoch unklar (Glennie et al., 2007b).

1.3.3.2 Fc-vermittelte Effektormechanismen

Der Fc-Teil von Antikdrpern kann durch 16sliche Molekiile oder Zellen des Immunsystems
erkannt werden. Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Fc-Rezeptoren die sich in ihrer Affinitét
zu den verschiedenen Antikorperisotypen unterscheiden. Prinzipiell konnen die zelluldren
Effektorzellpopulationen in mononukledre Zellen (MNC) und polymorphnukledre Zellen
(PMN) unterteilt werden. MNC bestehen aus Monozyten und Lymphozyten. PMN bestehen aus
Granulozyten. Die verschiedenen Fc-Rezeptoren werden durch unterschiedliche Zellen
exprimiert. Fc-Rezeptoren lassen sich in aktivierende, pro-inflammatorische (engl.
immunoreceptor  tyrosine—based activation motif, 1TAM) und hemmende, anti-
inflammatorische (engl. immunoreceptor tyrosine- based inhibiton motif, ITIM) einteilen
(Glennie et al., 2007a). Fc-Rezeptoren sind dhnlich den Immunglobulinen (engl. /g-like) in
mehrere Doménen aufgeteilt, liegen jedoch, im Gegensatz zu Antikorpern, membrangebunden
vor. Nach Bindung eines Antikorpers hdngt der ausgeldste Effekt maBBgeblich davon ab, auf
welcher Zelle der Rezeptor exprimiert ist und ob es sich um einen exzitatorischen oder
inhibitorischen Rezeptor handelt. Ausgeloste Effekte konnen etwa Phagozytose, die
Freisetzung proteolytischer Enzyme und reaktiver Sauerstoffmolekiile sein (Woof und Burton,
2004). Fiir Antikorper des IgG-Isotyp existieren 6 verschiedene Fc-Rezeptoren: FcyRI (CD64),
FcyRII mit den Isoformen a,b und ¢ (CD32a, b, ¢) sowie FcyRIII mit den Isoformen a und b
(CD16 a, b). Nur FcyRI ist in der Lage, monomeres IgG zu binden und wird daher als hoch
affiner Rezeptor klassifiziert. Die anderen FcyR haben entweder mittlere Affinitidt zu
monomeren IgG-Antikérpern oder binden multimeres, beziehungsweise aggregierte IgG-
Antikorper. Sie werden daher als niedrig affine Rezeptoren klassifiziert. Tabelle 3 gibt eine
Ubersicht iiber die verschiedenen FcyR sowie die sie exprimierenden Zellen.

Fiir IgA ist der am besten beschriebene Fc-Rezeptor FcaRI (CD89). CD89 wird von
myeloischen Zellen wie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Makrophagen und
Monozyten sowie Subpopulationen von dendritischen Zellen exprimiert (Woof und Burton,
2004). Die Bindung von IgA an CD89 erfolgt durch die extrazelluldire Doméne 1 (EC1) von
CD89 zwischen den Doménen Ca2 und Ca3 des IgA. Dies unterscheidet FcaRI von FcyR, da
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FcyR an IgG mit der extrazelluliren Doméne 2 (EC2) an die Hinge-Region des IgG bindet. Ein
Molekiil IgG wird von einem Fc-Rezeptor gebunden. Demgegeniiber erlaubt die
unterschiedliche Bindung von IgA an seinen Fc-Rezeptor eine 2:1 Stochiometrie mit zwei

gebundenen Fc-Rezeptoren auf ein IgA Molekiil (Woof und Burton, 2004).

Tabelle 3: Ubersicht wichtiger humaner Fc-Rezeptoren von IgG- und IgA-Antikorper
(Woof und Burton, 2004)

Fc- Isoformen | Affinitit zu | Signalkaskade | Zellulire Verteilung
Rezeptor monomerem
Ig
FcyRI hoch exzitatorisch Monozyten, Makrophagen,
(CD64) neutrophile &  eosinophile
Granulozyten
FcyRII FeyRIla niedrig exzitatorisch Monozyten, Makrophagen,
(CD32) neutrophile Granulozyten,
Thrombozyten, Langerhans
Zellen
FcyRIIb niedrig inhibitorisch Monozyten, Makrophagen, B-
Zellen
FcyRlIlc niedrig exzitatorisch Monozyten, Makrophagen,
neutrophile Granulozyten, B-
Zellen
FcyRIII FeyRIIla medium exzitatorisch Makrophagen, NK-Zellen,
(CD16) einige T-Zellen und Monozyten
FcyRIIIb niedrig exzitatorisch neutrophile Granulozyten,
Eosinophile
FcaRI medium exzitatorisch Neutrophile &  eosinophile
(CD89) Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Kupfer-Zellen,
einige DC-Zellen

Die Bindung von IgA an CD89 induziert eine Reihe pro-inflammatorischer Effekte. Nach der
Aktivierung von Granulozyten und Monozyten iiber CD89 erfolgt die Bildung von
Sauerstoffradikalen sowie die Freisetzung zytolytischer Enzyme, welche Schidigungen und
den Tod der Zielzelle verursachen konnen (Woof und Burton, 2004, Pasquier et al., 2005,
Bakema und van Egmond, 2011). Dieser Prozess wird als antikdrperabhingige zelluldre
Zytotoxizitit (engl. antibody-dependent cellular cytoxicity, ADCC) bezeichnet. Fiir CD20-
gerichtete Antikorper des IgG-Isotyps wurde gezeigt, dass es in Miusen mit Knock-Out-
Mutationen fiir Fcy-Rezeptoren zu einem Verlust des antineoplastischen Effektes kommt
(Boross und Leusen, 2012). Die antikorperabhingige zelluldre Phagozytose (engl. antibody-

dependent cellular phagocytosis, ADCP) stellt einen weiteren Mechanismus der Fc-abhidngigen
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Pathogenabwehr dar. Hierbei kommt es nach Bindung des Antikorpers an einen Fc-Rezeptor zu
zytoskeletalen Verdnderungen, welche letztlich zur Bildung eines Phagosoms und der
Degradierung des Pathogens fithren (Cleary et al., 2017). Die Rolle der ADCP an der
Antitumoraktivitdt CD20-gerichteter Antikorper ist erst in jliingerer Vergangenheit in den Fokus

wissenschaftlicher Aufmerksamkeit gertickt. Fiir IgA-Antikorper liegen daher keine Daten vor.

1.3.3.2.1 Das Komplementsystem und komplementabhingige Zytotoxizitit (CDC)

Das Komplementsystem ist ein dem angeborenen Immunsystem zugeordneter
Abwehrmechanismus des Korpers. Es handelt sich um eine Kaskade aus iiber 30, sich
gegenseitig aktivierenden Proteinen, mit dem Ziel, Erreger oder korpereigene Zellen zu
erkennen und zu eliminieren (Sim und Tsiftsoglou, 2004). Unter den Komplementproteinen
sind zehn Serin-Proteasen, welche physiologisch inaktiv als Proenzyme vorliegen. Der zentrale
Schritt in der Komplementkaskade ist die Aktivierung des Komplementfakors C3 durch
Spaltung in die Faktoren C3a und C3b. Dies kann entweder autohydrolytisch (alternativer Weg)
oder durch eine C3-Konvertase (klassischer Weg, Lektin-Weg) geschehen (Melis et al., 2015).
Bei einer Aktivierung iiber den klassischen Weg, bindet das Erkennungsprotein C1q direkt an
geladene Molekiile auf der Zelloberfliche oder an den Fc-Teil zellgebundener Immunglobuline
mit Clg-Bindungsdoméne (IgG, IgM). Clq liegt mit den Serinproteasen Clr und Cls als
Komplex assoziiert vor. Durch die Bindung entsteht eine Konformationsdnderung, welche die
Serin-Protease Clr aktiviert, die ihrerseits Cls aktiviert. Cls spaltet den Faktor C2 welcher
wiederum den Faktor C4 spaltet. Die Spaltprodukte C2a und C4b assoziieren zur C3-
Konvertase C4b2a. Mannan-bindendes Lektin (MBL) ist das Erkennungsprotein des Lektin-
Weges und bindet an neutrale Zucker. MBL ist homolog zu Clq aufgebaut und liegt mit der
Serin-Protease MASP2 assoziiert vor. Es kommt analog zum klassischen Weg zur Bildung der

C3-Konvertase C4b2a (Melis et al., 2015).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Komplementsystems.
CP Classical Pathway, AP Alternative Pathway, MAC Membran Attack Complex (Melis et al., 2015).

Die C3-Aktivierung auf dem alternativen Weg erfolgt durch spontane Hydrolyse von C3 selbst.
An das so entstandene Molekiill C3(H>O) bindet der Faktor B. Nach Komplexbildung von
Faktor B mit C3(H20) kann der Faktor B durch den Faktor D gespalten werden und es entsteht
die C3-Konvertase C3iBb. C3a und C3b erfiillen unterschiedliche Funktionen in der
Immunantwort. C3a wirkt als Anaphylatoxin, C3b kann auf der Zelloberfliche binden und
markiert diese. Zellgebundenes C3b kann durch den Faktor B gebunden werden. Es entsteht
der Komplex C3bB. Der Faktor B in diesem Komplex kann wiederum durch den Faktor D
gespalten werden und es entsteht die C3-Konvertase C3bBb. Hierbei handelt es sich um eine
Amplifikation des urspriinglichen Signals, da auf diesem Weg mehr C3b entsteht, welches
wiederum zur C3-Konvertase C3bBb werden kann. C3b kann an den C4b2a Komplex binden
und die C5-Konvertase C4b2a3b bilden, welche C5 in C5a und C5b spaltet. C5b leitet die
Bildung eines Membran-Angriff Komplex (MAC) ein, welche zu einer Zelllyse fithren kann.
Das Komplementsystem ist stark reguliert. Zellgebundene und l6sliche Molekiile stellen sicher,

dass eine Aktivierung unterbrochen werden kann und nicht auf gesunde Zellen iibergreift.
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1.4 IgA als therapeutischer Antikorper

Das therapeutische Potential von Antikdrpern des IgA-Isotyps wurde bereits fiir
unterschiedliche Antigene untersucht. IgA bindet im Korper nicht wie IgG an den neonatalen
Fc-Rezeptor FcRn. Durch die Bindung an FcRn erfolgt eine Internalisierung von Antikérpern
des IgG-Isotyps. Dies wirkt einer Degradation durch Proteasen entgegen und ist urséchlich fiir
die ldngere Halbwertzeit der I[gG-Antikdrper von etwa 21 Tagen (Ghetie und Ward, 2002). Der
Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR) wird auf Hepatozyten exprimiert und erkennt terminale
Galaktose. IgA-Antikorper werden aufgrund ihrer starken Glykosylierung durch den ASGPR
gebunden und dem Blutkreislauf entzogen (Boross et al., 2013). Vorhergehende Studien
zeigten, dass eine Blockierung des ASGPR die Halbwertzeit von EGFR-gerichteten IgA2-
Antikorpern verldngern kann. Weiterhin zeigten in vivo Experimente mit EGFR-gerichteten
IgA2-Antikorpern, dass diese deutlich ldngere Serumhalbwertzeiten aufwiesen, wenn terminale
Galaktose reduziert wurde (Lohse et al., 2016).

In vorhergehenden Studien konnte bereits gezeigt werden, dass IgA-Antikorper besonders
effektiv myeloische Effektorzellen rekrutieren (Dechant und Valerius, 2001). Fiir monomere
und dimere EGFR-gerichtete IgA-Antikorper wurde in in vitro Studien gezeigt, dass ADCC fiir
die Elimination EGFR-tragender Tumorzellen ein wichtiger Effektormechanismus ist (Lohse et
al., 2011). Weiterhin vermittelten EGFR-gerichtete IgA2-Antikdrper auch in vivo effektiv
ADCC mittels myeloischer Effektorzellen (Lohse et al., 2016). Auch fiir die Antigene EpCAM,
MCH Klasse II und HER-2/neu konnte gezeigt werden, dass IgA effektiv myeloische
Effektorzellen rekrutiert (Dechant und Valerius, 2001, Dechant et al., 2002). Fiir CD20-
gerichtete IgA-Antikdrper ist die Datenlage jedoch weniger umfangreich. Untersucht wurde die
Kapazitit von FcaRI/CD20 bispezifischen IgG-Antikdrpern zur Tumorzelllyse lymphatischer
Neoplasien. Die in diesen Experimenten eingesetzten bispezifischen Antikorper waren eftektiv
zur Tumorzelllyse in der Lage. ADCC durch myeloische PMN-Zellen war in diesem Modell
der tragende Effektormechanismus (Stockmeyer et al., 2000). Bei der Untersuchung humanen
IgAs in vivo muss bedacht werden, dass Méuse kein funktionelles Ortholog des humanen FcaRI
(CD89) exprimieren. Es wurden daher in der Vergangenheit hFcaRI-transgene Méuse etabliert
(Boross et al., 2013). In einem fiir hFcaRI-transgenen Mausmodell untersuchten Pascal et al.
2012 die Effektormechanismen CD20-gerichterer IgA Antikorper (Pascal et al., 2012). In
diesem Modell zeigte sich eine Zunahme der in vivo-Effektivitit CD20-gerichteten IgA-
Antikorper in hFcoRI transgenen Maiusen. Diese Daten suggerierten somit ebenfalls
myeloische Effektorzellen als Riickgrat der Tumorzelllyse. In diesen Versuchen wurde die Rolle

von ADCP an der beobachteten Tumorzelllyse nicht untersucht. Weiterhin wurde in vitro

15



1. Einleitung

beobachtete CDC in vivo nicht weiter untersucht. Die Rolle komplementvermittelter
Zytotoxizitit an der Effektivitit von IgA-Antikorpern ist ein kontrovers diskutierter Aspekt.
Dass IgA Antikdrper in der Lage sind CDC zu vermitteln, wurde in der Vergangenheit gezeigt
(Hiemstra et al., 1987, Lucisano Valim und Lachmann, 1991, Roos et al., 2001, Terai et al.,
2006). Jedoch werden diese Ergebnisse in der Literatur kritisch diskutiert, da eine artifizielle
Aktivierung des Komplementsystems nicht auszuschlieBen ist (Woof und Russell, 2011).
Aktuell ist somit nicht klar, welchen Beitrag die Unterschiedlichen Effektormechanismen an

der Effektivitdt CD20-gerichteter IgA-Antikdrper haben.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die funktionelle Charakterisierung eines CD20-gerichteten IgA2-Antikorpers stellt den
thematischen Schwerpunkt dieser Arbeit dar und hat zum Ziel, dessen therapeutisches Potential
zu erfassen, sowie die zugrundeliegenden Effektormechanismen darzulegen.

Mit Rituximab steht seit 1997 fiir die Klinik ein chimérer, monoklonaler Antikdrper gegen
CD20 zur Verfiigung. Alle therapeutisch eingesetzten sowie in Entwicklung befindlichen
CD20-Antikdrper sind vom IgG-Isotyp. Jedoch konnte ein Wechsel vom 1gG- zum IgA-Isotyp
oder deren Kombination eine Reihe von Vorteilen mit sich bringen: IgA-Antikorper kdnnen
iiber FcoRI Granulozyten sowie Monozyten und Makrophagen rekrutieren und sprechen somit
eine andere Effektorpopulation als IgG-Antikdrper an, wobei Granulozyten zahlenméaBig die
grofite Population an Effektorzellen des Korpers darstellen. Die effektivere Interaktion mit dem
Fc-Rezeptor und die damit verbundene stirkere Aktivierung von zytolytischen
Wirkmechanismen stellen weitere Vorteile dar. Aktuell ist somit unklar, welchen Beitrag die
unterschiedlichen Effektormechanismen an der Effektivitit CD20-gerichteter IgA-Antikdrper
haben. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Wirkmechanismen CD20-gerichteter Antikorper des

IgA2-Isotyps in vitro und in vivo zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Ethikvotum und Einverstindnis der Spender

Alle Experimente innerhalb dieser Arbeit wurden von der Ethikkommission der Christian-
Albrechts-Universitit zu Kiel in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki
begutachtet. Die Blutspender wurden zuféllig aus einer Gruppe von gesunden Freiwilligen
ausgewdhlt, welche vor Analyse schriftlich ihr Einverstidndnis gegeben hatten. Die Erhebung
der tierexperimentellen Daten erfolgte an der Universitit Southampton in Ubereinstimmung

mit den Ethikrichtlinien der Universitit.

2.2 Material

Eine vollstindige Liste der verwendeten Materialien findet sich im Anhang dieser Arbeit.

2.3 Methoden
2.3.1 Molekularbiologische Methoden

2.3.1.1 Herstellung antikorperproduzierender Zellklone

Stabil transfizierte, antikOrperproduzierende Einzelklone der untersuchten 1F5 Antikorper
standen zu Beginn dieser Arbeit bereits zu Verfiigung. Das genutzte I[gA-Konstrukt basiert auf
einem durch Boel etablierten und durch Dechant weiterentwickelten Produktionssystem (Boel
et al., 2000, Dechant et al., 2002). Die Klonierung der variablen Regionen der 1F5 Antikorper
erfolgte nach dem durch Boel geschilderten Verfahren (Boel et al., 2000). Die auf diese Weise
generierten variablen Regionen wurden in den pNUT Vektor subkloniert, welcher die Gene fiir
die leichten und schweren Ketten des IgG1- und des IgA2-Antikropers kodiert (Beyer et al.,
2009). AnschlieBend wurden BHK-Zellen nach einem bereits etablierten Protokoll mit dem
produzierten Vektor transfiziert, und antikérperproduzierende Einzelklone mittels

Grenzverdiinnungsklonierung selektioniert (Beyer et al., 2009).

2.3.1.2 Produktion der rekombinanten CD20-Antikdrper im Bioreaktor

Einzelklone antikorperproduzierender BHK-Zellen wurden anschlieBend in normalen
Zellkulturflaschen mit Iscove Modified Dulbecco Medium (IMDM) (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) kultiviert. Diesem wurden 10% hitzeinaktiviertes Kélberserum (engl. fetal
calf serum, FCS), 20 uM Methotrexat und 100 uM ZnCI2 (beide bezogen von Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) zugesetzt. Fiir die Antikdrperproduktion wurden 2 x 107 Zellen in Cellline
CL1000 Bioreaktoren (Bioscience, Fernwald, D) ausgesdt. Um die Zellanhaftung zu erhdhen,
wurde die Zellsuspension mit 0.4 g kollagenbeschichteter Mikrotrager (Kollagen beschichtete
Solohill Microcarrier Beads von Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) inokuliert. Die
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Suspension aus Zellen und Mikrotrdgern wurde wochentlich geerntet und mit frischem Medium
aufgefiillt. Die entnommenen Uberstinde wurden zehn Minuten bei 4000 Umdrehungen pro
Minute (U/min) zentrifugiert und anschlieBend bei 4°C gelagert. Nach 4 Wochen wurden Zellen
und Mikrotrager 1:2 verdiinnt. 0.2 Gramm Mikrotrdger wurden zusitzlich hinzugegeben und

die Suspension wurde reinokuliert.

2.3.1.3Aufreinigung der Antikdrper
Die Aufreinigung der Antikorper erfolgte wie bereits zuvor beschrieben als zweistufiges

Verfahren (Beyer et al., 2009).

2.3.1.3.1 Affinitiatschromatografie mittels ahu-k Matrix

In einem chromatografischen Trennverfahren wurde der geloste Antikorper iiber eine stationire
Phase aus quervernetzter Agarose (Sepharose) gefiihrt. An die Sepharose-Kiigelchen sind
hierbei Kamelantikorperfragmente gegen die humane k-Leichtkette gekniipft (sog. ahu-k
Matrix). Nach vorheriger Reinigung mit destilliertem Wasser (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) und Ethanol (BUFA Chemikalien, Hude, D) wurde die
Chromatografiesdule (XK 16, GE Healthcare, St Giles, UK) zusammengebaut und erneut mit
20% Ethanol gespiilt. Die Matrix wurde auf die Sdule iibertragen und diese mit 1% NaOH (Carl
ROTH, Karlsruhe, D), destilliertem Wasser und 1 x PBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) gespiilt. Es wurden 10 ml 1 x PBS auf die S4ule aufgeschichtet und durch Offnen
des unteren Ventils abgelassen, so dass es zu einer Verdichtung der Matrix kam. Dieser Schritt
wurde mehrmals wiederholt. AnschlieBend wurde die Sdule an das Pumpensystem
angeschlossen und mit fiinf Sdulenvolumen 1 x PBS (jeweils fiinf Milliliter) gespiilt.
Nachfolgend wurde das System an das HPLC-System angeschlossen und es erfolgte eine
Aquilibrierung der Siulen mit fiinf Siulenvolumen 1x PBS. Die Siule wurde anschlieBend bei
einer Flussrate von 1 ml/min mit dem dreifachen Volumen der Antikdrperlésung beladen. Der
selbstproduzierte Antikorper wurde mit 0.1 M Glycin (pH 2.0) (Carl ROTH, Karlsruhe, D)
gelost und der pH wurde mit Neutralisierungspuffer (1 M Tris-HCL, pH 8.9)(Carl ROTH,
Karlsruhe, D) direkt auf einen physiologischen pH ausgeglichen.

2.3.1.3.2 GroBenausschlusschromatografie

Die produzierten Antikorper wurden mittels GroBenexklusion auf einer 26x600 mm
Superdex200-Sdule und einem AKTAprime-liquid-Chromatografie-System (GE Healthcare,
Miinchen, D) aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte analog zu dem durch Beyer bereits
geschilderten Verfahren (Beyer et al., 2009). Da aus technischen Griinden nur ein maximales

Volumen von zwei Milliliter aufgetragen werden konnte, musste das Eluat aufkonzentriert
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werden. In Ultrafiltrationseinheiten (Vivaspin 15, 100 kDa cut off, Sartorius, Gottingen, D)
wurden 14 ml des Eluats bei 4 °C und 1000 U/min zentrifugiert. Dieser Vorgang musste
mehrfach wiederholt werden. Die Sdule und die Schlduche wurden mit 1 x PBS gespiilt,
anschliefend wurden der monoklonale Antikérper iiber eine 2 ml Schleife und einer FluBrate
von 1 ml/min in das System eingefiihrt. UV-aktive aromatische Aminosduren absorbieren
ultraviolettes Licht bei einem Maximum von 280 Nanometer (nm). Dies ist Grundlage der
Proteindetektion mittels Absorptionsmessung und wurde fiir die Fraktionierung der
selbstproduzierten 1F5 Antikorper genutzt. Die Kalibrierung der Sdule erfolgte mit einem
HMW Gel Filtration Calibration Set (GE Healthcare, Miinchen, D), welches nach
Herstellerprotokoll verwendet wurde. Die Einstellung der Laufrate beider monoklonaler 1F5
Antikorper (Isotyp IgG1 und IgA2) erfolgte gegeniiber einer Referenzkalibrierung mit 500 pg
eines erworbenen, monomeren IgGl- (Cetuximab, Merck, Darmstadt, D) und IgA2-
Antikorpers (IgA2 «, Meridian Life Science Memphis, TN, USA). Unterhalb von 100
Absorptionseinheiten (AU) erfolgte die Sammlung in Fraktionen von je 10 ml, oberhalb von
100 AU in 2.5 ml Fraktionen. Die UV Absorption (bei 280 nm), der pH und die Konduktivitat
des ausflieBenden Stroms wurde kontinuierlich aufgezeichnet und mit Unicorn 4.11 Software
(GE Healthcare, Miinchen, D) analysiert. Der auf diese Weise gewonnene monomere

Antikorper wurde anschlieend steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

2.3.1.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Die Bestimmung der Produktionsrate erfolgte in einem klassischen Sandwich ELISA (engl.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA). Die Beschichtung der optisch aktiven 8-Well
Streifen (Nunc Immunosorp, Roskilde, Danmark) erfolgte iiber 24 Stunden bei 4 °C mit 100 pl
einer 1:1000 Verdiinnung mit einem von einer Ziege stammenden anti-humanen k-Leichtketten
Antikorper (Abcam, Cambridge, UK). Die nachfolgenden Schritte fanden bei Raumtemperatur
statt. Anschliefend erfolgten drei Waschgédnge mit einer Waschlosung bestehend aus 1 x PBS
mit 3% BSA (Carl ROTH, Karlsruhe, D) und 0.05% Tween20 (Merck, Darmstadt, D). Jedes
Well wurde anschlieBend mit 100 ul 1 x PBS beladen und eine Verdiinnungsreihe mit entweder
1F5-IgA2 oder 1F5-IgGl angelegt. Die Auftragung erfolgte immer parallel zu einer
Verdiinnungsreihe eines gekauften IgA2 (IgA2 kappa, Meridian Life Science Memphis, TN,
USA) oder IgG1 (Cetuximab, Merck, Darmstadt, D) Antikorpers in bekannter Konzentration
zur Generierung einer Standardkurve. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde dreimal mit
1 x PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Hinzugabe eines polyklonalen, Peroxidase-
gekoppelten Antikopers der Ziege gegen IgA- oder IgG-Antikdrper (beide Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA). Hieran schloss sich erneut eine Inkubation fiir eine Stunde an.
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Nachfolgend wurden alle Wells mit 1 x PBS mit 3% BSA und 0.05 % Tween 20 mehrfach
ausgewaschen. Hiernach erfolgte die Zugabe von 200 ul des Substrates (Sigma Fast OPD™,
MSX, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Die Umsetzung des Substrates durch die
Peroxidase dauerte circa 20 min, danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 3 M
Salzsdure (Carl ROTH, Karlsruhe, D) gestoppt. Die Absorption wurden im Sunrise™ Plate-
Reader (Tecan Group Ltd. Minnerdorf, CH) bei 492 nm Wellenlinge und -einer

Referenzwellenldnge von 670 nm bestimmt.

2.3.1.4.1 Nachweis von Komplementdeposition

Der Nachweis der Deposition von rekombinantem humanen C1q (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) wurde ebenfalls als Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Die Inkubations- und
Waschschritte erfolgten analog zu dem oben geschilderten Protokoll. 96-Well Platten (Sarstedt,
Niimbrecht, D) wurden mit 5 pg/ml C1q als Positivkontrolle, 1 x PBS als Negativkontrolle oder
dem untersuchten Antikorper iiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Nach mehrmaligem Waschen
mit 1 x PBS mit 3% BSA und 0.05% Tween20 folgte die Inkubation mit 2.5 pg/ml Clq fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden mehrere Waschritte mit 1 x PBS mit 3%
BSA und 0.05 % Tween 20 vorgenommen. Nachfolgend wurde den Proben ein polyklonaler
HRP-gekoppelter anti-humaner C1q Antikorper (Comptech, Tyler, TX, USA) zugegeben und
es folgte eine erneute Inkubation fiir eine Stunde. AnschlieBend wurde erneut mit 1 x PBS
gespiilt und das Substrat (Sigma Fast OPD™, MSX, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
zugegeben. Die Reaktion wurde nach 15 Minuten durch Beigabe von 3M HCI unterbrochen

und die Absorption im Sunrise™ Plate-Reader untersucht.

2.3.2 Biochemische Methoden

2.3.2.1 Immunfluoreszenzen

Bei dem Verfahren der Durchflusszytometrie werden einzelne Zellen in hoher Geschwindigkeit
an einem Laser vorbeigefiihrt und verursachen dadurch Streuung. Diese Streuung ldsst
Riickschliisse iiber Grofe und Beschaffenheit der Zelle zu. Ist die Zelle zuvor mit einem
Fluorochrom-markierten Antikérpern beladen worden, emittiert diese bei Durchtritt durch den
Laser Fluoreszenz. Hierbei wird zwischen direkter und indirekter Immunfluoreszenz
unterschieden. Bei der direkten Immunfluoreszenz wird ein Fluorochrom-markierter
Primédrantikorper verwendet. Die Bindung eines Fluorochrom-markierten Sekundérantikorper
an einen Primérantikorper wird als indirekte Immunfluoreszenz bezeichnet. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden unterschiedliche Immunfluoreszenzen durchgefiihrt, die Tabelle 15 im Anhang
gibt eine vollstindige Ubersicht iiber diese. Fiir die Untersuchungen wurden 1,5 x 10° Zellen
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mit 10 pul Antikorper einer 200 pg/ml Losung fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit zugesetztem 1xPBS, 1% BSA sowie 0.1 % Natriumazid gewaschen. Im
Falle direkter Immunfluoreszenz wurde die Antikorperbindung mit einem aus der Ziege
stammenden, FITC gekoppelten Antikdrper gegen die humane Kappa-Leichtkette (Caltac,
Burlingam, CA) detektiert. Bei den Nachweisen der Fc-Rezeptoren wurde fiir die Blockierung
unspezifischer Bindungen der Antikdrper an die Fc-Rezeptoren 10 pl 5mg/ml Intratect
zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation wurden die Zellen wiederum mit der o.g. Losung
gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert. Alle Proben wurden in einem Coulter EPICS
XL-MCL Durchflusszytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA) untersucht. Eine Messung
wurde jeweils beendet, nachdem 1 x 10* Ereignisse festgestellt wurden oder 100 Sekunden
vergangen waren. Die Auswertung erfolgte mit XL-System II Software (version 3.0, Beckman
Coulter). Relative Fluoreszenzintensitidten wurden berechnet als die Ratio durchschnittlicher
linearer Fluoreszenzintenstitit relevanter gegeniiber irrelevanter Isotypen-gematchter

Antikdrper, wobei 100% den grof3ten gemessen Wert darstellt.

2.3.2.2 Zellviabilitét

Ein Kennzeichen von Apoptose und Nekrose ist der Verlust der Integritdt der Zellmembran.
Proteine, welche eigentlich streng intrazellulir vorkommen wie beispielsweise
Phosphatidylserin (PS), werden in nekrotischen und apoptotischen Zellen nach aullen verlagert.
PS kann durch eine Féarbung mit Fluorochrom-markierten Annexin-V nachgewiesen und
durchflusszytometrisch analysiert werden (Koopman et al., 1994). In Ergénzung erfolgt eine
Féarbung mit 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD). Gesunde Zellen transportieren 7-AAD aus der
Zelle heraus. Eine ausbleibende Féarbung in der fluoreszenzchromatografischen Analyse mit 7-
AAD kann somit als MaB} fiir die Zellviabilitdt herangezogen werden (Schmid, Krall,
Uittenbogaart, Braun, & Giorgi, 1992). Annexin V und 7-AAD wurden von BD Bioscience
(Franklin Lakes, NJ, USA) erworben und nach Herstellerprotokoll verwendet. Hierfiir wurden
Ramos Zellen 48 Stunden mit CD20-gerichteten 1F5-IgGl und 1F5-IgA2 Antikorpern,
entsprechenden Isotypkontrollen sowie der Positivkontrolle Tositumomab, einem Typ II CD20
Antikorper, inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Bindungspuffer, welchem10 mM
HEPES, 0,14 M NaCl (beide Merck, Darmstadt, D) und 2,5 mM CaCl2 (Honeywell Riedel-de
Haén AG, Seelze, D) zugesetzt wurden, gewaschen. Es folgte die Farbung mit Annexin-V und
7-AAD in Bindungspuffer bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten. Die Messungen erfolgten auf
einem FACS Canto II und wurden mit FACS Diva Software (beide BD Biosciences, Franklin

Lakes, NJ, USA) analysiert. Die relative Anzahl an Ramos Zellen wurde nach Zugabe von
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Referenz Beads (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ebenfalls auf einem FACS CANTO
IT mit FACS Diva Software bestimmt.

2.3.2.3 Immunblots

2.3.2.3.1 Western Blots

Grundlage des Proteinnachweises im Western Blot ist die gelelektrophoretische Auftrennung
von Proteinen nach ihrer GroBBe sowie dem anschlieBenden Transfer auf eine Membran zur
weiteren immunologischen Analyse. Fiir die Western Blots wurden 3-8% Tris-Acetat Gele
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) verwendet. Die Gelkammer wurde mit 2,5 ul des Antikdrpers
17,5 ul 1 x PBS und 6 ul 5 x Laemli-Puffer beladen. Fiir die Bestimmung der Grofe der
analysierten Antikdrper wurde eine Proteinleiter mit Banden in definierter Grofe (Precision
Plus Standard, Biorad) aufgetragen. Fiir Antikorper, welche unter denaturierenden
Bedingungen untersucht wurden, erfolgte eine thermische Behandlung bei 94°C fiir 4 Minuten.
Der Gellauf fand bei 80V iiber 2,5h Stunden in 1xTris-Acetat Puffer statt. Der Transfer der
Antikorper auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) (Amershan Hybond™-P, GE
Healthcare, St Giles, UK) fand im Anderson-Puffer (6 g Tris, 28,8 g Glycin, 10 ml 10 % SDS-
Losung 200 ml Methanol) bei 0.13 A pro Gel iiber 105 Minuten in einer TRANS-BLOT® SD
Semi-Dry Transferzelle (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) statt. Die
Membranen wurden anschlieBend mit Blockierungspuffer (1x-TBS + 5 % (w/v)
Magermilchpulver) behandelt. Die Detektion der selbstproduzierten 1F5-Antikorper erfolgte
mit Antikorpern gegen die humane a- (goat anti human o HRP), y- (Goat Anti-Human IgG
Secondary Antibody HRP) oder k-Kette (goat anti human kappa HRP) in 2% BSA und 1,0%
Magermilchpulver {iber 1 Stunde bei Raumtemperatur. Im Folgenden wurden die Membranen
dreimal mit Western Blot-Wasch Puffer (1x TBS supplementiert mit 0,1 % v/v Tween) fiir 30
min gewaschen. Die Proteine wurden darauthin mittels Chemilumineszenz (SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrate Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) im Gel Doc™
XR+ System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) visualisiert.

2.3.2.3.2 Lectin Blots

Auch fiir die Lectin Blots wurden 3-8% Tris-Acetat Gele verwendet. Die Gelkammer wurde
mit 5 pl des Antikorpers, 15 pl 1 x PBS und 6 ul 5 x Laemli-Puffer beladen. Der Gellauf und
der Membrantransfer erfolgten analog zu dem o.g. Protokoll bei Western Blots. Nach dem
Transfer wurde die Membran mit Blockierungspuffer (50mM Tris/HCI pH 8§, 90mM NacCl,
2mM CaCl2, 50mg/ml BSA) iiber Nacht bei 37°C behandelt. Am néchsten Tag erfolgte die

Zugabe von 25 ul (Aleuria Aurantia, Ricinus communus agglutinin I) oder 8 pl (Concanavalin
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A) der Lectine und eine Inkubation iiber 2 Stunden bei Raumtemperatur. Tabelle 4 gibt eine
Ubersicht iiber die verwendeten Lektine und die durch diese bevorzugt erkannten
Glykosylierungen. Die Proben wurden hiernach mit Waschpuffer (50mM Tris/HCI ph 8, 90mM
NaCl, 2mM CaCl2, 5mg/ml BSA, 0,05%n Tween20) gewaschen. Anschlieend erfolgte die
Detektion in Pufferlésung (0,05% Tween20) mit 0,5png/ml NeutrAvidin-HRP tiber 30 Minuten.
Nach Abschluss der Detektion wurde intensiv mit Pufferlosung (50 mM Tris, 90 mM NaCl, 2
mM CaCL2, pH 8.0, 5 mg/ml BSA, 0,05% Tween20) gespiilt. Die Chemilumineszenzdetektion

erfolgte analog zum Verfahren bei den Western Blots.

Tabelle 4: Verwendete Lectine und durch sie bevorzugt gebundene Glykosylierung

Lectin Bevorzugte Glykosylierung
Aleuria Aurantia (AAL) Fucose-a6-N-Acetylglucosamine
Ricinus communus agglutinin I (RCAI) Galaktose

Concanavalin A (ConA) a-Mannose, a-Glucose

2.3.2.4 Silberfarbung

Fir die Silberfairbung wurde das Roti-Black-P Kit (Carl ROTH, Karlsruhe, D) nach
Herstellerprotokoll benutzt. Es wurden 200 ng des 1F5 Antikorpers aufgetragen. Positiv
geladene Silberionen lagern sich an negativ geladene Molekiile und férben diese in einer
Reduktion mit Formaldehyd zu elementarem Silber-Proteinbanden schwarz. Durch

Silberfarbung ist der Nachweis geringer Proteinmengen von 1 ng moglich.

2.3.3 Zellbiologische Methoden
2.3.3.1 Zellkultur

Alle benutzten Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig erworben. Jede Zelllinie wurde zweimal pro Woche
passagiert. Adhdrente Zellen wurden hierfiir, nachdem ihr Kulturmedium entfernt wurde, mit
Trypsin-EDTA (0,25%) vorbehandelt und fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliefend
wurden sie in ihrem jeweiligen Medium resuspendiert. Hiernach wurden die Zellen je nach
Verdopplungszeit mit Medium 1:2 bis 1:50 verdiinnt und neu ausgesit (25 cm?, 75 cm?, 150
cm? Kulturflaschen). Fiir jene Zellen die sich von vornerein in Suspension befanden, wurde der
gleiche Ablauf vorgenommen ohne sie zuvor zu trypsinieren. Ramos, Raji, Daudi und BHK
wurden in Roswell Park Memorial Institute 1640-Glutamax-I (RPMI 1640) mit 10% fetalem
Kaélbererum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin (PS) kultiviert, ARH77 und Mino in RPMI
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1640 mit 20% FCS und 1% PS. Mec-2 und Wien-133 wurden in Iscove's Modified Dulbecco's
Medium (IMDM) mit 10% FCS und 1% PS kultiviert, Granta-519 in Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) ebenfalls mit 10% FCS und 1% PS. Alle Zellen wurden in einem
Inkubator bei 37 °C und 5%CO2 geziichtet.

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Medium Zusitze Referenz

ARH77 Plasmazell- Zell | RPMI 1640 20% FCS (Drewinko et
Leukémie, EBV 1% PS al., 1984)
positiv

BHK-21 Niere des syrischen | RPMI 1640 10% FCS (Dechant et al.,

CD89+ Goldhamsters 1% PS 2007)

CD16+

Daudi Humanes Burkitt | RPMI 1640 10% FCS (Klein et al.,
Lymphom, EBV 1% PS 1968)
negativ

Granta- Mantelzelllymphom DMEM 10% FCS (Rudolph et al.,

519 (B-NHL), EBV positiv 1% PS 2004)

Mec2 Chronische B-Zell  IMDM 10% FCS (Stacchini et al.,
Leukdmie (B-CLL), 1% PS 1999)
EBYV positiv

Mino Mantelzelllymphom RPMI 1640 20% FCS (Laietal.,2002)
(B-NHL) 1%PS

Raji Humanes Burkitt | RPMI 1640 10% FCS (Pulvertatft,
Lymphom, EBV 1% PS 1964)
negativ

Ramos Humanes Burkitt | RPMI 1640 10% FCS (Klein et al.,
Lymphom, EBV 1% PS 1975)
negativ

Wien-133 | Humanes Burkitt | IMDM 10% FCS (Nacheva et al.,
Lymphom 1% PS 1987)

CHO Chinese Ovarian | RPMI 1640 10% FCS Dechant, nicht

CD20+ Hamster Cell 1% PS publiziert

2.3.3.2 Préparation von humanem Vollblut

2.3.3.2.1 Gewinnung von PMN und MNC

Die Blutspender wurden zufdllig aus einer Gruppe von gesunden Freiwilligen ausgewihlt,
welche vor Analyse schriftlich ihr Einverstindnis gegeben hatten. Die Blutentnahme erfolgte
in Citrat-Monovetten a 1,8 ml (Sarstedt, Niimbrecht, D). Die Gewinnung der Effektorzellen aus
dem Blut erfolgte iiber einen Dichtegradienten. Das Funktionsprinzip dieser Methode ist die
Separation von Molekiilen auf Grundlage ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit unter dem

Einfluss von Zentrifugalkriften. Optimiert wird die Auftrennung durch die Zugabe von Percoll.
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Bei Percoll handelt es sich um kolloidales Siliciumdioxid (Silica), welches mit
Polyvinylpyrrolidon (PVP) beschichtet wurde (Pertoft, 2000). PMN bestehen hauptsichlich aus
neutrophilen Granulozyten. MNC bestehen liberwiegend aus Monozyten und Lymphozyten.
Nach der Zentrifugation schichtet sich die Suspension in 4-5 Schichten, welche sich von oben
nach unten wie folgt gliedern: Serum, MNC Percoll, PMN, Erythrozyten. Die Abnahme der
jeweiligen Fraktion erfolgte mit einer serologischen Pipette. Fiir die Pipettierung der PMN ist
eine DurchstoBung der Percoll-Phase notwendig. Da auch in der Erythrozyten-Schicht PMN
enthalten sind, wurde diese Phase fiir die Gewinnung der PMN mit aufgenommen. Dies machte
im Gegensatz zur Préparation der MNC bei der Pridparation der PMN eine nachfolgende
Erythrozytenlyse notwendig. Tabelle 6 gibt eine Ubersicht iiber die zur Gewinnung von MNC
und PMN verwendeten Protokolle.

Tabelle 6: Protokoll zur Priperation von MNC und PMN

Arbeitsschritt
Beladung eines 15 ml Falcon 3 ml 70% Percoll (35 ml Percoll und 15 ml 1 x PBS
3 ml 63% Percoll (31.5 ml Percoll und 18.5 ml Hanks
10 ml Citratblut
Zentrifugation 20 min bei 2500 U/min, Bremseinstellung 1
MNC PMN
Abnahme der Fraktion Préiperation der zweiten Fraktion | Préperation der vierten und fiinften
von oben Fraktion von oben
Verteilung Uberfiihrung in 50 ml Falkon | 5 ml Fraktionen in 50 ml Falkon,
Auffiillung mit 1 x PBS auf 50 ml | Auffiillung mit 45 ml 1x PBS
Zentrifugation 5 min 1800 U/min mit Bremseinstellung 1
Verwerfung des Uberstandes bzw. der oberen Schicht
Lyse der Erythrozyten Auffiillung mit kaltem,
destilliertem Wasser auf 45 ml, 3-
fache Inversion und Inkubation fiir
30 Sekunden
Resuspension 50 ml 1 x PBS 5ml 10 x PBS
Zentrifugation 5 min bei 1600 U/min mit Bremsleistung 2
Wiederholung der
Erythrozytenlyse
Resuspension Aufnahme im Medium der Zielzellen
Zahlung Féarbung mit Trypanblau und Zéhlung in Neubauer-Zahlkammer
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2.3.3.2.2 Gezielte Gewinnung von Monozyten und Makrophagen

Die gezielte Gewinnung von Monozyten und Makrophagen machte ein abweichendes Protokoll
notwendig. Grundprinzip war hier ebenfalls die initiale Gewinnung von MNC {iiber Anlage
eines Dichtegradienten. Fiir die Optimierung der MNC-Separation wurde ein Co-Polymer aus
Saccharose und Epichlorhydrin, sog. Ficoll, verwendet (Pertoft, 2000). Im Anschluss an die
MNC-Gewinnung erfolgte ein magnetisches Auftrennungsverfahren (engl. Magnetic Cell
Seperation, MACS). Hierbei wurden die MNC mit einem gegen CD14-gerichteten Antikdrper
inkubiert, welcher an ein magnetisches Kiigelchen gebunden war. AnschlieBend wurde die
Losung durch eine magnetische Sédule gefiihrt. Hierbei liefen die unmarkierten Zellen durch,
wohingegen die markierten, CD14-positiven Zellen im magnetischen Feld zuriickgehalten
wurden. AnschlieBend konnte im Sinne einer positiven Selektion die Sdule aus dem
magnetischen Feld herausgenommen und die nun zuriickgebliebene Fraktion CD14-positiver
Zellen in Suspension iiberfithrt werden. Tabelle 7 gibt eine vollstindige Ubersicht iiber das fiir

die Generierung von Monozyten genutzte Protokoll.

Tabelle 7: Protokoll zur Generierung von Monozyten

Aufreinigung der MNC

Arbeitsschritt

Erstellung des Gradienten 15 ml Ficoll-Lésung mit 20 ml 1:8 verdiinntem Blut
iiberschichtet

Zentrifugation 20 min bei 2000 U/min
Entnahme der MNC

Waschen 40 ml 1 x PBS

Zentrifugation 5 min 1600 U/min bei RT

Resuspension 5ml 1xPBS und Auffiillung mit 1 x PBS auf 50 ml

7-fache Wiederholung des Waschvorgangs

Resuspension 10 ml 1x PBS

Zahlung Féarbung mit Trypanblau und Zéhlung in Neubauer-

Zihlkammer, Entnahme von 4x108 Zellen

Zentrifugation 5 min 1600 U/min bei Raumtemperatur

Resuspension 800 pl 1xPBS pro 1x108 Zellen

Aufreinigung der Monozyten

20ul CD14-Beads und 80ul 1xPBS pro 10 Mio Zellen

Inkubation 20 Minuten bei 4°C

Resuspension 12ml 1 x PBS
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Vorbereitung der Séule pro 100Mio Zellen 1 MACS LS Separation Column
und 1 Filter, Einspannen der Sdule in MACS Magnet
an MACS-Stander

Aqulibrierung der Zellseperationsiule Spiilung der Sdule mit 3 ml 1 x PBS

Auftragung in 3 ml Fraktionen auf MACS LS

Zellseparationssdulen

Spiilung Dreimaliges Spiilen der Séule mit 3 ml 1 x PBS

Entnahme der Monozyten Entfernung der Sédule vom Magneten, Spiilung
3 ml 1xPBS auf die Sdule geben und mit dem Stempel

durchdriicken

12ml 1xPBS dann zentrifugieren 5 min 1600 rpm RT

Zentrifugation min 1600 U/min bei Raumemperatur

Resuspension S5ml 1 x PBS

Zihlung Farbung mit Trypanblau und Zéhlung in Neubauer-
Zahlkammer

Die somit eluierten Monozyten wurden nach einmaligem Waschen mit 1xPBS auf eine
Zelldichte von 8x10° eingestellt. Die Reinheit der isolierten Fraktionen wurde im Anschluss
durchflusszytometrisch analysiert. Die M-CSF abhdngige Generierung von Makrophagen aus
Monozyten erfolgte nach einem bereits etablierten Protokoll (Leidi et al., 2009).
Zusammengefasst wurden fiir die Erzeugung adhdrenter Makrophagen die auf oben
beschriebene Weise generierten Monozyten in Zellkulturflaschen mit RPMI1640, 10% FCS,
1% PenStrep, 1% nicht-essentiellen Aminosduren (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
0.1% Natriumpyruvat, 1% (v/v) humanem Serum sowie 25 ng/ml humanem rekombinanten M-
CSF und 10 ng IL-18 (beide bezogen von Peprotech, Hamburg, D) fiir 7 Tage inkubiert.
Anschlielend erfolgte eine Polarisierung der Makrophagen in Makrophagen des M2 Phénotyp
durch Zugabe von 20 ng/ml IL-4 (Peprotech, Hamburg, D). 24 Stunden vor Entnahme der
Makrophagen wurden der Losung 100 ng/ml Lipopolysaccharide (LPS) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) zugegeben. Die entnommenen Makophagen wurden anschlieend dreifach

mit Kulturmedium gewaschen und nachfolgend fiir die Experimente verwendet.

2.3.3.2.3 Priparation von Serum

Die Préparation von humanem Serum erfolgte aus dem Vollblut gesunder Spender. Die
Blutabnahme erfolgte in eine 9 ml Serum Monovette (Sarstedt, Niimbrecht, D), welche nach
der Abnahme fiir 20 Minuten auf Eis gelagert wurde. Hiernach schloss sich eine Zentrifugation

bei 2000 U/min und 4 °C iiber 20 Minuten an. Hiernach konnte das mit einer Pipette
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entnommene Serum entweder sofort fiir Experimente verwendet oder in 5 ml Behéltern bei -80

°C eingefroren werden.

2.3.3.3 Homotypische Aggregation

Homotypische Aggregation wurde auf Ramos Zellen in 24 Wells gepriift. Hierfiir wurden 5x10°
Zellen/Well ausgesdt und mit 20pg/ml des jeweiligen Antikorpers bei 37°C und 5 v/v % CO:
gelagert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde mit einem EVOS Mikroskop (Advanced
Microscopy Group, Life Technologies) die HA dokumentiert.

2.3.3.4 B-Zell-Depletion in vitro

Fiir die in vitro B-Zell-Depletion wurden isolierte Leukozyten aus dem Vollblut gesunder
Spender verwendet. 27 ml Citratblut von zwei verschiedenen gesunden Spendern wurde mittels
eines Ficoll-Dichtegradienten (histopaque ®, Sigma Aldrich) von Erythrozyten befreit. Die auf
diese Weise isolierten Leukozyten dienten in einem autologen Modell gleichzeitig als Effektor-
und Zielzelle. In v-formigen 96 Well-Platten (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D)
wurde Verdiinnungen der I1F5-Antikorper sowie korrespondierender Isotyp-Kontrollen
gegeben (50 pl/well). Es folgte eine Inkubation {iber vier Stunden bei 37 °C und 5 % CO>. Nach
der Inkubation wurde die Zentrifugation bei 1500 U/min und 4°C iiber 3 Minuten durchgefiihrt.
Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend erfolgte die FACS Firbung mit 30 ul huCD19-
APC (BioLegend, San Diego; CA, USA) und huCDI11b-FITC (eBioscience Inc., San Diego,
CA, USA) in der Konzentration 50 pg/ml sowie 0,1 pg/ul. Die Zellen wurden hiernach
resuspendiert und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem Waschen wurde 10 pl Sulfat
Latex-Kiigelchen (5 um, Thermo Scientific) den Proben zugegeben. Die Anzahl der B-Zellen
(CD19+) wurde in Relation zur Anzahl der Referenz-Kiigelchen als ,,Events per Bead‘

bestimmt, die Messung fand auf einem BD-Canto Durchflusszytometer statt.

2.3.3.5 3!Chrom-Freisetzungs Tests

SIChrom ist ein Radionuklid welches durch Zellen internalisiert wird. Die Freisetzung von
zuvor internalisiertem radioaktivem >'Chrom aus Zielzellen kann mittels Chemilumiszenz
detektiert werden und dient als indirektes MaB fiir eine erfolgte Zelllyse. Fiir die Untersuchung
wurde der Antikorper in fallender Konzentration (10, 2, 0,4, 0,8, 0,016 ug/ml) auf einer mit
Kulturmedium vorbereiteten 96 Well Mikrotiter Platte aufgetragen. In den Experimenten,
welche mit blockierenden Komponenten (A77, 3G8, Eculizumab, Compstatin, EGTA)
stattfanden, erfolgte die Zugabe der blockierenden Komponente als Verdiinnungsreihe
(Konzentrationen sieche die jeweilige Legende der Abbildung) und die des CD20-gerichtetetn
Antikorpers in gleichbleibender Konzentration (2 pg/ml). Die Effektorzellen (PMN, MNC,
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Monozyten, Makrophagen) oder Serum wurden ebenfalls vorgelegt und die auf diese Weise
vorbereitete Platte bei 4 °C aufbewahrt. Die Zielzellen wurden, sofern es sich um eine adharente
Zelllinie handelte, trypsiniert und mit 0,6 x 10° Zellen pro Platte in ein Falcon iiberfiihrt sowie
bei 2000 U/min fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen,
und das Pellet pro 0,6 x 10° Zellen in 100 ul Medium resuspendiert. Hiernach inkubierten die
Zellen fiir 2 Stunden bei 37 °C mit *'Chrom. Nach diesem Inkubationsschritt wurden die Zellen
dreimal mit Medium gewaschen und zwischen jedem Schritt bei 2000 U/min fiir fiinf Minuten
zentrifugiert. 5 x 10° Zellen sowie, je nach Versuchsbedingungen, Effektorzellen (siche
2.3.3.2.1) oder Komplementkomponenten (siehe 2.3.3.2.3) wurden hinzugefiigt. Die Platten
inkubierten anschlieBend fiir drei (PMN, MNC, CDC) bzw. 18 Stunden (Monozyten,
Makrophagen) bei 37 °C. Nach der Inkubation wurde die Reaktion durch eine Zentrifugation
bei 2000 U/min iiber fiinf Minuten beendet. 25 pl des Uberstandes wurden zu 150 pl
Szintillationslosung (OptiPhase SuperMix) gegeben, mit einer optisch aktiven Folie verklebt
(TopSeal-A) und 15 Minuten auf einem Orbitalschiittler geschiittelt. Die Messung des
freigesetzten >!'Chrom erfolgte indirekt {iber die durch Radioaktivitit induzierte Szintillation in
einem Mikrotiter-Platten Szintillations- und Lumineszenz Zihler 1450 MircoBetaTriLux

(Perkin-Elmer). Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte nach der Formel:

exp. Szintilation — basale Szintilation

O%spez.Lyse = — —x
p Y max.Szintilation — basale Szintilation

Die maximale Szintillation wurde durch den Einsatz 1xPBS-Losung mit 2% Triton X Zusatz
gemessen, die basale Szintillation wurde in Abwesenheit von Antikdrpern und Effektorzellen
bestimmt. Eine unspezifische Lyse der Zielzellen durch die Effektoren alleine konnte nicht
beobachtet werden. Zur Bestimmung der Kinetik der Komplementaktivierung wurde nach
Zugabe des Serums die Reaktion zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min; 7,5 min; 15 min; 30
min; 60 min; 120 min; 240 min) abgebrochen. Dies geschah, indem die zu untersuchende 96-
Well-Mikrotiter-Platte auf Eis gestellt wurde. Fiir die Untersuchung des Weges der
Komplementaktivierung wurde ein hitzeinaktiviertes Serum verwendet. Die inkomplette
Hitzeinaktivierung von Serum erfolgte bei 50° fir 15 Minuten, die vollstindige

Hitzeinaktivierung von Serum erfolgte bei 56° C iiber 30 Minuten.

2.3.3.6 Tierexperimente
Die in dieser Arbeit priasentierten Tierversuche wurden durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr.

Mark S. Cragg an der Universitdt Southampton nach den ethischen Richtlinien der Universitét
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Southampton in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki unter der Home Office

License PPL30/2964 durchgefiihrt.

2.3.3.6.1 In vivo B-Zell Depletion,

Es wurde die in vivo Effektivitdt CD20-gerichteter [gA2 Antikdrper anhand ihrer Féhigkeit B-
Zellen in Méusen zu depletieren untersucht. Die Experimente fanden nach einem zuvor bereits
beschriebenen Protokoll statt (Beers et al., 2008). Zusammengefasst wurden Milzsuspensionen
aus einer fiir humanes CD20 transgenen (hCD20tg) und aus einer nicht transgenen BALB/c
Mausen erstellt. Diese wurden mit 2 uM und 4 uM Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
CFSE markiert. Die Suspensionen wurden im Verhédltnis 1:1 gemischt und einer
Empfingermaus anschlieBend intravends injiziert (1-3 x 10°/Maus). 24 Stunden nach Injektion
wurde den Méusen 10 pg 1F5-IgA2, -IgG1 oder 1xPBS injiziert. Weitere 16 Stunden spéter
wurde den Méusen die Milz entnommen, und es wurde eine Milzsuspension erstellt. Die
Milzsuspension wurde mit APC-anti-CD19 Antikérpern markiert. Dies erfolgte um B-Zellen
zu identifizieren und durchflusszytometrisch zu analysieren. Auf diese Weise wurde die Ratio
von hCD20tg Zellen (Targef) zu nicht hCD20tg Zellen (Non-Target) CFSE-markierter Zellen
bestimmt. Die Ratio Target: Non-Target wurde als MaB fiir die in vivo B-Zell Depletion genutzt.
Fiir die gezielte Untersuchung der Komplementaktivierung wurde die CFSE-markierte
Milzsuspension auch C1q- oder C3-defizienten Méusen injiziert. Da Méduse kein funktionelles
Ortholog des humanen FcoRI exprimieren war fiir die gezielte Untersuchung FcoaRI-
abhéngiger Wirkmechanismen ebenfalls ein transgenes Mausmodell notwendig. Diese Modelle
wurden in der Vergangenheit durch die Arbeitsgruppe in Southampton etabliert und lagen zu

Beginn dieser Arbeit bereits vor (Beers et al., 2010b).

2.3.3.6.2 Phagozytose Untersuchungen

Die Phagozytose-Versuche wurden durch Ruth R. French, Thomas R. W. Tipton und
Prof. Mark S. Cragg an der Universitdt Southhampton durchgefiihrt. Die Versuche erfolgten
nach einem durch die Arbeitsgruppe bereits beschriebenen Protokoll (Beers et al., 2010b).
Zusammengefasst wurden knochenmarkabgeleitete Makrophagen aus dem Oberschenkel von
C57Bl/6 Mausen isoliert und in L929 Medium fiir 5-8 Tage kultiviert. Am Tag der
Untersuchung wurden die Makrophagen mit Trypsin und Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA) gelost und in RPMI resuspendiert. Die Suspension wurde auf eine 96-Well
Kulturplatte in einer Konzentration von 5x10* Zellen/Well verteilt und fiir 2-4 Stunden bei 37
°C inkubiert. Eine Milzsuspension aus einer hCD20tg Maus wurde erstellt, die Target B-Zellen
wurden 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 1F5-IgA2, 1F5-IgG1 (jeweils 10pg/ml) oder
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I1xPBS inkubiert und mit 5 uM CFSE markiert. AnschlieBend wurden die B-Zellen zu den
vorbereiteten Makrophagen im Verhiltnis 5:1 gegeben, und die Probe fiir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Fiir den Versuchsansatz, der unter Blockierung von Fco/uR erfolgte, wurde
zusitzlich der Fca/uR blockierende Antikorper TX57 hinzugegeben. Hiernach wurde ein APC-
anti-F4/80 Antikorper (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) der Probe
hinzugegeben. F4/80 ist ein murines Glycoprotein und dient, da es von den meisten murinen
Makrophagen exprimiert wird, als Makrophagenmarker (Beers et al., 2010b). Im Anschluss
wurden die Zellen gelost und durchflusszytometrisch analysiert. Die Phagozytose in Prozent
wurde berechnet als der Anteil CFSE und F4/80 positiver Makrophagen gegeniiber der
Gesamtzahl der Makrophagen (F4/80 positive Zellen).
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3. Ergebnisse

3.1 Biochemische Charakterisierung und Bindungseigenschaften CD20-
gerichteter Antikorper

Antikorperproduzierende Einzelklone standen zu Beginn dieser Arbeit bereits zur Verfiigung.
Fiir die Herstellung der beiden CD20-spezifischen 1F5-Antikorper vom IgA2- und IgG1-Isotyp
wurden BHK-Zellen mit den entsprechenden Vektoren stabil transfiziert. Mittels limitierender
Verdiinnungsreihen wurden die am besten produzierenden Einzelklone isoliert. Die Einzelklone
wurden simultan in 175 cm? Kulturflaschen und Cellline CL1000 Bioreaktoren kultiviert. Es
zeigte sich eine starke Zunahme der 1F5-IgA2 Produktion im Bioreaktor mit einer medianen
Antikorperkonzentration von 93.2 + 50.9 pg/ml gegeniiber einer medianen Konzentration von
5.9 £ 0.4 pg/ml in der normalen Kulturflasche (Abbildung 5 A). AnschlieBend wurde der
monomere Antikdrper aus dem Uberstand mit einer gegen die humane k-Leichtkette gerichteten
Affinitdtschromatographie sowie einer nachfolgend durchgefiihrten GroBenausschluss-
Chromatographie isoliert. Das Elutionsprofil zeigt, dass die Prdparation hauptsiachlich aus

monomerem Antikdrper besteht (Abbildung 5 B).
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Abbildung 5: Produktion und Aufreinigung des 1F5-IgA2 Antikorpers. Nachweis der
Antikorperproduktion iiber die Zeit mit Isotyp-spezifischen Sandwich ELISA mit einem gegen die k-
Kette gerichtetem Antikorper sowie einem Peroxidase-gekoppeltem Antikorper gegen die o -Kette (A).
Aufreinigung des produzierten 1F5-IgA2 Antikorper mittels Groenausschlusschromatografie auf einer
26x600 mm Superdex 200 Séule (B).

Die auf diese Weise produzierten 1F5-IgGl und 1F5-IgA2 Antikérper wurde mittels
Gelelektrophorese unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen auf ihr
molekulares Gewicht und ihre Reinheit untersucht. Zur Proteindetektion wurde eine
Silberfarbung eingesetzt. 1F5-IgG1 zeigte unter nicht-reduzierenden Bedingungen eine Bande

bei der zu erwartenden molekularen Masse von 150 kDa (Abbildung 6 A1, Bahn 1). Proben des
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1F5-IgA2 Antikorpers zeigten unter nicht-reduzierenden Bedingungen Banden mit der Masse
von 160 -170 kDa. Weiterhin ist eine Dissoziation in Homodimere der leichten und schweren
Ketten (Abbildung 6 Al, Bahn 2) zu beobachten, welche typisch fiir IgA2 Antikorper des
IgA2m(1) Allotyps ist (Lohse et al., 2012).

A Nicht-reduzierend Nicht-reduzierend B Reduzierend
[kDa] 1 2 kDa] 1 2 [kDa] 1 2
250 150 e 46 75
Bl B AgNo,
150 - e h i
W aoNo, A3 ahu-K 37
S 25
Al 100
50 100
75
250 50
50
150
37 At 0 ahu-y 50
100 B3 37 ahu-x
250 75 zsg
A2 150 ahu-a 50 1 h
a -’
100 B4 . u-y
75 25

Abbildung 6: Biochemische Charakterisierung CD20-gerichteter 1F5 Antikoérper. Rekombinant
hergestellte Antikdrper wurden auf 3-8% Tris-Acetat Gelen gelelektrophoretisch separiert und unter
denaturierenden nicht-reduzierenden (A) und reduzierenden (B) Bedingungen untersucht. Die
Reinheitspriifung erfolgte mittels Silbernitrat-Farbung (AgNO3) (A1) und (B1). Die Proteine wurden
auf PVDF Membranen transferiert und mit Peroxidase-gekoppelten Antikdrpern gegen humane o (A2
und B2), k (A3 und B3) oder y-Ketten (A4 und B4) gefarbt. Bahnen: 1. 1F5-1gG1, 2. 1F5-IgA2.

Unter reduzierenden Bedingungen dissoziierten beide Antikorper in leichte und schwere
Ketten, welche bei der erwarteten Molekiilmasse von 25 kDa fiir die k-Kette, 50 kDa fiir die y-
Kette und 60-70 kDa fiir die a2-Kette detektiert werden konnten (Abbildung 6 B1). Immunblots
mit AntikOrpern gegen die humanen o-, k- und y-Ketten bestétigten diese Ergebnisse
(Abbildung 6 A2-4 und B2-4). Die Glykosylierung der Antikérper wurde in Lectin-Blots
untersucht. 1F5-IgA2 zeigte ein starkes Signal fiir o -1,2 gebundene Fucose verglichen mit 1F5-
IgGl (Abbildung 7 A). Beide Antikdrper zeigten schwache Signale fiir terminale
Galaktosylierung (Abbildung 7 B). In Lectin Blots mit Concanavalin A, welches a-gebundene
Mannose als Teil der Kern-Oligosaccharide detektiert, zeigte 1F5-IgA2 ein deutlich stirkeres
Signal als 1F5-IgG1. Weiterhin zeigte sich in Untersuchungen mit Griffonia Simplicifolia
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Lectin, dass 1F5-IgG1 stérker a-gebundene Galaktose aufweist als der korrespondierende 1F5-

IgA2 Antikorper.
1 2
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Abbildung 7: Untersuchung der Glykosylierung CD20-gerichteter Antikorper.

Die Glykosylierung CD20-gerichteter Antikorper wurde in Lectin Blots mit biotinylierten Lektinen,
Aleuria Aurantia Lektin (AAL) (A), Ricinus communis Agglutinin I (RCAI) (B), Concanavalin A
(ConA) (C) und Griffonia Simplicifolia Lectin (GSL) (D) untersucht. Bahnen: 1. 1F5-IgG1, 2. 1F5-
IgA2.

Die Bindung von 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1l an das Zielantigen CD20 sowie an die Fc-
Rezeptoren CD89 und CDI16 wurde durch indirekte Immunfluoreszenzen auf CD20
exprimierenden Ramos Zellen sowie FcaRI/FcRy- oder FcyRIII/FcRy ko-transfizierten BHK
Zellen untersucht. 1F5-IgGl und 1F5-IgA2 banden gleichermaBen effektiv an CD20
exprimierende Ramos Zellen (Abbildung 8 A, EC50 Werte: 72.9 + 15.7 und 81.4 + 15.8 pg/ml
fiir 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1). Sowohl 1F5-IgA2 als auch die IgA-Isotypkontrolle banden an
CD89- aber nicht an CDIl6-exprimierende BHK Zellen. 1F5-IgG1 und die IgGl-
Isotypkontrolle banden an CD16- aber nicht an CD89-exprimierende BHK Zellen (Abbildung 8
B). Die Messungen zeigen zusammengenommen, dass die selbstproduzierten, monomeren

Antikorper 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 spezifisch sowohl an das Zielantigen CD20 als auch an
ihre jeweiligen Fc-Rezeptoren CD16 und CD89 banden.
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Abbildung 8: Bindungseigenschaften CD20 gerichteter Antikérper. Die Bindung von 1F5-IgGl,
1F5-IgA2 und den Kontrollantikérpern an CD20 exprimierende Ramos Zellen (A) sowie an FcaRI
(CD89) oder FcyRIII (CD16) exprimierende BHK Zellen (B) wurde durch indirekte Immunfluoreszenz
mit einem gegen die humane Leichtkette gerichteten, FITC-markierten AntikGrper analysiert. Die
Ergebnisse aus drei unabhéingigen Experimenten werden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) der
»mittleren Fluoreszenz Intensitit* (A) bzw der “relativen Fluoreszenz Intensitét [%]” (B) dargestellt. In
B werden signifikante Unterschiede (p < 0,01) zwischen IgG1l und IgA2 Antikdrpern durch *
angegeben.

3.2 Direkte Effekte CD20 gerichteter IgG1- und IgA2- Antikorper

Die Vermittlung direkter Effekte, wie die Induktion von Apoptose, Nekrose oder homotypische
Aggregation ist insbesondere fiir Typ II Antikorper ein gut beschriebener Fab-vermittelter
Wirkmechanismus (Cragg et al., 2003). Die Féhigkeit zur Apoptose- und Nekroseinduktion
beider CD20-gerichteter 1F5 Antikdrper auf CD20-exprimierende Ramos Zellen wurde
fluoreszenzchromatographisch untersucht. Die Zielzellen wurden 48 Stunden mit CD20-
gerichteten 1F5-IgG1 und 1F5-IgA2 Antikorpern, entsprechenden Isotypkontrollen sowie der
Positivkontrolle Tositumomab, einem Typ II CD20 Antikdrper, inkubiert. Dem Nachweis von
Apoptose diente eine Farbung mit Annexin V-FITC. Es zeigte sich eine signifikante
Apoptoseinduktion durch 1F5-IgG1 als auch durch 1F5-IgA2 im Vergleich jeweils
korrespondierenden Isotypkontrolle (Abbildung 9 A). Die Fihigkeit CD20-gerichteter 1F5-
Antikorper zur Nekroseinduktion wurde mittels 7-AAD Farbung untersucht (Abbildung 9 B).
Es zeigte sich eine signifikante Induktion durch 1F5-IgA2, jedoch nicht durch 1F5-IgG1
gegeniiber der jeweiligen Isotypkontrolle. Erginzend wurde die Depletion von Ramos Zellen
durch CD20-gerichtete 1F5-Antikorper untersucht. Es wurde die Anzahl der Tumorzellen in
Relation zu hinzugegeben Beads in Referenz gesetzt (Abbildung 9 C). Beide 1F5 Antikorper
waren in der Lage im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle B-Zellen signifikant zu

depletieren.
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Abbildung 9: Fab-vermittelte Effektormechanismen CD20-gerichteter Antikérper. Die Fahigkeit
zur Apoptose- und Nekroseinduktion CD20-gerichteter Antikérper wurde analysiert. Ramos Zellen
wurden 48 Stunden mit Antikorpern inkubiert. Annexin V-FITC -(A) und 7-AAD - (B) Farbungen
wurden fluoreszenzchromatographisch gemessen, weiterhin wurde die totale Anzahl der Ramos Zellen
in Relation zu Referenz Beads (C) berechnet. Die Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten
werden als Mittelwert + Standardabweichung von ,,% Annexin V+“ in (A), ,,% 7-AAD+* in (B) und
»#Zellen/10k Beads* in (C) angegeben. Signifikante Unterschiede werden mit * fiir p < 0.05, ** fiir p<
0.01 und ***fiir p< 0.001 dargestellt.

Anschlieend wurde das Potential CD20-spezifischer Antikdrper homotypische Aggregation
zu induzieren untersucht. Hierfiir wurden Ramos Zellen 48 Stunden mit Antikérpern inkubiert.
Bei diesen Versuchen zeigte sich, dass 1F5-IgG1 mit mittlerer und 1F5-IgA2 mit niedriger
Effektivitdit homotypische Aggregation induzieren (Abbildung 10). Apoptose, Nekrose und
homotypische Aggregation konnten durch den Typ II CD20 Antikdrper Tositumomab effektiv

induziert werden.
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Abbildung 10: Homotypische Aggregation durch CD20-gerichtete Antikérper.

Ramos Zellen (2x10*) wurden fiir 48 Stunden mit 20ug/ml Antikdrpern behandelt und anschlieBend
deren Fahigkeit zur homotypischen Aggregation lichtmikroskopisch dokumentiert. Die dargestellten
Aufnahmen wurden auf einem EVOS Mikroskop gemacht und zeigen représentative Ausschnitte aus
drei unabhingigen Experimenten.

3.3 B-Zell Depletion im Vollblut

Im Vollblut konnen Antikorper neben dem Komplementsystem {iber ihren Fc-Teil
Effektorzellpopulationen fiir die Tumorlyse aktivieren. Fiir eine initiale Evaluation der
Fihigkeit zur antikdrper-abhiingigen zell-vermittelten Zytotoxizitit (ADCC) wurden *!Chrom-
Freisetzungsversuche mit Vollblut durchgefiihrt. Interessanterweise zeigten sich 1F5-IgG1 und
—IgA2 Antikorper in der Vermittlung von ADCC gegen Ramos Zellen in >!Chrom-
Freisetzungsversuchen mit dem Vollblut gesunder Spender gleichermallen effektiv (Abbildung

11).
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Abbildung 11: Antikérper-vermittelte Tumorlyse mit Vollblut als Effektorquelle. Die Fahigkeit
zur Tumorlyse von Ramos Zellen durch 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 wurde in >'Chromfreisetzungs-Tests
untersucht. Gezeigt werden die Ergebnisse aus flinf unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM
der ,,spezifischen Lyserate [%]*. Signifikante Unterschiede (p <0.001) zwischen CD20-gerichteten und
Kontrollantikdrpern werden durch * gezeigt.

Nachfolgend wurde untersucht, ob die CD20-gerichteten Antikérper auch normale B-Zellen
aus dem Vollblut gesunder Spender zu depletieren vermdgen. Hierfiir wurden die PMN und
MNC Fraktionen zusammengefiihrt und autologe B-Zellen dienten als Zielzellen. Nach
erfolgter Inkubation mit entweder 1F5-IgG1 der 1F5-IgA2 wurden die Zellen auf CD11b/CD19
gefarbt und auf diese Weise die Anzahl der verbliebenen B-Zellen evaluiert. In diesen
Untersuchungen zeigte sich, dass beide Antikdrper effektiv in der Lage zur B-Zell Depletion
sind (Abbildung 12). 1F5-IgG1 benétigte fiir die effiziente Vermittlung jedoch niedrigere
Konzentrationen als der korrespondierende IgA2 Antikdrper (EC50: 1F5-IgG1 = 0.06 pg/ml,
1F5-IgA2 = 0.28 pg/ml).
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Abbildung 12: B-Zell Depletion durch 1F5-Antikorper des IgA2 und IgG1 Isoytyps.

1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 vermittelte B-Zell Depletion wurde in einem autologen Modell mit isolierten
humanen Leukozyten durchfluszytometrisch analysiert. Gezeigt werden die Ergebnisse zweier
unabhéngiger Experimente als ,,% verbliebene B-Zellen*.

Es stellte sich die Frage, welchen Anteil die durch Effektorzellen vermittelte Zytotoxizitét
(ADCC) gegeniiber der komplementabhidngigen Zytotoxizitit (CDC) an der beobachteten
Tumorlyse hat. Um den Einfluss der ADCC zu untersuchen, wurde der gegen CD89 (FcaRI)
gerichteter Antikdrper A77 (Abbildung 13 A) bzw. der gegen CDI16 (FcyRIII) gerichtete
Antikorper 3G8 (Abbildung 13 B) den Ansétzen zugegeben. In diesen Versuchen zeigte sich,
dass die durch CD20-gerichtete 1F5-Antikorper vermittelte Tumorlyse bei Verwendung von
Vollblut durch die Blockade von CD16 und CDS89 nicht in signifikanter Weise beeinflusst

wurde.
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Abbildung 13: Einfluss der Effektorzellaktivierung in der B-Zell-Depletion im Vollblut. Um den
Beitrag von ADCC im Vollblut zu untersuchen, wurde in 3'Chrom-Freisetzungsversuchen mit Ramos
Zellen zu 5 pg/ml des jeweiligen CD20 Antikorpers steigende Konzentrationen des CD89-spezifischen
Antikorpers A77 (A) oder des CD16 Antikorpers 3G8 (B) gegeben. Gezeigt werden die Ergebnisse aus
drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM der ,relativen spezifische Lyserate [%]“.

Fir die Untersuchung des Anteils der CDC an der beobachteten Zytotoxizitdt wurde in
SIChrom-Freisetzungsversuchen der gegen den Komplementfaktor C5 gerichtete Antikorper
Eculizumab (Abbildung 14 A) oder C3-blockierendes Compstatin (Abbildung 14 B) zugegeben.
Eculizumab war in der Lage, die mit Vollblut vermittelte Zytotoxizitit beider 1F5-Antikorper
dosisabhdngig zu inhibieren. Compstatin blockierte die durch IgA-vermittelte Tumorlyse
effektiver als die durch IgGl. Diese Daten zeigen eine unerwartet prominente Rolle der

komplementabhédngigen Zytotoxizitdt unter diesen Versuchsbedingungen.
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Abbildung 14: Einfluss der CDC an der B-Zell-Depletion im Vollblut. In *'Chrom-
Freisetzungsversuchen wurden Ramos Zellen zu 5 pg/ml des jeweiligen CD20 Antikorpers steigende
Konzentrationen des C5-gerichteten Antikorpers Eculizumab (A) oder des C3 blockierenden
Compstatin (B) gegeben. Gezeigt werden die Ergebnisse aus drei unabhidngigen Experimenten als
Mittelwert + SEM der ,,relativen spezifische Lyserate [%]“ in (A) und der ,,spezifischen Lyserate [%]*
in (B). Signifikante Unterschiede (p < 0.01) zwischen behandelten und unbehandelten Proben (nicht
dargestellt) sind mit * gekennzeichnet.

3.4 Komplementabhingige Zytotoxizitait CD20-gerichteter IgA2 und IgGl
Antikorper

Der Beitrag komplementabhingiger Zytotoxizitit an der therapeutischen Effektivitdt CD20-
gerichteter Antikorper ist kontrovers (Woof und Russell, 2011) und wurde fiir IgA-Antikorper
nicht erwartet, da diese iiber keine C1q Bindungsstelle verfiigen (Duncan und Winter, 1988).
Sandwich-ELISA Untersuchungen bestétigen, dass rekombinantes humanes Clq an 1F5-IgG1
und den IgG-Kontrollantikorper, jedoch nicht an 1F5-IgA oder den IgA Kontrollantikoper
bindet (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Nachweis der C1q Deposition an die Antikorperisotypen IgGl und IgA2.
Untersucht wurde die Deposition von humanen C1qg-Protein an Antikorper des IgG1 und IgA2 Isotyps
in Sandwich-ELISA Experimenten. Gezeigt werden die FErgebnisse aus vier unabhingigen
Experimenten als Mittelwert £ SEM der ,,Absorption [OD492]. Signifikante Unterschiede (p < 0.001)
zwischen 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 sind mit + gekennzeichnet.

Nachfolgend wurden CD20-gerichtete 1F5-IgG1 und —IgA2 Antikorper hinsichtlich ihrer
Fihigkeit CDC zu induzieren untersucht. Dabei zeigt sich in dreistiindigen >'Chrom-
Freisetzungsversuchen unter Zugabe von Serum in séttigenden Konzentrationen, dass beide
Antikorper in gleichem Ausmall CDC auf Ramos Zellen vermitteln (Abbildung 16 A). Die
Kinetik der CDC Aktivierung wurde untersucht, indem die Reaktion zu unterschiedlichen
Zeitpunkten unterbrochen wurde. Hier zeigt sich wiederum, dass 1F5-IgG-vermittelte CDC
einer schnelleren Kinetik unterliegt, als es bei der durch 1F5-IgA vermittelten CDC der Fall ist
(Abbildung 16 B). AnschlieBend wurde die Abhingigkeit der CDC von der Serumkonzentration
untersucht (Abbildung 16 C). 1F5-IgG1 induziert CDC bereits unter signifikant niedrigeren
Serumkonzentrationen als 1F5-IgA2. Die langsamere Kinetik sowie der Bedarf hoherer
Serumkonzentrationen deuten darauf hin, dass die komplementvermittelte Tumorlyse durch

1F5-IgA2 iiber den alternativen Weg der Komplementaktivierung erfolgt.

42



3. Ergebnisse

>
w

Antikorper Konzentration < Versuchsdauer
T oo ¢ 1F5-IgA2 L PP
% 60 1F5-19G1 . o« X g 12 1F5-1gG1
® 484"® KontrollIgA2 % P Tt 4 |q'>:| 1004 - 1F5-IgA2 -
g -© Kontroll IgG1 § -+ 1 3 3 ¥
‘» 36 % 75+ S
_>l' E ’,’
o 2 S50 H
3 ." 8. ,
e 124 o 254 e
N .4 /
>
§ - &=—8—">o—o——0—=0 £ 0 PRI
[}
pem el pemam ey peeas e s ey | [TTTITI T T T T T T T TN T T T T I
0.01 0.10 1 10 100 " 8 16 32 64 128 256
[ug/mi] [min]

C.
= Serum Konzentration
8 125+
u 1F5-1gG1 .
& 100 -+ 1F5IgA2 2
2
o 75
]
& 50+
P
25
w .
S | T PO -
% 0= P YERTELT R <
=
o T T T —TT T T —T—T-T T

Serum [%]

Abbildung 16: Komplementrekrutierung durch CD20-gerichtete Antikérper. Es wurde die
Fahigkeit zur Vermittlung von CDC durch CD20-gerichtete Antikorper gegen Ramos Zellen in
S1Chrom-Freisetzungstests untersucht (A). Es erfolgte eine Evaluation der Kinetik (B) sowie der
erforderlichen Serumkonzentrationen (C). Gezeigt werden die Ergebnisse aus mindestens drei
unabhédngigen Experimenten als Mittelwert £ SEM der ,,spezifischen Lyserate [%]“ (A) oder der
relativen spezifischen Lyserate [%]“ (B, C). Signifikante Unterschiede (p < 0.001) zwischen CD20-
gerichteten Antikorpern und der jeweiligen Isotyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet.

EGTA bindet Calcium und hemmt die Aktivierung des alternativen Weges. Die Zugabe von
EGTA inhibierte die komplementabhingige Zytotoxizitit von 1F5-IgA2 stirker als die des
korrespondierenden IgG1-Antikorpers (Abbildung 17 A). Hitzeinaktivierung von Serum bei 50°
fiir 15 Minuten kompromittiert die Aktivitit des Faktors B und damit einhergehend die des
alternativen Weges der Komplementaktivierung. Unter diesen Versuchsbedingungen war die
Fahigkeit von 1F5-IgA2 zur Vermittlung von CDC deutlich reduziert. Demgegeniiber war die
durch 1F5-IgG1 vermittelte CDC nicht eingeschrinkt. Beide Antikdrper waren nicht in der
Lage, CDC mit vollstindig hitzeinaktiviertem Serum (56° C fiir 30 Minuten) zu vermitteln
(Abbildung 17 B). Zusammengefasst implizieren diese Daten, dass die durch CD20-spezifische
1F5-IgA2 vermittelte CDC gegeniiber Ramos Zellen iiber den alternativen Weg der
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Komplementaktivierung erfolgt. Demgegeniiber erfolgt durch 1F5-IgG1 vermittelte CDC {iber

den klassischen Weg der Komplementaktivierung.
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Abbildung 17: Analyse der Komplementaktivierung durch CD20-gerichtete Antikérper.

In *'Chrom-Freisetzungstests wurde die Féhigkeit zur Vermittlung von CDC durch CD20-gerichtete
Antikorper gegen Ramos Zellen untersucht. (A) zeigt die Abhédngigkeit der gemessenen CDC von der
Calcium-Konzentration, (B) zeigt die Kompromittierung der CDC durch Hitzeinaktivierung des
humanen Serums. Gezeigt werden die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert

+ SEM der ,spezifischen Lyserate [%]“. Signifikante Unterschiede (p < 0.001) sind mit ***
gekennzeichnet.

Im Anschluss wurde untersucht, ob die Fdhigkeit CD20-gerichteter Antikorper CDC zu
vermitteln, auf Ramos Zellen beschriinkt ist. Hierfiir wurden 3!'Chrom-Freisetzungstests mit
verschiedenen Zielzellen durchgefiihrt (Abbildung 18). Es konnte gezeigt werden, dass durch
1F5-IgG1l und 1F5-IgA2 Antikorper signifikant CDC auf Ramos, Daudi, Wien-133 (alle
Burkitt-Lymphom) und Granta-519 (Mantelzelllymphom) Zellen vermittelt werden kann.
Hingegen sind beide Antikorper nicht in der Lage CDC auf Mec2 (chronische B-Zell
Leukémie), Mino (Mantelzelllymphom), ARH77 (reife B-Zellen) und Raji (Burkitt-Lymphom)

Zellen zu induzieren.
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Abbildung 18: Vermittlung von CDC durch CD20-gerichtete Antikorper auf verschiedenen
Tumor-Zelllinien. Mehrere Lymphom-Zelllinien wurdenin 3!Chrom-Freisetzungstests mit humanem
Serum und den 1F5-Antikérpern inkubiert. Gezeigt werden die Ergebnisse aus drei unabhéngigen
Experimenten als Mittelwert £ SEM der ,,spezifischen Lyserate [%]“. Signifikante Unterschiede (p <
0.001) zwischen CD20-gerichteten Antikorpern und der jeweiligen Isotyp-Kontrolle sind mit *
gekennzeichnet.

Daran anschliefend erfolgte die Untersuchung, ob 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 Antikorper in der
Lage sind, auf primiren CLL Zellen CDC zu induzieren (Abbildung 19). In diesen Experimenten
zeigte sich, dass beide Antikorper gleichermaflen effektiv in der Vermittlung

komplementabhéngiger Zytotoxizitit gegen primére Tumorzellen agieren.
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Abbildung 19: Vermittlung von CDC durch CD20- gerichtete Antikorper gegen primire CLL-
Proben. Untersucht wurde, inwieweit die eingesetzten CD20-Antikérper auf primédren Patientenproben
mit dem Serum gesunder Spender als Komplementquelle, CDC vermitteln konnen. Gezeigt werden die
Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM der ,,spezifischen Lyserate [%]“.
Signifikante Unterschiede (p < 0.001) zwischen CD20-gerichteten Antikérpern und der jeweiligen
Isotypenkontrolle sind mit * gekennzeichnet.
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3.5 Aktivierung von Effektorzellen durch CD20-gerichtete IgG1l und IgA2
Antikorper

Die Fahigkeit CD20-gerichteter Antikorper des IgG1- und IgA2-Isotyps, Effektorzellen zu
rekrutieren, wurde in °!Chrom-Freisetzungstests gepriift. In den dreistiindigen ADCC
Untersuchungen mit isolierten, GM-CSF aktivierten PMN, welche hauptsichlich aus
neutrophilen Granulozyten bestanden, erwies sich 1F5-IgA2 signifikant effektiver als 1F5-
IgG1 (Abbildung 20 A). Demgegeniiber zeigten Untersuchungen mit isolierten MNC als
Effektorzellen, funktionell hauptsdchlich bestehend aus NK-Zellen, dass 1F5-IgG1 diese
signifikant effektiver fiir ADCC aktivieren kann als der 1F5-IgA2 Antikdrper (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Effektorzellaktivierung durch CD20-gerichtete Antikorper. Ramos Zellen wurden
in >!'Chromfreisetzungstest mit 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 sowie isolierten PMN (A) oder MNC (B)
inkubiert. Gezeigt werden die Ergebnisse aus fiinf unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM
der ,,spezifischen Lyserate [%]“. Signifikante Unterschiede (p < 0.001) zwischen CD20-gerichteten
Antikorpern und der jeweiligen Isotypkontrolle sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede
zwischen 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 sind durch + gekennzeichnet.

Auch unter Verwendung isolierter Monozyten als Effektorzellen waren CD20-gerichtete 1F5-
IgA2 Antikorper signifikant effektiver als 1F5 Antikorper vom IgG1 Isotyp (Abbildung 21 A).
Weiterhin wurde die Fahigkeit der Antikorper zur Aktivierung von Makrophagen untersucht.
Es wurden aus Monozyten mittels M-CSF gereifte Makrophagen verwendet. Im Ergebnis
erwiesen sich 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 Antikorper als gleichermafBlen effektiv in der
Aktivierung Monozyten-abgeleiteter Makrophagen zur ADCC gegen Ramos Zellen (Abbildung
21 B).

A. B.
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Abbildung 21: Aktivierung von Monozyten und Makrophagen durch CD20-gerichtete
Antikérper. Ramos Zellen wurden in 3!Chromfreisetzungstest mit 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 sowie
isolierten Monozyten (A) oder Monozyten-abgeleitete Makrophagen (B) inkubiert. Gezeigt werden die
Ergebnisse aus fiinf unabhéngigen Experimenten als Mittelwert = SEM der ,,spezifischen Lyserate [%]*.
Signifikante Unterschiede (p < 0.001) zwischen CD20-gerichteten Antikorpern und der jeweiligen
Isotypkontrolle sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen 1F5-IgA2 und 1F5-
IgG1 sind durch + gekennzeichnet.

Nachfolgend wurde die Expression von FcaRI (CD89) sowie den Fcy Rezeptoren I (CD64), 11
(CD32) und III (CD16) auf Monozyten und Makrophagen untersucht (Abbildung 22). Es zeigte
sich, dass auf beiden Effektorzellpopulationen nur geringe Mengen CD89 exprimiert werden
(Abbildung 22 A). Makrophagen exprimieren zwar FcyRII (CD32), jedoch konnten
weiterfithrende Analysen zeigen, dass neben dem exzitatorischen FcyRIla (CD32a) auch die
inhibitorische Isoform FcyRIIb (CD32b) exprimiert wird (Abbildung 22 B). Dies konnte die eher

geringe Aktivitit des 1F5 Antikorpers vom IgG1 Isotyp mit diesen Effektorzellen erkléren.
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Abbildung 22: Fc-Rezeptor Analyse auf Monozyten und Makrophagen

Die Expression von Fc-Rezeptoren auf Monozyten und Makrophagen wurde mittels direkter
Immunfluoreszenz untersucht (A). Die Expression von CD89 sowie unterschiedlicher CD32 Isoformen
auf Makrophagen wurde mit indirekten Immunfluoreszenzen untersucht (B). Gezeigt werden die
Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten als Mittelwert + SEM der “relativen Fluoreszenz
Intensitét [%]”dargestellt.

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit die Fahigkeit von 1F5-IgA2 Antikorpern, ADCC
auf PMN zu vermitteln, auf Ramos Zellen beschrénkt ist. Fiir diese Experimente wurden acht
verschiedene Zelllinien in >!Chrom-Freisetzungstests mit PMN als Effektorzellen untersucht.
Einleitend wurden die Oberfldchenexpression von CD20 mittels direkter Inmunfluoreszenz auf
Ramos, Raji, Daudi, Wien-133, Mec2, Granta-519, MINO und ARH77 Zellen untersucht
(Abbildung 23). Die hochste CD20 Expression zeigten Granta-512 Zellen, gefolgt von Daudi,
Wien-133 und Mec2 Zellen. Mittlere Expressionen zeigten Ramos und ARH77 Zellen. Raji und

Mino Zellen wiesen die geringste Expression von CD20 auf.

48



3. Ergebnisse

CD20
20

15+

RFI [%]
2

O

S A

SR s & &

q.’b& 0’0 S\Qo 0&’0 A\ 0 v?'
0‘

2 N O H 0
» & &N

Abbildung 23: CD20 Oberflichenexpression verschiedener Lymphom-Zelllinien. In direkten
Immunfluoreszenz-Analysen wurde die Expression von CD20 untersucht. Gezeigt werden die
Ergebnisse aus sechs unabhéngigen Experimenten als Mittelwert = SEM der ,,relativen Fluoreszenz
Intensitat [%]“.

In >!Chrom-Freisetzungstests mit GM-CSF stimulierten PMN Effektorzellen war der 1F5-IgA2
Antikorper in der Lage, signifikante Tumorlyse von Ramos, Daudi, Granta-519, Raji und Wien-
133 Zellen zu induzieren. Keine signifikante Tumorlyse konnte gegen Mec2, MINO, ARH77
und Raji Zellen vermittelt werden. 1F5-IgA2 Antikdrper vermittelten somit effektiv PMN-
abhingig Zytotoxizitit gegen unterschiedliche Lymphomezellen, wihrend der vergleichbare
IgG1-Antikorper keine Wirkung zeigte.
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Abbildung 24: Vermittlung von ADCC durch CD20-gerichtete Antikorper auf verschiedenen
Lymphom-Zelllinien. Die Fahigkeit von CD20 Antikdrpern (10 pg/ml) PMN-vermittelt ADCC gegen
verschiedene Lymphomzellen zu induzieren, wurde in 3'Chrom-Freisetzungstests untersucht. Gezeigt
werden die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert = SEM der ,,spezifischen
Lyserate [%]“. Signifikante Unterschiede (p < 0.001) zwischen CD20-gerichteten Antikdrpern und
Kontrollantikérpern sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen 1F5-IgA2 und 1F5-
IgG1 sind durch + gekennzeichnet.
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3.6 1F5-IgA2 und —IgG1 Antikorper vermitteln Tumorzelllyse gegen priméire CLL
Zellen

In weiteren °>'Chrom-Freisetzungstests wurde untersucht, inwieweit sich primire CLL-Zellen
von Patienten lysieren lassen. Primédre CLL Zellen wurden isoliert und anschlieBend mit GM-
CSF aktivierten PMN (Abbildung 25 A) oder MNC (Abbildung 25 B) sowie den CD20-
gerichteten Antikorpern analysiert. In diesen Experimenten zeigte sich, dass der 1F5-IgA2
Antikorper mit GM-CSF stimulierten PMN Zellen signifikant effektiver ADCC induziert als
der 1F5-IgG1 Antikorper. In ADCC Versuchen mit MNC als Effektoren, induzierten 1F5-IgG1
Antikorper signifikant effektiver spezifische Tumorlyse als 1F5-IgA2 Antikorper.
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Abbildung 25: Vermittlung von ADCC durch CD20-gerichtete Antikérper gegen primire CLL
Proben. Aus dem peripheren Blut eines Patienten mit CLL wurden Tumorzellen sowie PMN (A) und
MNC (B) Effektorzellen isoliert und in 3'Chrom-Freisetzungstests untersucht. Gezeigt werden die
Ergebnisse von Triplikaten als Mittelwert £ SEM der ,,spezifischen Lyserate [%0]“.
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3.7 In vivo Effektivitit CD20-gerichteter IgA2 Antikorper

Nachfolgend wurde die in vivo Effektivitdit CD20-gerichteter IgA2 Antikorper anhand ihrer
Féahigkeit B-Zellen in Méusen zu depletieren untersucht. B-Zellen aus fiir humanes CD20
transgenen Méusen (hCD20+) sowie aus nicht transgenen BALB/c Mausen wurden isoliert, mit
CFSE markiert und einer nicht-transgenen Empfangermaus intravends injiziert. 24 Stunden
nach der Injektion wurden der Empféangermaus 50 nug 1F5-IgA2, -IgG1 oder PBS als Kontrolle
intravends injiziert. Weitere 16 Stunden spater wurde den Méusen die Milz entnommen. Eine
Milzsuspension wurden erstellt und mit APC-anti-CD19-Antikorper gefarbt. AnschlieBend
folgte eine durchflusszytometrische Analyse der verbliebenen B-Zellen, so dass das Verhéltnis
von hCD20-positiven B-Zellen (7arget) zu nicht-transgenen B-Zellen (Non-Target) ermittelt
werden konnte. 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 depletierten gleichermalen effektiv hCD20-positive
B-Zellen in Mausen (Abbildung 26 A).

Im néchsten Schritt wurde der Beitrag von CDC an der in vivo gemessenen B-Zell-Depletion
in BALB/c Méusen untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Kapazitdt von 1F5-IgA2 und
1F5-1gGS5 Antikorpern zur Vermittlung von B-Zell-Depletion weder in C3- (Abbildung 26 B)
noch in Clg-defizienten Mausen (Abbildung 26 C) signifikant vermindert war.
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Abbildung 26: In vivo B-Zell-Depletion durch CD20-gerichtete Antikérper. Empfangerméusen
wurden CFSE-markierte hCD20-positive murine B-Zellen und die CD20-gerichteten Antikdrper
injiziert um die antikdrper-abhédngige Depletion von milzstdndigen B-Zellen zu untersuchen. (A) zeigt
die Delpetion in Wildtyp BALB/c Méusen. (B) zeigt die B-Zell Depletion in C3-defizienten Miusen,
(C) die in Clg-defizienten Maiusen. Gezeigt werden die Ergebnisse aus drei unabhédngigen
Experimenten als Mittelwert = SD des ,,Target/Non-Target Ratio“. Signifikante Unterschiede (p <
0.001) zwischen den CD20-spezifischen Antikdrpern und der Kontrolle sind mit *** gekennzeichnet.

Maiuse exprimieren kein funktionelles Ortholog des humanen FcaRI (CD89) (Monteiro und
Van De Winkel, 2003). Den Beitrag FcaRI-abhéngiger Effektormechanismen an der in vivo B-
Zell-Depletion wurde daher in fiir humanes CD89 transgenen (hCD89tg) Miusen untersucht.
Der Empfangermaus wurden 10 pg des Primirantikérper intravends injiziert, der weitere
Versuchsablauf erfolgte analog zur geschilderten in vivo B-Zell-Depletion in BALB/c Wildtyp
Maiusen. In diesen Experimenten zeigte sich, dass die Fahigkeit zur B-Zell-Depletion CD20-
gerichteter 1F5-Antikorper des IgA2 Isotyps durch die Anwesenheit des FcaRI nicht signifikant
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beeinflusst wurde (Abbildung 27). Weiterhin wurde auch die Fahigkeit von 1F5-IgG1 zur B-
Zell-Depletion nicht signifikant beeinflusst, dies wurde jedoch auch nicht erwartet, da 1F5-

IgG1 nicht an CD89 bindet.
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Abbildung 27: In vivo B-Zell Depletion CD20-gerichteter Antikorper in FcaRI (CD89) transgenen
Miusen. Die Fahigkeit zur B-Zell-Depletion von CD20 Antikdrpern wurde in vivo in hCD89 transgenen
Maiusen untersucht. Gezeigt werden die Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten als Mittelwert
+ SD des ,,Target/Non-Target Ratio®. Signifikante Unterschiede (p < 0.001) zwischen den CD20-
spezifischen Antikérpern und der Kontrolle sind mit *** gekennzeichnet.

3.8 Evaluation von Fca/pR als mogliches Ziel weitergehender Forschung

Der Beitrag der CDC an der durch die beiden CD20-gerichteten 1F5 Antikorper in vitro
vermittelten Tumorlyse zeigte sich in dieser Form nicht fiir die B-Zell-Depletion in vivo.
Friihere Studien in diesen und anderen Modellen zeigten, dass das Komplementsystem fiir die
effektive Depletion hCD20-transgener B-Zellen nicht notwendig ist (Beers et al., 2008). Diese
Daten legen nahe, dass andere Effektormechanismen die Abwesenheit komplementabhéngiger
Zytotoxizitdt oder FcaRI-abhingiger Wirkmechanismen an der in vivo Depletion hCD20
transgener B-Zell kompensieren. Ein mdglicher Ansatz konnte ein zusitzlicher Rezeptor fiir
IgA sein, der murine Fca/uR (Cho et al., 2006). Um den Beitrag von Fca/uR zu untersuchen,
wurden ADCP  Experimente  durchgefiihrt. In  diesem  Experiment wurden
knochenmarkabgeleitete Makrophagen als Effektorzellen genutzt. Die Zielzellen wurden in An-
oder Abwesenheit des Fco/uR blockierenden Antikorpers TXS57 mit 1F5-IgA2 oder 1F5-1gG1
opsoniert. Wie erwartet zeigte sich fiir 1F5-IgG1 kein Unterschied in der beobachteten ADCP
CD20-transgener B-Zellen nach Zugabe von TX57 (Abbildung 28 A). Dies wurde auch nicht
erwartet, da Antikorper des IgG-Isotyp nicht an Fca/uR binden. Fiir 1F5-IgA zeigte sich eine
deutliche Abnahme der ADCP bei Blockierung von Fca/uR (Abbildung 28 B). Diese Daten legen
eine wichtige Rolle von Fca/puR an der in vivo Depletion IgA2-opsonierter Zielzellen nahe.
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Abbildung 28: Einfluss der ADCP CD20-gerichteter Antikorper auf die B-Zell Depletion.
Knochenmarkabgeleitete murine Makrophagen wurden mit 1F5-IgG1 (A) oder 1F5-IgA2 (B)
opsonierten Zielzellen in An- oder Abwesenheit des Fco/uR blockierenden Antikorper TX57 in
Phagozytoseversuchen untersucht. Gezeigt werden die Ergebnisse aus zwei unabhédngigen
Experimenten als Mittelwert + SEM der ,,Phagozytose [%]".
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4. Diskussion

Gegen CD20 gerichtete Antikorper gehdren seit 1997 zur Standardtherapie lymphatischer
Neoplasien und konnten seitdem dazu beitragen, das Uberleben der Patienten signifikant zu
verlingern (Habermann et al., 2006). Jedoch besitzen aktuelle Therapien ihre Limitationen. So
spricht etwa die Hilfte der Patienten auf eine Therapie mit Rituximab nicht an oder wird im
Verlauf der Therapie gegen diese resistent (van Meerten und Hagenbeek, 2010). Eine
Weiterentwicklung der CD20-gerichteten Therapie ist daher wiinschenswert und notwendig.
Alle zugelassenen Antikorper gegen CD20 sind ebenso wie die sich in der Entwicklung
befindenden vom IgG-Isotyp (Lim et al., 2010). Antikorper des IgG-Isotyps besitzen den
Vorteil, dass fiir sie gut etablierte Produktions- und Aufreinigungssysteme existieren, IgG im
Serum eine lange Halbwertzeit besitzt und die Zulassungsbehdrden mit den géngigen
Sicherheitsbedenken vertraut sind (Wurm, 2004). Weiterhin sind IgG-Antikorper effektiv in der
Lage, NK-Zellen und Komplement zur Tumorzelltétung zu rekrutieren (Lohse et al., 2012,
Derer et al., 2012, Peipp et al., 2015). Jedoch kénnen unterschiedliche Faktoren zu einem
Therapieversagen oder zu einer geminderten Effektivitit von IgG-basierter Immuntherapie
fiihren. So kann es zu einer Interaktion von IgG1 mit dem inhibitorischen FcyRIIb kommen. Es
wurde beschrieben, dass Polymorphismen der Fcy-Rezeptoren sowie die Interaktion von IgG-
Antikorpern mit nicht-signaliibertragenden Fcy-Rezeptoren (z.B. Fcy-RIIIb) ebenfalls negativ
auf die vermittelte Tumorzelllyse wirken konnen (Meyer et al., 2016). CD20-gerichtete
Antikorper des IgA-Isotyps konnten hier eine Ergdnzung der bestehenden Therapie sein.

Das therapeutische Potential von Antikérpern des IgA-Isotyp wurde bereits fiir unterschiedliche
Antigene untersucht. Die meisten dieser Studien nutzten gegen EpCAM, EGFR, HER-2/neu
oder MHC Klasse II gerichtete IgA-Antikorper (Huls et al., 1999, Lohse et al., 2010, Lohse et
al., 2011, Lohse et al., 2012, Dechant et al., 2002). In diesen Studien konnte gezeigt werden,
dass IgA-Antikorper besonders effektiv myeloische Effektorzellen fir ADCC gegen
Tumorzellen rekrutieren konnen. Diese Ergebnisse konnten in vorhergehenden Studien mit
bispezifischen FcaRI x CD20 Antikorpern bestitigt werden (Stockmeyer et al., 2000). In einem
fir humanes FcoRI-transgenen Mausmodell untersuchten Pascal et al. 2012 die
Effektormechanismen CD20-gerichterer IgA Antikorper. In diesem Modell zeigte sich eine
Zunahme der in vivo Effektivitit CD20-gerichteten IgA-Antikérper in humanen FcaRI-
transgenen Mdusen. In diesen Versuchen wurde jedoch kein Versuch unternommen, die Rolle
von ADCP an der beobachteten Tumorzelllyse zu untersuchen. Weiterhin wurde in vitro
beobachtete CDC in vivo nicht untersucht (Pascal et al., 2012). Ziel dieser Arbeit war es, daraus

folgend die Wirkmechanismen CD20-gerichteter Antikorper des IgA2-Isotyp zu untersuchen.
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4.1 Direkte Wirkmechanismen CD20-gerichteter IgA-Antikorper

1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 induzierten gleichermallen effektiv homotypische Aggregation und
Apoptose, jedoch konnte nur 1F5-IgA2 signifikant Nekrose vermitteln. Sowohl 1F5-IgA2 als
auch 1F5-IgG1 waren, gegeniiber der jeweils korrespondierenden Isotypkontrolle, signifikant
in der Lage B-Zellen zu depletieren. Vergleicht man jedoch die durch direkte Effekte vermittelte
Zytotoxizitiat von 1F5-IgA und 1F5-IgG mit der des Typ II CD20-Antikorpers Tositumomab,
waren beide 1F5-Antikorper nur zu moderater Zytotoxizitét in der Lage. Unter den gegebenen
Versuchsbedingungen spielten direkte Effektormechanismen fiir die beobachtete
Tumortoxizitdt lediglich eine untergeordnete Rolle. Cragg et al. konnten zeigen, dass direkte
Effekte, insbesondere fiir die durch Typ II Antikorper vermittelte Zytotoxizitit, relevante
Effektormechanismen sind (Cragg et al., 2003). In Anbetracht der schwachen Vermittlung
direkter Effekte gegentiber dem Typ II Antikrper Tositumomab wire der CD20-gerichtete 1F5-
IgA Antikorper unter diesen Versuchsbedingungen nicht als Typ I Antikorper zu klassifizieren.

4.2 Indirekte Wirkmechanismen CD20-gerichteter IgA-Antikorper

4.2.1 Komplementvermittelte Zytotoxizitit durch CD20-gerichtete IgA2 Antikorper
CD20-gerichtete IgA2-Antikdrper sind in der Lage signifikant CDC gegen unterschiedliche
Lymphomzelllinien und frisch isolierte humane CLL-Zellen zu vermitteln. Weiterhin legen
Blockierungsversuche mit Vollblut als Effektorquelle nahe, dass CDC unter diesen
Versuchsbedingungen einer der mafigeblichen Effektormechanismen ist. An der effektiven
Depletion syngener B-Zellen in Mausen durch humane CD20-gerichtete Antikorper des IgA2
Isotyp hatte CDC in dem hier genutzten Modell jedoch keinen Beitrag.

Es liegt eine Vielzahl an Untersuchungen vor, welche den Beitrag des Komplementsystems an
den durch monoklonale Antikérper vermittelten Antitumoreffekten untersuchen. Die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist jedoch erschwert, da es zahlreiche Aspekte gibt, welche die
Aktivitdt des Komplementsystems beeinflussen (Derer et al., 2014a, Melis et al., 2015, Okroj
et al.,, 2013). Cragg et al. konnten bereits 2003 zeigen, dass nicht alle CD20- gerichteten
Antikorper gleichermallen effektiv das Komplementsystem fiir die Tumorzelllyse aktivieren.
So sind Antikorper, welche eine Umverteilung von CD20 in lipidreiche Regionen bewirken,
deutlich potenter in der Vermittlung von CDC (Cragg et al., 2003). Welche Effekte durch einen
CD20-gerichteten Antikdrper vermittelt werden, hdngt stark vom Epitop der Antikdrper ab. Die
Lokalitit des Epitops entscheidet maf3geblich iiber die Entfernung sowie die Orientierung,

welche der Antigen-Antikorper Komplexes zur Zellmembran einnimmt. Beides sind
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entscheidende Pradiktoren fiir die Vermittlung von CDC (Teeling et al., 2006, Niederfellner et
al., 2011). Weiterhin unterscheiden sich die Effektormechanismen in Abhéngigkeit von der
CD20 Konzentration auf der Zelloberflache. Van Meerten et al. zeigten, dass es fiir Rituximab
eine sigmoidale Korrelation zwischen der CD20 Konzentration auf der Zelloberfliche und
dessen Fahigkeit zur CDC gibt (van Meerten et al., 2006). Es wird argumentiert, dass es sich
bei CDC und ADCC um komplementdre Mechanismen der Pathogenabwehr handelt, und
Zellen, welche gegeniiber CDC resistent sind, durchaus empfanglicher gegeniiber ADCC sein
konnen, et vice versa (van Meerten et al., 2006).

Studien in genetisch verdnderten Méusen haben gezeigt, dass die durch Rituximab vermittelte
Zytotoxizitit gegen Lymphomzellen vor allem von Fc-Rezeptor-vermittelten Effekten abhéngt.
Komplementvermittelte Zytotoxizitdt leistete in diesem Modell keinen Beitrag an der zu
beobachtenden Abtétung der Tumorzellen (Beers et al., 2010b). In abweichenden Modellen
spielte CDC jedoch eine durchaus prominente Rolle. So zeigten Versuche in Méiusen mit
murinen Lymphomzellen (EL4), welche mit humanem CD20 transfiziert wurden, dass der
protektive Einfluss von Rituximab in Clq defizienten Mausen komplett verloren geht (Di

Gaetano et al., 2003). Studien an immunkompetenten Mausen, welchen intravends Zellen der

fiir humanes CD20 transgenen murinen B-Zell Neoplasie 38C13-CD20" injiziert wurden,
zeigten bei Wegfall des Komplementsystems ebenfalls einen Verlust der protektiven Wirkung
von Rituximab (Golay et al., 2006). Eine Limitation der Untersuchung von
Komplementaktivierung in vivo ist, dass Mause nur rudimentér iiber einen klassischen Weg der
Komplementaktivierung verfiigen (Okroj et al., 2013).

Komplement liegt im Korper nicht in unbegrenztem Ausmal vor, und in Abhingigkeit von der
CD20-Expressionsdichte auf der Oberfldche, der Tumorlast sowie der Menge des applizierten
Antikorpers kommt es zu einer Erschdpfung der verfiigbaren Komplementfaktoren. Beurskens
et al. beschreiben diesen Effekt in einer klinischen Studie mit CLL-Patientin nach Infusion von
Ofatumumab und Chemotherapie. In dieser Studie zeigte sich, dass es insbesondere bei hoher
Tumorlast sowie hoheren Mengen applizierten Antikérpers zu einer Erschopfung
komplementvermittelter Zytotoxizitit kommt (Beurskens et al., 2012). Dariiber hinaus hingt
der Beitrag des Komplementsystems an der Tumorzelllyse sowohl von der Tumorlast (Boross
et al., 2011) als auch von der Lokalisation ab (Gong et al., 2005, Wang et al., 2009). Fiir das
follikuldare Lymphom konnte gezeigt werden, dass die Komplementregulatoren CD55 und
CD59 nach Rituximab-Therapie gesteigert auf den Zielzellen zu finden sind. Die Féhigkeit von
Rituximab in vitro CDC zu vermitteln, korreliert mit dem Level von CD55 und CD59 auf der

Oberfldche (Golay et al., 2001). Dies wird als Schutzmechanismus der Krebszelle gegen das
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Komplementsystem verstanden, jedoch sind diese Regulatoren als Pradiktoren fiir ein
Ansprechen auf eine CD20-gerichtete Therapie durch Rituximab ungeeignet (Weng und Levy,
2001).

Klinisch befindet sich mit dem humanen CD20-gerichteten IgG1 Antikérper Ofatumumab
bereits ein Antikorper in Anwendung, dessen optimierte Effektivitidt insbesondere auf eine
gesteigerte CDC zuriickgefiihrt werden kann. Das Epitop von Ofatumumab liegt in der kleinen
Doméne von CD20. Nach Bindung an CD20 befindet sich Ofatumumab membranndher als
Rituximab und 16st sich langsamer aus seiner Bindung mit CD20. Dies resultiert in einer
gegeniiber Rituximab gesteigerten CDC (Teeling et al., 2004). Klinischen Einsatz findet
Ofatumumab im Rahmen der Therapie von unbehandelten oder therapierefraktdren Patienten
mit CLL, welche in der Regel eine niedrige CD20 Expression aufweisen (Golay et al., 2001).
In Kombination mit Chemo- und Immuntherapie stellt Ofatumumab hier eine Ergénzung des
bestehenden Repertoires dar (Coiffier et al., 2008, Byrd et al., 2014, Hillmen et al., 2015).

In den hier vorliegenden Versuchen konnte bestitigt werden, dass CD20-gerichtete IgA2
Antikorper kein Clq binden. Clq ist der Aktivator des klassischen Weges der
Komplementkaskade. IgA Antikorper besitzen kein C1q-Bindungsmotiv, wie es Antikorper des
IgG-Isotyp besitzen, und sind daher nicht in der Lage Clq zu binden (Duncan und Winter,
1988). Es besteht die Moglichkeit, dass CD20-gerichtete IgA Antikorper eine
Komplementaktivierung iiber den alternativen oder den Lectin-Weg auslosen. Das IgA
Antikorper in der Lage sind diese beiden Wege zu triggern wurde in der Vergangenheit gezeigt
(Hiemstra et al., 1987, Lucisano Valim und Lachmann, 1991, Roos et al., 2001, Terai et al.,
2006). IgA Antikorper sind, wenn bestimmte Glykosylierungen (Mannose und/oder N-
Acetylglucosamin) vorhanden und fiir das Komplementsystem zuginglich sind, in der Lage,
Komplement iiber den Lectin-Weg zu aktivieren (Roos et al., 2001, Terai et al., 2006). Jedoch
werden diese Ergebnisse in der Literatur kritisch diskutiert, da unter den getesteten
Versuchsbedingungen hitzeaggregiertes IgA verwendet wird, und eine artifizielle Aktivierung
des Komplementsystems nicht auszuschlieBen ist (Woof und Russell, 2011). Zudem scheint
eine Aktivierung vor dem Hintergrund, dass IgA Antikérper die Komplementaktivierung durch
IgG- und IgM-Antikorper hemmen, eher widerspriichlich (Russell et al., 1989, Griftiss und
Goroftf, 1983, Vidarsson et al., 2001).

Es ist somit das Zusammenspiel zahlreicher Faktoren welche die Effizienz von
komplementvermittelter Zytotoxizitit bestimmen (Derer et al., 2012). Zu diesen Faktoren
zéhlen Expression, Modulation und Regulation des Zielantigens, die An- oder Abwesenheit von

Komplement regulierenden Proteinen, die Mikroumgebung des Tumors, aber auch intrinsische
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Eigenschaften des Antikorpers wie seine Glykosylierung oder das erkannte Epitop (Okroj et al.,
2013). Okroj et al. restimieren in ihrem Review von 2013, dass es sich bei CDC und ADCC um
komplementidre Mechanismen der Pathogenabwehr handelt und die oftmals widerspriichlichen
Daten beziiglich des Stellenwertes der CDC in in vitro und in vivo Versuchen vor dem
Hintergrund uniibersichtlich vieler Variablen nicht ausreichend vergleichbar seien (Okroj et al.,
2013).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Daten legen eine prominente Rolle des alternativen Weges
der Komplementaktivierung nahe. Dieser Schluss wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass
CD20-gerichtete 1gA2 Antikdrper um CDC zu vermitteln im Vergleich zu IgG1 hdohere
Serumkonzentrationen und lidngere Inkubationszeiten benétigten. Diese Daten stehen im
Einklang mit vorherigen Studien, die gezeigt haben, dass die Aktivierung des klassischen Wegs
schneller ist und niedrigere Komplementkonzentrationen benétigt als der alternative Weg (Root
et al., 1972, Kerr, 1980, Roberts und Phillips, 1983). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass der C3 Inhibitor Compstatin effektiver IgA-vermittelte Effekte im Vollblut inhibierte als
solche, welche durch IgG1 vermittelt werden, wobei Compstatin effektiver den alternativen als
den klassischen Weg hemmt (Nilsson et al., 1998). Die Féahigkeit beider Isotypen zur B-Zell-
Depletion war in C3 —und C1g-defizienten Méusen nicht reduziert. Diese Daten sprechen dafiir,
dass CDC in vivo unter den gegebenen Versuchsbedingungen keinen Einfluss auf die
Effektivitdt CD20-gerichteter Antikdrper hat und bestétigt damit die Daten vorausgegangener
Studien (Beers et al., 2010b).

4.2.2 Effektorzellaktivierung durch CD20-gerichtete IgA2-Antikorper

1F5-IgA2 war in vitro in der Lage, PMN Zellen fiir ADCC zu aktivieren. Dies ist insofern
bedeutsam, da PMN Zellen die haufigste Effektorzellpopulation im menschlichen Blut sind und
signifikant zur therapeutischen Effektivitit monoklonaler Antikorper beitragen konnen (Uchida
et al., 2004, Gong et al., 2005, Minard-Colin et al., 2008, Gul et al., 2014). In den vorliegenden
Untersuchungen waren CD20-gerichtete IgA2 Antikorper nicht in der Lage, NK-Zellen fiir
ADCC aktivieren. Dies wurde auch nicht erwartet, da NK-Zellen den wichtigsten Fc-Rezeptor
fiir IgA, FcaRI, auf der Oberfliche nicht exprimieren. Jedoch wird durch NK-Zellen der fiir
IgG1-vermittelte Zytotoxizitit wichtige FcyRIIla exprimiert, was die Uberlegenheit von 1F5-
IgG1 gegeniiber 1F5-IgA2 in den vorliegenden ADCC Untersuchungen mit MNC als
Effektorquelle erkldren kann (Dechant et al., 2002, van Egmond et al., 2000, Bakema et al.,
2011). In der Vergangenheit wurde demonstriert, dass Fc-vermittelte Effektormechanismen

einen entscheidenden Beitrag an den durch Antikorper vermittelten Effekten gegen Tumore
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haben (Clynes et al., 2000). Die Uberlegenheit der IgA-Antikorper, in den hier vorliegenden
ADCC-Untersuchungen mit PMN Zellen, konnte durch die Verteilung und Funktion der
beteiligten Fc-Rezeptoren erklart werden. Fiir Antikorper des IgG-Isotyp existieren 6
verschiedene Fc-Rezeptoren: FcyRI (CD64), FcyRII mit den Isoformen a,b und ¢ (CD32a, b, ¢)
sowie FcyRIIl mit den Isoformen a und b (CDI6 a, b). FcyRIIIb ist ein nicht-
signaltransduzierender Rezeptor, welcher insbesondere durch neutrophile Granulozyten, der
héufigsten Zellpopulation in der PMN Fraktion des Blutes, exprimiert wird. Mit FcyRIIb
existiert dariiber hinaus inhibitorischen IgG-Rezeptor, welcher insbesondere durch Monozyten,
Makrophagen, und B-Zellen exprimiert wird. Beide Rezeptoren kdnnen zu einer verstirkten
Internalisierung von CD20 (Tipton et al., 2015) oder zu einer Reduktion der verfiigbaren
Antikorper fithren und stellen damit Limitationen CD20-gerichteter Therapie mit IgG-
Antikorpern dar (Derer et al., 2014b).

Weiterhin sind fiir die Effektorzellaktivierung durch IgG-Antikérper wichtigen Fc-Rezeptoren
FcyRIIla und FcyRIIa Polymorphismen bekannt, welche die Affinitét der Rezeptoren zu IgG
beeinflussen konnen (Koene et al, 1997). Dies hat klinische Implikationen, da ein
Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf eine CD20-gerichete Antikérpertherapie und
dem Vorliegen oben genannter Polymorphismen beschrieben wurde (Weng und Levy, 2003).
Fiir FcyRIIla geht der Polymorphismus V158F (Austausch der Aminosdure Phenylalanin (F)
gegen Valin (V) in Position 158) mit einer erhohten Affinitdt gegeniiber humanem IgG1 einher.
Klinische Untersuchungen an Patienten mit follikuliren Lymphomen zeigten, dass Patienten,
welche fiir den Valin-Polymorphismus des FcyRIlla homozygot sind, ein giinstigeres
Ansprechen auf eine CD20-gerichtete Therapie mit Rituximab zeigten (Cartron et al., 2002).
Fir CLL-Patienten konnte dieser Zusammenhang nicht beobachtet werden (Dornan et al.,
2010). GroBere Studien stellten die vorherigen Untersuchungen fiir das follikuldre Lymphom
in Frage, da in ihnen kein verbessertes Ansprechen und kein Uberlebensvorteil unter Trigern
des Valin-Polymorphismus gefunden werden konnte (Ghesquieres et al., 2012).

Diese Limitationen sind fiir Antikorper des IgA-Isotyp nicht beschrieben. Bisher wurde kein
inhibitorischer Fca-Rezeptor gefunden. Darliber hinaus wurden bisher keine nicht-
signaltransduzierenden Rezeptoren mit relevanter Affinitdt zu IgA erkannt. Die sigmoidale
Korrelation zwischen CD20 Expression und CDC konnten van Meerten et al. nicht fiir ADCC
beobachten (van Meerten et al., 2006). Beers et al. argumentieren, dass sich in diesen
Untersuchungen die CD20-Konzentration in einem fiir ADCC bereits gesittigten Bereich
befand, und es hier ebenfalls eine Abhéngigkeit der ADCC von der CD20 Expression zu
erwarten ist. (Beers et al., 2010b).
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In vivo zeigte sich, dass beide Antikérper gleichermallen effektiv in der Lage sind, B-Zell
Depletion zu vermitteln. Blockierungsversuche mit FcaRI lieferten keinen Hinweis, dass in
dem hier genutzten Modell ADCC einen Anteil an der beobachteten B-Zell Depletion in vivo
hatten. Die hier vorliegenden Daten stehen somit nicht in Einklang mit vorhergegangen in vivo
Experimenten, welche ADCC als wesentlichen Effektormechanismus der in vivo B-Zell

Depletion beschrieben (Pascal et al., 2012).

4.3 Phagozytose durch CD20-gerichtete IgA2-Antikorper

Als weiterer indirekter Effektormechanimus ist die Fc-abhéngige Aktivierung phagozytierender
Zellen moglich. Mause exprimieren kein funktionelles Ortholog des humanen FcaRI. Jedoch
wird der IgA- und IgM-Rezeptor Fco/uR (CD351) auf Makrophagen und B-Zellen,
insbesondere in der Milz exprimiert (Shibuya et al., 2000, Cho et al., 2006, Yoo et al., 2011). In
den hier dargestellten Vorversuchen zeigte sich, dass es bei der Blockade des murinen Fco/uR
zu einer Kompromittierung Fc-abhidngiger ADCP kommt. Minard-Colin et al. konnten in
Versuchen an immunkompetenten Méusen zeigen, dass es nach Tumorzellinjektion in Folge
der Depletion von Makrophagen zu einem vdlligen Verlust der zuvor beobachten B-Zell
Depletion kommt (Minard-Colin et al., 2008).

Auch Tipton et al. konnten zeigen, dass ADCP einer fiir die in vivo B-Zell Depletion essentieller
Effektormechanismus ist (Tipton et al., 2015). Es sind weitergehende Experimente notwendig,
um die Rolle Makrophagen-vermittelter Phagozytose an der B-Zell Depletion durch CD20-
gerichtete IgA-Antikorper zu untersuchen. Hierbei ist zu berticksichtigen, dass die Expression
von Fco/puR auf Makrophagen abhingig von dem Gewebe ist, in welchem sich diese befinden,
und Makrophagen in verschiedenen Kompartimenten unterschiedliche Rollen zukommen
(Hamre et al., 2003). Weiterhin ist die Untersuchung der ADCP in vivo nach Depletion der
Makrophagen notwendig. Dariiberhinausgehend konnte die Depletion einzelner
Effektorzellpopulationen zum Verstindnis der beteiligten Mechanismen an der zu

beobachtenden Zytotoxizitit beitragen.

4.4 Ausblick

Zusammenfassend demonstrieren die Daten die Effektivitdt eines CD20-gerichteten IgA2
Antikorpers in der Abtotung CD20-positiver Lymphomzellen in vitro und in vivo. Eine
Zuordnung des CD20-gerichteten 1F5-IgA2 Antikorpers in eine der beiden Klassen CD20-
gerichteter Antikorper scheint aufgrund der gegebenen Daten nicht sinnvoll. 1F5-IgA2
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vermittelte in vitro effektiv ADCC und CDC, jedoch keine direkten Effekte und imponiert damit
als klassischer Typ I CD20-gerichteter Antikorper. Jedoch lieen sich diese Daten in vivo nicht
bestdtigen. Es konnte gezeigt werden, dass hierfiir eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren in
Frage kommt. Wahrscheinlich ist hier eine Beteiligung Fc-abhédngiger Aktivierung
phagozytierender Zellen. Zur weiteren Untersuchung des Beitrags IgA-vermittelter ADCP in
vivo sind murine Fco/uR knock-out Modelle sowie eine Depletion phagozytierender Zellen
mittels Clodronat-haltiger Liposomen essentiell (Yoo et al., 2011, Legrain et al., 2015).
Antigen-Modulation gilt als zentraler Mechanismus des Therapieversagens von Rituximab
(Beers et al., 2010a). Dass CD20 nach Antikérperbindung in hoher Konzentration auf der Zelle
verfiigbar bleibt, wird als ein Vorteil CD20-gerichteter Therapie angesehen. Beers et al. stellen
diese Daten jedoch als artifiziell infrage, da es sich um kultivierte B-Zellen handelt (Beers et
al., 2010b). In den peripheren B-Zellen gesunder Spender sei eine Antigenmodulation zu
beobachten. Insbesondere Typ I Antikorper fithren bereits kurz nach ihrer Bindung an CD20 zu
einer Modulation des Antigens. Der Komplex aus Antigen-Antikorper wird durch Trogozytose
ins Zellinnere verlagert und degradiert. Typ II Antikdrper zeigen ein deutlich geringeres
Potential fiir Antigenmodulation. Hieraus resultiert eine ldngere Serum-Halbwertzeit von Typ
II Antikoérpern. Dies sind wichtige Faktoren antineoplastischer Immuntherapien, da die
Antigenmodulation Fc-abhéngige Effektormechanismen behindert (Tipton et al., 2015).
Inwieweit IgA-Antikorper eine Umverteilung und Internalisierung von CD20 vermitteln, ist

durch kiinftige Versuche zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Die funktionelle Charakterisierung eines CD20-gerichteten IgA2-Antikorpers stellt den
thematischen Schwerpunkt dieser Arbeit dar und hatte zum Ziel, dessen therapeutisches
Potential zu erfassen sowie die zugrundeliegenden Effektormechanismen darzulegen.

Mit Rituximab steht seit 1997 fiir die Klinik ein chimérer, monoklonaler Antikdrper gegen
CD20 zur Verfiigung. Alle aktuell therapeutisch eingesetzten sowie in der Entwicklung
befindlichen CD20-Antikorper sind Antikorper des IgG-Isotyp. Jedoch konnte ein Wechsel von
den Antikorpern des IgG- zu solchen des IgA-Isotyp eine Reihe von Vorteilen mit sich bringen:
IgA-Antikorper konnen iiber FcaRI Granulozyten sowie Monozyten und Makrophagen
aktivieren und sprechen somit eine andere Effektorpopulation als IgG-Antikdrper an, wobei
Granulozyten zahlenmiBig die grofite Population an Effektorzellen des Korpers darstellen. Die
effektivere Interaktion mit dem Fc-Rezeptor und der damit verbundenen stérkeren Aktivierung
von zytolytischen Wirkmechanismen stellen weitere Vorteile dar. Interessanterweise sind 1F5-
IgG1 und —IgA2 in der Vermittlung von Zytotoxizitit gegen verschiedene Lymphom-Zelllinien
mit dem peripheren Vollblut gesunder Spender als Effektorquelle gleichermaflen eftektiv.
Weiterhin sind 1F5-IgA2 und 1F5-IgG1 gleichermalen effektiv in der Depletion von hCD20-
positiven B-Zellen in Mausen. Der untersuchte IgA2 Antikoérper gegen CD20 ist in der Lage,
signifikant CDC gegen unterschiedliche Lymphom-Zelllinien und frisch isolierte humane CLL
Zellen zu vermitteln. Diese Daten legten in vitro eine unerwartet prominente Rolle
komplementvermittelter Zytotoxizitdt nahe, welche sich in komplementdefizienten Méusen
nicht bestétigen lieB3. 1F5-IgA2 war in vitro in der Lage, eftektiv PMN Zellen zur Tumorzelllyse
auf verschiedenen Lymphom-Zelllinien und priméreren CLL-Proben zu aktivieren. Die
Untersuchung der in vivo Effektivitit des CD20-gerichteten IgA-Antikorpers in FcaRI
transgenen Madusen konnte jedoch keinen Beitrag FcaRI-abhidngiger Mechanismen an der
gemessenen Zytotoxizitdt feststellen und stehen damit nicht in Einklang mit vorhergehenden
Studien. Versuche mit phagozytierenden Makrophagen legen ADCP als relevanten
Effektormechanismus fiir die effektive in vivo B-Zell Depletion durch CD20-gerichtete IgA-
Antikorper nahe. Zur weitergehenden Analyse sind hier anschlieBende Experimente notwendig.
Zusammenfassend demonstrieren die Daten die Effektivitdt eines CD20-gerichteten IgA2
Antikorpers in der Abtotung CD20-positiver Lymphomzellen in vitro und in vivo. IgA
Antikorper kdnnten somit das Immuntherapeutische Repertoire gegen lymphatische Neoplasien

wirksam ergédnzen.
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7. Anhang

7.1 Verwendete Chemikalien
Tabelle 8: Verwendete Chemikalien

B-Mercapto-Ethanol

Carl ROTH, Karlsruhe, D

Agar Agar (Seakam®) Lonza Group Ltd., CH

Ampizillin Carl ROTH, Karlsruhe, D

Aqua dest. Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Accutase GE Healthcare, Solingen, D

Albumin Fraktion V, proteasefrei BSA

Carl ROTH, Karlsruhe, D

Calzium Chlorid Dihydrat

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

CaCl2

Honeywell Riedel-de Haén AG, Seelze, D

>IChrom

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,
D

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Dulbecco’s Phospate Buffered Sialine (1x/
10x)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Dimethyl Sulfoxide USP Grade

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Smart Ladder Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA
Dialysiertes FCS Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Easycoll Seperating Solution

Biochrom AG, Berlin, D

Ethidium-Bromid

Carl ROTH, Karlsruhe, D

Ethanol vergillt, ca 99%

BUFA Chemikalien, Hude, D

FCS

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Gentiticin 50 mg/ml

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Hank’s Balanced Salt Solution (1x)

PAA Laboratories, Pasching, D

Isopropanol (2-Propanol)

Carl ROTH, Karlsruhe, D

Lepirudin (Refludan®) Celgene, Miinchen, D
Magermilchpulver Carl ROTH, Karlsruhe, D
Magnesiumchlorid Hexahydrat Carl ROTH, Karlsruhe, D

MEM NEAA 100x Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Methionin Sulfoximin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Methanol Merck, Darmstadt, D

MOPS SDS Running Buffer (20x)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

NatriumAzid

Merck, Darmstadt, D

Natriumchlorid (NaCl) Carl ROTH, Karlsruhe, D
Natriumhydroxid (NaOH) Carl ROTH, Karlsruhe, D
Optiphase Supermix Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Paraformaldehyd Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Penicillin und Streptomycin (PenStrep, PS)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

RPMI-1640 Medium

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Salzsaure 25%

Carl ROTH, Karlsruhe, D

Trypsin-EDTA (0,05%)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

TritonX 100

Merck, Darmstadt, D

Trypan Blue Solution 100ml (0,4%)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Tween 20

Merck, Darmstadt, D
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Soc Medium

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

EGTA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Annexin-V BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Via-Probe (7-AAD) BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
HEPES Merck, Darmstadt, D

NaCl Merck, Darmstadt, D

CaCly Honeywell Riedel-de Haén AG, Seelze, D
SigmaFAST o-Phenylendiamine | Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
dihydrochloride (OPD)

3M HCL Merck, Darmstadt, D

8-Well Streifen Nunc Immunosorp, Roskilde, Danmark
IMDM Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Glycin Carl ROTH, Karlsruhe, D
Tris-Hydrochlorid Carl ROTH, Karlsruhe, D

1 x PBS Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA

Lipopolysaccharide (LPS)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

7.2 Verwendete Geriite
Tabelle 9: Verwendete Geriite

1450 MicroBeta TriLux. LSC & | Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Luminescence Counter

AF 200 Eismaschine Scotsman Ice Systems; Vernon Hills, IL,
USA

AKTAprime  liquid  chromatography | GE Healthcare, St Giles, UK

system**

Durchflusszytometer (Epics/ Navios)

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Experion Pro260, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Galaxy Mino Zentrifuge

VWR, Darmstadt, D

Gel Doc™ XR+ System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Hera cell 240 Brutschrank

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Hera safe Reinluftbank

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Heraeus Multifuge 3S+ Zentrifuge

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Heraeus Megafuge 1.0R Zentrifuge

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Heraeus Multifuge 4 KR Zentrifuge

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

HeroLab Transilluminator

HeroLLAB;Wiesloch D

Lichtmikroskop (Axiovert 40C/

Axiostarplus)

Zeiss, Oberkochen, D

Magnetriihrer Hi-Mix S

Heidolph Instruments, Schwabach, D

pH211 Microprocessor pH Meter

Hanna instruments, Woonsocket, Rhode
Island, USA

Poly-Prep®-Chromatographie Tropfsaule

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

PowerPack HC

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Titramax 101 Orbialschiittler

Heidolph Instruments, Schwabach, D
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TRANS-BLOTe SD SEMI-DRY Transfer
Cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Sunrise™ Plate-Reader

Tecan Group Ltd, Mannerdorf ,CH

SuperDex™200 10 x 30

GE Healthcare, St Giles, UK

Syngene Gelvue GVS20 Syngene Frederick, MD, USA

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Wasserbad Memmert, Schwabach, D

XB 120a Waage Precisa Gravimetrics, Dietikon, CH

XB 2200C Waage Precisa Gravimetrics, Dietikon, CH

Wide Mini-Sub® Cell GT | Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
Agarosegelkammer USA

FACS-Canto-II

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

7.3 Verwendete Software
Tabelle 10: Verwendete Software

GraphPad Prism 6

Graphpad Software, La Jolla, CA, USA

Microsoft Office 2011

Microsoft, Redmond, WA, USA

XL-System II V3.0

Beckmann Coulter, Krefeld, D

MicroBeta Windows Workstation

Beckmann Coulter, Krefeld, D

Unicorn 5.01

GE Healthcare, St Giles, UK

Image) Open source software Schindelin, J.;
Rueden, C. T. & Hiner, M. C. et al. (2015),
"The ImageJ ecosystem: An open platform
for biomedical image analysis", Molecular
Reproduction and Development, PMID
26153368

XFluor4 Tecan Group, Ménnedorf, CHE

Quantity One Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK

Endnote X7 Thomson Reuters, New York, NY, USA

7.4 Verwendete Losungen
Tabelle 11: Verwendete Losungen

1xTBS Puffer

10 mM Tris pH 7,5

150 mM NacCl
1xTBS-Tween Puffer 20 mM Tris
(Waschpuffer 1) pH 7,5

500 mM NacCl

0,05 % Tween 20

1xTBS-Tween Puffer
(Waschpuffer 2)

20 mM Tris-HC1
pH 7,5

500 mM NaCl
0,4 % Tween 20

1xTBT-Tween/Triton Puffer
(Waschpuffer 3)

20 mM Tris-HC1
pH 7,5

500 mM NacCl
0,4 % Tween 20
4 % Triton X-100

Elutionspuffer ahu-k Aufreinigung

0,1 M Glycin
pH 2
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Neutralisierungspuffer fiir ahu-x
Aufreinigung

1 M Tris pH 8,9

Bindungspuffer IMAC-Aufreinigung

50 mM NaH2 PO4
300 mM NaCl

10 mM Imidazol
pH 8

Elutionspuffer IMAC Aufreinigung

50 mM NaH2 PO4
300 mM NaCl
250 mM Imidazol
pH 8

Elektrotransferpuffer
(Anderson-Puffer)

6 g Tris

28,8 g Glycin

10 ml 10 % SDS-Lésung
200 ml Methanol

Entfarbungspuffer fiir PVDF-Membranen
Puffer 1 (Entfarbung)

Puffer 2 (Neutralisierung)

50 ml 5 M NaCl
14,4 ml Eisessig
Auf 500 ml H2 Od

1,5 M Tris
pH 7

LB-Medium

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

pH 7.5

nach Autoklavieren + 1,5 % Agar

nach Abkiihlen: + 100 pg/ml Ampicillin

SOC-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

10 ml KCI (20mM)

Nach Autoklavieren:

+ 5 mM MgCl12 + 20 ml 1M Glucoseldsung

5x Laemmli-Puffer

1650 pul IM Tris pH 6,8

3438 pl 10%SDS

2500 pl Glycerin

0,62 mg Bromphenolblau

Mit Aqua dest. Auf 10 ml

Fiir den reduzierenden Puffer:

+ 2,3 pul Beta-Mercaptoethanol/100 pl Puffer

Percoll-Dichtegradienten

35 ml Percoll

70% Percoll 15 ml 1xPBS
63% Percoll 31,5 ml Percoll
18,5 ml Hanks
FACS-Puffer (Waschpuffer) 1xPBS
1% BSA
0,01% Natriumazid
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Tabelle 12: Verwendete Antikorper

Antikorper Spezifitét Hersteller/Quelle

3G8 Humanes CD16 (FcyRIII) Vorhandenes Hybridom,
(Valerius et al., 1997)

A77 Humanes CD 89 (FcaRI) Vorhandenes Hybridom

(Valerius et al., 1997)

Anti-CD20 Muriner IgG2a,
FITC gekoppelt

CD20

Beckman Coulter, Brea, CA,
USA

Anti-human CD89
monoklonaler Maus IgG1

Humanes CD89 (FcaRI)

R&D Systems, Wiesbaden, D

Anti-Human IgA (o-chain
specific)-Peroxidase-
Antibody, produced in goat

Humane a-Kette

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Anti-Human IgA,
Peroxidase-gekoppelter
Antikorper, produziert in
Ziegen

Humane o-Kette

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Anti-Human
Peroxidase-gekoppelter
Antikorper, produziert in

IgG

Fc-Teil des humanem IgG

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA

C5

Ziegen
Cetuximab EGFR Merck, Darmstadt, D
Eculizumab Humaner Komplementfaktor | Alexion = Pharmaceuticals,

Cheshire, CT, USA

Goat Anti-Human «-FITC

Humane k-Kette

Caltech, Pasadena, CA, USA

IgA2 x

Kontroll IgA-Antikdérper

Meridian Life Science
Memphis, TN, USA

Maus anti human Clg- | Humanes Clq Comptech, Tyler, TX, USA
Antikorper, HRP-gekoppelt

Maus anti human CD14 | Humanes CD14 Beckman Coulter, Brea, CA,
IgA2 USA

Maus anti human CD14- | Humanes CD14 Beckman Coulter, Brea, CA,
IgG2A, FITC-gekoppelt USA

Maus anti human CD16 | Humanes CD16 (FcyRII) Beckman Coulter, Brea, CA,
FeyRIN)  IgGl,  FITC- USA

gekoppelt

Maus anti human CD23 | Humanes CD23 Beckman Coulter, Brea, CA,
IgGl  Antikérper, APC- USA

gekoppelt

Maus anti human CD32 | Humanes CD32 (FcyRII) Beckman Coulter, Brea, CA,
(FeyRID) IgG2, PE-gekoppelt USA

Maus anti human CD64 | Humanes CD64 (FcyRI) Beckman Coulter, Brea, CA,
(FeyRI)-  IgGl,  FITC- USA

gekoppelt

Maus anti human CD89 | Humanes CD89 (FcaRI)- R&D Systems, Wiesbaden, D
(FcaRI)-IgG1, FITC-

gekoppelt
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gerichteter IgG1 Antikorper

Monoklonaler muriner | Humanes CD32b (FcyRIIb) | R&D Systems, Wiesbaden, D
CD32b-gerichteter  IgG2A

Antikorper

PE-markierter CD20- | Humanes CD20 Beckman Coulter, Brea, CA,

USA

Polyklonaler Kaninchen anti
human CD351 (Fca/uR) IgG
Antikorper, FITC-gekoppelt

Humaner Fca/pR

Biorbyt, Cambridge, UK

Polyklonaler Rabbit Anti-
Human IgA - FITC

Humane o-Kette

Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA

Polyklonaler Ziege CD32a-
gerichteter IgG Antikorper

Humanes CD32a (FcyRIIa)

R&D Systems, Wiesbaden, D

Rituximab Humanes CD20 Bezogen iber
Zentralapotheke

Tositumomab Humanes CD20 Bezogen iber
Zentralapotheke

TX57 Fca/uR (Cho et al, 2006), zu
Verfiigung gestellt von Prof.
Akira Shibuya

Ziege anti human o HRP

Humane o-Kette

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Ziege anti human IgG HRP

Humane y-Kette

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Ziege anti human x-Light
Chain HRP

Humane k-Kette

BIOZOL Diagnostica,
Eching, Germany

Ziege anti human x-Light

Humane k-Kette

Abcam, Cambridge, UK

Chain polyklonal

Ziege anti human «-light | Humane x Leichtkette Southern Biotech,
Chain  specific ~ FITC- Birmingham, AL
gekoppelter Antikdrper

7.6 Verwendete Einmalmaterialien
Tabelle 13: Verwendete Einmalmaterialien

96-Well Platte

Thermo Scintific, Waltham, MA, USA

96-Well-Platte

Sarstedt, Niimbrecht, D

BD Falcon Cell Strainer (70 pl Nylon)

BD Biosciences, Bedford, MA, USA

Citrat-Rohrchen

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Combitips advanced 2,5 ml (steril/ unsteril)

Eppendorf, Hamburg, D

Express™Plus-Systems

Merck, Darmstadt, D

FACS-Ro6hrchen (5ml )

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Falcons (15 ml/ 50 ml)

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Immuno Module (ELISA-Streifen)

Nunc, Roskilde, DK

Micro-Schraubréhrchen (2 ml/ 1,5 ml)

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Parafilm Verschlussfolie

Th. Geyer, Renningen, D

Poly-Prep® Chromatography colums

USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,

Reagent Reservoir (50 ml)

VWR International, West Chester, PA, USA

Safe Seal micro tube (2 ml/ 1,5 ml)

Sarstedt, Niirnbrecht, D
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Safety-Multifly-Set

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Serologische Pipetten (2/ 10/ 25/ 50 ml,
steril)

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Serum-Rohrchen

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Sterile Spatel

VWR International, West Chester, PA, USA

Top-Seal A

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

VIVASPIN 6 10,000 MWCO PES

Sartorius GmbH, Goéttingen, D

Zellkulturflaschen mit Filter

Greiner, Frickenhausen, D

Zellkulturschalen

Sarstedt, Niirnbrecht, D

7.7 Verwendete Kits & Reagenzien

Tabelle 14: Verwendete Kits und Reagenzien

7-AAD Viability Staining Solution

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Aleuria aurantia Lektin

Vector Laboratories, Burlingame, Ca, USA

Annexin V-FITC BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Concanavalin A Vector Laboratories, Burlingame, Ca, USA
Humanes C1q Protein R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
IL-1B Peprotech, Hamburg, D

1L4 Peprotech, Hamburg, D

M-CSF Peprotech, Hamburg, D

nicht-essentielle Aminosduren

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Ricinus communis agglutinin A

Vector Laboratories, Burlingame, Ca, USA

7.8. Durchgefiihrte Immunfluoreszenzen

Tabelle 15: Durchgefiihrte Immunfluoreszenzen

Versuch Zellen Primérer Antikdrper | Sekundérer Antikdrper | Inkubationszeiten
(Anzahl)
Direkte Immunfluoreszenzen
CD14- Monozyten, Monoklonaler 1h bei 4°C
Expression Makrophagen Antikorper CD14-
FITC
(1,5x 10%
CD16- Monozyten, Monoklonaler 1h bei 4°C
Expression Makrophagen Antikdrper  CD16
(FyRIIT) — FITC- Intratect 10 pl
5
(1,5 x 10°) gekoppelt Smg/ml
CD20 Expression | Ramos, Raji, | CD20-FITC Muriner 1h bei 4°C
Daudi, Wien- | IgG2a, Klon B9E9;
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133, Granta- | FITC gekoppelt
519, Mino,
MEC-2, ARH 77
(1,5x10%)
CD23- Monozyten, Maus anti human | - 1h bei 4°C
Expression Makrophagen CD23 IgGl
Antikorper,  APC-
(15x10°) gekoppelt
CD32- Monozyten, Monoklonaler - 1h bei 4°C
Expression Makrophagen Antikorper  CD32
(FyRI) -  PE- Intratect 10 pl
(1,5x10% ackoppelt 5mg/ml
CD351- Monozyten, Polyklonaler - 1h bei 4°C
Expression Makrophagen Kaninchen anti
human CD351 Intratect 10 pul
(1,5x 109 (Fea/uR) 19G 5mg/ml
Antikorper, FITC-
gekoppelt
CD64- Monozyten, Monoklonaler - 1h bei 4°C
Expression Makrophagen Antikdrper  CD64
(FyRT) — FITC- Intratect 10 pl
(1,5x 10%) aekoppelt 5mg/ml
CD&9- Monozyten, Maus anti human | - 1h bei 4°C
Expression Makrophagen CD89 (FcaRI)-
1eG1, FITC- Intratect 10 pl
(1,5 x10% gekoppelt 5mg/ml

Indirekte Immunfluoreszenzen

Bindung
CD20

an

CD20
exprimierende

CHO-Zellen

(1,5x 10

1F5-IgA2, 1F5-1gG,

Kontrollantikdrper

Ziege anti human «-
light Chain
FITC-gekoppelter

specific

Antikdrper
/polyklonaler

Kaninchen-

Jeweils 1h bei 4°C
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antihuman-IgA-FITC

Bindung an BHK21 1F5-IgA2, 1F5-IgG, | Ziege anti human x- | Jeweils 1h bei 4°C
Kontrollantikdrper light Chain specific
FcaRI/ FcRy FcaRI/ FcRy FITC-gekoppelter
Kotransfiziert Antikérper /
(15 x 10%) Polyklonaler ~ Rabbit
Anti-Human IgA -
FITC
Bindung an BHK 21 1F5-IgA2, 1F5-IgG, | Ziege anti human x- | Jeweils 1h bei 4°C
Kontrollantikdrper | light Chain specific
FcyRIIla/FcRy- FcyRIIla/FcRy FITC-gekoppelter
Kotransfiziert Antikorper
(1,5x 10%
CD89- Makrophagen Anti-human CD89 | Ziege anti human x- | Jeweils 1h bei 4°C
Expression monoklonaler Maus | light Chain specific
(1,5x 10°) IeG1 FITC-gekoppelter Intratect 10 pl
Antikdrper Smg/ml
CD32a- Makrophagen Polyklonaler gegen | Ziege anti human - | Jeweils 1h bei 4°C
Expression humanes ~ CD32a- | light Chain specific
(1,5x 10% gerichteter 1¢G | FITC-gekoppelter Intratect 10 pl
Antikorper aus der | Antikdrper Smg/ml
Ziege
CD32b- Makrophagen monoklonaler gegen | Ziege anti human - | Jeweils 1h bei 4°C
Expression humasnes  CD32b- | light Chain specific
(1,5x 10°) gerichteter  1gG2a | FITC-gekoppelter Intratect 10 pl
Antikdrper Antikdrper Smg/ml
CD14- Makrophagen Monoklonaler gegen | Ziege anti human - | Jeweils 1h bei 4°C
Expression humanes CD14- | light Chain specific
(1.5 x 10 gerichterer IgG1 | FITC-gekoppelter
Antikorper Antikorper
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

7
7-AAD ...ccoeeeeeeeeeieieeeeeeeee, 7-Amino-Actinomycin D

A
Asialoglykoproteinrezeptor
........................................... Absorbtionseinheiten

B
BCR ..ottt B-Zell Rezeptor

C
(610 PR Cluster of Differentiation
CDC..uvveeeee komplementabhéngige Zytotoxizitit
CFSE............. Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
CH e Constant heavy

CHOEP ...Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin,
Etoposid, Prednison

CHOP .....Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin,
Prednison

CLLoeeeieeeieeene, Chronisch lymphatische Leukdamie

D

DLBCL ....eeeeuveee. Diffus grofRzelliges B-Zelllymphom

E

[ Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA............. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

F

Fab..ooooeeeiieeeieec e, Fragment antigen binding

Fc Fragment crystallizable

FDA .. Federal Drug Administration

G

G-CSF..Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor

GPA......ccee. Granulomatose mit Polyangiitis

H

HC e Heavy Chain

HL o Hodgkin Lymphom

HRP oot Horseradish Peroxidase

I

.................................................... Immunglobulin
....mmunglobulin A
... Immunglobulin D
.................................................. Immunglobulin E
................................................ Immunglobulin G
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1=V U Immunglobulin M
IMDM...... ... Iscove Modified Dulbecco Medium
| ] [ Internationaler Prognostischer Index
ITAM ....Immunoreceptor tyrosine—based activation
motif
ITIM...... Immunoreceptor tyrosine- based inhibiton
motif

L

LC e Light Chain
LPS ettt Lipopolysaccharide
M

Membran-Angriff Komplex
................... Magnetic Cell Seperation
................. Mannan-bindendes Lektin
........ Multiples Myelom
Mononukledre Zellen
Mikroskopische Polyangiitis

N

NHL. oot Non Hodgkin Lymphom
NK-Zellen ......cccoveeevivveeeeiieeens natlrliche Killerzelle
NIM e e e e e eeees Nanometer
P

PCD.eoveeeeeeeeeeeeee e Programmed Cell Death
PMN .o, Polymorphnukleare Zellen

............................................... Phosphatidylserin
Polyvinylidenfluorid
Polyvinylpyrrolidon

R-CHOP Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristin, Prednison

RKE et Robert Koch-Institut
S

) N Kleinzelliges lymphozytisches Lymphom
u

U/MiN e Umdrehungen pro Minute
v

VH. oot Variabel Heavy
W

WHO....ccvveeeeiieieeee, Wolrd Health Organisation
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