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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Antikorper in der Therapie von Tumorerkrankungen

Antikorper, durch B-Lymphozyten produzierte Proteine, werden heutzutage zur gerichteten
Therapie verschiedener Erkrankungen eingesetzt. Sie bilden mittlerweile eine fest etablierte
Wirkstoffklasse in der Therapie maligner Erkrankungen sowie von System- oder Autoimmun-
erkrankungen (Hafeez et al. 2018). Durch ihre spezifische Bindung nach dem Schlissel-
Schloss-Prinzip an ihre entsprechenden Zielstrukturen, die sogenannten Antigene, stellen sie
eine selektive, zielgerichtete Immuntherapie dar. Die Zielstrukturen werden dabei moglichst so
gewahlt, dass ihre Expression auf entarteten Tumorzellen moéglichst hoch und gleichzeitig auf
gesundem Gewebe relativ gering ist. Durch diese Selektivitat geht die Antikdrpertherapie im
Vergleich zur konventionellen Chemotherapie in vielen Fallen mit deutlich geringeren
Nebenwirkungen einher. Bei der Antikdrpertherapie handelt es sich mit der erstmaligen
klinischen Zulassung eines therapeutischen Antikdrpers im Jahr 1986 um eine relativ neuartige
Therapieform. Dieser monoklonale Antikérper, genannt Muromonab-CD3 (OKT3), gegen das
Antigen cluster of differentiation (CD) 3 auf T-Zellen wurde zur Behandlung akuter
AbstoRRungsreaktionen nach allogener Organtransplantation eingesetzt (Kung et al. 1979;
Smith 1996). Vor allem die Zulassung des CD20-Antikdrpers Rituximab im Jahr 1997 stellte
den grofRen Durchbruch dieser Therapieform in der Tumortherapie dar und hat die Behandlung
von unterschiedlichen Leuk&amieformen und Lymphomen der B-Zell-Reihe revolutioniert
(Maloney et al. 1997; McLaughlin et al. 1998).

Die Entwicklungsgeschichte von therapeutischen Antikérpern reicht allerdings bereits bis an
das Ende des 19. Jahrhunderts zurlick (Strebhardt und Ullrich 2008). Zu dieser Zeit entstanden
mit Paul Ehrlichs ,Seitenkettentheorie und seinem Konzept der Zauberkugeln (engl. ,magic
bullets®) bereits erste Visionen uber die Existenz spezifischer, zielgerichteter Molekule. Ehrlich
ging davon aus, dass Korperzellen ,Seitenketten® (Antitoxine) tragen, die an bestimmte
Né&hrstoffe und spezifische Toxine binden kénnen und durch Abgabe an das Blut das Toxin
als Antitoxin neutralisieren konnen (Ehrlich 1900). Ehrlichs ,Seitenketten” wurden im Lauf der
Zeit als von aktivierten B-Zellen produzierte Antikorper oder Immunglobuline identifiziert. Mitte
des 20. Jahrhundert gelang schliel3lich Rodney R. Porter und Gerald Edelman die Aufklarung
der genauen Struktur von Antikdrpern (Edelman et al. 1969; Porter 1973). Durch die
Entwicklung der Hybridom-Technik im Jahr 1975 war man nun in der Lage, reichliche Mengen
eines monoklonalen Antikérpers mit definierter Spezifitat zu produzieren. Bei diesem
Verfahren werden antikbrperproduzierende B-Zellen aus immunisierten Mausen mit einer
Myelomzelllinie fusioniert und so immortalisierte B-Hybridomzellen erzeugt. Nach
Vereinzelung erhalt man Hybridomzellen, die einen bestimmten, monoklonalen Antikdrper
produzieren (Kéhler und Milstein 1975). Im Menschen eingesetzt fihrten diese murinen
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EINLEITUNG

Antikérper neben therapeutischen Erfolgen allerdings zu ausgepragten immunogenen
Reaktionen, da sie vom humanen Immunsystem als fremd erkannt wurden. Durch die Bildung
von humanen anti-Maus-Antikorpern (engl. human-anti mouse-antibodies, HAMAS) in den
Patienten wurden die murinen Antikdrper neutralisiert und verloren so ihre therapeutische
Wirkung (Shawler et al. 1985). Erst durch Weiterentwicklung der biotechnologischen Verfahren
gelang es, AntikOrper mit immer geringerem immunogenem Potential und effizienterer
Interaktion mit dem humanem Immunsystem zu generieren. Dazu wurden die murinen Anteile
der Antikorper schrittweise durch die entsprechenden humanen Doméanen ersetzt (Abbildung
1). Durch Chimarisieren von murinen Antikdrpern wurden beispielsweise alle Regionen eines
Antikdrpers, bis auf die variablen Regionen, durch humane Anteile ersetzt (Morrison et al.
1984). Ein Beispiel dafur stellt der chimare CD20-Antikorper Rituximab dar (Reff et al. 1994).
Bei humanisierten Antikdrpern bestehen zuséatzlich noch weitere Teile der variablen Region
aus humanen Anteilen und nur die hypervariablen komplementaritatsbestimmenden Regionen
(engl. complementarity-determining regions, CDR), als Teil der variablen Region, ist murinen
Ursprungs (Jones et al. 1986). Durch die Produktion von Antikérpern in transgenen Tieren, in
denen die fir die Produktion spezieseigener Antikorper elementaren Gensegmente deletiert
und Gene fir humane Antikdrper eingefiigt wurden, oder durch die Phagen-Display
Technologie kdnnen vollstdndig humane Antikdrper generiert werden (Clackson et al. 1991;
Lonberg 2005). Zudem kdnnen humane Antikdrper auch durch humane, immortalisierte B-
Gedachtniszellen gewonnen werden (Lanzavecchia et al. 2007).

Panitumumab
(2006)

Trastuzumab
\ (2000)
Rituximab
\ (1997) [[] Murine Anteile
Hybridome (1975) = ] Humane Anteile
Muromonab-CD3 (1986) =

Abbildung 1: Ubersicht tber die zeitliche Entwicklung der Antikérper-Technologien und Zulassung
entsprechender Antikdrper. Mit der Zeit wurden Antikdrper mit immer geringeren murinen Anteilen entwickelt.
Abgewandelt nach Kellner und Peipp 2013.
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Im Moment sind bereits zahlreiche Antikdrper fur eine klinische Behandlung zugelassen und
allein im Jahr 2018 erhielten zwo6lf weitere eine klinische Zulassung (Kaplon und Reichert
2019). Dabei handelt es sich in der Regel um Antikérper vom IgG-Isotyp (Strohl 2018).
Insgesamt existieren funf verschiedene Antikorper-Isotypen (IgA, 1gD, IgE, 19G, IgM), die unter
anderem Unterschiede in ihrer Struktur, in vivo Plasmaretentionszeit und Funktion aufweisen.
Beim Menschen werden fir den IgG-Isotyp vier verschiedene IgG Subklassen (1-4)
beschrieben. Diese unterscheiden sich insbesondere im Aufbau der konstanten schweren
Kette und dadurch in Teilen ihrer Wirkmechanismen (Schroeder und Cavacini 2010). Die
Struktur eines 1gG-Antikorpers ist exemplarisch in Abbildung 2 dargestellt. Dieser besitzt
anndhernd eine Y-Form und besteht aus je zwei identischen leichten (engl. light chain, LC)
und zwei identischen schweren (engl. heavy chain, HC) Polypeptidketten (Edelman 1973). Die
beiden schweren Ketten sowie jeweils ein schwere und eine leichte Kette sind kovalent Uber
Disulfidbriicken verbunden. Die einzelnen leichten und schweren Ketten setzen sich dabei aus
mehreren, ca. 110 Aminosauren grof3en Immunglobulin-Doméanen zusammen. Die leichten
Ketten werden jeweils aus einer variablen (V) und einer konstanten (C.) Doméane aufgebaut,
wahrend die schweren Ketten neben einer variablen (V4) aus drei konstanten (Cul-3)
Regionen bestehen. Sequenzunterschiede der variablen Regionen zwischen einzelnen
Antikorpern resultieren in verschiedenen Antigenspezifitdten, was zu ihrer Bezeichnung als

variable Domane fihrt.

Fab-Domane

Fc-Doméne

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines IgG-Antikdrpers. Ein IgG-Antikdrper setzt sich aus zwei identischen
leichten (engl. light, L) und schweren (engl. heavy, H) Ketten zusammen. Diese sind untereinander Uber
Disulfidbriicken verbunden (schwarze Linie). Eine leichte Kette besteht aus einer variablen (Vi, griin) und einer
konstanten (C., grau) Doméne, wahrend die gro3ere schwere Kette sich aus einer variablen (Vu, grin) und drei
konstanten (Cul-3, grau) Doménen zusammensetzt. IgG-Antikdrper besitzen zwei Antigen-bindende Fragmente
(Fab-Domaéne), die die Antigen-Spezifitdt bestimmen und die aus der leichten Kette sowie der Vu- und Cnl-Doméne
der schweren Kette bestehen. Die Cn2- und Cn3-Domaéanen bilden die Fc-Doméne, die mit Fcy-Rezeptoren auf
Immunzellen oder Komplementfaktoren interagieren kann.

Die leichte Kette sowie das aus Vu- und Cyl-Doméne bestehende fragment difficult (Fd) der

schweren Kette bilden das Antigen-bindende Fragment (engl. fragment antigen binding, Fab)

eines Antikorpers. Jeder monoklonale Antikérper besitzt somit zwei Fab-Domanen, die in der

Regel das identische Antigen binden. Die Cn2- und Cu3-Domaéne der beiden schweren Ketten

stellen das Fc-Fragment (engl. fragment crystallizable) dar, das mit verschiedenen

Komponenten des Immunsystems interagieren kann. Zwischen der Cnyl- und Cu2-Domane
3
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befindet sich eine bewegliche Gelenkregion der Polypeptidkette, die sogenannte Hinge-
Region (Edelman 1973; Padlan 1994). Weiterhin ist in den Cy2-Doménen der Fc-Doméne
jeweils eine verzweigte Zuckerkette an die Aminoséure Asparagin in der Position 297 (N297)
gebunden (Arnold et al. 2007).

1.2 Wirkmechanismen therapeutischer Antikdrper

Fur therapeutische Antikérper konnten zahlreiche verschiedene Effektormechanismen
identifiziert werden (Scott et al. 2012; Weiner, 2015). Unterschieden wird dabei zwischen
direkten, Fab-vermittelten Effekten, die sich durch die Bindung eines Antikérpers an sein
Antigen ergeben, und zwischen indirekten, Fc-vermittelten Effekten. Bei Letzteren wird die
Wirkung eines Antikdrpers indirekt durch die Rekrutierung von Komponenten des
Immunsystems, wie Effektorzellen oder Komplement, nach Bindung an die Fc-Doméane eines

Antikorpers vermittelt.

1.2.1 Direkte Effektormechanismen

Direkte, Fab-vermittelte Effekte bendtigen nicht notwendigerweise die Fc-Domane und
beruhen allein auf der direkten Interaktion eines Antikdrpers mit seinem Zielantigen (Glennie
et al. 2007; Scott et al. 2012) (Abbildung 3). Dieses befindet sich in der Regel an der
Zelloberflache, kann aber auch ein freies, l6sliches Molekul darstellen. Durch die Bindung an
Wachstumsrezeptoren konnen therapeutische Antikorper unter anderem intrazellulare Signal-
wege unterbrechen und so das Tumorwachstum einschranken. Dies ist beispielsweise fur den
chimaren Antikorper Cetuximab, der gegen den Wachstumsrezeptor epidermal growth factor
receptor (EGFR) gerichtet ist, beschrieben. Dieser Antikdrper verhindert durch die Bindung an
EGFR die Dimerisierung des Rezeptors, wodurch es zur Unterbindung der stimulierenden
Signalkaskade und zu geringerer Tumorzellproliferation kommt (Patel et al. 2009). Zudem wird
die Bindung des eigentlichen Liganden epidermal growth factor (EGF) gestort und so die
Rezeptoraktivierung unterbunden. Durch das Ausbleiben der pro-proliferierenden Signal-
kaskade des Rezeptors resultiert dies unter anderem in einem Zellzyklusarrest (Ciardiello und
Tortora 2008). Auch losliche Faktoren wie beispielsweise Wachstumshormone oder Zytokine
kénnen Zielstrukturen fir therapeutische Antikdrper darstellen und mit diesen neutralisiert
werden. So kénnen zum Beispiel proliferationsstimulierende Signale auf Tumorzellen
unterbunden oder Apoptose in malignen Zellen induziert werden (Zhong et al. 2017). Zudem
konnen Antikorper verschiedene Oberflachenproteine kreuzvernetzen und auf diese Weise
intrazellulare Signalkaskaden auslosen, die einen Zyklusarrest oder die Induktion von

Apoptose bewirken (Shan et al. 1998).
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Abbildung 3: Direkte Wirkmechanismen therapeutischer Antikdrper. Therapeutische Antikdrper kénnen durch
Bindung an lI6sliche oder zellgebundene Liganden proliferative (schwarzer Pfeil) intrazelluldare Signalwege
inhibieren (gestrichelter schwarzer Pfeil) (A-C): (A) Blockade der Rezeptor-Dimerisierung, (B) Blockade der
Rezeptor-Ligandeninteraktion durch Rezeptorbindung, (C) Blockade der Rezeptor-Ligandeninteraktion durch
Ligandenbindung. Des Weiteren kénnen Antikdrper durch Bindung an ein Zelloberflachenantigen den Zelltod (roter
Pfeil) in der Zielzelle induzieren (D). Abgewandelt nach Kellner und Peipp 2013.

Eine weitere Form der Fab-vermittelten Effekte stellt das Modulieren des Immunsystems mit
Hilfe von Antikérpern dar. So kénnen Antikorper beispielsweise durch Blockade immun-
suppressiver Rezeptoren auf T-Zellen zur Einleitung oder Aufrechterhaltung einer T-Zell-
Antwort gegen Tumorzellen fihren (Leach et al. 1996). Einer dieser Immun-Checkpoint-
Inhibitoren ist der gegen das inhibitorische Molekul cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein
4 (CTLAA4) auf T-Zellen gerichtete humane Antikorper Ipilimumab (Hafeez et al. 2018).

1.2.2 Indirekte Wirkmechanismen

Neben den direkten Effekten kdnnen Antikorper ihre Wirkung auch indirekt durch Aktivierung
anderer Effektoren wie Komplement oder Effektorzellen vermitteln. Dabei werden die
Komponenten des Immunsystems Uber die Bindung an die Fc-Domane aktiviert, wahrend der
Antikorper gleichzeitig an das entsprechende Zielantigen gebunden ist. Die komplement-
abhangige Zytotoxizitat (engl. complement-dependent cytotoxicity, CDC) stellt eine Form der
indirekten Effektormechanismen dar (Abbildung 4). Dabei kommt es in Antigen/Antikdrper-
Komplexen zur Bindung des Komplementfaktors C1qg an die Fc-Doméane eines Antikdrpers.
Nach Kreuzvernetzung mehrerer Antikorper Uber Cl1lq wird der klassische Weg des
Komplementsystems ausgeldst. Dieser fuhrt Gber die Aktivierung der Komplementfaktoren C2-
C9 zur Formierung des Membranangriffskomplexes (engl. membrane attack complex, MAC)
an der Zelloberflache und |6st dadurch die Zelllyse aus (Dunkelberger und Song 2010).
Antikérper wie Rituximab sind in der Lage, Tumorzellen durch CDC zu lysieren (Reff et al.
1994). Die Bedeutung der CDC-Aktivitat vor allem fir die Wirksamkeit therapeutischer
Antikorper in vivo ist im Moment noch nicht eindeutig geklart und wird kontrovers diskutiert. So

5
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konnte fur Rituximab in C3- oder C4-defizienten Mausen gezeigt werden, dass ein intaktes
Komplementsystem keine Voraussetzung fur die Wirksamkeit therapeutischer Antikorper
darstellt (Uchida et al. 2004; Nimmerjahn und Ravetch 2005). Andererseits konnten
verschiedene Arbeitsgruppen in Mausmodellen die elementare Bedeutung von CDC als
Wirkmechanismus nachweisen (Di Gaetano et al. 2003; Golay et al. 2006). Daruber hinaus
konnten in Patienten mit refraktarer chronischer lymphatischer Leukdmie (CLL) und h&ufig
zuséatzlich bestehendem Defizit an Komplementfaktoren durch die kombinierte Gabe von
Rituximab und gefrorenem Frischplasma (engl. fresh frozen plasma, FFP), als Quelle fur
Komplementfaktoren, gute klinische Ansprechraten erreicht werden (Klepfish et al. 2009; Xu
et al. 2011).

Durch Aktivierung des Komplementsystems kénnen zusatzlich auch Effektorzellen rekrutiert
werden. So werden im Ablauf des klassischen Wegs der Komplementaktivierung neben der
Formierung des Membranangriffskomplexes auch Opsonine wie der Faktor C3b gebildet.
Dieser bindet kovalent an die Zelloberflache von Tumorzellen und kann durch Komplement-
rezeptoren auf Immunzellen erkannt werden. Immunzellen werden auf diese Weise aktiviert
und sind in der Lage, Tumorzellen zu eliminieren (Dunkelberger und Song 2010; Lee et al.
2017). Bei diesen Mechanismen handelt es sich um die komplementabhangige zellvermittelte
Phagozytose (engl. complement-dependent cell-mediated phagocytosis, CDCP) oder die
komplementabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat (engl. complement-dependent cell-
mediated cytotoxicity, CDCC).

Eine weiter Form der indirekten, immunvermittelten Wirkungsweisen stellt die Rekrutierung
von Effektorzellen dar, die Tumorzellen effizient Gber antikdrperabhéngige zellvermittelte
Zytotoxizitat (engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) und die antiktrper-
abhangige zellvermittelte Phagozytose (antibody-dependent cell-mediated phagocytosis,
ADCP) beseitigen konnen. Dabei kommt es zur Interaktion der Fc-Doméne eines IgG-
Antikdrpers mit aktivierenden Fcy-Rezeptoren auf Immuneffektorzellen, wie Natlrlichen
Killerzellen (NK-Zellen), Granulozyten oder Monozyten. Diese werden durch die Interaktion
stimuliert und aktiviert und sind so in der Lage abhangig vom Zelltyp, Tumorzellen auf
verschiedene Weise zu eliminieren. Durch Rekrutierung von Monozyten, als auch
Granulozyten kann die Phagozytose der Tumorzellen vermittelt werden (ADCP). NK-Zellen,
Monozyten sowie Granulozyten kdnnen nach ihrer Aktivierung durch Freisetzung von lytischen
Faktoren zur Lyse der Tumorzelle filhren (ADCC) (Scott et al. 2012; Weiner 2015). Vor allem
die Uber Fcy-Rezeptoren vermittelte Rekrutierung von Effektorzellen stellt einen wichtigen
Wirkmechanismus vieler therapeutischer Antikorper, wie Rituximab und Trastuzumab, einen
Antikérper gegen den Wachstumsrezeptor human epidermal growth factor receptor 2 (HER2),
dar (Clynes et al. 2000; de Haij et al. 2010; Musolino et al. 2008).
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Abbildung 4: Indirekte, immunvermittelte Wirkmechanismen therapeutischer Antikdrper. Antikorper
gebunden an ihr entsprechendes Zielantigen kénnen uber ihren Fc-Teil verschiedene Komponenten des
Immunsystems aktivieren. Durch die Interaktion der Fc-Dom&ne mit dem Komplementfaktor Clgq kann
komplementabhéngige Zytotoxizitat (CDC) induziert werden. Die Bindung des Fc-Teils eines Antikdrpers an Fcy-
Rezeptoren auf Immuneffektorzellen fiihrt zu deren Aktivierung. Diese kénnen durch antikérperabhéangige
zellvermittelte Zytotoxizitét (ADCC) oder antikérperabhéngige zellvermittelte Phagozytose (ADCP) zur Elimination
der Zielzelle fihren. Abgewandelt nach Kellner und Peipp 2013.

Fur IgG existieren verschiedene humane Fcy-Rezeptoren, FcyRI-11l (CD64, CD32, CD16), die
auf diversen hamatopoetischen Zellen exprimiert werden. Eine Ubersicht (ber die
verschiedenen Formen ist in Tabelle 1 dargestellt. Dabei kann zwischen einem inhibierenden
und mehreren aktivierenden Fcy-Rezeptoren unterschieden werden. Vor allem das
Vorhandensein aktivierender Rezeptoren auf Effektorzellen ist fir die therapeutische
Wirksamkeit entscheidend. Dies zeigte sich fir klinisch relevante Antikdrper wie Rituximab
oder Trastuzumab in Maus-Modellen, in denen durch genetischen Knockout der FcyR-
assoziierten, gemeinsamen FcR y-Kette keine aktivierenden Fcy-Rezeptoren auf der
Zelloberflache exprimiert werden und so die Wirksamkeit der Antikorper stark verringert ist
(Clynes et al. 2000). Des Weiteren fuhrt auch die Interaktion mit dem inhibierenden FcyRIIb
auf Monozyten oder Makrophagen zu einer geringeren zytotoxischen Aktivitat (Clynes et al.
2000). Wichtig scheint ebenfalls die Tatsache, dass myeloische Effektorzellen gleichzeitig
sowohl aktivierende als auch den inhibierenden FcyRIIb exprimieren, wahrend NK-Zellen
davon ausgenommen sind und in der Regel nur den aktivierenden FcyRllla und teilweise auch
den aktivierenden FcyRIlc exprimieren (van Sorge et al. 2003; Nimmerjahn und Ravetch
2008). Weiterhin wurden fir mehrere Rezeptoren verschiedene Allele identifiziert, die weiteren
Einfluss auf die Affinitat zur Fc-Domane von therapeutischen Antikérpern haben. Fiur FcyRllla
wurde eine Variante, FcyRllla-158V (Valin), beschrieben, die im Vergleich zu FcyRllla-158F
(Phenylalanin) die Fc-Doméane eines IgG-Antikorpers mit einer deutlich hoheren Affinitat
bindet. In in vitro Versuchen zeigte sich, dass die Expression der FcyRllla-158V Variante mit
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gesteigerten ADCC-Raten durch NK-Zellen assoziiert war (DallOzzo et al. 2004). Die
verschiedenen Allele von FcyRIlla haben zudem Auswirkungen auf die Ansprechraten in
Patienten bei der Therapie mit Rituximab oder anderen therapeutischen Antikorpern.
Patienten, die homozygot fur Valin in der Position 158 von FcyRllla sind, zeigen ein deutlich
gesteigertes Ansprechen und langeres progressionsfreies Uberleben bei einer Therapie mit
Rituximab als F/F-homozygote oder heterozygoten Patienten (Cartron et al. 2002; Weng und
Levy 2003). Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch fir das hochaffine Allel FcyRlla-131H
(Histidin) im Vergleich mit FcyRlla-131R (Arginin) (Musolino et al. 2008). Zudem besitzen die
verschiedenen Rezeptorformen unterschiedliche Affinitaten fir die Fc-Doménen. So weist
beispielweise FcyRI eine sehr hohe Affinitat fir IgG auf, wahrend alle anderen Fcy-Rezeptoren
nur niedrig affin sind. Auch die verschiedenen IgG-Isotypen weisen unterschiedliche Affinitaten
zu aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren auf. IgG-Isotypen mit hoher Affinitat zu
aktivierenden und geringer Bindung an inhibierenden Fcy-Rezeptoren zeigen in Tiermodellen
eine hohere zytotoxische Aktivitat gegeniber Tumorzellen als IgG-Isotypen mit nachgewiesen
geringerer Affinitat zu aktivierenden Rezeptoren (Nimmerjahn und Ravetch 2005). Fir jeden
Antikérper kann so ein A/I-Profil errechnet werden, das aus dem Quotienten der
Bindungsstarke an aktivierende (A) und inhibierenden (I) Fcy-Rezeptoren besteht. Antikdrper-
isotypen mit einem hohen A/I-Wert haben eine potentere Antitumoraktivitat (Nimmerjahn und
Ravetch 2005). Das A/I-Profil kann dazu genutzt werden, die Effektivitat einer Therapie
einzuschatzen. Die verschiedenen Daten lassen darauf schlieRen, dass abhangig vom
Antikorperisotyp als auch von Fcy-Rezeptor-Polymorphismen die Bindungen zwischen Fc-
Doméne und Fcy-Rezeptor unterschiedlich stark sind und sich so auf die zytotoxische Aktivitét

eines Antikorpers auswirken.

Tabelle 1: Ubersicht {iber die verschiedenen humanen Fcy-Rezeptoren, abgewandelt nach Woof und Burten
2004; Nimmerjahn und Ravetch 2008; van der Heijden et al. 2012.

Aktivierend Inhibierend
N FcyRI FcyRlla FcyRllc FcyRllla FcyRIlIb FcyRIIb
(CD64) (CD32a) (CD32c) (CD16a) (CD16b) (CD32b)
Affinitat Hoch Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig
FcyRlla- FcyRllla- FcyRlIlb-
Allele 131H ) 158V | NA1*** 2321
FcyRlla- FcyRllla- NA2*** FcyRlIlb-
131R 158F 232T
Makrophagen
Makrophagen | Makrophagen Makrophagen Monozyten
g Monozyten Monozyten Makrophagen
Expression Monozyten Granulozyten
Granulozyten* | Granulozyten Monozyten Granulozyten o
auf o o Granulozyten Dendritische
Dendritische Dendritische . NK-Zellen
NK-Zellen** Zellen
Zellen* Zellen
B-Zellen

* nach Stimulation; ** funktionaler FcyRllc in ca. 10-20% der Individuen exprimiert; *** NA, Neutrophil specific

antigen.
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1.3 Optimierung von Antikdrpern

Die Entwicklung therapeutischer Antikérper hat die Prognose fur viele Tumorpatienten enorm
verbessert und ist heute Standard in der Behandlung vieler Tumorerkrankungen. Allerdings
kénnen davon nicht alle Patienten profitieren (Cobleigh et al. 1999; McLaughlin et al. 1998).
So stellen das Nicht-Ansprechen, der Wirksamkeitsverlust im Lauf der Antikérpertherapie und
die Entwicklung eines Rezidivs groRe Herausforderungen im Rahmen der Antikorpertherapie
dar. Aufgrund dieser Tatsache stellt die Weiterentwicklung therapeutischer Antikérper aktuell
ein zentrales Gebiet der translationalen Forschung dar. Dabei werden einerseits Anséatze wie
das Fc-Engineering verfolgt, bei denen Veranderungen an der Fc-Domane eines Antikérpers
durchgefuhrt werden. Auf der anderen Seite werden neue Antikorperformate generiert, die
eine neue Struktur besitzen und so eine gesteigerte Rekrutierung von Effektorzellen aufweisen
(z.B. bispezifische Antikorper). Ein weiterer Ansatzpunkt ist, AntikGrper mit Zellgiften zu
koppeln und so den Antikdrper als Transportprotein zu einer bestimmten Zielstruktur zu nutzen
(Weiner 2015).

1.3.1 Fc-Engineering

Insbesondere fir die indirekten, Fc-vermittelten Wirkmechanismen konnte mehrfach die
Bedeutung fur die Wirksamkeit therapeutischer Antikrper gezeigt werden (Zafir-Lavie et al.
2007; Scott et al. 2012). Aus diesem Grund wird beim Fc-Engineering versucht, durch gezielte
Veranderungen an der Fc-Doméne eines Antikorpers dessen Affinitat zu Fcy-Rezeptoren oder
zu Komplementfaktoren zu steigern. Eine dadurch erhdhte zytotoxische Aktivitat soll so in
einer gesteigerten Effektivitat der therapeutischen Antikorper resultieren. Dazu kann zum
einen die Fc-gebundene Glykanstruktur (sog. Glyko-Engineering) sowie die Aminosaure-

sequenz (sog. Protein-Engineering) der Fc-Domane verandert werden.

1.3.1.1 Glyko-Engineering

Strategien des sogenannten Glyko-Engineerings werden momentan vor allem zur Steigerung
der ADCC-Aktivitat eingesetzt. Dabei spielt fir die Interaktion der Fc-Doméane mit Fcy-
Rezeptoren oder Komplementfaktoren die an Asparagin in der Position 297 (N297) gebundene
Oligosaccharidkette in IgG1 Antikorpern eine bedeutende Rolle (Abbildung 5). Das Fehlen
jeglicher Glykosylierung in der Fc-Doméne eines Antikbrpers fihrt zu ausgepragten
Veranderungen in der Antikorperstruktur insbesondere in der Cn2-Doméane, sodass dieser
nicht mehr in der Lage ist, FcyR oder C1q zu binden (Feige et al. 2009; Tao und Morrison
1989). Innerhalb des Glykans wurde vor allem die tiber a-1,6-gebundene Fucose als kritischer
Zucker identifiziert. Flr AntikOrper mit einem geringeren Fucose-Gehalt im Oligosaccharid der
Fc-Doméane wurde im Vergleich mit nativen IgG1 Antikdrpern eine gesteigerte Affinitat fur

FcyRllla nachgewiesen (Ferrara et al. 2011). Diese um bis das 50-fache gesteigerte Bindung
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fuhrt zu einer erhdéhten ADCC-Induktion vermittelt durch NK-Zellen gegen Tumorzellen
(Shields et al. 2002).

O Gal M GlcNac

@ Man € NANA
A Fuc

Abbildung 5: Darstellung des an Ansparagin297 gebundenen Glykans. Innerhalb eines 1gG1-Antikdrper ist
typischerweise an jede der beiden schweren Ketten (dunkelgrau) in der CH2-Domaéne je eine Oligosaccharidkette
(schwarz) an die Aminosaure N297 gebunden (hellgrau: leichte Kette). Die Kernstruktur des Glykan gebunden an
N297 bildet ein Heptaglykan aus vier N-Acetylglucosamin-Resten (GlcNac) und drei Mannose-Resten (Man).
Erweitert werden kann diese durch Fucose (Fuc), ein mittelstdndiges GlcNac, Galaktose (Gal) und Sialinsaure
(NANA). Aus Kellner et al. 2017 mit Erlaubnis des S. Karger AG Verlages.

Um den Fucose-Gehalt therapeutischer Antikdrper zu reduzieren, existieren verschiedene
Strategien. Ein géngiger Ansatz ist die Expression der Antikorper in speziellen Zelllinien wie
beispielsweise Lec13 Zellen. Bei Lec13 Zellen handelt es sich um eine mutierte Variante der
Chinese Hamster Ovary (CHO) Zelllinie. Diese Zellen sind aufgrund eines Enzymdefekts im
Fucose-Stoffwechsel nicht in der Lage, Fucose selbst zu bilden und produzieren daher
Antikdrper mit einem geringeren Fucose-Gehalt im Glykan der Fc-Domanen (Ripka et al.
1986). Des Weiteren kann die Expression in bestimmten Hybridomzellen erfolgen, in denen
einzelne Enzyme des Fucose-Stoffwechsels auf genetischer Ebene depletiert werden
(Yamane-Ohnuki et al. 2004). Dies erméglicht die Produktion von therapeutischen Antikérpern
ohne jegliche Fucose. Neben Fucose wurde auch fir andere Zucker-Reste, wie Galaktose und
Sialinsaure, ein Einfluss auf die ADCC-Aktivitét gezeigt, auch wenn sich dieser méglicherweise
im Vergleich mit Fucose als geringer darstellt (Naso et al. 2010; Thomann et al. 2016).

Mit Obinutuzumab und Mogamulizumab sind aktuell zwei glyko-optimierte Antikorper in der
Tumortherapie Klinisch zugelassen. Bei Obinutuzumab handelt es sich um einen
humanisierten CD20-Antikérper mit geringem Fucose-Gehalt, der im Jahr 2013 durch die FDA
die Zulassung fir die Behandlung der chronischen lymphatischen Leuk&mie (CLL) erhielt (Lee
et al. 2014; Mossner et al. 2010). Mogamulizumab, ein humanisierter, afucosylierter Antikdrper
gegen den Chemokin-Rezeptor CCR4, wird bei Patienten mit Mycosis fungoides und Sézary-
Syndrom sowie in Japan in der Behandlung der adulten T-Zell-Leukamie eingesetzt (Kaplon
und Reichert 2019; Yu et al. 2017).

Aktuell werden Strategien des Glyko-Engineerings vor allem zur Steigerung der ADCC-
Aktivitat und weniger zu Optimierung der CDC-Aktivitat angewendet. Allerdings konnten Quast

und Kollegen nachweisen, dass eine verdnderte Rituximab Variante mit einem héheren Gehalt
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an Sialinsaure als der kommerziell erwerbliche Rituximab zu einer geringeren CDC-Induktion

gegenuber Tumorzellen fahig ist (Quast et al. 2015).

1.3.1.2 Protein-Engineering

Ansatze des sogenannten Protein-Engineerings durch Veranderung der Aminosauresequenz
der Fc-Doméne werden sowohl zur Steigerung der ADCC und ADCP, als auch zur Erhéhung
der CDC-Aktivitat eingesetzt. Es konnten verschiedene Aminosauren identifiziert werden, die
in den entsprechenden Bindungsstellen liegen und zu einer gesteigerten Bindungsaffinitat der
Fc-Doméne zu Fcy-Rezeptoren oder zum Komplementfaktor C1q fihren (Kellner et al. 2014;
Strohl 2009). Lazar und Kollegen gelang es, Antikdrpervarianten mit unterschiedlicher
Antigenspezifitat und der zweifache Aminosauresubstitution DE (S239D/I332E) in der Cn2-
Doméne des Fc-Teils zu generieren, die eine deutlich gesteigerte Affinitat fur FcyRIlla und
eine etwas erhohte Bindung an den inhibitorischen FcyRIlb aufwiesen (Lazar et al. 2006). Im
Vergleich mit dem Wildtyp-Antikorper IgG1 fuhrte diese zweifache Aminosduresubstitution in
der Fc-Domane eines Antikorpers zu gesteigerter ADCC vermittelt durch NK-Zellen. Zudem
waren diese Antikdrpervarianten auch bei Tumorzellen mit geringer Antigendichte in der Lage
effektiv ADCC zu vermitteln. Bei einer Variante des CD20-Antikdrpers Rituximab mit der
Aminosauresubstitution DE zeigte sich bei unverdnderter CDC-Aktivitdt eine deutlich
gesteigerte ADCC- und etwas erhéhte ADCP-Aktivitat (Lazar et al. 2006). Im Hintergrund von
CD19-Antikorpern fuhrte die zweifache Aminosauresubstitution (S239D/I332E) in der Fc-
Domaéne ebenfalls zu einer deutlich gesteigerten ADCC-Induktion und effizienter in vivo B-Zell-
Depletion in Makaken, wahrend der Wildtyp IgG1 Antikbrper gegen CD19 kaum in der Lage
ist, Zytotoxizitat gegenliber Tumorzellen zu vermitteln (Horton et al. 2008; Zalevsky et al.
2009).

Ahnliche Strategien des Protein-Engineering, wie die zur Steigerung der ADCC-AKktivitat
werden ebenfalls zur Optimierung der CDC-Aktivitat angewendet (Idusogie et al. 2001; Moore
et al. 2010). Moore und Kollegen generierten zahlreiche Antikérper mit diversen Aminosaure-
substitutionen in der Fc-Doméane und unterschiedlicher CDC-Aktivitét. In diesem Zusammen-
hang konnten sie die Aminosauren S267, H268 und S324 als bedeutend fir eine wirksame
CDC-Induktion identifizieren. Die dreifache Aminosauresubstitution EFT (S267E/H268F/
S324T) weist bei gleichzeitig stark reduzierter ADCC-Induktion eine bis zu siebenfache
Steigerung der CDC-Aktivitat auf. Durch zwei zuséatzliche Aminoséure-substitutionen, G236A
und 1332E, wird eine ADCC-Aktivitat wie die des IgG1 Wildtyp-Antikorpers erreicht und die
CDC-Aktivitat um das 23-fache gesteigert (Moore et al. 2010).

Neben Protein-Engineering-Strategien, die auf der Substitution einzelner Aminoséauren in der
Fc-Doméane beruhen, werden auch Anséatze verfolgt, bei denen gréRere Aminosadure-
sequenzen zwischen verschiedenen Antikdrper-Subklassen oder -Isotypen ausgetauscht

werden. So weisen gemischte 1gG1/IgG3-Antikorpervarianten, deren schweren Ketten sowohl
11
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Anteile eines IgGL1 als auch eines IgG3 Antikdrpers enthalten, ebenfalls eine Steigerung der
CDC-Aktivitat auf (Natsume et al. 2008). Des Weiteren konnen auch sogenannte ,Cross-
Isotyp“-Antikbrper generiert werden. IgGA ,Cross-Isotyp“-Antikérper, bei denen Teile der
schweren Kette eines IgG-Antikdrpers durch Anteile von IgA ersetzt werden, besitzen sowohl
Effektormechanismen von IgG als auch von IgA auf (Kelton et al. 2014).

1.3.2 Weitere Strategien zur Optimierung von therapeutischen Antikdrpern

Um die Effektivitat therapeutischer Antikorper zu verbessern, werden neben der Optimierung
der Fc-Domane eines Antikorpers in letzter Zeit zahlreiche neue, abgewandelte Antikorper-
Formate generiert. Diese unterscheiden sich in ihrer Struktur vom Aufbau eines klassischen
IgG1 Antikdrpers. Eine grof3e und vielfaltige Gruppe stellen dabei sogenannte bispezifische
Antikodrper dar. Diese zeichnen sich durch zwei unterschiedliche Antigenbindungstellen aus,
wovon eine haufig direkt an Strukturen auf Turmozellen bindet, wahrend die zweite gegen
aktivierende Rezeptoren (Trigger-Molekiile) auf Immuneffektorzellen gerichtet ist (Kontermann
und Brinkmann 2015). Dadurch sind bispezifische Antikdrper in der Lage, Tumor- und Effektor-
zellen in raumliche Nahe zu bringen und so die zellvermittelte Lyse der Tumorzelle zu
induzieren. Fur bispezifische Antikbrper wurden mittlerweile ca. 100 verschiedene Formate
beschrieben (Brinkmann und Kontermann, 2017). Sie unterscheiden sich unter anderem durch
das Vorhandensein oder Fehlen einer Fc-Region, wodurch die Effektormechanismen der
Antikdrperderivate bestimmt werden. Eine klinisch erfolgreiche Form bispezifischer Antikrper
stellen sogenannte BIiTE- (engl. bispecific T-cell engager) Molekile zur Aktivierung von T-
Zellen Uber das Trigger-Molekil CD3 dar (Velasquez et al. 2018). Diese bestehen aus zwei
verschiedenen Einzelkettenfragmenten der variablen Region (engl. single-chain fragment
variable, scFv) verknupft Gber eine kurze Peptidsequenz. Bei Blinatumomab (Blincyto®), das
zur Behandlung von Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie (ALL) klinisch zugelassen
ist, handelt es sich um das erste therapeutisch eingesetzte BiTE-Molekul (Yuraszeck et al.
2017). Es bindet an CD19, eine Oberflachenstruktur auf B-Lymphozyten, sowie CD3 auf T-
Zellen, wodurch diese aktiviert und speziell zytotoxische T-Zellen in die N&dhe von CD19-
positiven Tumorzellen geleitet werden.

Neben bispezifischen Antikérpern stellt das Kombinieren von monoklonalen Antikdrpern und
zytotoxischen Stoffen innerhalb eines Molekiils eine weitere Strategie zur Optimierung der
Antikérpertherapie dar. Innerhalb dieser sogenannten Antikdrper-Wirkstoff-Konjugaten oder
Immunkonjugate sind Zellgifte wie beispielsweise bakterielle Toxine oder Mitosegifte kovalent
an einen Antikdrper gebunden. Durch die selektive Bindung an Oberflachenstrukturen, die
maoglichst ausschliel3lich auf Tumorzellen exprimiert werden, werden nach Internalisierung des
Antikorper-Wirkstoff-Konjugats gezielt Tumorzellen abgetétet und gesundes Gewebe

weitgehend geschont (Thomas et al. 2016). Einzelne dieser Konstrukte sind bereits zur
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Behandlung verschiedener Tumorentitdten zugelassen, wie beispielsweise Brentuximab

Vedotin, das an CD30 bindet, zur Therapie von Patienten mit Hodgkin Lymphom (Scott 2017).

1.4 Leukamien und Lymphome der B-Zell-Reihe

Therapeutische Antikorper erweisen sich besonders in der Therapie von B-Zell-Neoplasien als
effizient (Cheson 2006). B-lymphoide Leukamien und Lymphomen entstehen, wenn B-
Lymphozyten in einer der Entwicklungsstufe in der B-Zell-Reifung maligne entarten und
unkontrolliert proliferieren (Shaffer et al. 2002). Die verschiedenen Neoplasien der B-Zell-
Reihe stellen eine sehr heterogene Gruppe an Erkrankungen dar. Dabei gehen Leukamien in
der Regel aus entarteten, haufig nur gering differenzierten Zellen im Knochenmark hervor.
Lymphome der B-Zell-Reihe hingegen entstehen tberwiegend in peripherem lymphatischem
Gewebe, wie Lymphknoten oder der Milz, meist aus reiferen B-Lymphozyten in spateren
Entwicklungsstadien. Die verschiedenen B-lymphoiden Neoplasien werden entsprechend der
Klassifikation der World Health Organization (WHO) eingeteilt. Dabei werden Charakteristika
des jeweiligen Differenzierungsstadiums hinsichtlich morphologischer, immmunphé&no-
typischer und genetischer Eigenschaften der Tumorzellen sowie Kklinische Merkmale
beriicksichtigt (Swerdlow et al. 2008). Abbildung 6 gibt eine Ubersicht tiber die verschiedene
Entwicklungsstadien der B-Lymphozyten und einige der daraus hervorgehenden Leuk&mien
und Lymphome.

B-ALL MZL Burkitt-Lymphom Multiples
Hodgkin-Lymphom Myelom
A A DLBCL, FL A

Plasma-

zelle
Stamm-  Vorlaufer- Naive O
zelle B-Zelle B-Zelle
©O -0 +0O0— ()
Gedachtnis-

Blutbahn S h

Knochenmark :

Keimzentrum
Mantelzone
peripheres lymphatisches Gewebe v

(z.B. Milz, Lymphknoten) CLL, HCL

Abbildung 6: Schematische Darstellung der B-Zell-Entwicklung und daraus hervorgehender B-Zell-
Malignome. Aus den verschiedenen Stadien der B-Zell-Entwicklung kénnen sich jeweils unterschiedliche
Leukéamie- oder Lymphomformen entwickeln. B-ALL, B-Zell akute lymphatische Leukamie; MZL, Mantelzell-
Lymphom; DLBCL, diffuses groRRzelliges B-Zell-Lymphom; FL, follikulares Lymphom; CLL, chronische lymphatische
Leukamie; HCL, Haarzellleukamie. Abgewandelt nach Tiacci et al. 2006; Swerdlow et al. 2008.
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Leukamien der B-Zellen werden in eine akute und eine chronische Form eingeteilt, die sich
hinsichtlich Erkrankungsalter, Verlauf und Prognose stark unterscheiden (Swerdlow et al.
2008). Die akute lymphatische Leuk&mie (ALL) stellt dabei eine haufige maligne Erkrankung
des Kindesalters dar und kann abhangig vom Differenzierungsstadium der Leukamiezellen in
B-Vorlaufer-ALL und die selten reife B-ALL eingeteilt werden (Gokbuget 2015; Hunger und
Mullighan 2015). Zu den B-Vorlaufer-ALLs z&hlen die pro-B-ALL, die common ALL sowie die
pra-B-ALL (Gokbuget 2015). Bei der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) hingegen
handelt es sich um eine langsam fortschreitende Erkrankung des alteren Menschen. Innerhalb
der malignen Lymphome der B-Zell-Reihe wird aufgrund histologischer Eigenschaften
zwischen Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) unterschieden. Diese kdnnen
chronisch-indolent oder akut, aggressiv verlaufen. NHLs stellen dabei eine heterogene Gruppe
sehr verschiedener Krankheitsbilder dar. Dazu werden unter anderem das Mantelzell-
Lymphom, das Burkitt-Lymphom, das diffuse groR3zellige B-Zell-Lymphom oder auch das
Plasmozytom gezahlt. Leuk&dmien und Lymphomen der B-Zell-Reihe sind teilweise nicht immer
eindeutig voneinander abgrenzbar und so wird beispielsweise die CLL zu den indolenten NHLs
gezahlt (Swerdlow et al. 2008).

Zur Behandlung der verschiedenen Leukamien und Lymphome der B-Zell-Reihe existieren je
nach Art und Aggressivitat der Erkrankung unterschiedliche Therapieschemata. Es kommen
dabei verschiedene Therapieverfahren zum Einsatz, die kombiniert und auch simultan
angewendet werden. Dazu zahlen konventionelle Ansatze wie Chemotherapie oder auch
Strahlentherapie. In einigen Fallen ist eine autologe oder allogene Stammzelltransplantation
notwendig. Aktuell spielen auch sogenannte zielgerichtete Therapieansétze, unter anderem
sogenannte small molecules, wie beispielsweise Tyrosinkinase-Inhibitoren, sowie die

Immuntherapie mit monoklonalen Antikdrpern, eine immer groRere Rolle (Greaves 2016).

1.4.1 Zielantigene auf Leuk&mien und Lymphomen der B-Zell-Reihe

Die Effektivitat einer Antikorper-basierten Therapie und mit ihr verbundene Nebenwirkungen
hangen sehr stark von dem gewahlten Zielantigen ab. Aus diesem Grund ist es von groRRer
Bedeutung entsprechend geeignete Zielstrukturen zu identifizieren. Das Zielantigen eines
therapeutischen Antikdrpers soll dabei moglichst konstant, in grol3er Menge und insbesondere
maoglichst selektiv auf Tumorzellen exprimiert werden, um so eine spezifischere Therapie mit
geringeren Nebenwirkungen als beispielsweise mit konventioneller Chemotherapie zu
ermdglichen (Scott et al. 2012). Dariiber hinaus soll das Zielantigen vorzugsweise nicht auf
Stammzellen exprimiert werden, um im Anschluss an eine Therapie mit AntikGrpern eine
Regeneration gesunder Zellpopulationen zu ermdéglichen. Gleichzeitig ist eine Expression auf
Tumorstammzellen wiinschenswert, um die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs zu verringern
(Park et al. 2009).
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Fur B-Lymphozyten wurde eine Stadien-spezifische Expression von Differenzierungs-
antigenen wahrend ihrer Entwicklung beschrieben (Abbildung 7), von denen einige
Oberflachenantigene bereits klinisch vielfach genutzte Zielstrukturen in der Therapie von B-
lymphoiden Neoplasien mit Antikorpern darstellen. Dabei handelt es sich bei den
Zelloberflachenantigenen CD19, CD20 als auch CD22 aufgrund ihres tUberwiegend linien-
restringierten Expressionsprofils um attraktive Zielantigene zur Behandlung von Leuk&mien
und Lymphomen der B-Zell-Reihe (Scheuermann und Racila 1995). Insbesondere CD20 ist
eine sehr vielversprechende Zielstruktur, fir die bereits mehrere Antikdrper und Immun-
konjugate die klinische Zulassung erhalten haben. Dementsprechend hat der CD20-Antikorper
Rituximab die Prognose von vielen Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen stark verbessert.
Weitere CD20-gerichtete Antikorper, die sich in der klinischen Anwendung befinden, sind unter
anderem Ofatumumab, Obinutuzumab und Ibritumomab-Tiuxetan (Scott et al. 2012; Weiner
2015). Auch fur CD22 wurde mit Inotuzumab Ozogamicin ein Immunkonjugat durch die FDA

zur Behandlung CD22-positiver B-Vorlaufer-ALL zugelassen (Lamb 2017)

unreife reife naive
Stammzelle  pro-B-Zelle pra-B-Zelle B-Zelle B-Zelle Plasmazelle

pra-B-Rezeptor IgM IgD

| HLA-DR |

| CD19
___CD20
_CD38 _ CD38
] CD79 ]

CD34

Abbildung 7: Stadien-spezifisches Expressionsmuster von Differenzierungsantigenen wéhrend der B-Zell-
Entwicklung. B-Zellen  exprimieren  abhangig von ihrem  Entwicklungsstadium  verschiedene
Differenzierungsantigene. Die exprimierten Antigene kénnen potentielle Zielstruktur fir eine Antikbrper-basierte
Therapie von Leukdmien und Lymphomen der B-Zell-Reihe darstellen. Abgewandelt nach Rothe und Schmitz 1996.

Neoplasien, die allerdings aus einem sehr friheren Differenzierungsstadium hervorgehen, wie
es bei vielen Formen der B-ALL insbesondere den B-Vorlaufer-ALLs der Fall ist, exprimieren
in der Regel kein CD20, da dieses erst ab dem Stadium der pra-B-Zelle nachgewiesen werden
kann (Rothe und Schmitz 1996). So konnte fir die B-Vorlaufer-ALL gezeigt werden, dass Uber
50% der Patienten keine ausreichenden Mengen an CD20 exprimieren und fur diese Patienten
aus diesem Grund eine Therapie mit Rituximab nicht in Frage kommt (Jeha et al. 2006). In

diesen Fallen ist ein Zielantigen wie beispielsweise CD19 notwendig, das bereits in friiheren
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Entwicklungsstadien exprimiert wird. Darliber hinaus entwickeln einige NHL-Patienten unter
der Therapie mit Rituximab CD20-negative Tumorzellen und weisen somit eine Resistenz
gegeniber Rituximab auf (Davis et al. 1999). Auch in diesen Situationen kann CD19 ein
mogliches alternatives Zielantigen fur eine weitere Behandlung mit therapeutischen Anti-
korpern darstellen und macht CD19 insgesamt zu einer sehr vielversprechenden Zielstruktur
fur die Therapie von B-Zell-Neoplasien.

1.4.2 CD19 als Zielantigen auf Zellen B-lymphoider Neoplasien

CD19 stellt ein sehr spezifisches Antigen fir B-Lymphozyten dar, da es fast ausschlief3lich auf
Zellen der B-Zell-Reihe exprimiert wird. Ob es darlber hinaus auch auf follikul&ar dendritischen
Zellen exprimiert wird, ist noch nicht eindeutig geklart (Schriever et al. 1989; Scheuermann
und Racila 1995). Im Detail handelt es sich bei CD19 um ein transmembranes Glykoprotein
mit einem Molekulargewicht von 95 kDa, das der Immunglobulin (Ig) Superfamilie angehoéhrt
(Tedder et al. 1994). Es zahlt mit einer Transmembrandomane, einem extrazellularen N- sowie
einem intrazellularen C-Terminus zu den Typ 1 Transmembranproteinen. Der aus 242
Aminosauren bestehende verhaltnismaRig lange intrazellulare Anteil von CD19 enthélt neun
konservierte Tyrosin-Reste, die Teil der Signallbertragung sind. Der extrazellulare Bereich
von CD19 setzt sich aus drei Domanen, zwei Immunglobulin-ahnlichen Doméanen verbunden
Uber eine kurze Sequenz, zusammen (Tedder und Isaacs 1989; Haas und Tedder 2005). Auf
der Zelloberflache von B-Lymphozyten assoziiert dieser extrazellulare Anteil mit CD21 (CR2),
CD225 (Leu-13) und CD81 (TAPA-1) (Bradbury et al. 1992). In diesem Komplex moduliert
CD19 B-Zell-Rezeptor-abhéangige sowie -unabhangige intrazellulare Signalwege. Auf diese
Weise ist es in die Regulation der Entwicklung und Aktivierung von B-Lymphozyten involviert
(Wang et al. 2012). Die Expression von CD19 Iasst sich in beinahe allen Entwicklungsstadien
der B-Zellen nachweisen. So exprimieren bereits friihe Vorstufen wie die pro-B-Zelle CD19,
wahrend die Expression im Stadium der terminal differenzierten Plasmazelle wieder verloren
geht (Nadler et al. 1983; Scheuermann und Racila 1995). Im Verlauf der B-Zell-Entwicklung
zeigt sich dabei eine zunehmende Expressionsstarke von CD19 (Sato et al. 1997). Da CD19
nicht auf CD34-positiven hamatopoetischen Stammzellen exprimiert wird (Scheuermann und
Racila 1995), kann eine Regeneration der Lymphozyten nach einer durchgefihrten Immun-
therapie mit CD19 als Zielstruktur erfolgen. Insgesamt wird CD19 auf den meisten B-Zell-
Neoplasien, einschlief3lich der aus frihen Entwicklungsstadien hervorgehenden haufig CD20-
negativen B-Vorlaufer-ALL, exprimiert (Jeha et al. 2006; Lang et al. 2004; Uckun et al. 1988).
Ausnahmen, bei denen normalerweise kein CD19 nachgewiesen werden kann, sind das
Plasmozytom und das Hodgkin-Lymphom (Masir et al. 2006). Dieses Expressionsmuster
macht CD19 zu einer sehr attraktiven Zielstruktur auf B-Zell-Malignomen. Daruber hinaus ist
von Bedeutung, dass der Antikdrper-Antigen-Komplex nach Antikérperbindung an CD19 im

Vergleich beispielsweise mit CD22 deutlich langsamer internalisiert wird (Press et al. 1989).
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So kann CD19 zum einen als Zielantigen fur Antikorper-Wirkstoff-Konjugate, zum anderen
auch far Immuntherapie-Ansétze zur Rekrutierung von Immunzellen genutzt werden.
Ansatze mit unmodifizierten, monoklonalen Antikdrpern gegen CD19 zeigten bisher keine
Erfolge und die Antikdrper weisen in vitro eine sehr geringe ADCC-, ADCP- und CDC-Aktivitat
gegeniber Leukamie- und Lymphomzellen auf (Horton et al. 2008; Kellner et al. 2013). Aus
diesem Grund wurden verschiedene Strategien entwickelt, um CD19 als effektive Zielstruktur
zu nutzen. Durch Fc-Engineering von CD19-Antikorpern (siehe 1.3.1), wurden verschiedene
neue Antikorper-Konstrukte entwickelt, um so die Zytotoxizitat zu verbessern. So weist der
glyko-optimierte, afucosylierte Inebilizumab (Medi-551) eine gesteigerte Affinitat zu Fcyllla-
Rezeptoren auf. In vitro fiihrte dies zu einer ausgepragten ADCC- als auch ADCP-Aktivitat mit
Monozyten und NK-Zellen. Gleichzeitig zeigte der modifizierte Antikdrper auch in vivo eine
hohe therapeutische Aktivitat (Matlawska-Wasowska et al. 2013). Inebilizumab wurde in einer
klinischen Studie mit erwachsenen Patienten mit NHL, CLL oder weiteren B-Zell-Malignomen
evaluiert und wies neben einer guten Vertraglichkeit die gewtinschte Antitumor-Aktivitat auf
(Forero-Torres et al. 2013). Auch der Protein-optimierte CD19-Antikorper MOR208 (friiher
Xmab®5574) mit der zweifachen Aminosauresubstitution DE (S239D/I332E) in der Cu2-
Domaéne weist eine gesteigerte ADCC- als auch ADCP-Aktivitat auf (Horton et al. 2008). Dieser
wird momentan in verschiedenen klinischen Studien getestet (ClinicalTrials.gov, ldentifier:
NCT02763319, Identifier: NCT01685008). In weiteren in vivo Mausmodellen und einem CD19-
Antikdrper mit der entsprechenden DE-Substitution konnte die Effizienz dieses Antikdrpers in
einer experimentellen MRD- (engl. minimal residual disease, minimale Resterkrankung)
Situation nachgewiesen werden (Schewe et al. 2017). Die MRD stellt einen prognostisch sehr
wichtigen Faktor in der Therapie der ALL dar (Schrappe et al. 2011).

Da der Antigen-Antikorper-Komplex nach Antikdrperbindung an CD19 internalisiert wird, stellt
CD19 ebenfalls eine interessante Zielstruktur fir Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate (siehe 1.3.2)
dar. Das CD19-Immunkonjugat Coltuximab ravtansine (SAR3419), bestehend aus einem
CD19-Antikorper verbunden mit dem Mikrotubuli-Gift Maytansinoid DM4, fiihrte in einem in
vivo Xenograftmodell zu verzégertem Wachstum von ALL (Carol et al. 2013). Eine kirzlich
durchgefiihrte Phase-2-Studie an erwachsenen Patienten mit ALL wurde allerdings aufgrund
sehr geringem klinischen Ansprechen auf das Immunkonjugat vorzeitig abgebrochen
(Kantarjian et al. 2016). Mit Denintuzumab mafodotin (SGN-CD19A), einem weiteren
Immunkonjugat aus einem CD19-Antikdrper gekoppelt mit Monomethyl Auristatin F, wurden
in einer Phase-1-Studie mit Patienten mit B-ALL und aggressiven B-Zell-Lymphomen
vielversprechende Ergebnisse erzielt (Fathi et al. 2015).

Die groéf3ten klinischen Erfolge mit CD19 als Zielantigen wurden bislang mit T-Zell basierter
Immuntherapie erzielt. BiTE-Molekile (siehe 1.3.2) wie Blinatumomab, die durch ihre

Antigenspezifitat fur CD3, in der Lage sind T-Zellen zu aktivieren, zeigten in zahlreichen

17



EINLEITUNG

klinischen Studien mit Patienten mit einer Form von B-Vorlaufer-ALL hohe antileukamische
Aktivitat (Martinelli et al. 2017; Topp et al. 2015). Blinatumomab wurde auf Grund der
nachgewiesenen Effektivitat von der FDA zur Behandlung von adulter und péadiatrischer
refraktarer oder rezidivierender ALL zugelassen (Pulte et al. 2018).

Ein weiterer T-Zell-basierter Ansatz ist die sehr vielversprechende chimeric antigen receptor
(CAR) Technologie, bei der dem Patienten genetisch modifizierte T-Zellen injiziert werden. Bei
CD19-CAR T-Zellen im Speziellen handelt es sich um T-Zellen, die einen CD19-spezifischen
CAR exprimieren. Dieser chimére Rezeptor setzt sich zur Antigenbindung aus einem CD19-
scFv gebunden an eine intrazellulare Aktivierungsdomane ({-Kette des T-Zell-Rezeptor-
Komplexes) sowie einer kostimulatorischen Domane, z.B. CD28 oder CD134, zusammen
(Dotti et al. 2014). Durch die Verwendung von autologen T-Zellen kann dabei die Gefahr einer
Graft-versus-Host-Erkrankung vermieden werden (Ramos et al. 2014). Dazu werden dem
Patienten mittels Leukapherese T-Zellen entnommen und mit dem CAR-Konstrukt
transduziert. Die CAR T-Zellen werden ex vivo in Anwesenheit spezifischer Wachstums-
faktoren expandiert und dem Patienten anschlieBend Uber Infusionen reinjiziert (Aldoss et al.
2017). In mehreren klinischen Studien mit CD19-CAR T-Zellen und Patienten mit ALL oder B-
Zell-Lymphomen konnten grol3e klinische Erfolge erzielt werden (Lee et al. 2015; Schuster et
al. 2017). Im August 2017 wurden CD19-CAR T-Zellen unter dem Namen Kymriah
(Tisagenlecleucel) als erste Gentherapie durch die FDA zur Behandlung padiatrischer B-
Vorlaufer-ALL zugelassen (O’Leary et al. 2019).

1.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Therapeutische Antikorper stellen heutzutage einen fest etablierten Bestandteil in der Therapie
vieler maligner Erkrankungen dar. Allerdings wird aktuell nach Strategien gesucht, die
Therapie mit Antikbrpern weiter zu verbessern, da bislang nicht alle Patienten gleichermaf3en
von dieser Therapieform profitieren. Eine der derzeit vielversprechendsten Strategien stellt das
Fc-Engineering da. Dabei kann sowohl die Aminosduresequenz (Protein-Engineering) als
auch die Glykosylierung (Glyko-Engineering) der Fc-Doméane eines Antikérpers verandert
werden, um so die ADCC- oder CDC-Aktivitat zu verbessern. Bisher wurden allerdings in der
Regel Ansatze beschrieben, die entweder ADCC oder CDC, aber nicht beide Effektor-
mechanismen gleichzeitig steigerten. Fir Zielantigene wie CD19 stellt sich das Optimieren von
entsprechenden Antikdrpern als zwingend erforderlich dar, da entsprechend des derzeitigen
Wissenstandes der native 1IgG1 CD19-Antikdrper nicht in der Lage ist, effektiv Zytotoxizitéat
gegeniuber Tumorzellen zu vermitteln, und somit nicht therapeutisch nutzbar ist.

Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob durch bereits
etablierte Fc-Engineering-Strategien auch im Hintergrund eines CD19-AntikOrpers eine

Steigerung der zytotoxischen Aktivitat erreicht werden kann. Dazu wurden verschiedene,
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durch Fc-Engineering optimierte CD19-Antikdrpervarianten charakterisiert und funktionell
getestet. Diese sollten dabei hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens, ihrer Glykosylierung und
ihrer Zytotoxizitat mit einem nativen IgG1 CD19-Antikorper verglichen werden. Dabei wurde in
dem Versuch, einen Antikorper mit sowohl gesteigerter ADCC- als auch CDC-Aktivitat zu
generieren, eine Antikdrpervariante getestet, die durch das Kombinieren von Protein- und
Glyko-Engineering zweifach optimiert war. Dazu wurde ein Antikdrper verwendet, der zur
Steigerung der CDC eine fiinffache Aminosauresubstitution (S267E/H268F/S324T/G236A/
I332E) in der Fc-Doméne enthielt. Gleichzeitig sollte dieser AntikOrper glyko-optimierte
werden, indem der Fucose-Gehalt der Fc-Doméne reduziert wurde, um so auch die ADCC-
Fahigkeit zu steigern. Fir dieses CD19-Konstrukt sollte im Rahmen der Arbeit Uberprift
werden, ob es sowohl potent CDC als auch ADCC vermittelt. Entsprechende Varianten fir
CD19 sind bislang in der Literatur noch nicht beschrieben. Gleichzeitig wurde neben der
doppelt optimierten Antikérpervariante jeweils die entsprechende rein Protein-optimierte als
auch eine rein glyko-optimierte Variante getestet. Zum Vergleich wurden auch ein Protein-
optimierter Antikdrper, der analog zum derzeit klinisch getesteten Antikérper MOR208 die
zweifache Aminosaure-substitution DE (S239D/I332E) enthielt, sowie dessen afucosylierte,
glyko-optimierte Variante mitgefiihrt.

Die so erzielten Ergebnisse sollten weitere Informationen und Erkenntnisse uber die
Wirkungsweise therapeutischer Antikorper sowie neue Ansatzpunkte zur Optimierung der
Antikorper durch Fc-Engineering erbringen. Dariiber hinaus sollten so neue, potentielle
therapeutische Antikorper fir Leukamien- oder Lymphomformen, insbesondere fir solche, die
kein CD20 exprimieren und somit nicht fir eine Therapie mit CD20-gerichteten Antikdrpern

wie Rituximab infrage kommen, identifiziert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2: Ubersicht iber die verwendeten Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

*1Chrom

Acrylamid/Bisacrylamid 30%
Accutase

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua dest.

Biotinylated Aleuria Aurantia Lectin
Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCly)
CaptureSelect ® IgG-Cyl affinity matrix
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(1x) + 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamine
Ethanol >99%

Flow-Count™ Fluorospheres

Fetales Kalberserum (FCS)
Geneticin

Glycin

Hank’s salt solution (HBSS)
Hygromycin B

Isopropanol

IVIg (Intratect®)

Lepirudin (Refludan®)
Magermilchpulver (MMP)

McCoy’s 5A Medium (1x) + L-Glutamine
Methanol

Methotrexat

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, D

gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt, D

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Biotest, Dreieich, D

Celgene, Summit, NJ, USA

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

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Chemikalien

Hersteller

Minimum Essential Media Alpha Medium
(MEM alpha) (1x) + GlutaMax™-I + Ribo-
nucleosides + Deoxyribonucleosides

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
NeutrAvidin-Horseradish Peroxidase
Conjugate (HRP)

OptiPhase SuperMix
Penicillin/Streptomycin

Percoll

Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x
Phosphate Buffered Saline (PBS) 10x
Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI
1640) (1x) + GlutaMax™-1 + 25 mM HEPES
Roti®-Blue

Salzséaure (HCI)
Tris-Hydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin/EDTA

Trypan Blau Solution

TWEEN 20

B-Mercaptoethanol

2.1.2 Kits

Tabelle 3: Ubersicht Giber die verwendeten Kits

Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
Biochrom AG, Berlin, D

gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

gibco by life technologies ™, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hersteller

Experion™ Pro260 Reagents and Supplies
+ Pro260 Chips

SuperSignal® West Dura Extended
Duration Chemiluminescent

VersalLyse TM lysing solution

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,USA

Beckman Coulter, Brea, CA, USA
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2.1.3 Losungen und Puffer

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung
5x Protein-Probenpuffer (reduzierend) | 313 mM Tris, 10% w/v SDS, 0,05% Bromphenol-
blau, 50% v/v Glyzerin, 0,5 M Dithiothreitol

5x Protein-Probenpuffer (nicht- 313 mM Tris, 10% wi/v SDS, 0,05% Bromphenol-
reduzierend) blau, 50% v/v Glyzerin
Bindepuffer (Cn1-affinity matrix) 1x PBS, pH 7,5

Blocking-Puffer (anti-human 1gG-Blot) | TBS, 5% MMP

Elutionspuffer (Cnl-affinity matrix) 0,1 M Glycin, pH 3

Laufpuffer (SDS-PAGE) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% w/v SDS, pH 8,3
PBA 1x PBS, 1% w/v BSA

Puffer A (Lektin-Blot) 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

90 mM NacCl, 2 mM CaCl;, 50 mg/ml BSA

Puffer B (Lektin-Blot) 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
90 mM NacCl, 2 mM CacCl,, 0,05% Tween20,
5 mg/ml BSA
TBS 150 mM NacCl, pH 7,5, 10 nM Tris
Transferpuffer (Western Blot) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% v/v Methanol,
pH 8,3

Waschpuffer (anti-human IgG-Blot) 50 mM Tris-Cl pH 7,5
500 mM Nacl, 0,05% Tween 20, 0,2% TritonX-100
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2.1.4 Zelllinien

Tabelle 5: Ubersicht Giber die verwendeten Zelllinien

Zelllinie

Zelltyp

Herkunft

Referenz

BHK-21 CD16a-
158F

BHK-21 CD16a-
158V

CHO-K1 4D5 DE

CHO-K1 4D5

EFTAE

CHO-K1 4D5 wt

CHO-K1 CD19

CHO-K1 CD19 DE

Nierenfibroblasten des syrischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt far
die FceRl y Kette und die
humane FcyRIlla-158F cDNA
Nierenfibroblasten des syrischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt fir
die FceRl y Kette und die
humane FcyRllla-158V cDNA
Ovarialzellen des chinesischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt fir
den Antikérper HER2-DE
Ovarialzellen des chinesischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt fr
den Antikorper HER2-EFTAE
Ovarialzellen des chinesischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt fr
den Antikorper HER2-wt
Ovarialzellen des chinesischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt fir
CD19

Ovarialzellen des chinesischen
Hamsters, stabil transfiziert mit
einem Expressionskonstrukt fr
den Antikérper CD19-DE
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Zelllinie Zelltyp Herkunft | Referenz
CHO-K1 CD19 Ovarialzellen des chinesischen - M. Peipp, nicht
EFTAE Hamsters, stabil transfiziert mit publiziert
einem Expressionskonstrukt fr
den Antikorper CD19-EFTAE
CHO-K1 CD19 wt Ovarialzellen des chinesischen - M. Peipp, nicht
Hamsters, stabil transfiziert mit publiziert
einem Expressionskonstrukt fir
den Antikérper CD19-wt
Lec13 4D5 DE CHO-Variante, stabil transfiziert - M. Peipp, nicht
mit einem Expressionskonstrukt publiziert
fur den Antikérper HER2-EFTAE
Lecl13 4D5 EFTAE CHO-Variante, stabil transfiziert - M. Peipp, nicht
mit einem Expressionskonstrukt publiziert
fur den Antikérper HER2-EFTAE
Lecl13 4D5 wt CHO-Variante, stabil transfiziert - M. Peipp, nicht
mit einem Expressionskonstrukt publiziert
fur den Antikdrper HER2-wt
Lecl13 CD19 DE CHO-Variante, stabil transfiziert - M. Peipp, nicht
mit einem Expressionskonstrukt publiziert
fur den Antikdrper CD19-DE
Lecl3 CD19 EFTAE | CHO-Variante, stabil transfiziert - M. Peipp, nicht
mit einem Expressionskonstrukt publiziert
fur den Antikorper CD19-EFTAE
Lecl3 CD19 wt CHO-Variante, stabil transfiziert - M. Peipp, nicht
mit einem Expressionskonstrukt publiziert
fur den Antikorper CD19-wt
Raji Humane Burkitt-Lymphom Zellen | DSMZ (Pulvertaft 1964)
Ramos Humane Burkitt-Lymphom Zellen | DSMZ (Klein et al. 1975)
SK-BR-3 Humane Brustkarzinom Zellen DSMz (Trempe 1976)
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2.1.5 Zellkulturmedien

Tabelle 6: Ubersicht Giber die verwendeten Zellkulturmedien

Zelllinien Medium Zusammensetzung
BHK-21 CD16a-158F, R10™* RPMI 1640 + Glutamax-I + 25 mM HEPES
BHK-21 CD16a-158V 10% fetales Kalberserum

1% Penicillin/Streptomycin
10 pmol/l Methotrexat
500 pg/ml Geneticin

CHO-K1 stabil transfizierte | D10* DMEM + 4,5 g/l D-Glukose, L-Glutamine
Subklone 10% fetales Kalberserum (dialysiert)

1% Penicillin/Streptomycin

1% Hygromycin

Lec13 stabil transfizierte MEM alpha* MEM alpha + Glutamax-I + Ribonukleoside
Subklone + Desoxyribonukleoside

10% fetales Kalberserum (dialysiert)

1% Penicillin/Streptomycin

1% Hygromycin

Raji, Ramos R10* RPMI 1640 + Glutamax-| + 25 mM HEPES
10% fetales Kalberserum

1% Penicillin/Streptomycin

SK-BR-3 McCoy’s 5A* McCoy’s 5A + L-Glutamine

10% fetales Kalberserum

1% Penicillin/Streptomycin

25



MATERIAL UND METHODEN

2.1.6 Antikorper

Tabelle 7: Ubersicht liber die verwendeten konjugierten Antikdrper

Antikorper

Beschreibung

Hersteller

CD3-Krome Orange

CD14-FITC

CD15-FITC

CD19-FITC

CD20-FITC

CD56-PC7

[9G1-FITC

IgG1-Krome Orange

IgG1-PC7

Kaninchen anti-human C1g-
Complement FITC

Ziege anti-human IgG
F(ab‘), Fragment-FITC

Ziege anti-human IgG
F(ab‘), Fragment-PE

Ziege anti-human IgG-HRP

muriner IgG1, Klon UCHT1,
Krome Orange-gekoppelt
muriner IgG2a, Klon
RMO52, FITC-gekoppelt
muriner IgM, Klon 80HS5,
FITC-gekoppelt

muriner IgG1, Klon J3-119,
FITC-gekoppelt

muriner IgG2a, Klon BOE9,
FITC- gekoppelt

muriner IgG1, Klon N901,
PC7- gekoppelt

muriner IgG1, Klon
679.1Mc7, FITC-gekoppelt
muriner IgG1, Klon
679.1Mc7, Krome Orange-
gekoppelt

muriner IgG1, Klon
679.1Mc7, PC7-gekoppelt
Kaninchen polyklonaler 1gG,
FITC-gekoppelt

Ziege F(ab‘).-Fragment,
anti-human 1gG Fcy-
Fragment spezifisch,
polyklonal, FITC-gekoppelt
Ziege F(ab‘).-Fragment,
anti-human 1gG Fcy-
Fragment spezifisch,
polyklonal, PE-gekoppelt
Ziege, anti-human IgG Fc-
Fragment spezifisch,

polyklonal, HRP-gekoppelt
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Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
Beckman Coulter, Brea, CA,
USA

Beckman Coulter, Brea, CA,
USA
DAKO, Glostrup, Danemark

Jackson Immuno Research,

Ely, UK

Jackson Immuno Research,
Ely, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
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Tabelle 8: Ubersicht tiber die verwendeten unkonjugierten Antikérper

Antikorper Beschreibung

Hersteller/Referenz

Eculizumab (Soliris®)

Rituximab (MabThera®)
IgG1
RTX-EFTAE

G236A/1332E
Trastuzumab (Herceptin®)
HER2 IgG1

2.1.7 Verbrauchsgegenstande

humanisierter, monoklonaler
Komplementfaktor C5 1gG2/4

chiméarer, monoklonaler CD20

monoklonal, mutierter CD20
IgG1, S267E/H268F/S224T/

humanisierter, monoklonaler

Alexion Pharmaceuticals,
New Heaven, CT, USA

Roche, Basel, Schweiz

M. Peipp, nicht publiziert

Roche, Basel, Schweiz

Tabelle 9: Ubersicht {iber die verwendeten Verbrauchsgegenstiande

Verbrauchsgegenstéande

Hersteller

Biosphere® Fil. Tip 10 farblos (2,5 pl /20u1/100pl)
FACS-RoOhrchen (5ml)

Falcon Rohrchen (15ml/50ml)
Mikro-Schraubenrdhre (1,5ml/2ml)
Mikrotiterplatten, 96 Wells, Rundboden steril
S-Monovette® 9NC

S-Monovette® Hirudin

S-Monovette® Z

Safety-Multifly-Set

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

Sterile Zellkulturflaschen
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Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland
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2.1.8 Gerate

Tabelle 10: Ubersicht tiber die verwendeten Geréte

Gerate

Hersteller

1450 MicroBeta TriLux. LSC &
Luminescence Counter

AF 206 Eismaschine

Axiovert 40C

Bio Vortex V1

ChemiDoc™ XRS + System

Eppendorf Reference ® Pipette 0,1-
2,5 ul/0,5-10 pl/100-1000 pl
Eppendorf Researche ® plus
Experion Pro260

Heracell 240 Brutschrank

Heraeus Biofuge fresco

Heraeus Megafuge 1.0R Zentrifuge
Heraeus Multifuge 3 S-R Zentrifuge
Heraeus Multifuge 3S+ Zentrifuge
Navios™ Durchflusszytometer

Neubauer Zahlkammer 0,1 mm

pH 211 Microprocessor pH Meter
Serologische Pipetten 2 ml/5 ml/10 ml/25 ml
steril

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Scotsman Ice, Vernon Hills, IL, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Lab4you GmbH, Wien, Osterreich
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Eppendorf AG, Hamburg, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

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

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Konigshofen, D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

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

Tabelle 11: Ubersicht iber die verwendete Software

Name

Hersteller

1450 MicroBeta Workstation Software
CorelDRAW 2018

Discovery Studio Visualizer
GraphPad Prism 8

Kaluza Analysis-Software

Mendeley Desktop

Microsoft Excel

Microsoft PowerPoint

Microsoft Word

Quantity One

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Biovia, San Diego, CA, USA

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA
Beckman Coulter, Brea, CA, USA
Mendeley Inc., New York, NY, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die verschieden Zellkulturen wurden bei 37°C in einer angefeuchteten Atmosphéare mit 5%
CO- kultiviert. Zelllinien in Suspension wurden zweimal pro Woche, adharente Zellen ein- bis
zweimal pro Woche passagiert. Die adharenten Zelllinien wurden einmal mit PBS gewaschen,
bevor sie mit Trypsin/EDTA bzw. Accutase gelést wurden. Anschlieend wurden die
suspendierten Zellen in frischen Zellkulturflaschen im Verhaltnis 1:3 bis 1:20 ausgesat.
Suspensionszelllinien wurden in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:8 passagiert. Die einzelnen
Zelllinien und entsprechenden Nahrmedien sind in den Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgefiihrt.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Neubauer-Zahlkammern. Dazu wurde die
Zellsuspension zum Anfarben toter Zellen im Verhaltnis 1:2 bis 1:20 mit Trypanblau-L&sung

verdunnt. Die Berechnung der Zellzahl pro Milliliter erfolgte anhand folgender Formel:

Zellen gezahlte Zellen }
I ) = x Verdimnungsfaktor x 10*

Zellkonzentrati ( =
eticonzentration Anzahl der gezadhlten Quadranten

2.2.2 Expression und Reinigung der Antikorper

Zur Expression der verschiedenen Antikdrperkonstrukte wurden jeweils stabil transfizierte
CHO-K1 und Lec13 Zelllinien verwendet (Ripka et al. 1986). Diese enthielten entsprechende
Expressionsvektoren, die fur die leichte (LC) und schwere IgG-Kette (HC) kodierten. Die
einzelnen Zelllinien wurden in den jeweiligen Nahrmedien kultiviert und die
Zellkulturiberstande gesammelt. Diese wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert,
bevor sie bei 540 x g fir 5 min zentrifugiert und steril filtriert wurden. Die weitere Aufreinigung
der Antikorperkonstrukte erfolgte mittels Affinitatschromatografie unter Verwendung von
CaptureSelect™ IgG-Cnl Affinity Matrix (Thermo Fisher Scientific). Dazu wurde die
Affinitatsmatrix dem Zelliiberstand hinzugefiigt (1ml Matrix pro 11 Uberstand) und {iber Nacht
bei 4°C verrihrt. Durch Zentrifugation wurde die Matrix gesammelt und auf Poly-Prep®
Chromatographie Séulen (Bio-Rad) aufgetragen. Die folgenden Schritte der Aufreinigung
erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers. Die Elution der Antikdrperkonstrukte erfolgte in
mehreren Fraktionen durch Zugabe des Elutionspuffers. Zuletzt wurden die Proteine 10.000-

fach gegen 1x PBS dialysiert und eingeengt.
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2.2.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) stellt eine Moglichkeit dar, Proteine anhand ihrer
molekularen Masse aufzutrennen. Dazu wurden Gele mit einem Acrylamid-Gehalt von 6% und
10% hergestellt (Tabelle 12). Zu den aufzutragenden Proteinproben wurde vor Verwendung
reduzierender bzw. nicht-reduzierender 5x Probenpuffer hinzugefiigt und fir 5 min bei 95 °C
aufgekocht. Anschlie3end wurden die Proben 2 min bei 16060 x g zentrifugiert und jeweils 5
bis 10 pl in die Geltaschen aufgetragen. Als Proteinstandard wurden 5 ul Precision Plus
Protein™ Dual Color Standard verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte fir 10 min mit einer
Spannung von 100 V und fir weitere 1-2 h mit 120 V. Im Anschluss wurden die Gele je nach
Bedarf mit Roti®-Blue (Carl Roth GmbH) nach Herstellerangaben gefarbt (Coomassie-Blau

Farbung) oder fir Western Blot Versuche eingesetzt.

Tabelle 12: Zusammensetzung von hergestellten 6 bzw. 10%-igen SDS-Gelen, Ansatz fiir 2 Gele

Ldsung Sammelgel Trenngel 6%-ig Trenngel 10%-ig
H.O 1,72 mi 5,3 ml 4 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 30% | 0,5 ml 2 ml 3,3 ml
Tris1,5M - 2,5ml 2,5ml
Tris0,5M 0,76 ml - -

SDS 10% 0,03 ml 0,1 ml 0,1 ml

APS 10% 0,03 ml 0,1 ml 0,1 ml

TEMED 0,003 ml 0,008 ml 0,004 mi

2.2.4 Konzentrationsbestimmung der Antikérper-Chargen

Die Bestimmung der Konzentration der einzelnen Antikérper-Chargen erfolgte mittels
Kapillarelektrophorese unter Verwendung von Experion™ Pro260 Chips (Bio-Rad
Laboratories, Inc) nach Angaben des Herstellers oder durch den Vergleich mit Standardkurven
von Rituximab. Dazu wurden verschiedene, definierte Mengen von Rituximab mit den
verschiedenen Antikorper-Fraktionen in SDS-PAGE Gelen und anschlieRender Farbung mit
Roti® -Blue verglichen. Aufgetragen wurden dafir 0,1 pg bis 5 pg Rituximab und 0,5 pl bis

10 pl des zu analysierendem Antikorpers.
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2.2.5 Proteintransfer und Immundetektion von Proteinen

Um verschiedene Anteile der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine nachzuweisen,
wurden die einzelnen Proteinbanden vom Gel auf eine PVDF- (Polyvinylidenfluorid) Membran
(Bio-Rad Laboratories, Inc.) ubertragen. Die Ubertragung erfolgte nach Herstellerangaben
durch Anlegen eines elektrischen Feldes im Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) bei einer Stromstarke von 1 mA/cm?fiir 1 h.

2251 Anti-human IgG-Blot

Der Nachweis des humanen Fc-Teils der Antikorper erfolgte mittels Ziegen anti-human IgG-
HRP (Sigma-Aldrich). Dazu wurde die PVDF-Membran fur 1 h bei Raumtemperatur auf dem
Horizontalschattler mit dem Blocking-Puffer inkubiert und so freie Bindungsstellen gesattigt.
Im n&chsten Schritt wurde das Ziegen anti-human IgG-HRP Konjugat in einer Verdiinnung von
1:5000 hinzugegeben und fir 1 h auf dem Schittler inkubiert. Die Membran wurde drei Mal fir
je 10 min mit dem Waschpuffer gewaschen, bevor zur Auswertung SuperSignal® West Dura
Extended Duration Substrate (Bio-Rad Laboratories, Inc.) hinzugegeben wurde. Mit
ChemiDocTM XRS+ System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) wurde ein digitales Bild der PVDF-

Membran erstellt.

2.2.5.2 Lektin-Blot

Zum Nachweis der a1,6-gebundenen Fucose des Fc-Teils wurde ein Lektin-Blot mit Aleuria
Aurantia Lectin (Vector Laboratories) durchgefihrt (Repp et al. 2011). Dazu wurde die PVDF-
Membran mit dem Puffer A fur 1 h bei 37 °C inkubiert. In einem né&chsten Schritt wurden
5 pg/ml Aleuria Aurantia Lectin hinzugefligt und fur weitere 2 h bei Raumtemperatur auf einem
Horizontalschittler inkubiert. Die Membran wurde drei Mal fir jeweils 10 min mit Puffer B
gewaschen und fir weitere 30 min bei Raumtemperatur in Puffer A/0,05% Tween20 und
1 yg/ml NeutrAvidin-HRP (Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Anschlie@end wurde die
Membran erneut 10 Mal fur jeweils 5 min mit Puffer B gewaschen. Zur Darstellung der
Fraktionen wurde SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate verwendet und mit
ChemiDocTM XRS+ System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) ein digitales Bild erstellt.

2.2.6 Durchflusszytometrische Methoden

Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS) stellt ein Verfahren dar,
durch das Zellen bezuglich ihrer Grof3e, Struktur und Fluoreszenz analysiert werden kdnnen.
Dabei werden die Zellen einzeln in einem sehr hohen Tempo an einem Laserstrahl
vorbeigefihrt. Das Laser-Licht wird beim Auftreffen auf eine Zelle abhangig von deren Grof3e
und Granularitdt charakteristisch gestreut und von Detektoren registriert. Dabei kann man
zwischen Vorwartsstreulicht (engl. foreward scatter, FSC), dessen Intensitdt vor allem

abhangig von der Zellgrof3e ist, und dem Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC), dessen
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Intensitat hauptsachlich von der zellularen Granularitat abhangig ist, unterscheiden (Rothe,
2007). Zudem konnen durch die Markierung der Zellen mit speziellen Farbstoff-gekoppelten
Antikorpern weitere Zell-Eigenschaften wie Oberflachenantigene untersucht werden.

Fir die durchflusszytometrischen Analysen kam das Navios™ flow cytometer (Beckman
Coulter, Brea) zum Einsatz. Durch das Einfligen entsprechender Analysefenster im FSC/SSC
um die zu untersuchenden Zellen wurden tote Zellen und Zellkonjugate in der Auswertung

nicht bertcksichtigt.

2.2.6.1 Analyse der Bindung der Antikdrper

Zur Analyse der Bindung wurden pro Ansatz jeweils 0,5 x 108 Zellen mit der entsprechenden
priméren Antikorper-Verdunnung fir 30-40 min auf Eis inkubiert. Als negative Kontrolle wurde
in einen Ansatz ausschlief3lich 50 pl PBA hinzugefiigt. Die Ansatze wurden zweimal mit 1,5 ml
kaltem PBA gewaschen und im Anschluss mit dem entsprechenden Sekundarantikorper (anti-
human 1gG F(ab‘), Fragment-PE oder anti-human IgG F(ab‘). Fragment-FITC) 30 min
abgedunkelt auf Eis bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit 1,5 ml PBA
wurden die Zellen in 500 yl PBA aufgenommen und im Durchflusszytometer gemessen. Fir
die Analyse wurden pro Probe 10.000 Zellen gemessen.

Zur Analyse der spezifischen Bindung an das Zielantigen wurden CHO-K1 CD19 oder Ramos
Zellen verwendet. Als Kontrolle dienten fir Leukamien und Lymphome nicht-relevante
Antikdrper (Trastuzumab und HER2-Antikorpervarianten) und die CD19-negative Zelllinie SK-
BR-3. Weiterhin wurden zur Bestimmung der Bindung an FcyRIlla BHK-21 CD16a-158V und
BHK-21 CD16a-158F Zellen eingesetzt.

2.2.6.2 Analyse der C1g-Bindung

Zur Analyse der C1g-Bindung der verschiedenen Antikorperkonstrukte wurden 0,3 x 10° Raji
Zellen mit den entsprechenden primaren Antikérpern (100 pg/ml) in 50 pl R10+ fir 20 min auf
Eis inkubiert. Fir den Serum-Ansatz als Quelle der Komplementfaktoren wurde humanes
Serum durch Zugabe von R10+ Medium auf eine Endkonzentration von 2% gebracht. Zur
Neutralisation des Faktor C5 wurde Eculizumab (Alexion Pharma) in einer Konzentration von
200 pg/ml hinzugefugt und der Serum-Ansatz fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden davon 50 pl zu den mit Antikérper beladenen Zellen gegeben und fur
10 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden drei Mal gewaschen und der Kaninchen anti-
human C1g-Complement-FITC (Dako) Sekundarantikdrper hinzugefiigt. Nach abgedunkelter
Inkubation fur 1 h auf Eis und erneutem dreimaligem Waschen wurden die Zellen in kaltem
PBA resuspendiert und im Durchflusszytometer gemessen. Pro Probe wurden 1 x 10° Zellen

gemessen.
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2.2.6.3 B-Zell-Depletion

Fir diese Versuche wurde freiwilligen, gesunden Spendern nach der schriftlichen Einwilligung
Blut entnommen (Hirudin-R6hrchen). Pro Ansatz wurden 200 pl Vollblut mit jeweils
verschiedenen Antikorperkonzentrationen versetzt und fur 24 h bei 37°C und 5% CO:
inkubiert. Per Durchflusszytometrie wurden die Proben auf Depletion von B-Zellen untersucht.
Dazu wurden 100 pl einer Probe jeweils mit dem in Tabelle 13 aufgefiihrten Antikorper-Mix
versetzt und 30 min im Dunkeln bei 4°C auf Eis inkubiert. Im nachsten Schritt wurde zur Lyse
der Erythrozyten 1 ml VersaLyse™ lysing solution (Beckman Coulter) hinzugegeben und fiir
20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben zweimalig
mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und fir 5 min mit 540 x g zentrifugiert. Zur Messung im
Durchflusszytometer wurden die Zellen in 300 pl PBS aufgenommen und 100 ul Flow Count
hinzugefligt. Pro Probe wurden jeweils 1 x 10° Zellen gemessen. Der Anteil der verbleibenden
B-Zellen (CD20*/CD3") ergab sich aus folgender Berechnung mit der maximalen Anzahl
verbleibender B-Zellen aus unbehandelten Kontrollen:

Anzahl verbleibender B — Zellen
Maximale B — Zell — Anzahl

Anteil verbleibender B — Zellen (%) =

Tabelle 13: Protokoll zum Nachweis von B-Zellen

Protokoll Loésung Inkubationszeit
Farbung Antikorper-Mix: 30 min
10 pl CD20-FITC im Dunkeln
10 pl CD3-Krome Orange bei 4 °C auf Eis
10 pl Intratect (1:5)
Erythrozyten-Lyse 1 ml VersaLyse™ lysing solution 20 min
im Dunkeln
bei Raumtemperatur
2 x Waschen 1 ml PBS -

Zur Bestimmung der Ausgangskonzentration der B-Zellen wurden bereits am Tag der Vollblut-
Entnahme 100 pl Vollblut jeweils mit dem in Tabelle 13 aufgefiihrten Antikdrper-Mix versetzt
und 30 min im Dunkeln bei 4°C auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde wie bereits beschrieben
weiter vorgegangen. Des Weiteren wurden die Ausgangskonzentration verschiedener
Effektorzellpopulationen, wie NK-Zellen, Granulozyten und Monozyten bestimmt. Dazu
wurden 100 pl Vollblut jeweils mit 10 pul CD3-Krome Orange, 10 pl Intratect (1:5) und 10 pl
CD14-FITC (Monozyten) oder 10 pl CD15-FITC (Granulozyten) oder CD56-PC7 (NK-Zellen)
versetzt. Der Ansatz wurde 30 min im Dunklen bei 4°C auf Eis inkubiert und anschlieRend wie

vorher beschrieben weiter verfahren.
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2.2.7 Isolierung von Effektorzellen und Plasma aus peripherem Blut

Freiwilligen, gesunden Spendern wurde nach der schriftlichen Einwilligung Blut abgenommen.
Zur Isolierung der Effektorzellen und Plasma wurden jeweils 5 ml peripheres Blut langsam zu
6 ml 63% Percoll/Hank’s salt solution geben. Nach 20 min Zentrifugation bei 1340 x g ohne
Bremse wurden Plasma und mononukleare Zellen vorsichtig aus den entsprechenden
Abschnitten isoliert. Das Plasma wurde je nach Bedarf direkt fir einen > Chrom-Freisetzungs-
versuch eingesetzt oder erneut 20 min bei 860 x g zentrifugiert und bis zur Verwendung bei -
80 °C gelagert. Die aus dem Gradienten extrahierten Zellen wurden dreimal mit 1 x PBS
gewaschen. Gegebenenfalls wurde eine hypotone Lyse der Erythrozyten mit 4 °C kaltem
destilliertem Wasser fir 30 Sekunden durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Zellen in 10 ml R10+ aufgenommen und mittels Trypanblau-Farbung und einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Die isolierten mononukledaren Zellen (engl. mononuclear cells, MNC)

wurden direkt flr weitere Experimente eingesetzt.

2.2.8 ®'Chrom-Freisetzungsversuche

Zur Analyse der komplementabhangigen Zytotoxizitdt (CDC) als auch der
antikorperabhangigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC) der verschiedenen Antikorper-Varianten
wurden ®'Cr-Freisetzungsversuche durchgefiihrt.

Dazu wurden jeweils 1,2 x 10° Zielzellen mit 100 pCi >Cr fur 2 h bei 37 °C inkubiert. Die
Zielzellen wurden dreimal mit 7 ml R10* und funf mindtiger Zentrifugation bei 540 x ¢
gewaschen, um das nicht aufgenommene Chrom zu entfernen. Durch Zugabe von R10*
wurden die Zellen auf eine Endkonzentration von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Fir jeden
Ansatz wurden pro Bohrung einer 96 well Platte 50 pl Zielzellen, 50 pl mit 50 E/ml Lepirudin
(Refludan®) versetztes Plasma oder 50 ul Effektorzellen und Antikérper in verschiedenen
Konzentrationen hinzugefligt. Das Endvolumen von 200 ul pro Bohrung wurde mit R10*-
Medium eingestellt. Das Verhaltnis von Effektorzellen zu Zielzellen (E:T-Ratio) betrug 40:1.
Pro Ansatz wurden Triplets angelegt. Nach Inkubation fur 3 h bei 37 °C wurde die Reaktion
durch Zentrifugation beendet. Im Anschluss wurden 25 pl Probentberstand und 125 pl
OptiPhase Supermix (PerkinElmer) auf eine Reader-Platte (PerkinElmer) pipettiert und fur 15
min auf einem Horizontalschuttler inkubiert. Die Messung des freigesetzten Chrom-51 erfolgte
in counts per minute (cpm) in einem beta-Counter 1450 MicroBetaTriLux (PerkinElmer). Die

spezifischen Lyseraten wurden mit folgender Formel berechnet:

o (experimentelle cpm — basale cpm)
% spezifische Lyse = - x 100
(maximale com — basale cpm)
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Die experimentelle '1Cr-Freisetzung (experimentelle cpm) entsprach dem freigesetzten %Cr
im Probeniberstand des Ansatzes. Zur Ermittlung der maximalen ®'Cr-Freisetzung (maximale
cpm) wurde 1% v/v Triton X-100 zu den Zielzellen hinzugefugt (50 pl Zielzellen, 50 pl RPMI,
100 pl Triton X-100). Die basale *'Cr-Freisetzung (basale cpm) wurde anhand von Zielzellen
in Kulturmedium ohne Antikorper und Effektoren bestimmt (50 pl Zielzellen, 150 pl RPMI).

2.2.9 Statistische Analyse

Die Daten wurden graphisch und statistisch mit der Software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc.) ausgewertet. Dargestellt werden die Daten als Mittelwerte +/- Standardfehler
des Mittelwerts (engl. standard error of the mean, SEM) aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten. Unterschiede zwischen den Datensétzen wurden mittels ein- oder
zweifaktorieller ANOVA mit Bonferoni Post-Test analysiert. Bei einem Wert p < 0,05 wurden
statistische Unterschiede als signifikant akzeptiert und sind mit einem Stern (*)

gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Effektormechanismen von Wildtyp CD19-Antikérpern

In der Literatur wurde beschrieben, dass IgGl Antikorper gerichtet gegen den B-
Zelloberflachenmarker CD19 kaum zytotoxische Aktivitat gegen Leukdmie- oder
Lymphomzellen vermitteln (Horton et al. 2008; Kellner et al. 2013). Diese Tatsache wurde zu
Beginn der Arbeit in 5!Cr-Freisetzungsversuchen bestatigt (Abbildung 8). Dabei wurden CD19-
positive Ramos und Raji Burkitt-Lymphom Zellen als Zielzellen verwendet und entweder
humanes Plasma oder mononukleédre Zellen als Quelle fir Komplement bzw. Effektorzellen
eingesetzt. In den durchgefihrten Experimenten zeigte sich, dass der native CD19 IgG1
Antikdrper (CD19-wt-CHO) nicht in der Lage war, effektiv CDC oder ADCC gegeniiber den
eingesetzten Zielzellen zu vermitteln. Zum Vergleich wurde bei dem therapeutisch
eingesetzten CD20-Antikorper Rituximab sowohl eine hohe CDC- als auch ADCC-Aktivitat
beobachtet. Trastuzumab als Isotyp-Kontrolle war nicht in der Lage gegen die eingesetzten
HER2-negativen Zielzellen Zytotoxizitat zu vermitteln.
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Abbildung 8: CDC und ADCC des Wildtyp CD19-Antikdrpers im Vergleich mit Rituximab. (A) Zur
Untersuchung der CDC-AKktivitat wurden Ramos Zellen mit den angegebenen Antikdrpern (Konzentration 10 pg/ml)
und humanem Plasma (25%) inkubiert. Signifikate Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zu Trastuzumab
und ohne Antikdrper sind mit einem Stern (*) markiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- SEM aus 3
unabhangigen Experimenten mit Plasma von verschiedenen gesunden Spendern. (B) Raji Zellen wurden mit den
angegebenen Antikérpern (Konzentration 2 pg/ml) und humanen mononukleéren Zellen (E:T-Ratio 40:1) inkubiert
und so die ADCC-Aktivitat analysiert. Signifikate Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zu Trastuzumab
und ohne Antikorper sind mit einem Stern (*) markiert. Die Daten sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabh&ngigen
Experimenten mit MNCs von verschiedenen gesunden Spendern. Ak, Antikorper.
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3.2 Eingesetzte AntikOdrpervarianten

Aufgrund der dargestellten geringen Zytotoxizitéat nativer CD19-Wildtyp Antikdrpern wurden in
Vorarbeiten unter Verwendung der variablen Doméne des Antikbrpers MOR208 (Amersdorffer
et al. 2012; Schewe et al. 2017) Expressionskonstrukte und stabil transfizierte
Produktionslinien fur verschiedene Fc-optimierte CD19-Antikérpervarianten generiert, um eine
Verbesserung der ADCC- oder der CDC-Aktivitat zu erreichen (M. Peipp, nicht publiziert). Im
Folgenden sollten diese Varianten exprimiert, gereinigt, charakterisiert und auf ihre Effektor-
mechanismen hin analysiert werden.

Verglichen wurden dabei sechs verschiedene CD19-Antikdrperkonstrukte, unter anderem der
native IgG1 CD19-Antikdrper (CD19-wt-CHO). Bei den weiteren CD19-Antikérpern handelte
es sich um unterschiedliche Fc-optimierte Konstrukte. Die Grundstruktur aller Varianten
bestand jeweils aus einem humanem IgG1 Antikérper mit k-Leichtketten. Eine der CD19-
Antikorpervarianten enthielt dabei die EFTAE-Modifikation mit den Aminoséuresubstitutionen
S267E/H268F/S324T/G236A/1332E in der Cnu2-Doméne (Abbildung 9A). Fir diese Fc-Variante
war gezeigt worden, dass sie bei unveranderter ADCC-Aktivitat gesteigert CDC vermittelt
(Moore et al. 2010). Um gleichzeitig auch die ADCC-Aktivitat zu steigern, wurde der Antikdrper
mit der EFTAE-Mutation in Lec13 Zellen exprimiert, um so auch die Glykosylierung des Fc-
Teils zu verandern. Bei diesen Zellen handelt es sich um eine mutierte Variante der CHO-
Zelllinie, die aufgrund eines inaktiven Enzyms nicht in der Lage sind, Fucose zu synthetisieren
und so Antikérper mit einem niedrigen Fucosegehalt produzieren (Ripka et al., 1986). Durch
die Expression in dieser Zelllinie wurden Protein- und Glyko-Engineering kombiniert und damit
ein afucosyliertes CD19-Antikdrperkonstrukt mit der EFTAE-Substitution generiert. Indem der
Antikdrper mit der fuinffachen Aminosauresubstitution in CHO-K1 Zellen produziert wurde,
enthielt dieser die regulare, fucosylierte Kohlenhydratstruktur eines IgG1 Antikdrpers. Auch die
CD19-wt-Variante mit nicht-modifizierter Aminosauresequenz wurde sowohl in CHO-K1 Zellen
als auch in Lecl3 Zellen exprimiert und so ein fucosylierter als auch ein afucosylierter
Antikorper ohne die EFTAE-Mutation generiert (Abbildung 10).

Zudem wurde auch eine Antikdrpervariante mit den Aminosauresubstitutionen S239D/1332E
(DE-Modifikation) im Fc-Teil hergestellt (Schewe et al. 2017). Diese Substitutionen im Fc-Teil
tragt auch der sich momentan in klinischen Studien befindende CD19-Antikérper MOR208
(friher Xmab®5574) (Horton et al. 2008; Kellner et al. 2013). Die DE-Mutation fuihrt zu einer
deutlich gesteigerten Affinitat zu Fcyll- und Fcylll-Rezeptoren und so bei unveranderter, bei
CD19-Antikorpern typischerweise niedriger CDC-Aktivitat zu erhohter ADCC- sowie ADCP-
Induktion. Diese Protein-optimierte Variante wurde ebenfalls in Lec13 Zellen exprimiert und so

eine weitere doppelt optimierte Variante (CD19-DE-Lec13) generiert (Abbildung 9B).

38



ERGEBNISSE

Abbildung 9: Strukturmodelle von zwei der eingesetzten Antikérpervarianten. Die schwere Kette (HC) ist
jeweils in Dunkelgrau, die leichte Kette (LC) in Hellgrau markiert. Die in der konstanten Region 2 der schweren
Kette (Cn) an Asparagin297 gebundene Oligosaccharidkette ist blau dargestellt. (A) Die Positionen der einzelnen
Aminosauresubstitutionen S267E/H268F/S324T/G236A/I1332E (EFTAE-Modifikation) im Bereich der Ch2-Region
zur Steigerung der CDC-Aktivitat sind gelb dargestellt. In Rot ist zudem die kritische Fucose markiert. Diese spielt
eine zentrale Rolle bei der Interaktion mit Fcylll-Rezeptoren. (B) Das Protein-Engineering ist in Form der
zweifachen Aminosauresubstitution S239D/I332E (DE-Modifikation, gelb) im Bereich der Ch2-Region dargestellt.
Das Fehlen der kritischen Fucose der Oligosaccharidkette (blau) illustriert das Glyko-Engineering. Das IgG-
Strukturmodell basiert auf einer pdb-Datei, die freundlicherweise von Dr. Mike Clark bereitgestellt wurde (Clark
1997), und mittels Discovery Studio Visualizer (Biovia, San Diego, CA, USA) bearbeitet wurde.

So entstanden insgesamt sechs verschiedene CD19-Antikdrpervarianten, die im Weiteren wie
folgt bezeichnet werden: CD19-wt-CHO (unveranderte IgG1 Fc-Doméane), CD19-wt-Lec13
(glyko-optimierte Fc-Domane fiir gesteigerte ADCC), CD19-EFTAE-CHO (Protein-optimierte
Fc-Domane fiir gesteigerte CDC), CD19-EFTAE-Lec13 (doppelt optimierte Fc-Domane fir
gesteigerte CDC und ADCC), CD19-DE-CHO (Protein-optimierte Fc-Domane fir gesteigerte
ADCC und ADCP) und CD19-DE-Lec13 (doppelt optimierte Fc-Domane fir gesteigerte ADCC
und ADCP) (Abbildung 10).

Fc-Doméne  Expressions- Fucosylierung Antikdrper erwartete Effektormechanismen
Zelllinie ADCC cDbC
. ~—» CHO-K1 => + CD19-wt-CHO -I+ =
nativerIgG1 | |ec13 — - CD19-wt-Lec13 ++ -
, —> CHO-K1 => + CD19-EFTAE-CHO -+ ++
EFTAE-Variante, | ec13 — - CD19-EFTAE-Lec13 ++ ++
. ~> CHO-K1 => + CD19-DE-CHO ++ o
DE-Variante . |ec13 = - CD19-DE-Lec13 ++ -

Abbildung 10: Ubersicht iiber die Expression der CD19-Antikdrpervarianten und ihre erwarteten
Effektormechanismen. Es wurden CD19-Antikdrperkonstrukte mit einem nativen Fc-Teil (nativer IgG1) oder mit
zwei verschiedenen Aminosauresubstitutionen eingesetzt. Dabei handelte es sich um die EFTAE-Substitution
(EFAE-Variante) und die DE-Substitution (DE-Variante). Die verschiedenen Konstrukte wurden in CHO-K1 und
Lec13 Zellen exprimiert und so jeweils fucosylierte Antikérper (CD19-wt-CHO, CD19-EFTAE-CHO, CD19-DE-
CHO) und die entsprechenden afucosylierte Varianten (CD19-wt-Lec13, CD19-EFTAE-Lec13, CD19-DE-Lec13)
generiert. Zudem sind die erwarteten Effektorfunktionen, antikbrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC)
und komplementabhangige Zytotoxizitat (CDC), der verschiedenen Antikdrpervarianten angegeben. +, Fucose
bzw. vermittelte Zytotoxizitét; —, keine Fucose bzw. keine vermittelte Zytotoxizitat.
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Als Kontrollen wurden neben dem erworben Rituximab und Trastuzumab (Roche, Basel
Schweiz), entsprechende Protein- und glyko-optimierte Konstrukte gegen HER2 eingesetzt.
Im Einzelnen: HER2-wt-CHO, HER2-wt-Lec13, HER2-EFTAE-CHO, HER2-EFTAE-Lec13,
HER2-DE-CHO, HER2-DE-Lec13. Zudem wurde bei einzelnen Versuchen eine Fc-optimierte
Rituximab-Variante mit der Aminoséuresubstitution EFTAE (RTX-EFTAE) mit einbezogen.

3.3 Produktion und Reinigung der Antikdrperkonstrukte

Die Produktion aller Fc-optimierten und nicht erworbenen Antikorper erfolgte in stabil
transfizierten CHO-K1 und Lecl3 Zellen (M. Peipp, nicht publiziert). Nach Expression der
Proteine wurden diese affinitatschromatographisch aus dem Zellkulturiiberstand gereinigt,
gegen PBS dialysiert und anschliel3end eingeengt. Fur eine erste Konzentrationshestimmung
der gereinigten Proteine wurde ein Vergleich mit Standardkurven von Rituximab durchgefihrt.
Dazu wurden reduzierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) und eine
anschlielende Roti®-Blue Farbung angewandt. Exemplarisch ist die Konzentrations-
abschatzung fir CD19-DE-CHO in Abbildung 11 dargestellt. Mit den anderen Antikorper-
varianten wurden entsprechende Resultate erzielt (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich erfolgte
eine Konzentrationsermittlung mittels quantitativer Kapillarelektrophorese mit dem Experion™
Pro260 Chip.
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Abbildung 11: Konzentrationsbestimmung von gereinigtem CD19-DE-CHO in Coomassie-Blau gefarbtem
SDS-PAGE Gel. Nach der Expression in stabil transfizierten Zelllinien und Proteinreinigung erfolgte die
Bestimmung der Konzentration des gereinigten Antikérpers durch den Vergleich mit definierten Mengen von
Rituximab unter reduzierten Bedingungen. In diesem Fall wurde die Konzentration auf ca. 2 mg/ml geschétzt.
Belegung der Spuren: (1) Precision Plus Protein™ Standard Dual Color, (2) CD19-DE-CHO (Auftragsvolumen:
2 pl), (3) CD19-DE-CHO (1 pl), (4) CD19-DE-CHO (0,5 pl), (5) unbeladen, (6) Rituximab (Auftragsmenge: 4 ug),
(7) Rituximab (3 pg), (8) Rituximab (2 pg), (9) Rituximab (1 pg). Die schweren Antikérperketten (HC) zeigten im Gel
eine Mobilitat entsprechend einer Gro3e von 50 kDa, die leichten Ketten (LC) von etwa 25 kDa. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment.
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Die Reinheit und Integritat der verschiedenen Antikérperkonstrukte wurde in reduzierter und
nicht-reduzierter SDS-PAGE und anschliel3ender Roti®-Blue Farbung tberprift. Unter nicht-
reduzierenden Bedingungen zeigten die Antikdrpervarianten wie erwartet eine Mobilitéat im Gel
entsprechend einer Masse von ca. 160 kDa (Abbildung 12A), die einem typischen IgG1
Antikorper entspricht. Unter reduzierendenden Bedingungen, unter welchen die
Disulfidbriicken innerhalb eines Proteins ,aufgebrochen® werden, wurden zwei Polypeptid-
ketten detektiert, die eine Masse von ca. 50 kDa und 25 kDa aufwiesen (Abbildung 12B). Diese
entsprachen den vorhergesagten, aus der Aminosauresequenz berechneten Massen der
schweren und leichten Antikorperketten. Entsprechende Resultate wurden mit den anderen
verwendeten Antikdrpervarianten erzielt (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtungen legten
nahe, dass sich die schwere und leichte Ig-Kette der exprimierten CD19-Antikdrper zu einem
vollstandigen IgG-Molekiul zusammengelagert haben und Uber Disulfidbriicken verknulpft
wurden. In den SDS-Page Gelen waren keinerlei detektierbaren Kontaminationen
nachweisbar und die verschiedenen CD19-Antikdrperkonstrukte lagen somit mit einer sehr

hohen Reinheit vor.
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Abbildung 12: Nachweis der verschiedenen Antikdrpervarianten in reduzierender und nicht-reduzierender
SDS-PAGE und Coomassie-Blau Farbung. Zum Vergleich befand sich in der letzten Spur jeweils der
therapeutisch eingesetzte Antikdrper Rituximab. Von den entsprechenden Proteinen wurden je 10 pl mit einer
Konzentration von 1500 pg/ml aufgetragen. (A) Unter nicht-reduzierenden Bedingungen stellten sich die
verschiedenen Antikdrpervarianten als jeweils eine intakte Polypeptidkette mit vergleichbaren Massen von ca.
160 kDa dar. Die Daten stellen ein reprasentatives Experiment dar (n = 3). Spurenbelegung: (1) Precision Plus
Protein™ Standard Dual Color, (2) unbeladen, (3) CD19-wt-CHO, (4) CD19-wt-Lec13, (5) CD19-EFTAE-CHO, (6)
CD19-EFTAE-Lec13, (7) CD19-DE-CHO, (8) CD19-DE-Lec13, (9) Rituximab. (B) Im reduzierten SDS-Gel wurden
jeweils die Polypeptidketten der schweren (HC) und leichten Ketten (LC) der verschiedenen Antikérperkonstrukte
sichtbar. Auch hier zeigten sich zwischen den einzelnen Varianten ebenfalls einheitlichen molekulare Massen. Die
Daten stellen ein reprasentatives Experiment dar (n = 3). Belegung der Spuren: (1) Precision Plus Protein™
Standard Dual Color, (2) CD19-wt-CHO, (3) CD19-wt-Lec13, (4) CD19-EFTAE-CHO, (5) CD19-EFTAE-Lec13, (6)
CD19-DE-CHO, (7) CD19-DE-Lec13, (8) Rituximab.
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3.4 Analyse des Fucosylierungsstatus der Fc-Doménen

Die einzelnen Antikorpervarianten wurden wie weiter oben beschrieben in zwei verschiedenen
Zelllinien exprimiert. Dabei sollten durch die Expression in CHO Zellen fucosylierte Antikdrper
und durch die Expression in Lec13 Zellen afucosylierte, glyko-optimierte Antikérpervarianten
hergestellt werden. Zum Nachweis, dass dadurch bei den einzelnen Antikdrperkonstrukten
Unterschiede im Gehalt an a1,6-Fucose als Teil der N297 gebundenen Oligosaccharidkette
bestanden, wurde ein Lektin-Blot mit biotinyliertem Aleuria Aurantia Lectin (Vector
Laboratories) durchgefuihrt. Bei Lektinen handelt es sich um Proteine, die spezifische
Kohlenhydratstrukturen binden (Etzler 1985). In diesem Fall bindet das eingesetzte Lektin laut
Herstellerangaben an Fucosereste, die Uber (a-1,6) an N-Acetylglucosamine oder uber (a-1,3)
an N-Acetyllactosamine verwandte Strukturen verknipft sind.

In dem durchgefihrten Lektin-Blot zeigte sich, dass die drei Antikdrpervarianten, die in CHO-
K1 Zellen exprimiert wurden (CD19-wt-CHO, CD19-EFTAE-CHO, CD19-DE-CHO), uberein-
stimmend mit der Literatur und dem Vergleich mit Rituximab fucosyliert waren (Abbildung 13)
(Repp et al. 2011). Zudem wurde deutlich, dass Verénderungen einzelner Aminoséauren am
Fc-Teil der Antikorper keinen signifikanten Einfluss auf die Fucosylierung in CHO-Zellen zu
nehmen scheinen, da an samtlichen Varianten unabhéngig von den eingefihrten
Aminosauresubstitutionen in der Fc-Domane Fucose detektiert wurde. Gleichzeitig bestatigte
sich bei den Konstrukten aus Lec13 Zellen (CD19-wt-Lec13, CD19-EFTAE-Lec13, CD19-DE-

Lec13), dass diese keine signifikanten Mengen an Fucose im Bereich der schweren Kette

aufwiesen.
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Abbildung 13: Uberpriifung des Fucose-Gehalts der Fc-Teile der verschiedenen CD19-Antikdrpervarianten
auf Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membranen. (A) Der Nachweis der Fucose im Fc-gebundenen Oligosaccharid
erfolgte in einem Lektin-Blot mit biotinyliertem Aleuria Aurantia Lectin und HRP-gekoppeltem NeutrAvidin. Bei den
Antikdrpern exprimiert in Lec13 Zellen (Spur 4, 6, 8) zeigte sich im Gegensatz zu Konstrukten produziert in CHO-
K1 Zellen (Spur 3, 5, 7) ein Fehlen der Fucose in der Zuckerstrucktur der Fc-Doméne. Die Daten stellen ein
reprasentatives Experiment dar (n = 3). (B) Zur Kontrolle erfolgte der Nachweis der schweren Kette mit einem HRP-
konjugierten anti-human IgG Antikérper. In Spur 2 wurde zum Vergleich Rituximab als fucosylierter IgG1 Antikdrper
aufgetragen. Die Daten stellen ein reprasentatives Experiment dar (n = 3). Spurenbelegung in (A) und (B): (1)
Precision Plus Protein™ Standard Dual Color, (2) Rituximab, (3) CD19-wt-CHO, (4) CD19-wt-Lec13, (5) CD19-
EFTAE-CHO, (6) CD19-EFTAE-Lec13, (7) CD19-DE-CHO, (8) CD19-DE-Lec13.
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Zum Vergleich und als Ladungskontrolle erfolgte in einem Western Blot Experiment mit einem
Fc-spezifischen Sekundarantikorper der selektive Nachweis der schweren Kette der
Antikorper (Abbildung 13B).

3.5 Analyse der Bindungseigenschaften von Fc-optimierten CD19-

Antikdrpern

3.5.1 CD19-Bindung

Die selektive Bindung an das entsprechende Zielantigen stellt die Grundvoraussetzung fiir die
Wirksamkeit therapeutischer Antikdrper dar. Aus diesem Grund wurde im Anschluss an die
Reinigung der Proteine die spezifische Bindung der verschiedenen Antikdrpervarianten an das
Zielantigen CD19 Uuberprift. Der Nachweis der Bindungseigenschaften erfolgte mittels
Durchflusszytometrie und unter Verwendung von CD19-positiven Ramos Zellen und mit CD19-
transfizierten CHO Zellen. Als Kontrolle sowie zum Nachweis der Bindungsselektivitat diente
die CD19-negative, HER2-positive Zelllinie SK-BR-3. Zudem wurden die entsprechend
modifizierten Antikorper gegen HER2 eingesetzt, die in nachfolgenden funktionellen
Versuchen als Kontrollantikdrper dienen sollten. Alle CD19-Konstrukte haben unabhangig von
den Veradnderungen am Fc-Teil sowie der Expression in verschiedenen Zelllinien spezifisch
an CD19-positive Ramos Zellen gebunden (Abbildung 14A). Gleichzeitig war keine Bindung
an CD19-negativen SK-BR-3 Zellen nachweisbar (Abbildung 14B). Die entsprechenden
Antikorper gegen HER2 wiesen eine Bindung an HER2-positiven SK-BR-3 Zellen auf,
gleichzeitig war keine Bindung an HER2-negative Ramos Zellen messbar (Abbildung 14B).
Somit konnte fiir die verschiedenen Antikorpervarianten gegen CD19, als auch gegen HER2,

eine Antigen-spezifische Bindung nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Analyse der spezifischen Antigenbindung mittels Durchflusszytometrie. (A) CD19-positive
Ramos Zellen wurden entweder nur in PBA-Puffer (weil3er Peak) oder mit dem angegebenen Antikdrper in einer
Konzentration von 50 pg/ml (dunkelgrauer Peak) inkubiert. Der Bindungsnachweis erfolgte mit einem sekundaren,
PE-konjugierten anti-human IgG F(ab‘)2 Fragment und Durchflusszytometrie. Trastuzumab diente als
Kontrollantikérper. Die Daten stellen ein reprasentatives Experiment dar (n=3). (B) Alle CD19-Antikérperkonstrukte
(Konzentration 50 pg/ml) zeigten eine spezifische Bindung an CD19-positiven Ramos Zellen. Mit der CD19-
negativen Zelllinie SK-BR-3 wurde keine Bindung detektiert. Als IgG1 Kontrollantikdrper dienten die entsprechend
modifizierten Antikdrper gegen HER2 (Konzentration 50 pg/ml). Diese zeigten eine spezifische Bindung an HER2-
positive SK-BR-3 Zellen. An HER2-negativen Ramos Zellen wurde keine Bindung gemessen. Der Nachweis der
Antigenbindung erfolgte mit PE-konjugierten anti-human 1gG F(ab‘)z Antikdrper und Durchflusszytometrie.
Statistisch signifikante Bindungsunterschiede mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zwischen den CD19-
Antikdrpervarianten und entsprechenden HER2-spezifischen Kontrollantikérpern sind mit einem Stern (*) markiert.

Die Daten sind als Mittelwert +/- SEM aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt. MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitat.
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In weiteren Durchflusszytometrie-Versuchen wurde zudem die Dosis-abhéngige Bindung der
verschiedenen Antikdrperkonstrukte an stabil mit CD19 cDNA transfizierten CHO-K1 CD19
Zellen untersucht (M. Peipp, nicht publiziert). Fir diese Versuche wurden transfizierte CHO-
K1 Zellen eingesetzt, da diese keine humanen Fcy-Rezeptoren aufweisen. So konnte
sichergestellt werden, dass ein Bindungssignal auf eine Bindung an CD19 beruht und keine
andere Bindung der Antikdrper wie beispielsweise an Fcy-Rezeptoren vorlag. Der Vergleich
der Bindungsdosiskurven der einzelnen AntikOrper zeigte, dass sich die halbmaximalen
Bindungen, ECsq, fur alle sechs Konstrukte bei Konzentrationen von 1,7 pg/ml (~11,3 nM) bis
2,5 pg/ml (~16,7 nM) befanden (Tabelle 14). Somit wiesen alle Konstrukte unabhéngig von
den durchgefihrten Modifikationen am Fc-Teil eine vergleichbar hohe Affinitat fur das
Zielantigen auf. Dies wurde auch durch den kongruenten Verlauf der Dosiskurven sowie
fehlende statistisch signifikante Unterschiede bei der Auswertung zwischen den

verschiedenen Varianten deutlich (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Analyse der Dosis-abhdngigen CD19-Bindung. CHO-K1 CD19 Zellen wurden mit
unterschiedlichen Antikérperkonzentrationen der verschiedenen Konstrukte inkubiert. Der Nachweis der Bindung
an CD19 erfolgte mit dem PE-konjugiertem anti-human 1gG F(ab‘)2 Antikérper und Durchflusszytometrie. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte +/- SEM aus vier unabhéngigen Experimenten. MFI, mittlere Fluoreszenzintensitéat.

Tabelle 14: Ubersicht iiber die ECso-Werte der verschiedenen CD19-Antikérper fir die Bindung an CD19

Antikorper ECso* (ug/ml) 95% CI** (ug/ml)
CD19-EFTAE-Lec13 2,7 1,4-53
CD19-EFTAE-CHO 2,1 1,2-3,6
CD19-DE-Lec13 2,5 1,4-45
CD19-DE-CHO 1,7 0,8-3,8
CD19-wt-Lec13 2,2 1,5-3,2
CD19-wt-CHO 1,8 1,2-2,7

* ECso, halbmaximale effektive Konzentration;
** Cl, Konfidenzintervall (engl. confidence interval).
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3.5.2 FcyRIlla-Bindung

Die antikdrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) stellt einen bedeutenden
Wirkungsmechanismus vieler therapeutischer Antikorper dar. Fur diese Wirkungsweise ist
eine effiziente Bindung der Antikorper Uber ihren Fc-Teil an aktivierende Fcy-Rezeptoren auf
Effektorzellen essentiell. Fir den aktivierenden FcyRllla, der sich unter anderem auf NK-Zellen
befindet, wurde dabei in der Literatur beschrieben, dass der V/F-Polymorphismus der
Aminoséaure in Position 158 die Affinitat zur Fc-Doméanen beeinflusst und sich auch auf die
Wirksamkeit therapeutischer Antikérper auswirkt (Cartron et al. 2002; Weng und Levy 2003).
Aus diesem Grund sollte die Affinitdt der Fc-Teile der verschiedenen optimierten CD19-
Antikoérper fur die beiden Allel-Formen von FcyRIlla untersucht werden. Dazu wurde die
dosisabhéngige Bindung an BHK-21 Zellen, die stabil mit Expressionskonstrukten fir die
FceRI y Kette und FcyRllla-158V oder FcyRIlla-158F transfiziert waren (Glorius et al. 2013),
mittels Durchflusszytometrie gemessen. Hier zeigte sich, dass die vier Fc-optimierten
Antikdrpervarianten mit fehlender Fucose oder der DE-Modifikation (CD19-wt-Lec13, CD19-
EFTAE-Lec13, CD19-DE-CHO und CD19-DE-Lec13) im Vergleich zu CD19-wt-CHO und
CD19-EFTAE-CHO eine gesteigerte Affinitat zu beiden FcyRllla Allelen aufwiesen (Abbildung
16). Auffallig war hierbei, dass die Bindung an den hochaffinen FcyRIllla-158V durch die
verschiedenen Formen des Fc-Engineerings &hnlich stark gesteigert wurde. Die halbmaximale
Bindung befand sich bei diesen vier Konstrukten zwischen Konzentrationen von 6,1 pg/ml
(~40,7 nM) bis 8,1 ug/ml (~ 54 nM) (Tabelle 15). Gleichzeitig wurden fir die Bindung an
FcyRIlla-158F unterschiedlich stark erhohte Affinitaten festgestellt. Hierbei wiesen die beiden
doppelt optimierten Varianten, CD19-EFTAE-Lec13 und CD19-DE-Lec13, mit einer ECso von
7,5 pg/ml (~50 nM) und 6,5 pg/ml (~43,3 nM) die hochste Affinitat zu FeyRIlla-158F auf. Die
rein glyko-optimierte Variante, CD19-wt-Lec13, zeigte zu FcyRllla-158F im Vergleich mit
CD19-wt-CHO eine gesteigerte Bindung. Diese war allerdings geringer als die der doppelt
optimierten Varianten. Bei der Bindung an FcyRIlla-158F wurde fir die rein Protein-optimierte
Variante CD19-EFTAE-CHO im Vergleich mit CD19-wt-CHO ebenfalls eine gering gesteigerte
Bindung gemessen.

So stellte sich heraus, dass das Modifizieren der Fc-Teile vor allem bei der niederaffinen
Allelvariante FcyRllla-158F zu einer deutlichen Steigerung der Affinitat fuhrte. Die Affinitat des
nativen CD19-Antikérpers, CD19-wt-CHO, zu dieser Allelform des Fcy-Rezeptors war sehr
gering und eine Bindung wurde erst ab sehr hohen Konzentrationen messbar. Zudem konnte
anhand des Kurvenverlaufs aufgrund Aviditats-bedingter niedriger Messwerte fir diesen

Antikdrper keine halbmaximale effektive Konzentration bestimmt werden.
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Abbildung 16: Dosisabhéangige Bindung der CD19-Antikérperkonstrukte an FcyRllla-158F und -158V. BHK-
21 Zellen transfiziert mit dem Expressionsvektor fir die FceRI y Kette und dem human FcyRIlla-158V (CD16a-
158V) oder FcyRIllla-158F (CD16a-158F) wurden mit steigenden Antikdrperkonzentrationen inkubiert. Der
Bindungsnachweis an FcyRllla erfolgte mit FITC-konjugiertem anti-human 1gG F(ab‘)z Antikdrper und
Durchflusszytometrie. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- SEM aus funf unabhéngigen Messungen. MFI,
mittlere Fluoreszenzintensitat.

Tabelle 15: Ubersicht tiber die FcyRllla-Bindung

FcyRlIlla-158F FcyRlIlla-158V
Antikorper
ECso* (ug/ml) 95% CI** (ug/ml) ECso* (ng/ml) 95% CI** (ug/ml)
CD19-EFTAE-Lecl13 7,5 4,0-14,1 8,1 3,3-19,9
CD19-EFTAE-CHO 86,2 42,2 -176,3 75 23,4 - 240,8
CD19-DE-Lecl13 6,5 4,2-10,1 6,1 2,9-12,8
CD19-DE-CHO 14,5 9,1-23,1 7,5 3,1-18,6
CD19-wt-Lec13 26,7 13,3 - 53,8 7,3 3,0-17,8
CD19-wt-CHO n.a.x** n.a.x** 75,2 14,6 - 387,8

* ECso, halbmaximale effektive Konzentration; ** Cl, Konfidenzintervall (engl. confidence interval);
*** n.a., nicht auswertbar.

Insgesamt wurde deutlich, dass sowohl durch Glyko- als auch durch Protein-Engineering in
Form der DE-Aminosauresubstitution die Affinitat zu FcyRIlla gesteigert werden konnte. Bei
FcyRIlla-158V scheinen die beiden Technologien gleich effektiv zu wirken, bei FcyRlIlla-158F
finden sich allerdings starke Unterschiede. Hier wiesen die afucosylierten Varianten eine
hohere Affinitat als die entsprechenden fucosylierten Varianten auf, unabhangig davon, ob
zusatzliche Aminoséauresubstitutionen eingefihrt worden waren. Dies zeigt, dass zumindest
hinsichtlich der Bindung an FcyRIllla-158F Protein- und Glyko-Engineering-Technologien
miteinander kombiniert werden kénnen, und dass dadurch Antikdrper mit noch besserer

Bindung an diesen Fcy-Rezeptor hergestellt werden konnen.
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3.5.3 Clg-Bindung

Neben der ADCC stellt die CDC eine weitere wichtige Wirkungsweise therapeutischer
Antikorper dar (Scott et al. 2012). Fur die Initiation der Komplementkaskade nach dem
klassischen Aktivierungsweg spielt die Bindung des Komplementfaktors C1q an den Fc-Teil
tumorzellgebundener Antikdrper eine entscheidende Rolle (Meyer et al. 2014). Aus diesem
Grund wurde vor der Analyse der CDC-Aktivitat untersucht, ob die EFTAE-Modifikation auch
im Hintergrund von CD19-Antikdrpern zu einer gesteigerten Bindungsfahigkeit von C1q auf
CD19-positiven Zellen fihrt. Dazu wurden flr Messungen mittels Durchflusszytometrie CD19-
positive Raji Zellen mit den verschiedenen CD19-Antikorpervarianten inkubiert. In einem
nachsten Schritt wurde humanes Serum als Quelle fir den Faktor Clg hinzugefligt. Dabei
wurde durch Zugabe von Eculizumab der Komplementfaktor C5 neutralisiert und so CDC
geblockt, um ein Absterben der Zielzellen im Versuchsverlauf zu verhindern. Es wurde
deutlich, dass die Einfihrung der EFTAE-Substitution in den Fc-Teil der CD19-Antikdrper zu
einer erhdhten Bindung des Komplementfaktors C1q auf den Tumorzellen fihrte (Abbildung
17). Dies ist wahrscheinlich auf eine gesteigerte Affinitéat zu diesem Faktor auf Grund der
Aminosauresubstitutionen zurtickzufiihren. Beide flir CDC optimierte Varianten, der Protein-
optimierte CD19-EFTAE-CHO als auch der doppelt optimierte, afucosylierte CD19-EFTAE-
Lec13 Antikérper, banden Clqg in gleichem Malie. Beide Fc-optimierten CD19-Antikorper
erreichten aber nicht die Effizienz von Rituximab, der, wie in Vorversuchen gezeigt worden
war, C1q unter diesen Versuchsbedingungen auf Lymphomzellen binden konnte (Wirt et al.
2017) und als Positivkontrolle mitgefihrt wurde. Somit scheint die Einfihrung der EFTAE-
Aminosauresubstitutionen auch in afucosylierten Antikdrper effektiv die Bindung an C1q zu
verbessern. Bei den restlichen CD19-Antikdrpervarianten sowie den Kontrollantikdrpern
gegen HER2 konnte keine Ablagerung von C1q auf Raji Zellen beobachtet werden.

Fur die Zytotoxizitatsexperimente standen somit verschiedene Antikdrper-Varianten mit einer
verbesserten FcyRIIla-Affinitdt und C1g-Bindung zur Verfligung. Fir diese Experimente wurde
der Focus auf die EFTAE- sowie glyko-optimierten Antikbrpervarianten gelegt, da ein Ziel der
Arbeit das Kombinieren dieser beiden Strategien innerhalb eines Molekiils darstellte, um so

simultan CDC als auch ADCC zu verbessern.
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Abbildung 17: Analyse der Bindung des Komplementfaktors C1g durch CD19-Antikdrpervarianten. CD19-
positive Raji Zellen wurden entweder nur in PBA-Puffer (weiRer Peak) oder mit dem angegebenen Antikorper
(dunkelgrauer Peak) in einer Konzentration von 50 pg/ml inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde als Quelle fir
den Komplementfaktor C1q humanes Serum (1%), das zum Blocken der CDC-Aktivitdt Eculizumab enthielt,
hinzugefugt. Die Messung erfolgte mit einem FITC-gekoppelten Kaninchen anti-human Clq Antikérper und
Durchflusszytometrie. Als Positivkontrolle diente der CD20-Antikdrper Rituximab, der HER2-spezifische
Trastuzumab wurde als Isotyp-Kontrolle eingesetzt. Die Daten stellen ein reprasentatives Experiment von drei
Durchfiihrungen dar.

3.6 Zytotoxizitatsanalyse der Fc-optimierten CD19-Antikorper

3.6.1 ADCC-AKktivitat

In ®1Cr-Freisetzungsversuchen wurde die ADCC-Aktivitat der einzelnen Antikrpervarianten
gegenuber verschiedenen Lymphom-Zelllinien untersucht. So sollte Uberprift werden, ob die
durch Optimierung der Fc-Teile erhohte Affinitat zu FcyRIlla auch eine Steigerung der ADCC-
Aktivitdt bewirkte. Dazu wurden frisch isolierte, humane mononukledre Zellen (engl.
mononuclear cells, MNC) in einem E:T-Verhdltnis von 40:1 als Effektorzellen eingesetzt.
Zunachst wurden Experimente mit CD19-positiven Raji Burkitt-Lymphom Zellen durchgefihrt.
Hier zeigte sich, dass die beiden afucosylierten Antikorpervarianten, CD19-wt-Lec13 und
CD19-EFTAE-Lec13, eine deutliche Lyse der Zielzellen induzierten (Abbildung 18). Fur den

49



ERGEBNISSE

Wildtyp CD19-Antikérper, CD19-wt-CHO, sowie dem Protein-optimierten CD19-EFTAE-CHO
wurden sehr geringe Tumorzelllysen gemessen. Die entsprechend optimierten
Antikorperkonstrukte gegen HER2 induzierten keine Lyse der Zielzellen, was die Antigen-
abhangigkeit der ADCC-Induktion bestatigte. Zudem wurde die Zytotoxizitat der CD19-
Antikorper durch Effektorzellen vermittelt, da sie abhangig von der Anwesenheit
mononukleéarer Zellen war und bei deren Fehlen nicht gemessen werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Die gemessene Zytotoxizitat konnte somit auf ADCC zuruckgefuhrt werden und
stellte keine direkte Induktion von Zelltod durch eine alleinige Bindung an das Zielantigen
CD19 dar.

304

204

% Lyse

10-

Abbildung 18: ADCC der CD19-Antikoérpervarianten und entsprechender HER2-spezifischer
Kontrollantikdrper. In 5'Cr-Freisetzungsversuchen wurden Raji Zellen als Zielzellen mit den jeweiligen Antikérpern
(Konzentration 2 pg/ml) und humanen mononukledren Zellen (E:T-Ratio 40:1) inkubiert. Statistisch signifikante
Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zu CD19-wt-CHO und zur Isotyp-Kontrolle sind mit einem Stern (*)
markiert. Die Daten sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabh&ngigen Experimenten mit MNCs von verschiedenen
gesunden Spendern. Ak, AntikGrper.

In weiteren SCr-Freisetzungsversuchen wurde die Dosis-abhangige ADCC-Aktivitat
gegenitber Raji und Ramos Zellen untersucht und so die Potenz der verschiedenen
Antikdrpervarianten verglichen. Gegen beide Zelllinien induzierten die afucosylierten
Varianten, der rein glyko-optimierte CD19-wt-Lec13 und der doppelt optimierte CD19-EFTAE-
Lec13, im Vergleich mit den fucosylierten Konstrukten gesteigert ADCC (Abbildung 19). Die
gemessene Steigerung der Affinitat zu FcyRllla fihrte somit auch zu einer erhéhten ADCC-
Induktion. Flr beide Varianten zeigte sich eine Abhangigkeit der Hohe der Zielzelllyse von der
eingesetzten Antikorperkonzentration und beide Antikdrperkonstrukte erzielten bereits bei
subnanomolaren Konzentrationen signifikante Lyseraten. Die doppelt optimierte Antikorper-
variante, CD19-EFTAE-Lecl13, wies gegeniuber CD19-wt-Lecl3 eine gering gesteigerte
Effizienz in der ADCC-Induktion auf, die aber nicht statistisch signifikant war. Fir CD19-
EFTAE-Lec13 lag die Dosis der halbmaximalen Lyse bei Konzentrationen von 0,06 pg/ml

(~0,4 nM) bei Raji Zellen und bei 0,02 pg/ml (~0,1 nM) bei Ramos Zellen (Tabelle 16). Die
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alleinige EFTAE-Substitution war nicht in der Lage eine signifikante Steigerung der ADCC-
Induktion zu erzielen. Zudem bestatigte sich, dass der Wildtyp CD19-Antikdrper, CD19-wt-
CHO kaum in der Lage war, eine Lyse der Tumorzellen zu erzielen.
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Abbildung 19: Dosisabhangige ADCC-Induktion gegeniiber Raji und Ramos Zellen durch verschiedene
CD19-Antikorpervarianten in 5!Cr-Freisetzungsversuchen. Raji und Ramos Zellen wurden mit zunehmenden
Antikdrperkonzentrationen und mononukledren Zellen als Effektorzellen (E:T-Ratio 40:1) inkubiert. Fur eine
bessere Ubersicht wurde nur Trastuzumab als Isotyp-Kontrolle in der Abbildung mitaufgefiihrt. Alle anderen
entsprechenden Kontrollen gegen HER2 lagen bei ahnlichen Lyseraten. Signifikate Lyseraten mit einem Wert
p < 0,05 im Vergleich zu CD19-wt-CHO (bei Raji) bzw. Trastuzumab (bei Ramos) sind mit einem Stern (*) markiert.
Die Daten stellen Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabhéangigen Experimenten mit MNCs von verschiedenen gesunden
Spendern dar.

Tabelle 16: Ubersicht tiber die ADCC-Aktivitat

Raji Ramos
Antikorper Lys'fr‘;ien ECso* 959% CI** Lys'f’é"’r";ien ECso* 95% CI**
(%) (ng/ml) (g/ml) (%) (hg/ml) (g/ml)
CD19-EFTAE-Lec13 | 20,33 0,06 0,03-0,13 16,58 0,02 0,01-0,03
CD19-EFTAE-CHO 6,84 0,2 0,01-2,96 2,43 0,03 0,01-0,17
CD19-wt-Lec13 21,9 0,19 0,08 - 0,49 16,22 0,05 0,02-0,12
CD19-wt-CHO 7,85 0,11 0,02-0,76 n.b.xe N | nb e

* ECso, halbmaximale effektive Konzentration; ** Cl, Konfidenzintervall (engl. confidence interval);
*** n.b., nicht bestimmt.

Des Weiteren sollte die Effizienz der afucosylierten Antikérpervarianten, CD19-wt-Lec13 und
CD19-EFTAE-Lec13, ADCC zu induzieren mit dem therapeutisch eingesetzten CD20-
Antikorper Rituximab verglichen werden. Dazu wurde die Antikdrperkonzentrationsabhangige

Lyse von CD19- und CD20-positiven Burkitt Lymphom-Zelllinien, Ramos und Raji Zellen,
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ermittelt. Fur alle drei Antikdrper konnte gegen beide Zielzelllinien eine ADCC-Aktivitat
nachgewiesen werden (Abbildung 20). Die Antikdrper wiesen allerdings Unterschiede in der
Effizienz auf. Die CD19-Antikdrperkonstrukte, insbesondere der doppelt optimierte CD19-
EFTAE-Lec13, waren bei geringeren Konzentrationen zwischen 0,016-0,08 pg/ml wirksamer
als der CD20-Antikorper. Die berechnete ECso flir CD19-EFTAE-Lec13 lag bei Ramos Zellen
mit einer Konzentration von 0,02 pg/ml (~0,1 nM) bei einem Neuntel der berechneten ECso fur
Rituximab mit ca. 0,19 pg/ml (~1,3 nM). Bei steigenden Antikdrperkonzentrationen zeigte
Rituximab ein statistisch signifikant hoheres lytisches Potential als die beiden optimierten
CD19-Antikorper, so dass in sattigender Konzentration der CD20-Antikdrper den CD19-
Antikérpern Uberlegen war. Mit Trastuzumab (Abbildung 20) und den entsprechend Fc-
optimierten HER2-spezifischen Kontrollantikbrpern (Daten nicht gezeigt) konnte keine Lyse
der Zielzellen nachgewiesen werden. Dieser Befund stellt eine weitere Bestatigung der

antigenspezifischen Lyse der Zielzellen dar.
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Abbildung 20: Vergleich der afucosylierten CD19-Antikdrpervariaten mit Rituximab in ADCC-Experimenten.
Raji und Ramos Zellen wurden mit zunehmenden Antikorperkonzentrationen und mononukledren Zellen als
Effektorzellen (E:T-Ratio 40:1) inkubiert. In der Abbildung wurde fiir eine bessere Ubersicht nur Trastuzumab als
Isotyp-Kontrolle mitaufgefiihrt. Signifikate Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zu CD19-Antikdrpern

sind mit einem Stern (*) markiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabhéngigen Experimenten
mit MNCs von verschiedenen gesunden Spendern.

Tabelle 17: Vergleich der ADCC-Aktivitat mit Rituximab.

Raji Ramos
Antikérper Lygﬂe?;ien ECso* 959 CI** Lyg’('jr";en ECso* 959% CI**
(%) (ng/ml) (ng/ml) (%) (pg/ml) (ng/ml)
CD19-EFTAE-Lec13 | 20,33 0,06 0,03 -0,13 16,58 0,02 0,01 - 0,03
CD19-wt-Lec13 21,9 0,19 0,08 - 0,49 16,22 0,05 0,02 - 0,12
Rituximab 28,58 0,19 0,09 - 0,4 29,2 0,19 0,04 -0,9

* ECso, halbmaximale effektive Konzentration; ** Cl, Konfidenzintervall (engl. confidence interval).
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3.6.2 CDC-Aktivitat

Im weiteren Verlauf wurde in *Cr-Freisetzungsversuchen die Fahigkeit der einzelnen CD19-
Antikorperkonstrukte, CDC gegenuber verschiedenen Lymphom-Zelllinien zu induzieren,
untersucht. Im Rahmen dieser Experimente sollte Uberpruft werden, ob die ermittelte
gesteigerte Bindung des Komplementfaktors C1q durch die EFTAE-Modifikation (Abbildung
17) in einer vermehrten Induktion von CDC resultiert und ob dies gegebenenfalls durch das
Fehlen der Fucose beeinflusst wird. Dazu wurden °!Cr-Freisetzungsversuche mit
Komplement-sensiblen Ramos Burkitt-Lymphom Zellen und humanem Plasma als Quelle fir
Komplementfaktoren durchgefiihrt. In den Versuchen bestétigte sich, dass das Fc-Engineering
durch Einfihren der EFTAE-Modifikation in einer signifikanten Steigerung der vermittelten
CDC-Raten resultierte (Abbildung 21). Zwischen den beiden die EFTAE-Substitution
tragenden Antikorpervarianten, CD19-EFTAE-CHO und CD19-EFTAE-Lec13, bestand unab-
hangig vom Fucose-Gehalt des Fc-Teils kein signifikanter Unterschied in den gemessenen
Lyseraten. Zudem bestéatigte sich, wie in anderen Studien bereits gezeigt, dass der CD19-wt-
CHO Antikorper nicht in der Lage war, CDC gegen die Zielzellen zu vermitteln. Auch der glyko-
optimierte Antikorper, CD19-wt-Lecl3, zeigte geringe Lyseraten gegen die Zielzellen und es
wurde keine statistisch signifikante CDC in den Versuchen beobachtet. Bei entsprechenden
Kontrollantikérpern gegen HER2 wurde ebenfalls keine Zytotoxizitat beobachtet, was auch in
diesen Versuchen verdeutlicht, dass die Fc-optimierten Antikdrper Antigenbindung benétigen,
um Zielzelllyse zu induzieren. Samtliche beobachteten Zielzelllysen waren abhéangig von der
Anwesenheit von humanem Plasma und konnten ohne Zugabe von Plasma nicht beobachtet

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Analyse der komplementabhéngigen Zytotoxizitat der CD19-Antikdrpervarianten und
entsprechender HER2-spezifischer Kontrollantikdrper. In 5'Cr-Freisetzungsversuchen wurden Ramos Zellen
als Zielzellen mit den jeweiligen Antikérpern (Konzentration 10 pug/ml) und humanem Plasma (25%) inkubiert.
Statistisch signifikante Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zu CD19-wt-CHO und zur Isotyp-Kontrolle
sind mit einem Stern (*) markiert. Aufgrund der niedrigen Expressionsraten der in Lec13 produzierten Antikdrper
wurde als Kontrolle nur der doppelt optimierte HER2-EFTAE-Lec13, nicht aber der HER2-wt-Lec13 mitgefuhrt. Die
Daten représentieren Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabhangigen Experimenten mit Plasma von verschiedenen
gesunden Spendern. Ak, Antikorper.
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In weiteren ®1Cr-Freisetzungsversuchen wurde die Dosisabhangigkeit der vermittelten CDC-
Aktivitdt durch die verschiedenen CD19-Antikdrperkonstrukte untersucht. Dazu wurden
Ramos Zellen mit den Antikdrpern in verschiedenen Konzentrationen und humanem Plasma
inkubiert. CD19-EFTAE-CHO und CDI19-EFTAE-Lecl3 zeigten im Vergleich mit dem
ineffektiven CD19-wt-CHO und CD19-wt-Lec13 eine signifikant gesteigerte CDC-Induktion
gegeniber den Zielzellen (Abbildung 22). Beide Varianten mit der finffachen Aminosaure-
substitution fihrten bereits bei subnanomolaren Konzentrationen zur Lyse der Tumorzellen,
eine Sattigung wurde ab einer Konzentration von ca. 0,4 pg/ml (~2,7 nM) beobachtet. Fur
CD19-EFTAE-CHO wurde ein ECso-Wert von 0,06 pg/ml (~0,4 nM), fur CD19-EFTAE-Lec13
von 0,08 ug/ml (~0,5 nM) berechnet (Tabelle 18). Somit zeigten beide Varianten ahnliche
Aktivitat in der Induktion von CDC gegenliber Ramos Zellen, was ebenfalls durch die
kongruent verlaufenden Dosiskurven deutlich wurde. Der Antikérper CD19-wt-Lec13 zeigte im
Vergleich mit CD19-wt-CHO eine gering gesteigerte, aber statistisch nicht signifikante CDC-
Aktivitat gegenlber den Zielzellen. Fir die entsprechend optimierten Antikdrpervarianten
gegen HER2 konnte keine Zytotoxizitdt beobachtet werden (in Abbildung 22 nur zum Tell
dargestellt).

® CD19-EFTAE-Lec13

O CD19-EFTAE-CHO

A CD19-wt-Lec13

A CD19-wt-CHO
Trastuzumab

404

% Lyse

204

0103 102 10 100 101
Konzentration [ug/ml]

Abbildung 22: Dosisabhéngige CDC-Lyseraten von Ramos Zellen durch verschiedene CD19-
Antikorpervarianten in  5Cr-Freisetzungsversuchen. Ramos Zellen wurden mit zunehmenden
Antikdrperkonzentrationen und humanem Plasma (25%) als Komplementquelle inkubiert. Fir eine bessere
Ubersicht wurde nur Trastuzumab als Isotyp-Kontrolle in der Abbildung mitaufgefiinrt. Alle anderen entsprechenden
Kontrollen gegen HER2 lagen bei &hnlichen Lyseraten. Signifikate Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich
zu CD19-wt-CHO sind mit einem Stern (*) markiert. Die Daten sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabh&ngigen
Experimenten mit Plasma von verschiedenen gesunden Spendern.

Tabelle 18: Ubersicht iber die CDC-Aktivitat

Antikorper Max. Lyseraten (%) ECso* (pg/ml) | 95% CI** (ug/ml)
CD19-EFTAE-Lec13 | 48,04 0,08 0,03 -0,23
CD19-EFTAE-CHO 48,55 0,06 0,02-0,21
CD19-wt-Lec13 22,77 0,57 0,01 - 23,2
CD19-wt-CHO n.a.x** n.a.*** n.a.***

* ECso0, halbmaximale effektive Konzentration; ** Cl, Konfidenzintervall (engl.
confidence interval); *** n.a., nicht auswertbar.
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In weiteren >!Cr-Freisetzungsversuchen wurden Raji Burkitt-Lymphom Zellen mit den
verschiedenen CD19-Antikérpern und humanem Plasma inkubiert. Da diese Zelllinie unter den
gewahlten Versuchsbedingungen weniger sensitiv fur die Lyse durch CDC ist (Mamidi et al.
2015), wurden fur diese Versuche zusatzlich der therapeutisch eingesetzte CD20-Antikdrper
Rituximab, sowie eine Rituximab-Variante mit der EFTAE-Substitution (RTX-EFTAE)
verwendet (Wirt et al. 2017). Hier zeigte sich, dass samtliche AntikOrpervarianten gegen CD19
nicht in der Lage waren, effektiv CDC gegen diese Tumorzelllinie zu induzieren (Abbildung
23). Auch die durch Einfihrung der EFTAE-Modifikation optimierten Antikorper, CD19-EFTAE-
CHO und CD19-EFTAE-Lecl13, wiesen gegeniber der Kontrolle Trastuzumab nur eine sehr
geringe, nicht signifikant gesteigerte CDC-Induktion auf. Der klinisch eingesetzte Antikbrper
Rituximab vermittelte gegen diese Zielzelllinie ebenfalls nur geringe CDC-Aktivitat. Durch die
Einfuhrung der EFTAE-Substitution in den Fc-Teil von Rituximab, RTX-EFTAE, wurden
gesteigerte Lyseraten der Tumorzellen beobachtet. Diese traten allerdings erst bei relativ
hohen Antikoérperkonzentrationen auf. Die entsprechenden Isotyp-Kontrollen gegen HER2
zeigten keine Induktion von CDC. Diese Daten machen deutlich, dass das Fc-Engineering
gleichzeitig auch eine gewisse Limitation besitzt und durch tumorzell- und antigenspezifische
Faktoren beeinflusst und in seiner Wirksamkeit begrenzt wird. Um welche Faktoren es sich im

Einzelnen genau handelt, muss in weiteren Versuchen im Detail analysiert werden.
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Abbildung 23: Dosisabhidngige CDC-Lyseraten von Raji Zellen durch verschiedene CD19-
Antikorpervarianten in  5Cr-Freisetzungsversuchen. Raji Zellen wurden mit zunehmenden
Antikdrperkonzentrationen und humanem Plasma (25%) als Komplementquelle inkubiert. Fir eine bessere
Ubersicht wurde nur Trastuzumab als Isotyp-Kontrolle in der Abbildung mitaufgefiinrt. Alle anderen entsprechenden
Kontrollen gegen HER2 lagen bei &hnlichen Lyseraten. Signifikate Lyseraten mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich
zu CD19-wt-CHO sind mit einem Stern (*) markiert. Die Daten sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabhangigen
Experimenten mit Plasma von verschiedenen gesunden Spendern.
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3.6.3 B-Zell-Depletion

In verschiedenen *'Cr-Freisetzungsversuchen wurde das zytotoxische Potential der einzelnen
optimierten CD19-Antikdrpervarianten vermittelt durch Komplement oder mononukleére Zellen
jeweils separat nachgewiesen. Nun sollte in einem weiteren Versuchsansatz tiberprift werden,
welche zytotoxische Aktivitat von den einzelnen Konstrukten ausgeht, wenn gleichzeitig die
Komponenten fir beide Effektorfunktionen (ADCC und CDC) vorhanden und beide
Abtétungsmechanismen mdoglich sind. Dazu wurden B-Zell-Depletionsanalysen mit humanem
Vollblut durchgefiihrt. Dieser Versuchsansatz ermdglichte Versuchsbedingungen, die den
physiologischen Voraussetzungen im Patienten am ehesten entsprechen, da so zeitgleich
verschiedene Populationen an Effektorzellen und Komplementfaktoren zur Vermittlung der
Zytotoxizitat vorhanden sind. Zudem wurde durch diesen Ansatz untersucht, in welchem
Ausmal die Antikorpervarianten durch Aktivieren von Komponenten des Immunsytems in der
Lage sind, die Lyse von autologen B-Zellen und nicht wie in den vorherigen Versuchen von
allogenen Tumorzelllinien zu induzieren. Die verschiedenen Antikérper wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen zu humanem Vollblut gesunder Spender hinzugeftigt und
die Ansatze fur 24 h im Brutschrank inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil
an verbleibenden B-Zellen (CD20*/CD3") ermittelt. Nach 24-stindiger Inkubation zeigten die
afucosylierten CD19-Antikorpervarianten, CD19-EFTAE-Lec13 und CD19-wt-Lecl3, eine
gesteigerte Depletion der B-Zellen (Abbildung 24A). Fir diese Antikdrpervarianten konnten
Werte von 1,17% und 1,2%, entsprechend 0,053 x 106 Zellen/ml und 0,055 x 108 Zellen/ml, an
verbleibenden B-Zellen ermittelt werden. Die prozentuale Angabe bezieht sich hierbei auf die
Gesamtheit der gemessenen Zellen in den einzelnen Proben im Analysefenster, bestehend
aus Leukozyten sowie Thrombozyten und residuellen Erythrozyten. Parallel dazu konnten in
unbehandelten Kontrollen 2,8% an verbleibenden B-Zellen, entsprechend
0,135 x 10° Zellen/ml, und als Ausgangskonzentration an B-Zellen bei Versuchsbeginn ein
Wert von 0,15 x 10° Zellen/ml gemessen werden. Fir eine genauere Analyse der B-Zell-
Depletion wurde ihre Abhéngigkeit von der Antikbrperkonzentration ermittelt. Hier zeigten die
beiden Antikdrper mit nachgewiesener gesteigerter ADCC-Aktivitat, CD19-wt-Lec13 und
CD19-EFTAE-Lec13, im Vergleich mit dem Wildtypantikdrper, CD19-wt-CHO, eine signifikant
gesteigerte Aktivitat in der Lyse autologer B-Zellen (Abbildung 24B). Mit zunehmender
Antikérperkonzentration erzielten beide Konstrukte gesteigerte B-Zell-Depletion bis zu einem
Plateau, das mit einer Antikbrperkonzentration von ca. 0,1 pg/ml erreicht wurde. Im Bereich
der maximalen Depletionsraten wurden durch diese beiden Antikorpervarianten
spenderabhéngig jeweils ungefahr 40-60% der B-Zellen beseitigt. Zwischen den beiden
afucosylierten Varianten konnten nur geringe Unterschiede ermittelt werden. So erreichte der
doppelt optimierte CD19-EFTAE-Lecl13 bereits bei einer Konzentration von 0,01 pg/ml
geringfligig hohere B-Zell-Depletion als CD19-wt-Lec13. Gleichzeitig lagen die maximal
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erreichten Lysewerte durch CD19-EFTAE-Lec13 etwas unterhalb der von CD19-wt-Lec13. Die
rein Protein-optimierte Variante, CD19-EFTAE-CHO, fur die im >'Cr-Freisetzungsversuch eine
erhthte CDC-Aktivitat beobachtet wurde (Abbildung 22), vermittelte im Vergleich zu CD19-wt-
CHO eine geringe, nicht signifikant gesteigerte Depletion der B-Zellen. Durch CD19-wt-CHO
wurde, wie anhand der Daten aus den *'Cr-Freisetzungsexperimenten zu erwarteten war, eine
nur sehr geringe Aktivitdt in der Depletion von B-Zellen erzielt. Die entsprechenden
Kontrollantikérper gegen HER2 zeigten keine Aktivitdt. Um eine Information bezulglich der
Anzahl an vorhandenen Effektorzellen in diesem Versuchsansatz zu erhalten, wurde
zuséatzlich die Zellkonzentration der verschiedenen Effektorzellpopulationen bestimmt.
Ubereinstimmend mit Konzentrationsangaben in der Literatur (Baum 2013; Renz und Gierten
2013) konnten fir die einzelnen Populationen folgende durchschnittliche Werte ermittelt
werden: Granulozyten (CD15%) 3,5 x 108 Zellen/ml, Monozyten (CD14") 0,3 x 10° Zellen/ml
und NK-Zellen (CD56*/CD3") 0,24 x 108 Zellen/ml in Relation zu einer B-Zell-Konzentration
(CD20*/CD3") von 0,16 x 10° Zellen/ml.

Somit lasst sich insgesamt zusammenfassen, dass unter verhaltnismaRig physiologischen
Bedingungen, wie sie in diesem Versuchsansatz gegeben waren, in vitro kein Vorteil des
zweifachen Fc-Engineerings gegentber der nur fir ADCC optimierten Variante beobachtet

werden konnte.

57



ERGEBNISSE

A
CD19-EFTAE-Lec13
10°
1,17%
102_
10'
10°
ur)“ 1:1‘ ul)l 10°
CD19-wt-CHO
A ©
2,54%
107 ;
10"
‘oﬂ_
°
N T T T
8 10° 10' 10% 10°
cD3’ "
B
c 100
2 ~
°
N
o 75
(]
2
8 50-
z,
g 254
>
X
0
0

CD19-EFTAE-CHO

10

1,97%

102

10"

T T T
10° 10' 10

HER2-EFTAE-CHO

10°

10°

2,25%

10'4

T T
10° 10' 10

103 10-2 10 100
Konzentration [ug/ml]

101

CD19-wt-Lec13

10°

1.2%

102

10'4

Ohne Antikorper
10°
2,8%

10'4

CD19-EFTAE-Lec13
CD19-EFTAE-CHO
CD19-wt-Lec13
CD19-wt-CHO
HER2-EFTAE-CHO

Abbildung 24: Autologe B-Zell-Depletion im Vollblut durch verschiedene CD19-Antikérpervarianten. (A) Die
Analyse der B-Zell-Depletion durch Antikérperkonstrukte gegen CD19 (10 pg/ml) im Vollblut erfolgte durch Messung
der verbleibenden B-Zellen mit CD20-FITC, CD3-Krome Orange und Durchflusszytometrie. Als Isotyp-Kontrolle
wurde fiir eine bessere Ubersicht nur HER2-EFTAE-CHO mitaufgefiihrt. Dargestellt in Punktediagrammen sind
jeweils im oberen linken Quadranten die verbleibenden B-Zellen (CD20*/CD3") mit prozentualer Angabe. Die Daten
stellen ein représentatives Experiment von drei Durchfiihrungen dar. (B) Zur Analyse der Dosis-abhangigen B-Zell-
Depletion wurden steigende Antikdrperkonzentrationen mit humanem Vollblut inkubiert. Signifikate Unterschiede in
der B-Zell-Depletion mit einem Wert p < 0,05 im Vergleich zu CD19-wt-CHO sind mit einem Stern (*) markiert. Als
Isotyp-Kontrolle wurde fiir eine bessere Ubersicht nur HER2-EFTAE-CHO mitaufgefiihrt. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte +/- SEM aus 3 unabhangigen Experimenten mit Vollblut von verschiedenen gesunden Spendern.
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3.7 Uberblick tiber die verschiedenen Fc-optimierten CD19-Antikorper

In diesem Kapitel soll zusammenfassend ein Uberblick tiber die verschiedenen Fc-optimierten
CD19-Antikorpervarianten und ihrer Bindungsféhigkeit und zytotoxischer Aktivitat, resultierend
aus den Daten, die im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden, gegeben werden (Tabelle 19).
Die Darstellung beruht auf dem Vergleich der verschiedenen Antikorpervarianten mit dem
nativen CD19-Antikérper, CD19-wt-CHO. Dabei wird deutlich, dass der native CD19-
Antikérper eine Bindung an das Zielantigen CD19 sowie an eine der beiden Allelvarianten des
Fcyllla-Rezeptors (FcyRllla-158V) aufwies und geringe ADCC-Aktivitat zeigte (Tabelle 19).
Allerdings war dieser Antikérper weder in der Lage C1q oder FcyRllla-158F zu binden noch
CDC oder eine B-Zell-Depletion zu vermitteln. Im Vergleich dazu war bei den verschiedenen
Fc-optimierten Antikoérpern, CD19-wt-Lec13, CD19-EFTAE-CHO, CD19-EFTAE-Lecl13,
CD19-DE-CHO und CD19-DE-Lec13, entsprechend der Verénderung in der Fc-Doméane
jeweils eine Steigerung der C1g-Bindung mit gesteigerter CDC-Aktivitdt oder eine erhdhte
Affinitat fir FcyRIlla resultierend in einer héheren ADCC-Induktion erkennbar. Der doppelt
optimierte Antikorper, CD19-EFTAE-Lec13, wies sowohl eine htéhere ADCC- als CDC-Aktivitat

auf.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die verschiedenen CD19-Antikdrpervarianten mit ihrem Bindungsverhalten und
vermittelter Zytotoxizitat

Antikérper clope: FevRila-Bindung Sl ADCC cbc Szl
Bindung | FcyRllla- | FcyRllla- | Bindung Depletion
158F 158V

CD19-wt-CHO +* ok + - +
CD19-wt-Lec13 + S skl ++ - R ekl + +++
CD19-EFTAE- + + + ++ + 4+ +
CHO
CD19-EFTAE-

+ +++ ++ ++ +++ +++ +++
Lecl3
CD19-DE-CHO + ++ ++ - n. b Fxexx n. b. n. b.
CD19-DE-Lec13 + +++ ++ - n. b. n. b. n. b.

* +, Bindung bzw. vermittelte Zytotoxizitat; ** -, keine Bindung bzw. keine vermittelte Zytotoxizitat;
*** ++ gesteigerte Bindung bzw. gesteigerte vermittelte Zytotoxizitat; **** +++, deutlich gesteigerte Bindung
bzw. deutlich gesteigerte vermittelte Zytotoxizitat; ***** n.b., nicht bestimmt.
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4 DISKUSSION

Der mittlerweile weit verbreitete Einsatz von therapeutischen Antikorpern in der Therapie
maligner Erkrankungen zeigt groRe klinische Erfolge und hat so die Prognose vieler Patienten
deutlich verbessert (Scott et al. 2012; Hafeez et al. 2018). Ein groRBer Vorteil dieser
Therapieform ist die Selektivitdt therapeutischer Antikorper flr eine spezielle Zielstruktur,
wodurch einzelne Zellpopulationen gezielt angegriffen werden. Dies hat zur Folge, dass diese
Therapie haufig mit weniger Nebenwirkungen als eine konventionelle Chemotherapie
einhergeht und von Patienten in der Regel gut toleriert wird (Hansel et al. 2010). Allerdings ist
auch diese Therapieform nicht ganz ohne Nebenwirkungen und so wurde im Rahmen dieser
Therapie in einigen Fallen unter anderem von infusionsbedingten Nebenwirkungen wie
Ubelkeit und Fieber oder Thrombozytopenien berichtet (Haider und Cabhill 2004; Norin et al.
2015). Dariiber hinaus weist die Therapie mit konventionellen monoklonalen Antikdrpern auch
eine gewisse Limitation auf. So zeigen beispielsweise klassische, gegen das B-lymphoide
Zielantigen CD19 gerichtete 1gGl Antikoérper keine zytotoxische Aktivitdt gegeniber
Tumorzellen, weshalb sie in dieser Form fir einen klinischen Einsatz nicht in Frage kommen.
Deshalb wird durch verschiedene Strategien wie dem Fc-Engineering versucht, die Effizienz
therapeutischer Antikdrper weiter zu verbessern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene humanisierte Fc-optimierte CD19-Antikorper
charakterisiert und funktionell verglichen. Die verschiedenen Varianten wiesen durch Protein-
Engineering, in Form der EFTAE- oder der DE-Modifikation, und Glyko-Engineering durch
Afucosylierung der Fc-Domaéne gesteigerte Affinitat fir den Komplementfaktor C1q oder den
aktivierenden FcyRIlla auf. Die CD19-Antikorpervariante, CD19-EFTAE-Lec13, zeigte durch
Kombinieren beider Fc-Engineering-Strategien eine gesteigerte Affinitat zu beiden Effektoren.
In den verschiedenen in vitro Zytotoxizitatsexperimenten mit Lymphom-Zelllinien wiesen die
einzelnen Konstrukte abhangig vom Aufbau ihrer Fc-Domane im Vergleich mit einem IgG1
CD19-Antikorper (CD19-wt-CHO) gesteigerte CDC- oder ADCC-Aktivitat auf. Der doppelt
optimierte CD19-EFTAE-Lec13 zeigte sowohl gesteigerte CDC- als auch ADCC-Induktion.
Unter annahernd physiologischen Bedingungen wurde jedoch in ersten in vitro B-

Zelldepletionsstudien kein Vorteil der doppelt optimierten CD19-Antikérper beobachtet.
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4.1 Fc-Engineering zur Optimierung monoklonaler Antikdrper

Zur Optimierung der Effizienz therapeutisch genutzter Antikdrper stellt das Fc-Engineering
eine weit verbreitete und zunehmend erfolgreich angewandte Strategie dar (Kellner et al.
2017). Fur CDC optimierte Antikérper wurden noch nicht im klinischen Rahmen getestet. Im
Gegensatz dazu sind bereits zwei glyko-optimierte Antikérper (Obinutuzumab und
Mogamulizumab) fir den klinischen Einsatz zugelassen. Beide Antikérper weisen einen
geringeren Fucose-Gehalt auf und vermitteln potent ADCC (Ishii et al. 2010; Méssner et al.
2010). Allerdings ist fraglich, ob das Fc-Engineering tatséachlich zu einer gesteigerten Effizienz
im Patienten fuhrt, da vergleichende Studien zwischen den optimierten Antikérpern und ihren
unveranderten IgG1l-Isotypen im Patient schwer umsetzbar sind und diese Daten somit

weitgehend nicht verfligbar sind (Kellner et al. 2017).

4.1.1 Fc-optimierte CD19-Antikdrper

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im préklinischen Setting deutlich, dass bereits etablierte Fc-
Engineering-Strategien, wie die funffache Aminosauresubstitution EFTAE, die zweifache
Aminosauresubstitution DE sowie das Afucosylieren, auch im Hintergrund eines CD19-
Antikoérpers im direkten Vergleich mit dem Wildtyp 1gG1 CD19-Antikdrper, zu gesteigerter
Affinitat zum Komplementfaktor C1q oder zu FcyRllla fihrten. Die Bindung an das Zielantigen
CD19 wurde durch die Veranderungen an der Fc-Doméne nicht beeinflusst und so wiesen die
verschiedenen CD19-Antikdrpervarianten eine vergleichbar hohe Affinitét fir das Zielantigen
wie der Wildtyp Antikdrper auf (Abbildung 15). Diese Ergebnisse decken sich mit Daten von
anderen Fc-optimierten Antikorpern. So weisen der Protein-optimierte CD19-Antikorper
MOR208 sowie eine glyko-optimierte Variante von Trastuzumab fir ihr entsprechendes
Zielantigen ebenfalls eine ahnliche Affinitat wie der jeweilige Isotyp 1gG1 Antikdrper auf
(Horton et al. 2008; Suzuki et al. 2007).

Zusatzlich wurde untersucht, wie sich der FcyRIllla-158V/F-Polymorphismus, ein Einzel-
nukleotid-Polymorphismus im FCGR3A Gen, auf die Affinitat der verschiedenen optimierten
Antikérpervarianten auswirkt. In der Literatur wird an verschiedenen Stellen beschrieben, dass
IgG1 Antikdrper in vitro eine héhere Affinitat fur FcyRIlla-158V als fur FcyRIlla-158F zeigen
(Bruhns et al. 2009; Koene et al. 1997). Dieser Befund bestatigte sich mit dem IgG1 CD19-
Antikdrper, CD19-wt-CHO. Dieser wies, erkennbar an den deutlich héheren Werten fur die
mittlere Fluoreszenzintensitat bei gleicher Antikdrperkonzentration, im Vergleich der beiden
Allelfomen von FcyRIlla eine gesteigerte Bindung an FcyRllla-158V auf (Abbildung 16).
Weiterhin wurde deutlich, dass das Fc-Engineering im Vergleich mit CD19-wt-CHO vor allem
fur FcyRIlla-158F zu einer deutlichen Affinitatssteigerung fuhrte. Diese Tatsache ist auch von
klinischem Interesse, da der FcyRllla-158V/F-Polymorphismus Einfluss auf die therapeutische

Wirksamkeit von klinisch etablierten Antikérpern wie Trastuzumab, Rituximab und Cetuximab
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hat (Magnes et al. 2018; Musolino et al. 2008; Persky et al. 2012). Bei Patienten mit dem
hochaffinen FcyRIlla-158V/V-Genotyp wurde einhergehend mit Iangeren Uberlebensraten ein
besseres Ansprechen auf die Therapie mit therapeutischen Antikérpern festgestellt (Musolino
et al. 2008). Da allerdings der F-Polymorphismus mit einer Verteilung von ca. 50% V/F, 40%
F/F und 10% V/V den dominierenden innerhalb der Bevolkerung darstellt (Magnes et al. 2018;
Persky et al. 2012), ist es fir einen Grof3teil der Patienten bedeutsam, dass der Einfluss des
FcyRIlla-158V/F-Polymorphismus auf die therapeutische Wirksamkeit von AntikOrper
verringert wird. Dass die Affinitdtsunterschiede durch Fc-Engineering reduziert werden
kénnen, wird zum einen in den Daten dieser Arbeit (Tabelle 15) sowie in einer Phase-1-Studie
mit einem glyko-optimierten Antikérper gegen EGFR deutlich (Paz-Ares et al. 2011). Bei 27
der 75 in die Studie eingeschlossenen Probanden mit soliden Tumoren konnte unabhéangig
von ihrem FcyRIlla-158V/F-Polymorphismus eine Stabilisierung der Krankheit nachgewiesen
werden. Somit konnte eine Minimierung der Affinitatsunterschiede zwischen FcyRllla-158F
und FcyRllla-158V durch Fc-Engineering flr viele Patienten von Vorteil sein.

Eine CD19-Antikorpervariante, die im Rahmen dieser Arbeit initial charakterisiert wurde,
enthielt die zweifach Aminosauresubstitution DE (S239D/I332E), wie sie ebenfalls Teil der Fc-
Doméne des CD19-Antikbrpers MOR208 ist, der derzeit im fortgeschrittenen klinischen
Entwicklungsstadium ist (Horton et al. 2008). Diese CD19-DE-CHO Variante wurde in einem
Teil der durchgefiihrten Versuche initial charakterisiert und so Grundlagen fir eine in vivo
Studie gelegt, in der die Aktivitat des CD19-DE-CHO Antikdrpers bei padiatrischer B-Vorlaufer-
ALL in Xenograft Modellen in Zusammenarbeit mit der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin |
des Universitatsklinikum Schleswig-Holsteins getestet wurde (Schewe et al. 2017). In einem
experimentellen MRD-Setting fuhrte CD19-DE-CHO zu einem signifikant verlangerten
Uberleben der M&use sowie zu einer deutlichen Reduktion der Blasten im peripheren Blut wie
auch im Knochenmark. In einem Modell akuter ALL, definiert als >1% humane Blasten im
peripheren Blut, fihrte CD19-DE-CHO insbesondere in der Kombination mit Chemotherapie
im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie zur jeweiligen Monotherapie zu signifikant l&angeren
Uberlebensraten. Aufgrund dieser Ergebnisse stellen entsprechend modifizierte CD19-
Antikorper eine potentielle, vielversprechende Therapiealternative fir die Behandlung
padiatrischer Patienten mit ALL dar, die auf Chemotherapie allein ein schlechtes Ansprechen
zeigen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde mit CD19-DE-CHO und dem glyko-optimierten
CD19-wt-Lecl13 in vitro ein autologer B-Zell-Depletionsversuch durchgefiihrt (Daten nicht
veroffentlicht). Hier zeigte der fiur ADCC optimierte CD19-wt-Lec13 vergleichbar hohe B-Zell-
Depletionswerte wie CD19-DE-CHO. Somit ist die glyko-optimierte CD19-Variante
maoglicherweise in vivo ebenso effektiv wie CD19-DE-CHO. Diese initiale Beobachtung muss
in weiteren in vitro Versuchen bestatigt werden, bevor in weiterfihrenden in vivo Studien die

therapeutische Aktivitat der beiden Antikdrper im Mausmodell verglichen werden soll.

62



DISKUSSION

Die drei anderen Fc-optimierten Varianten neben CD19-DE-CHO (CD19-wt-Lec13, CD19-
EFTAE-CHO, CD19-EFTAE-Lec13) wiesen in den verschiedenen Zytotoxizitatsexperimenten
im Vergleich zu CD19-wt-CHO entsprechend ihrer optimierten Fc-Doménen jeweils
gesteigerte Zytotoxizitat auf. So zeigten die afucosylierten Varianten mit erhdhter Affinitat fur
FcyRllla, CD19-wt-Lec13 und CD19-EFTAE-Lecl3, gesteigerte ADCC-Aktivitat, wahrend die
Varianten mit der EFTAE-Substitution, CD19-EFTAE-CHO und CD19-EFTAE-Lec13, mit
hoherer Bindung von C1q gesteigerte CDC-Induktion aufwiesen. Gleichzeitig wurde in den
Zytotoxizitatsversuchen zur Analyse der CDC-Aktivitat eine gewisse Limitierung des Fc-
Engineerings deutlich. So waren die fir CDC optimierten Varianten, CD19-EFTAE-CHO und
CD19-EFTAE-Lec13, im Gegensatz zu den Versuchen mit Ramos Zellen (Abbildung 22) nicht
in der Lage, CDC gegenlber Raji Zellen zu vermitteln (Abbildung 23). Eine mdgliche Erklarung
fur diese gewisse Resistenz gegeniber CDC kann die hohe Expression von membran-
standigen komplementregulatorischen Proteinen (engl. membrane-bound complement
regulatory proteins, mCRPs), wie CD46, CD55 sowie CD59, auf der Zelloberflache von Raiji
Zellen sein (Mamidi et al. 2015). In diesem Fall scheint die Fc-Optimierung durch Protein-
Engineering nicht auszureichen, um den inhibitorischen Effekt zu Gberwinden. Da Leukamie-
oder Lymphomzellen diese inhibitorischen Proteine in der Regel exprimieren (Guc et al. 2000),
kann es sinnvoll sein, den Einsatz von CDC optimierten CD19-Antikérpern mit der Gabe von
neutralisierenden Antikorpern beispielsweise gegen CD59 zu kombinieren oder die mCRP-
Expression durch RNA Interferenz unter Verwendung spezifischer siRNA-Molekile (engl.
small interfering RNA) herunterzuregulieren, um so die inhibitorische Wirkung zu tiberwinden
(Mamidi et al. 2015). In den Versuchen zur CDC-Aktivitdt gegeniiber Raji Zellen wurde
ebenfalls eine fur CDC optimierte Variante von Rituximab, RTX-EFTAE, eingesetzt. Diese war
in der Lage, CDC gegenuber Raji Zellen zu induzieren. Somit scheint es auch einen
Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Antigen und der CDC-Induktion zu geben. Fir Raji
Zellen wurde eine etwas hdohere CD20- als CD19-Expression gemessen (Daten nicht gezeigt).
In der Literatur wurde an verschiedenen Stellen ein deutlicher Zusammenhang zwischen
Antigenexpressionsniveau und CDC-Aktivitat beschrieben (Golay et al. 2001; Résner et al.
2013). Dies kann somit eine mogliche Begriindung der unterschiedlichen CDC-Aktivitat des
optimierten CD20-Antikérpers gegeniiber dem entsprechenden CD19-Antikorper sein.
Insgesamt wird die Bedeutung von CDC als Effektormechanismus fur die Effizienz von
therapeutischen Antikdrpern noch kontrovers diskutiert. Insbesondere die diversen in vivo
Studien zur Rolle des Komplements kommen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen. In
einigen Studien wurde dabei CDC als der uberwiegende Wirkmechanismus von
therapeutischen Antikdrpern identifiziert (Cragg und Glennie 2004; Golay et al. 2006).
Andererseits wurde in zahlreichen Studien die Wirksamkeit therapeutischer Antikoérper vor

allem auf Rekrutierung von Effektorzellen via Fc-Rezeptoren zurtickgefthrt (Clynes et al. 2000;
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de Haij et al. 2010). Im Patienten beeinflussen darlber hinaus mdglicherweise noch viele
weitere Faktoren, welcher Wirkmechanismus eines Antikorpers letztendlich dominiert. So
kénnen sich Eigenschaften des Tumors wie Antigenexpressionslevel oder Expression von
inhibitorischen Molekilen wie mCRPs darauf auswirken, ob ein Antikdrper vermehrt via CDC
oder ADCC wirkt. In weiteren in vivo Studien konnte zudem eine Bedeutung der Tumorlast auf
die vorherrschenden Effektormechanismen gezeigt werden (Boross et al. 2011). Im Rahmen
dieser Studie wurde deutlich, dass bei geringer Tumorlast CDC fiur die Elimination der
Tumorzellen verantwortlich war, wahrend bei hoher Tumorlast sowohl Komplement als auch
aktivierende FcyR in die Wirkung therapeutische Antikdrper involviert waren. Auch das
Mikroumgebung und die anatomische Lokalisation des Tumors scheinen Auswirkungen auf
Effektormechanismen therapeutischer Antikdérper zu haben (Gong et al. 2005). Da in
verschiedenen Situationen jeweils ein anderer Wirkmechanismus der flhrende zu sein
scheint, kann ein therapeutischer Antikérper mit sowohl gesteigerter ADCC und CDC
gegebenenfalls mit einem grélReren therapeutischen Nutzen gegeniber nativen Antikdrpern

oder Antikdrpern, die nur fir einen der Wirkmechanismen optimiert wurden, einhergehen.

4.1.2 Simultane Steigerung der ADCC- und CDC-AKktivitat

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war, dass es durch Kombinieren verschiedener Fc-
Engineering-Strategien gelungen ist, einen CD19-Antikdrper zu generieren, der sowohl
gesteigerte CDC- als auch ADCC-Aktivitat aufwies. Bisher wurden nur wenige Ansatze
beschrieben, in denen durch Veranderungen der Antikorperstruktur beide Effektor-
mechanismen simultan gesteigert werden konnten. Die meisten beschriebenen Ansétze sind
auf einen der beiden Wirkmechanismen fokussiert (Horton et al. 2008; Matlawska-Wasowska
et al. 2013). Durch alleiniges Protein-Engineering in Form von einzelnen Aminosaure-
substitutionen ist es schwierig, eine gleichzeitige Steigerung beider Effektormechanismen zu
erzielen. Grund dafir sind moglicherweise die Bindungsstellen fur C1g und FcyRllla, die in
Uberlappenden Bereichen der Fc-Domane liegen (Vidarsson et al. 2014). Dadurch gehen
einige der beschriebenen Ansatze, wie beispielsweise die dreifache Aminosauresubstitution
EFT (S267E/H268F/S324T), bei denen die Substitution einzelner Aminoséuren zu einer
gesteigerten Affinitdt zu C1q oder FcyRllla fuhrt, gleichzeitig mit einem Affinitatsverlust fir den
jeweils anderen Faktor einher (Lazar et al. 2006; Moore et al. 2010). Natsume und Kollegen
ist es mit einem afucosylierten IgG1/IgG3 Mixed-Isotyp gelungen, ein Antikbrperderivat gegen
CD20 zu generieren, das im Vergleich mit den nativen 1gG1 bzw. IgG3 Antikdrpern sowohl
gesteigert CDC- als auch ADCC vermittelt (Natsume et al. 2008).

Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit eine IgG1 Antikdrpervariante gegen CD19
erzeugt, die durch Kombinieren von Protein-Engineering in Form der flinffachen Aminosaure-
substitution EFTAE in der Chy2-Domane und Glyko-Engineering durch einen reduzierten

Fucose-Gehalt gesteigert CDC als auch ADCC vermittelte. Diese Variante wies im Vergleich
64



DISKUSSION

zum Wildtyp IgG1 CD19-Antikdrper, CD19-wt-CHO, eine hohere Affinitat zum FcyRllla und zu
C1q auf und fiihrte in den verschiedenen *'Cr-Freisetzungsversuchen mit Lymphomzellen zu
gesteigerter CDC- als auch ADCC-AKktivitat. Diese Ergebnisse legen nah, dass es moglich ist,
Strategien des Protein- als auch des Glyko-Engineerings simultan innerhalb eines Molekiils
anzuwenden und so Antikdrper zu generieren, die gesteigerte CDC- als auch ADCC-Aktivitéat
zeigen.

In den jeweiligen CDC-Versuchen wiesen die doppelt optimierte Variante, CD19-EFTAE-
Lecl13, und die rein Protein-optimierte Variante, CD19-EFTAE-CHO, jeweils vergleichbare
Effizienz auf (Abbildung 22). Somit scheint im Hinblick auf die CDC-Aktivitat das Fehlen der
Fucose innerhalb CD19-EFTAE-Lec13 kaum Einfluss auf die Interaktion zwischen der Fc-
Doméne und dem Komplementfaktor C1g zu nehmen. Diese Beobachtungen stimmen mit
Ergebnissen fir andere CDC optimierte und afucosylierte Antikdrper tiberein (Natsume et al.
2008). Im Hinblick auf die ADCC-Aktivitat zeigten sich zwischen der rein fir ADCC optimierten
Variante, CD19-wt-Lec13, und der doppelt optimierten Variante, CD19-EFTAE-Lec13, geringe
Unterschiede in der ADCC-Aktivitat. CD19-EFTAE-Lec13 wies im Vergleich mit der einfach
optimierten Variante eine gering gesteigerte Effizienz in der Induktion von ADCC auf (Tabelle
16). Diese Unterschiede in der ADCC-Induktion sind méglicherweise auf die beobachteten
verschiedenen Affinititen der beiden Antikorpervarianten fiir den FcyRIlla-158V/F-
Polymorphismus zurtickzufiilhren (Tabelle 15). CD19-EFTAE-Lec13 wies insbesondere flr
FcyRIlla-158F eine deutlich hohere Affinitdt als CD19-wt-Lec13 auf, was zu gesteigerter
ADCC-Aktivitat fihren kann. So fihrten verschiedene Fc-optimierte Antikdrper proportional zur
Affinitatssteigerung fir FcyRIlla zu gesteigerten ADCC-Raten (Lazar et al. 2006). Da die
Polymorphismen der verschiedenen Spender nicht bestimmt wurden, bleibt unklar, ob die
beobachteten Unterschiede darauf zurtickgefuihrt werden kénnen. Da der F-Polymorphismus,
wie bereits vorher erwahnt, den prozentual dominierende innerhalb der Bevoélkerung darstellt
(Magnes et al. 2018; Persky et al. 2012), ist dies als Erklarung der beobachteten Unterschiede
in der ADCC-Aktivitat gut denkbar. Die in den ADCC-Versuchen beobachtete Zytotoxizitéat mit
MNCs als Effektorzellen innerhalb der kurzen Versuchszeit von drei Stunden ist vor allem
durch die Aktivierung von NK-Zellen zu begriinden (Herter et al. 2014). Innerhalb der MNC-
Population sind mit Monozyten und yd T Zellen weitere potentielle Effektorzellen fur
therapeutische Antikorper enthalten (Capietto et al. 2011; Weiskopf und Weissman 2015). Es
bleibt zu klaren, ob die hier untersuchte Form des zweifachen Fc-Engineerings ebenfalls zu
einer ausgepragteren Induktion von ADCC durch diese Zellpopulationen flihrt. Auch einen
maoglichen verstarkenden Effekt dieser Aminosauresubstitution hinsichtlich ADCP durch
Makrophagen ist bislang noch nicht untersucht worden. Denn fir die EFTAE-Substitution
wurde neben der gesteigerten Affinitdt zu Clg auch eine Affinitatssteigerung fir den

aktivierenden FcyRlla und den inhibitorischen FcyRIIb beschrieben (Moore et al. 2010). Diese
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werden auf Monozyten und Makrophagen, nicht aber auf NK-Zellen exprimiert (Nimmerjahn
und Ravetch 2008). Da Monozyten und Makrophagen wie NK-Zellen auch den aktivierenden
FcyRllla exprimieren, fur den durch Afucosylierung die Affinitat gesteigert wird, muss im Detall
geklart werden, ob durch die zusatzliche Aminosauresubstitution EFTAE in der Fc-Domane
eine weitere Aktivitatssteigerung erreicht werden kann oder ob sich in diesem Fall eine héhere
Affinitat zu FcyRIlb eher inhibierend auswirkt.

In den Versuchen zur autologen B-Zell-Depletion durch die verschiedenen Antikérpervarianten
war eine Ausgangssituation gegeben, bei der gleichzeitig verschiedene Effektorquellen
vorhanden waren und die so den physiologischen Bedingungen sehr nahe kommt. Im
Versuchsaufbau standen durch die Zugaben von Vollblut gesunder Spender sowohl
Komplement, NK-Zellen als auch weitere myeloische Zellen einschliel3lich Granulozyten als
Effektoren zur Verfiigung. Im Rahmen dieser Experimente zeigte sich keine Uberlegenheit der
doppelt optimierten Variante, CD19-EFTAE-Lec13, gegenlber der nur fir ADCC optimierten
Variante, CD19-wt-Lecl13. So wiesen beide Antikorper vergleichbar hohe Werte an
verbleibenden B-Zellen auf (Abbildung 24). Dies legt den Schluss nahe, dass in diesem hier
durchgefuhrten Versuchssetting die Vermittiung der beobachteten B-Zell-Depletion
Uberwiegend durch die Aktivierung von NK-Zellen Uber FcyRllla erfolgte und weniger tUber
CDC. Der Vergleich dieser Beobachtung mit Daten aus der Literatur zu anderen Antikérpern
mit gesteigerter CDC und ADCC stellt sich allerdings als schwierig dar. So wurde ein
humanisierter, afucosylierter 1gG1/IgG3 Mixed-Isotyp gegen Folate Receptor 1 (FOLR1)
generiert (Ando et al. 2017). Dieser zeigte in den jeweiligen Einzelversuchen zu ADCC und
CDC gesteigerte Aktivitdt im Vergleich zu einem klinisch evaluierten FOLR1-Antikérper. Im
Rahmen dieser Studie wurden allerdings keine zur vorliegenden Arbeit vergleichbare
Versuche durchgefihrt, in denen sowohl Komplement als auch Effektorzellen zeitgleich zur
Verfigung standen bzw. fehlen Daten aus dem in vivo Mausmodell zum Vergleich einer
einfach fir CDC bzw. ADCC optimierten Variante zur doppelt optimierten Variante. Auch im
Rahmen der Evaluierung einer zweifach optimierten CD20-Antikdrpervariante, die in den
Einzelexperimenten jeweils gesteigerte CDC- als auch ADCC-Aktivitat aufwies, gibt es keine
Daten zur Effizienz bei gleichzeitigem Vorliegen verschiedener Effektoren (Wirt et al. 2017).
Somit sind weitere Untersuchung nétig, ob gegebenenfalls im Hintergrund anderer Antikorper
als gegen CD19 oder durch andere experimentelle Bedingungen als die hier gewahlten, das
kombinierte Verbessern beider Effektormechanismen in Situationen, in denen verschiedene
Effektoren gleichzeitig zur Verfugung stehen, zu einer weiteren Effizienzsteigerung fuhrt. Aber
auch fur Situationen oder anatomische Kompartimente, in denen vor allem einer der beiden
Wirkmechanismus der dominierenden zu sein scheint, kann ein Antikoérper, der sowohl tUber
ADCC als auch CDC wirken kann, von Vorteil sein kann. So konnten Gong und Kollegen im

Mausmodell zeigen, dass beispielsweise die Depletion von zirkulierenden oder follikularen B-
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Zellen in der Milz Uberwiegend Effektorzell-vermittelt ist, wahrend die Depletion von B-Zellen
in der Marginalzone vor allem von Komplement abhéngig ist (Gong et al. 2005). Somit kann
ein Antikorper, der sowohl fir CDC als auch fiir ADCC optimiert wurde, je nach Lokalisation
der malignen Zellen mit einer grofl3eren therapeutischen Wirksamkeit verbunden sein.

Ein weiterer Aspekt, der in dem hier gewéhlten Versuchsaufbau zur B-Zell-Depletion die
physiologische Situation gut abbildet, ist das Vorhandensein vieler endogener Immunglobuline
im humanen Vollblut. Diese konkurrieren mit therapeutisch eingesetzten Antikbrpern um die
Bindung an Fcy-Rezeptoren auf Effektorzellen. Fur Trastuzumab konnte bereits gezeigt
werden, dass insbesondere die ADCC-Aktivitat durch endogenes IgG inhibiert werden kann
(Preithner et al. 2006). Zudem handelt es sich hier bei den CD19-positiven Zielzellen um
gesunde B-Zellen und nicht um Leukamie- oder Lymphomzellen, wie sie in den diversen 51Cr-
Freisetzungsversuchen zum Einsatz kamen. Tumorzellen zeichnen sich in vielen Fallen durch
die Expression sogenannter Danger-Signale wie Liganden des Rezeptors natural-killer group
2 member D (NKG2D) auf der Zelloberflache aus (Inagaki et al. 2009). Diese fuhren durch
Bindung an den NKG2D-Rezeptor auf NK-Zellen zu deren Aktivierung und so zur Induktion
der zytotoxischen Funktion der NK-Zellen. Die Expression solcher NKG2D-Liganden hat auch
unmittelbare Auswirkung auf ADCC. So wurde gezeigt, dass Lymphomzellen, die diese
Liganden exprimieren sensibler fur durch Rituximab vermittelte ADCC sind (Inagaki et al.
2009). Auf gesunden B-Zellen wird in der Regel nur eine sehr geringe Expression dieser
Liganden gefunden. Gleichzeitig exprimieren diese Zellen protektive HLA-Klasse-lI-Molekiile
(Nowbakht et al. 2005), sodass diese zusatzlichen, aktivierenden Signale auf NK-Zellen in
einem Versuchsansatz mit gesunden B-Zellen weniger vorhanden sind. Hinsichtlich méglicher
inhibierender Signale auf die CDC-Aktivitdt der CD19-Antikorper in Form von Expression
membranstandiger komplementregulatorischer Proteine (mMCRPs) auf den Zielzellen konnte
im Vergleich von gesunden mit malignen B-Zellen kein wesentlicher Unterschied festgestellt
werden. So exprimieren sowohl gesunde als auch maligne B-Zellen mCRPs, lediglich die
Expressionstéarke der einzelnen mCRPs unterscheiden sich (Golay et al. 2001; Guc et al.
2000). Somit war im Rahmen dieses Versuchsaufbaus mit gesunden B-Zellen ebenfalls die
Expression von mCRPs gegeben und damit auch inhibierende Signale auf die
Antikorperwirkung, wie sie auch bei Tumorzellen vorhanden sein kénnen.

In dem hier durchgefihrten Versuchsrahmen zur autologen B-Zell-Depletion standen neben
NK-Zellen auch myeloische Zellen wie beispielsweise neutrophile Granulozyten als Effektoren
zur Verfugung. Diese wurden in der Literatur an verschiedenen Stellen als weitere
Effektorzellen fur die Wirksamkeit therapeutischer Antikdrper beschrieben (Albanesi et al.
2013; Siders et al. 2010). Fur diese Effektoren wurde beschrieben, dass ihre ADCC-Aktivitat
durch einen verringerten Fucose-Gehalt therapeutischer Antikérpern negativ beeinflusst wird

(Peipp et al. 2008). Urséachlich daflr ist vermutlich, dass eine gesteigerte Affinitat zu FcyRllla
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durch einen geringen Fucosegehalt auf Neutrophilen zu einer Bindung an die sehr homologe
Isoform FcyRIlIb fuhrt (Gessner et al. 1995). Dieser ist Gber eine Glykosylphosphatidylinositol-
Anker in der Zellmembran fixiert und besitzt keine eigene Signalisierungsdoméne (van Sorge
et al. 2003). Das tatsachliche zytotoxische Potential und die Funktion dieses Rezeptors sind
noch nicht eindeutig geklart (van Sorge et al. 2003; Derer et al. 2014). Durch eine gleichzeitig
gesteigerte Affinitdt von Antikdrpern zu FcyRlla konnte, die durch Neutrophile vermittelte
Zytotoxizitat wiederhergestellt werden (Derer et al. 2014). Somit muss im Weiteren geklart
werden, ob der afucosylierte CD19-EFTAE-Lecl13 durch die enthaltene Aminosaure-
substitution EFTAE, fur die eine gesteigerte Affinitat zu FcyRlla gezeigt wurde, im Einzelnen
zu einer Aktivierung von Neutrophilen in der Lage ist.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es im Rahmen dieser Arbeit gelungen ist, einen
Antikdrper mit gleichzeitig gesteigerter CDC- als auch ADCC-Aktivitdt zu generieren.
Allerdings ist noch nicht eindeutig geklart, wie sich Komplement- und Fcy-vermittelte Effekte
als Effektormechanismus gegenseitig beeinflussen. Einerseits konnte fir Komplement-
aktivierung durch therapeutische Antikérper eine negative Beeinflussung der NK-Zell-
Aktivierung nachgewiesen werden (Wang et al. 2008; Wang et al. 2009; Pievani et al. 2011).
Somit ist fraglich, ob eine simultane Optimierung eines Antikdrpers fur CDC und ADCC
Uberhaupt von Vorteil ist. Auf der anderen Seite wurde fur Komplementaktivierung durch
Antikorper auch ein verstéarkender Effekt von Effektorzell-vermittelter Lyse der Tumorzellen
gefunden (Elvington et al. 2012; Lee et al. 2017; Mamidi et al. 2015). So kommt es bei
Aktivierung der Komplementkaskade durch Antikorper im Verlauf an der Zelloberflache der
Zielzelle zur Bildung von C3b oder C4b. Diese Opsonine werden von Komplementrezeptoren
auf Effektorzellen gebunden und fiihren zu deren Aktivierung sowie zur Induktion von CDCC
oder CDCP (Dunkelberger und Song 2010; Lee et al. 2017). Dartiber hinaus kann die Bindung
des Komplementrezeptor einer Effektorzelle an tumorzellassoziiertes C3b zu einer starkeren
Interaktion des Fcy-Rezeptors an einen Antikérper gebunden an diese Tumorzelle fihren und
so ADCC verstéarken (Gelderman et al. 2004). Auf diese Art kann ein Antikorper, der auch in
der Lage ist das Komplementsystem zu aktivieren, zu einer ausgepragteren Aktivierung von
Effektorzellen und so méglicherweise zu héherer zytotoxischer Aktivitat fihren. Aus den hier
gewonnen Ergebnissen kann der Optimierung des CD19-Antikdrpers fir CDC im Rahmen der
durchgefuhrten Versuche zur autologen B-Zell-Depletion weder ein stérender, noch ein
verstarkender Effekt zugeschrieben werden, da sich die doppelt optimiert Variante sowie die
fur ADCC optimierte Variante in ihrer Effizienz kaum unterscheiden. Somit ist nach diesen
Ergebnissen davon auszugehen, dass eine gesteigerte Affinitat zu C1q in diesem Rahmen die

Aktivierung von Effektorzellen weder positiv noch negativ beeinflusst.
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4.2 CD19 als Zielstruktur fur Fc-optimierte Antikorper

Bei CD19 handelt es sich aufgrund seiner eingangs beschriebene Eigenschaften um ein sehr
attraktives Zielantigen zur Therapie von Neoplasien, die aus B-Lymphozyten hervorgehen. Die
im Moment sicherlich vielversprechendste Therapie mit CD19 als Zielstruktur stellt die T-Zell-
basierte Immuntherapie in Form von BiTE-Molekllen wie Blinatumomab oder CAR T-Zellen
dar. Diese beiden Therapieformen wurden in der letzten Zeit mit grofem klinischem Erfolg zur
Therapie von Leukamien und Lymphomen eingesetzt (Martinelli et al. 2017; Schuster et al.
2017). Zu bericksichtigen ist allerdings, dass diese Therapieformen durch die Rekrutierung
von T-Zellen gleichzeitig mit einigen unerwinschten Nebenwirkungen verbunden sind. So
wurde im Rahmen der Therapie mit Blinatumomab und insbesondere mit CAR T-Zellen das
Auftreten von teilweise lebensbedrohlichen Zytokin-Freisetzungssyndromen und Enzephalo-
pathien beschrieben (Lee et al. 2015; Maude et al. 2014; Topp et al. 2015). Dariiber hinaus
kann die dauerhafte, unkontrollierte Persistenz von CAR T-Zellen im Patienten méglicherweise
zu einer anhaltenden B-Zell Aplasie und so zu einer Suppression des Immunsystems fiihren
(Maude und Barrett 2016). Grund dafir ist die Unfahigkeit der genetisch veranderten Zellen,
zwischen gesunden B-Zellen und Tumorzellen zu differenzieren. Zudem besitzt Blinatumomab
wegen der geringen Molekilmasse von 54 kDa eine sehr kurze Plasmahalbwertszeit von ca.
zwei Stunden (Zhu et al. 2016). Dies macht eine fur den Patienten belastende Gabe als
Dauerinfusion tber mehrere Wochen notwendig. Dagegen weisen komplette, Fc-optimierte
IgG1 Antikoérper, wie sie im Rahmen dieser Arbeit evaluiert wurden, einige Vorteile auf.
Aufgrund ihrer Masse von ca. 160 kDa zeigen sie eine deutlich langere Plasmahalbwertszeit
und sind dadurch vergleichsweise einfach in der Applikation. Zudem sind sie je nach den
gegebenen Bedingungen in der Lage, verschiedene Effektoren zu aktivieren und so eine
effiziente Elimination der Tumorzellen zu erreichen. Insgesamt weisen Fc-optimierte
Antikdrper eine gute Vertraglichkeit auf und so wurde im Rahmen verschiedener klinischer
Studien mit Fc-optimierten CD19-Antikbrpern von wenigen, eher milden Nebenwirkungen
berichtet (Seidel et al. 2016; Woyach et al. 2014). Daher stellen Fc-optimierte CD19-Antikorper
eine potentielle und vielversprechende Alternative zu BiTEs oder CAR T-Zellen dar. Ob sie
ahnliche klinisch Effizienz zeigen und ob damit eine vergleichbar langfristige Tumorkontrolle
wie mit Blinatumomab oder CAR T-Zellen erreicht werden kann, muss noch ermittelt werden.
Im Rahmen der Therapie mit Blinatumomab und CAR T-Zellen wurde des Weiteren von einem
CD19-Antigenverlust und daraus resultierendem Therapieversagen in Patienten mit B-ALL
berichtet (Braig et al. 2017; Maude et al. 2014). Zu dieser mangelnden Antigenexpression
kommt es durch Herunterregulierung der CD19-Expression, Verlust des CD19-Epitops oder
durch Heranwachsen CD19-negativer Tumorsubklone. Inwieweit dies auch bei der Therapie
mit Fc-optimierten Antikdrpern auftritt, muss noch im Detail geklart werden. Fir einen Fc-

optimierten CD19-Antikérper mit gesteigerter ADCC-Aktivitat konnte in vitro eine Modulation
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der CD19-Expression auf leukdmischen Blasten gezeigt werden (Seidel et al. 2016). Eine
Maoglichkeit um diese Therapielimitierung durch den Verlust der Expression des Zielantigens
zu umgehen, konnte die kombinierte oder sequentielle Gabe von zwei Antikdrpern mit
unterschiedlicher Spezifitdt sein. So kann die Therapie mit Fc-optimierten CD19-Antikdrpern
mit der Gabe von Antikdrpern gegen andere Zielstrukturen auf B-Lymphozyten wie CD22,
CD38 oder CD52 kombiniert werden. Denkbar ist somit beispielsweise eine zusatzliche Gabe
von Epratuzumab, einem Antikdrper gegen CD22, oder von dem CD52-gerichteten Antikorper,
Alemtuzumab (Farhadfar und Litzow 2016).

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Fc-optimierte CD19-
Antikdrper generiert und in in vitro Studien vergleichend charakterisiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Anwendung von etablierten Strategien des Fc-Engineering auch bei
Antikérpern wie dem nativen CD19 IgG1 Antikdrper mit urspriinglich sehr geringer Zytotoxizitat
Zu einer Steigerung der ADCC- und CDC-Aktivitat fihrt. Zudem wurde ein Antikdrper generiert,
der durch Kombinieren von Protein- und Glyko-Engineering in einem Molekil simultan
gesteigerte ADCC- als auch CDC-Induktion gegeniiber Tumorzellen aufweist. Dies kann fir
einen potentiellen klinischen Einsatz von grofem Interessen sein und soll in weiteren in vivo

Experimenten genauer untersucht werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Fur Fc-vermittelte Effektormechanismen, wie die komplementabhangige Zytotoxizitat (CDC)
und die antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC), konnte mit Daten aus
zahlreichen Tiermodellen sowie klinische Studien die groRe Bedeutung fiir die Wirksamkeit
therapeutischer Antikérper gezeigt werden. Um die Wirksamkeit dieser klinisch eingesetzten
Antikérper weiter zu optimieren, wird durch Modifizieren der Fc-Domane versucht, die Bindung
an Fc-Rezeptoren und Komplementfaktoren zu verbessern, um so die ADCC- und CDC-
Aktivitat der Antikdrper zu erhdhen. Zur Steigerung der Zytotoxizitat kann sowohl die
Aminosauresequenz (sog. Protein-Engineering) als auch die Glykosylierung (sog. Glyko-
Engineering) der Fc-Doméne eines Antikorpers verandert werden. Bisher wurden in der Regel
Fc-optimierte Antikdrper beschrieben, die entweder eine gesteigerte CDC- oder ADCC-
Aktivitat aufwiesen, nicht jedoch eine simultane Optimierung beider Wirkmechanismen.
Insbesondere fur Antikbrper mit Spezifitat fur das B-Lymphozyten spezifische CD19, eine
attraktive Zielstruktur fir die Therapie von akuter lymphatischer Leukamie, stellt das Fc-
Engineering eine attraktive Moglichkeit dar, da der native IgG1 CD19-Antikbrper kaum ADCC
oder CDC gegenlber Tumorzellen vermittelt.

So wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Fc-optimierte CD19-Antikoérper und ein
IgG1 CD19-Antikdrper charakterisiert und hinsichtlich ihrer in vitro Zytotoxizitat vergleichend
analysiert. Dazu wurde neben einem Antikérper mit der FlUnffach-Aminosauresubstitution
EFTAE (S267E/H268F/S324T/G236A/I1332E) zur Steigerung der CDC (CD19-EFTAE-CHO),
eine afucosylierte Variante des IgG1l CD19-Antikorpers zur Steigerung der ADCC verwendet
(CD19-wt-Lec13). In dem Versuch einen Antikorper mit simultan gesteigerter ADCC und CDC
Zu erzeugen, wurde weiterhin eine afucosylierte Variante des Antikdrpers mit der EFTAE-
Substitution generiert (CD19-EFTAE-Lec13). Ferner wurde ein weiterer Protein-optimierter
Antikérper mit der zweifachen Aminosauresubstitution DE (S239D/I332E) zur Steigerung der
Bindung an FcyRIll (CD19-DE-CHO) und dessen afucosylierte, glyko-optimierte Variante
(CD19-DE-Lec13) hergestellt. Fucosylierte Antikorper wurden in CHO-K1 Zellen und die
entsprechenden afucosylierten Varianten in Lec13 Zellen exprimiert. Uber Lektin-Blots wurde
der unterschiedliche Fucose-Gehalt der verschiedenen Antikérper nachgewiesen. Die
verschiedenen Fc-optimierten CD19-Antikdrper wiesen alle eine spezifische Bindung mit
identischer Affinitat fir das Zielantigen CD19 auf. In Zytotoxizitatsexperimenten mit humanem
Plasma oder mononukleéren Zellen als Effektorquelle war der IgG1 CD19-Antikodrper nicht in
der Lage, effektiv CDC oder ADCC gegentber Tumorzellen zu vermitteln. Im Vergleich dazu
zeigten afucosylierte CD19-Antikorper eine gesteigerte Bindung an FcyRIll, resultierend in
einer deutlich htheren ADCC-Aktivitat. Des Weiteren konnte durch die Einfihrung der EFTAE-

Substitution unabhé&ngig vom Fucose-Gehalt der Antikorper durch eine gesteigerte Affinitat fur
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den Komplementfaktor C1g eine Lyse mittels CDC beobachtet werden. Die doppelt optimierte
CD19-Antikérpervariante ohne Fucose und mit der EFTAE-Substitution (CD19-EFTAE-Lec13)
wies sowohl gesteigerte ADCC- als auch CDC-Aktivitat gegeniber verschiedenen Lymphom-
Zelllinien auf. In einem Versuchsansatz zur autologen B-Zell-Depletion mit humanem Vollblut,
in dem gleichzeitig sowohl Komplementfaktoren als auch verschiedene Effektorzellen
vorhanden waren, zeigte sich sowohl fir die doppelt optimierte (CD19-EFTAE-Lec13), als
auch fur die rein glyko-optimierte, afucosylierten Antikorpervariante (CD19-wt-Lec13) im
Vergleich zum 1gG1 CD19-Antikérper und zum rein Protein-optimierten Antikorper eine
deutlich gesteigerte Depletion an B-Zellen. So wiesen der glyko-optimierte Antikdrper mit
gesteigerter ADCC-Aktivitat und der doppelt optimierte Antikdrper in diesem Versuchsaufbau
B-Zell-Depletionsraten zwischen 40-60% auf.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit deutlich, dass Antikdrper mit urspriinglich
sehr geringer Zytotoxizitat wie der IgG1 CD19-Antikdrper durch die Anwendung etablierter Fc-
Engineering-Strategien in der Lage sind, ADCC und CDC zu vermitteln. Zudem ist es durch
das Kombinieren von Protein- und Glyko-Engineering mdglich, Antikbrper mit gleichzeitig
gesteigerter ADCC- als auch CDC-Aktivitat zu generieren. Dieser Ansatz stellt eine attraktive
Strategie dar, Antikbrper mit optimierten Wirkmechanismen zu entwickeln und so die
Behandlung von Lymphomen und Leuk&mien mit therapeutischen AntikGrpern weiter zu

verbessern.
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