Aus der Klinik fur Innere Medizin Il
mit den Schwerpunkten Hamatologie und Onkologie
(Direktorin: Prof. Dr. med. Claudia Baldus)
Sektion fir Stammzell- und Immuntherapie
(Leiter: Prof. Dr. med. M. Gramatzki)
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel
an der Christian-Albrechts-Universitéat zu Kiel

HERSTELLUNG UND CHARAKTERISIERUNG VON
CHIMARISIERTEN VARIANTEN DER
MONOKLONALEN ANTIKORPER EBU-65 UND
EBU-141 FUR DIE THERAPEUTISCHE ANWENDUNG
BEI REIFEN B-ZELL-NEOPLASIEN

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwuirde der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel

vorgelegt von
MALENA KRISTIN BUCK

aus Bremen

Kiel 2020



1. Berichterstatter*in: Prof. Dr. rer. nat. Matthias Peipp, Klinik fur Innere Medizin 1l

mit den Schwerpunkten Hamatologie und Onkologie

2. Berichterstatter*in: Priv.-Doz. Dr. Eva Maria Murga Penas, Institut fir

Humangenetik

Tag der mindlichen Prifung: 18.03.2021

zum Druck genehmigt, Kiel, den 30.11.2020

gez. Prof. Dr. Franziska Theilig

(Vorsitzende des Ausschusses fur Promotion)



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ..ottt v

1 EINLEITUNG .ottt e et e e nnae e e nnaaeeans 1
1.1 ANTIKOrPErtNEraPIe . .ccveeiece e 1
1.1.1 Aufbau vOn ANtIKOIPEIN .....ooviiiiiieieee e 1
1.1.2 Nutzung von Antikorpern fur die Tumortherapie ..........cccocveeevveivece e 3
1.1.2.1 Antikorper-vermittelte Effektormechanismen...........cccoccovviieiieie e, 3
1.2 Merkmale von Zielantigenen in der Antikorpertherapie.........c..ccceeue.. 5
1.2.1  Zielstrukturen auf B-Zell-Neoplasien ..., 5
1,22 CDWT75/CDT5S ..veiuiiiiiiieieiesie sttt sttt sttt sttt b bbb b s e e 6
123  EBU-65UND EBU-14L .....c.oooiiiiiiiiiieiieeee ettt 6
1.3 MUItIPIeS MYEIOM ....c.viiiiic s 7
1.3.1 PAtNOGENESE ...ttt nre et anes 7
1.3.2 DiIagnOSESTEIIUNG ..o e 9
1.3.3 T ROIAPIE .t 9
1.4 BUrkitt-LYmMpPRom ..o 11
1.4.1 PAtNOGENESE ...ttt et re e ra e re e 11
1.4.2 DiIagnoSESTEIIUNG ......oeviee e 12
143 TROIAPIE .. bbb 13
1.5 Zielsetzung der ArbDEIL.........ooiiiie s 13

2 MATERIAL UND METHODEN ......cooiiiiiiiceece e 15
2.1 MALEITAIEN ...t 15
2.1.1 PUFFEr UNG LOSUNGEN ....veiiieciee ettt 15
2.1.2 BAKLEITEIN ...t ae e 16
0 O Y 14 (o] -] o USSR 16
2.1.4  Zelllinien und ZEeHKUITUL .........ooiviiiie e 17
2.1.5 ANUKOIPEL e 18
2.2 IMEENOBN ...t e 19
2.2.1 Reinigung der murinen IgM-Antikdrper aus Hybridomiberstanden.................... 19



Inhaltsverzeichnis

2.2.1.1 Bestimmung des Isotyps von EBU-65 und EBU-141..........ccccccooviniiiniinieeiee 19
2.2.2 Herstellung des chiméren Antikorpers ChEBU-141 ... 19
2.2.2.1 lIsolierung und Klonierung der variablen Regionen von EBU-141........................ 19
2.2.2.2 Expression von chEBU-141 in HEK-293T-Zellen durch Ca,PO,-Transfektion . 22
2.2.2.3  Reinigung VON ChEBU-L4L ........oooiiiiiieece e e 23
2.2.3 Bestimmung der ProteinkONZentration .............cecvveiienesieeseene e 23
2.2.3.1 SDS-PAGE und Coomassie-FarbuNng..........cccocveviiiieiieniiie e 23
2.2.3.2  Bradford- Und BCA-ASSAY ......cccueiuiiiiiieeieiieseesieseeseeste e saessesaessaessessae e ensennes 24
2.2.4 DUIChfIUSSZYTOMELIIE ... 24
2.2.5 Proliferationsinhibition und Induktion des Zelltods..........ccccccevvvreieiiiene s, 25
2.2.5.1 Bestimmung der metabolischen Aktivitat mittels MTS-ASSaY .......cccccvvevvevvvenenne. 25
2.2.5.2 Induktion des Zelltods durch Kreuzvernetzung ...........ccccoceevveveeiieseesesie s 26
2.2.6  ZYtOIOXIZItALSVEISUCNE. ... .oiiiiiiieie et 26
2.2.6.1 Isolation humanen Serums und humaner Effektorzellen aus Blut ........................ 26
2.2.6.2 Komplement-abhangige ZytotOXIiZItat............cceveiiiiieiiie e 27
2.2.6.3 Antikorper-abhéngige zellvermittelte ZytotoXizitat............cceevvvveiiveie e, 28
2.2.7 SEALISTISCNE ANAIYSE ...t 28
3 ERGEBNISSE ... 29
3.1 Charakterisierung von EBU-65 und EBU-141 ...........ccoooiieviie i, 29
3.11 Reinigung der murinen IgM-Antikérper EBU-65 und EBU-141 .................c........ 29
3.1.2 Untersuchung des BindungsVerhaltens ............cccooeviiiiinieieie e, 30
3.1.3 Direkte EffektormechaniSmen...........ccooeiiiii i 31
3.14 Indirekte EffektormechaniSmen ... 32
3.2 Charakterisierung von ChEBU-141 .........cccooiiiiiiiieieeee e 34
3.2.1 Herstellung und Reinigung von chEBU-141.............cccooi i, 34
3.2.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens ...........ccccoocveiieiiiciic e 36
3.2.3 Direkte EffektormechaniSmen...........ccovveviieieee e 38
3.24 Indirekte EffektormechaniSmen .........cccoov i 39
4 DISKUSSION ...ttt st e et e e e e e e enneeeenees 43

5  ZUSAMMENFASSUNG .......oooiiiieiee s 50



Inhaltsverzeichnis 11l

6 LITERATURVERZEICHNIS ... 52
T ANHANG ...ttt et b e 60
7.1 Gerate und Labormaterialien ..o 60
7.2 Zusatzliche AbDIAUNGEN ......cooviiii e 62
7.3 ELNTKVOTUM ... s 63
8  PUBLIKATIONEN.......ooiiiie et 65
9 ERKLARUNG.........cc.coitiiieieeteiee ettt 66

10 DANKSAGUNG .....oooiiiiiee bbb 67



Abkirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

uCi
Mg

pl
Abb.
ADCC
ADCP
AID
ANOVA
APS
ASCT
BBE
BCA
bp

BR
BSA
bzw.
CD
CDC
cDNA
CH
CL
cpm
CR
CS
CT
d.h.
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DSMZ
DTT
E.coli
EBM
EBV
ECso
EcoRlI
EDTA
EGFR
EGM
ETA

Mikrocurie

Mikrogramm

Mikroliter

Abbildung

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
antibody-dependent cellular phagocytosis
activation-induced cytidine deaminase
analysis of variance
Ammoniumperoxiddisulfat

autologous stem cell transplantation
bovine brain extract

bicinchoninic acid

Basenpaare

basal release

bovine serum albumin

beziehungsweise

cluster of differentiation
complement-dependent cytotoxicity

copy deoxyribonucleic acid

konstante Region der schweren Kette eines Antikorpers
konstante Region der leichten Kette eines Antikorpers
counts per minute

complement-resistant
complement-sensitive
Computertomographie

das heift

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

deoxynucleotide triphosphate

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol

Escherichia coli

endothelial cell basal medium
Epstein-Barr-Virus

half maximal effective concentration
Restriktionsenzym aus Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor receptor
endothelial cell growth medium
Pseudomonas-Exotoxin A

\Y



Abkirzungsverzeichnis

FACS
FBS/FCS
FcR

FLC

g
GA

ggf.
GnT-llI
GvHD

h
HACA
HAHA
HAMA
HBS
hEGF
HEK
HEPES
Her2/neu
Hindlll
HIV
HSA
HUVEC
IL-6
IMDM
IMGT
ITAM
ITIM
kDa

Kl
KOZAK-Sequenz

LRC

MDE
MFI
mg
MGUS
min

mi

mM
MR
MRNA

fluorescence-activated cell sorting

fetal bovine/calf serum

Fc-Rezeptor

free light chain

Gramm

Gentamicin/Amphotericin B

gegebenenfalls

B1,4-N-Acetylglucosaminyltransferase
Graft-versus-Host disease

hour

humane anti-chimare Antikorper

humane anti-humanisierte Antikorper

humane anti-Maus Antikdrper

hepes buffered saline

human endothelial growth factor

human embryonic kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
human epidermal growth factor receptor 2
Restriktionsenzym aus Haemophilus influenzae
Humanes Immundefizienz-Virus

human serum albumin

human umbilical endothelial cells

Interleukin-6

Iscove's Modified Dulbecco's Medium

The International Immunogenetics Information System
immunoreceptor tyrosine-based activition motif
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
Kilo-Dalton

Konfidenzintervall

eine nach der US-amerikanischen Biochemikerin Marylin Kozak
benannte Nukleinbasen-Sequenz in der mRNA eukaryotischer
Lebewesen

Liter

Lycocyte Reduction Chamber

Molar

Myeloma defining event

mittlere Fluoreszenzintensitat

Milligramm

monoclonal gammopathy of undetermined significance
Minute

Milliliter

Millimolar

maximal release

Messenger-RNA



Abkirzungsverzeichnis

MRT
MTS

Nhel
NK-Zellen
oD
PBMC
PBS

PCR

PET

pH

PpuMI
Pwo

RNA

rpm

RPMI
SDS
SDS-PAGE
SMM
SOC

s0g.

Tab.

TAE

Taq
TEMED
TRIS

U

V

VH

VL

WHO
YT-Medium

Magnetresonanztomographie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulphophenyl)-2H-tetrazolium

Restriktionsenzym aus Neisseria mucosa heidelbergensis
naturliche Killerzellen

optische Dichte

peripheral blood mononuclear cells

phospate buffered saline

polymerase chain reaction
Positronenemmissionstomographie

potentia hydrogenii

Restriktionsenzym aus Pseudomonas putida
Pyrococcus woesei

ribonucleic acid

rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute

sodium dodecyl sulfate

SDS polyacrylamide gel electrophoresis
smouldering multiple myeloma

super optimal broth with catabolite repression
sogenannt

Tabelle

TRIS-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

unit

Volt

variable Region der schweren Kette eines Antikorpers
variable Region der leichten Kette eines Antikdrpers
World Health Organization

Yeast-Trypton-Medium

Vi



Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Antikorpertherapie

Bereits vor iber 100 Jahren postulierte der deutsche Mediziner Paul Ehrlich das ,, magic bullet
concept”, das besagt, dass ein Medikament zu entwickeln sein misse, welches an spezi-
fischen Strukturen der Zelloberflache von Pathogenen oder Tumorzellen angreife und somit
zielgerichtet therapeutisch eingesetzt werden koénne [1]. Der Einsatz von monoklonalen
Antikdrpern in der Behandlung von Tumorerkrankungen stellt eine Mdéglichkeit solch einer
zielgerichteten Therapie dar und kann als Umsetzung des Konzeptes von Paul Ehrlich
angesehen werden [2, 3]. Durch den Erfolg von Rituximab in der B-Zell-Lymphom-Therapie
wurde der Weg fir die Entwicklung und Zulassung weiterer therapeutischer Antikorper
geebnet. So werden heute sowohl in der Therapie von hamatoonkologischen Erkrankungen

als auch von soliden Tumoren Antikorper vielfaltig eingesetzt [4].

1.1.1 Aufbau von Antikorpern

Ein Teil der adaptiven Immunantwort des menschlichen Immunsystems beinhaltet die Bil-
dung spezifischer Antikorper durch B-Zellen bzw. Plasmazellen. Antikorper sind Proteine,
die mit Hilfe ihrer variablen Domanen spezifisch ein Antigenepitop binden. Sie werden in
funf verschiedene Isotypen (IgM, IgG, IgA, IgD und IgE) eingeteilt. Grundséatzlich ist jeder
Antikorper aus zwei schweren und zwei leichten Ketten aufgebaut, die Gber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Die schwere Kette besteht jeweils aus einer variablen (VH) und
je nach Isotyp unterschiedlich vielen konstanten Doménen (CH), wohingegen die leichte
Kette aus je einer variablen (VL) und einer konstanten Doméane (CL) zusammengesetzt ist.
Der Aufbau der schweren Ketten bestimmt den Isotyp eines Antikorpers. Die leichten Ketten
konnen zwei verschiedenen Gruppen zugeordnet werden (kx oder 1), die jeweils in Kombi-
nation mit allen Antikorper-Isotypen und deren Subtypen auftreten kénnen. Beim Menschen
kommen sie im Verhaltnis 60:40 = k:\ vor. Der Antigen-bindende Fab-Teil eines Antikdrpers
wird aus den variablen Doménen (VH und VL) sowie aus je einer konstanten Doméne der
schweren und leichten Ketten (CH; und CL) gebildet. Der (brige Teil des Antikorpers,
bestehend aus den verbleibenden konstanten Regionen der schweren Ketten, wird als Fc-Teil
bezeichnet. Uber den Fc-Teil werden verschiedene therapeutisch relevante Effektorfunktionen
vermittelt. Hier befinden sich beispielsweise die Bindestellen fir C1q, das Initiatormolekdl
des klassischen Weges der Komplementkaskade, oder fiir Fc-Rezeptoren (FcR) auf
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Einleitung

Immunzellen [5]. Der strukturelle Aufbau der beiden fiir diese Arbeit relevanten Antikorper-

Isotypen 1gG1 und IgM ist schematisch in Abb. 1.1 gezeigt.

A

O

©

F

Abb. 1.1 Aufbau von Antikdrpern

(A) Schema eines 1gG1-Antikdrpers. Dargestellt sind die beiden schweren (dunkelblau) und leichten (hellblau)
Ketten eines humanen 1gG1-Antikdrpers mit ihren jeweiligen konstanten (CH bzw. CL) und variablen (VH bzw.
VL) Domaénen. (B) Schema der pentameren Anordnung von IgM-Antikérpern im Blut. Gezeigt ist die
Zusammenlagerung von funf IgM-Antikdrpern zu einer pentameren Struktur. Auch hier sind die leichten Ketten
hell- und die schweren Ketten dunkelblau dargestellt. In der VergroRerung des IgM-Monomers ist die CHy-
Doméne zu beachten, die fiir die Pentamerisierung mit Hilfe der J-Kette wichtig ist und in der sich IgG und IgM-
Antikorper u.a. unterscheiden.

IgM-Antikorper besitzen im Serum eine Halbwertszeit von fiinf Tagen und machen mit einem
Serumspiegel von 1,5 g/l etwa 10 % der Gesamt-Immunglobuline des Menschen aus [6, 7].
IgM kommen einerseits membranstandig als B-Zell-Rezeptor in monomerer Form auf der
Oberflache von B-Zellen vor, zirkulieren andererseits im Blut jedoch als Pentamer aus funf
monomeren IgM, die Uber eine sog. J-Kette miteinander verbunden sind [6]. Durch die
Eigenschaft der Zusammenlagerung zu Pentameren und den somit vorhandenen zehn
Antigenbindestellen zeichnen sich IgM-Antikérper durch eine hohe Gesamtbindungsstarke
(Aviditat) aus. Dartiber hinaus besitzen sie in ihrem Fc-Teil eine Bindestelle fur das
Komplementprotein C1q und kdnnen auf diese Weise sehr effizient das Komplementsystem
aktivieren [5]. IgM représentieren die Antikorper, die wéhrend der Primdrantwort des
Immunsystems entstehen und so z. B. fur die Abtétung von Wuirmern oder Bakterien
verantwortlich sind [5, 7]. Da fur die IgM-Antwort kein immunologisches Gedachtnis besteht,
ist ein IgM-Titer-Anstieg ein Zeichen fiir eine akute Infektion [7].

IgG-Antikorper sind mit einem Gesamt-Immunglobulin-Anteil von 75 % und einem Serum-
spiegel von etwa 13 g/l die haufigste Antikorperklasse des Menschen [7]. Ihre Halbwertszeit
im Serum betragt 8-23 Tage [6]. IgG kommen nicht nur im Serum, sondern auch in anderen

Korperfliissigkeiten, wie beispielsweise verschiedenen Sekreten oder der Peritonealfliissig-
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keit, vor und sind zudem als einzige Antikorperklasse plazentagangig [7]. Sie kénnen Uber
FcyR Immunzellen rekrutieren und auf diesem Wege Effektormechanismen, wie eine
Antikdrper-abhéngige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) oder eine Antikdrper-abhéngige
zellulédre Phagozytose (ADCP), auslosen [8]. Zudem besitzen insbesondere die Subtypen
IgG1 und 1gG3 die Eigenschaft das Komplementsystem effektiv zu aktivieren [5]. 1gG-
Antikorper sind die typischen Vertreter der Sekundérantwort des Immunsystems [7]. Ihre
Aufgabe besteht z. B. in der Neutralisierung von Bakterien, bakteriellen Toxinen und Viren
sowie in der Opsonierung von Pathogenen. Nach einer abgelaufenen Sekundérantwort des
Immunsystems entsteht ein immunologisches Gedéchtnis durch die Bildung von sog.
Gedachtniszellen. Gedéchtniszellen sind langlebige B- oder T-Zellen, die sich wahrend der
Immunantwort vermehrt haben und die Fahigkeit besitzen, bei einem erneuten Kontakt mit

dem Antigen sofort Antigen-spezifische Antikorper zu sezernieren [5].

1.1.2 Nutzung von Antikdrpern fir die Tumortherapie

Kohler und Milstein etablierten im Jahr 1975 die Hybridom-Technologie und legten so den
Grundstein flr die Produktion und Entwicklung monoklonaler Antikorper fir die therapeu-
tische Anwendung [9]. In den darauffolgenden Jahrzehnten wurden weitere Methoden
entwickelt, die die Generierung von chiméren, humanisierten und humanen Antikdrpern
ermoglichten. So konnten effektive Antikorpertherapien etabliert werden, mit denen
wiederholte Anwendungen ohne AbstoRungsreaktionen — ein Problem der anfanglich
eingesetzten Mausantikérper — mdoglich waren [10]. Zu diesen Antikorpern gehdren neben
dem bereits erwéahnten CD20-Antikorper Rituximab, beispielsweise der gegen Her2/neu
gerichtete Trastuzumab, welcher in der Therapie des Mamma-Karzinoms eingesetzt wird,
oder der gegen den EGFR gerichtete Cetuximab, der Bestandteil der Behandlung von
verschiedenen Kopf-Hals-Tumoren sowie des kolorektalen Karzinoms ist [11-13]. Allein fiir
die Tumortherapie wurden bis 2017 mehr als 20 Antikdrper zugelassen, was die Bedeutung
dieser Substanzklasse unterstreicht [14]. Darliber hinaus existieren eine Vielzahl
verschiedener Formate und Antikorper-Derivate, die spezielle Eigenschaften besitzen und fiir

die unterschiedlichsten Anwendungen entwickelt werden [15, 16].

1.1.2.1 Antikorper-vermittelte Effektormechanismen

Bei den Antikorper-vermittelten Wirkmechanismen konnen direkte und indirekte Effekte
unterschieden werden. Die direkten Effekte werden tber das Fab-Fragment vermittelt und
beinhalten die Induktion des programmierten Zelltods oder die Wachstumsinhibition der

Zielzellen durch die Bindung des Antikorpers an sein Antigen auf der Zelloberflache. Bei den
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indirekten Effekten findet zusatzlich zur Antigenbindung eine Interaktion des Fc-Teils des
Antikorpers mit verschiedenen Komponenten des Immunsystems statt. So koénnen 1gG-
Antikorper z. B. durch die Bindung von Clqg das Komplementsystem aktivieren und ihre
Wirkung Uber eine Komplement-abhangige Zytotoxizitat (CDC) entfalten oder Uber die
Bindung an FcyR Immunzellen rekrutieren und ADCC oder ADCP vermitteln (Abb. 1.2) [3,
15].

‘ Komplement-abhangige Zytotoxizitit (CDC) ‘

Antikorper-abhangige
zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC)

Antikérper-abhingige
zelluldre Phagozytose
(ADCP)

Programmierter Zelltod
Proliferationsinhibition

Abb. 1.2 Antikérper-abhangige Effektormechanismen

Dargestellt sind die verschiedenen Antikdrper-abhéngigen Effektormechanismen. Es konnen direkte
(programmierter Zelltod, Proliferationsihibition) und indirekte (CDC, ADCC, ADCP) Wirkmechanismen
unterschieden werden. FcyR = Fcy-Rezeptor.

Der Mensch besitzt verschiedene FcyR, die sich auf Immunzellen, wie beispielsweise
Neutrophilen, Makrophagen, Monozyten oder NK-Zellen, befinden. Es gibt sowohl
aktivierende als auch inhibierende FcyR, die unterschiedliche Affinititen zu den einzelnen
IgG-Subtypen besitzen. Dariiber hinaus sind Polymorphismen (FcyRIIA-131H/R, FcyRIIB-
2321/T, FcyRINIA-158V/F und FcyRINIB-NA1/NA2) bekannt, die die Affinitdt der FcyR zu
den Fc-Teilen der Antikorper beeinflussen und sich auch auf die Wirkung therapeutischer
IgG1-Antikorper auswirken [17]. So konnte in klinischen Studien zu dem FcyRINIA-158V/F-
Polymorphismus ein besseres Ansprechen auf die Antikorpertherapie mit Rituximab bzw.
Elotuzumab von Patienten mit der hochaffinen Valin-Variante des Rezeptors im Vergleich zu
denjenigen mit der niedrigaffinen Phenylalanin-Variante gezeigt werden. Damit konnte die
Bedeutung Fc-vermittelter Effektorfunktionen von diesen therapeutischen Antikdrpern im
Menschen belegt werden [18, 19].
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Die Signaltransduktion iiber FcyR und somit die Immunantwort wird tiber die unterschiedlich
starke Bindung an aktivierende und inhibierende Rezeptoren tber ITAM- und ITIM-Motive
reguliert [20, 21]. Der einzige bekannte inhibierende FcyR beim Menschen ist der FcyRIIB
[17]. Die tbrigen Rezeptoren der FcyR-Familie (FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIC sowie FcyRIIIA
und FcyRIIIB) sind aktivierend [17, 20]. NK-Zellen besitzen in der Regel den aktivierenden
FcyRIIA und gelten als wichtige Effektorzellpopulation fiir die Tumorzelllyse iiber ADCC
[20].

1.2 Merkmale von Zielantigenen in der Antikdrpertherapie

Die Sicherheit und Effektivitat in der Anwendung von Antikdérpern in der Tumortherapie ist
u. a. von den Eigenschaften des Zielantigens abhéngig. Idealerweise sollte das Antigen in aus-
reichender Dichte vorhanden und dem Antikdrper zugéngig sein. Dartiber hinaus sollte es
stabil sowie spezifisch auf der Zelloberfliche von Tumorzellen und nicht oder nur in
geringem AusmaR von gesunden Zellen exprimiert werden, um Toxizitdten durch eine
Kreuzreaktivitdt mit gesundem Gewebe zu vermeiden. Des Weiteren ist eine geringe
Antigensekretion vorteilhaft, damit zirkulierende Antigene nicht den therapeutischen
Antikorper binden und dessen Bindung an das Antigen auf den Tumorzellen minimieren.
Zudem sollte das Antigen fur die Vermittlung von Antikdrper-abhangigen Effektorfunktionen
geeignet sein, indem es beispielsweise nach der Bindung des Antikdrpers nicht sofort
internalisiert wird, sodass der Fc-Teil fur die FCR der Immunzellen oder C1q zugénglich ist
[4]. Die meisten therapeutisch in der Tumortherapie eingesetzten Antikorper sind vom 1gG1-
Isotyp und kénnen mit den FcyR auf NK-Zellen, Monozyten/Makrophagen und Granulozyten

interagieren sowie potentiell C1q binden.

1.2.1 Zielstrukturen auf B-Zell-Neoplasien

Bis heute konnten bereits einige Antigene auf B-Zell-Neoplasien identifiziert und als
Zielstruktur fur die Antikorpertherapie genutzt werden. So gibt es therapeutische Antikérper,
die beispielsweise gegen CD19, CD20, CD38 oder BCMA gerichtet und Bestandteil aktueller
Therapiestrategien von B-Zell-Neoplasien sind [22-25]. Dennoch profitieren nicht alle
Patienten von den bisherigen Therapieoptionen, sodass neue Antigene auf B-Zell-Neoplasien
identifiziert werden missen, um auch diesen Patienten optimale Behandlungsmoglichkeiten

anbieten zu konnen.
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1.2.2 CDw75/CD75s

Das Antigen CDw75 wurde erstmalig 1989 auf dem vierten Internationalen Workshop fur
Humane Leukozytendifferenzierungsantigene durch die murinen IgM-Antikérper LN-1, HH2
und EBU-141 beschrieben [26-29]. Im Rahmen der weiteren Charakterisierung des Antigens
konnten Bast et al. und Keppler et al. zeigen, dass die Antikorper HB-6, HD66, CHRIS-4,
EBU-141, LN-1 und HH-2 dasselbe Antigen binden. lhre Bindung ist von der Enzymaktivitat
der B-Galactosid a-2,6-Sialyltransferase abhéngig, die im Golgi-Apparat im Zuge der post-
translationalen Modifikationen a-2,6-Sialylreste an Glykoproteine koppelt [30, 31]. Eine aus
diesen Untersuchungen resultierende alternative Bezeichnung fir CDw75 ist die nunmehr
verwendete Ubergeordnete Bezeichnung CD75s [32]. CD75s ist ein Neuraminidase-sensitives
sialyliertes Lactosamin auf der Zelloberfldche, dessen Expression von der Aktivitat der -
Galactosid a-2,6-Sialyltransferase abhéngig ist [30, 32]. Die Funktion dieses Antigens ist
weitestgehend ungeklért und bedarf weiterer Untersuchungen. CD75s kann u. a. auf gesunden
reifen B-Zellen sowie Endothel- und Epithelzellen nachgewiesen werden. Des Weiteren
scheint es insbesondere stark von Tumorzellen, wie reifen malignen B-Zellen, Tumorzellen
des Magenkarzinoms, des kolorektalen Karzinoms und des Mammakarzinoms, exprimiert zu
werden und konnte daher eine interessante Zielstruktur fur die Tumortherapie sein [28, 33—
35].

1.2.3 EBU-65 und EBU-141

Die monoklonalen Antikérper EBU-65 und EBU-141 sind murine IgM-Antikorper, die von
Gramatzki et al. durch die Immunisierung von Mausen mit der humanen Plasmazellleukamie-
Zelllinie U266 und der Hybridom-Technologie generiert worden sind [28]. Die Zielstruktur
von EBU-65 wurde als ,,CDw75-like* definiert und ist bislang unbekannt. EBU-141 bindet
CD75s, das auf verschiedenen Tumorentitaten nachgewiesen wurde. Sowohl EBU-65 als auch
EBU-141 binden z. B. auf der Oberflache von humanen reifen B-Zell-Neoplasien, wie dem
Multiplen Myelom oder dem Burkitt Lymphom, und zeigen nur wenig Reaktivitat gegentber
gesundem Gewebe [28].

In dieser Arbeit wurden das Multiple Myelom und das Burkitt-Lymphom exemplarisch als
Stellvertreter fiir reife B-Zell-Neoplasien ausgewahlt, um EBU-65 und EBU-141 hinsichtlich
ihrer Effektormechanismen und eines moéglichen therapeutischen Potentials in der Behand-

lung von reifen B-Zell-Neoplasien zu evaluieren.
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1.3 Multiples Myelom

Das Multiple Myelom ist mit einer Inzidenz von 6/100.000 eine der haufigsten
hamatoonkologischen Erkrankungen. Ménner erkranken etwa 1,5 Mal haufiger als Frauen.
Dabei liegt das mittlere Erkrankungsalter fiir beide Geschlechter bei 69 Jahren [36]. Die
mittlere Uberlebenszeit hat sich in den letzten 20 Jahren aufgrund verbesserter
Therapieoptionen, der Moglichkeit der friheren und exakteren Diagnosestellung sowie einer
verbesserten Risikostratifizierung von etwa 2 Jahren (Diagnosestellung vor 2001) auf
ungefdhr 6 Jahre (Diagnosestellung zwischen 2006 und 2010) verbessert [37]. Die
Erkrankung ist durch eine Infiltration des Knochenmarks mit klonalen Antikdrper-
produzierenden Plasmazellen, die monoklonale Immunglobuline und/oder Leichtketten
sezernieren, gekennzeichnet [38]. Durch die Infiltration des Knochenmarks wird die normale
Blutbildung verdréngt und es kommt zur Anamie. Die gestorte Knochenbildung flhrt zu
Knochenlasionen und einer daraus resultierenden Hypercalcamie, die gemeinsam mit den
freien Leichtketten (FLC) zu einer beeintrachtigten Nierenfunktion fiihren kann. Die klinische
Préasentation des Multiplen Myeloms ist unspezifisch. Viele Patienten klagen uber Mudigkeit
und anhaltende Knochenschmerzen. Weitere Symptome sind wiederkehrende Infektionen,

Radikulopathien, Purpura und Petechien [38].

1.3.1 Pathogenese

Gemall der WHO-KlIassifikation, die die h&matoonkologischen Erkrankungen anhand
morphologischer, immunph&notypischer und genetischer Parameter einteilt, zahlt das
Multiple Myelom zu den reifen B-Zell-Neoplasien [39]. Die Tumorzellen haben ihren Ur-
sprung in sog. Gedéachtniszellen. Dies sind spezielle Antikdrper-produzierende, langlebige
Plasmazellen der B-Zell-Reihe im Knochenmark, die fiir das ,,immunologische Gedachtnis*
der erworbenen Immunitat verantwortlich sind [40]. Abzugrenzen vom Multiplen Myelom
sind das MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined significance) und das SMM
(smouldering multiple myeloma), die als Vorstufen angesehen werden und mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 % (MGUS) bzw. 10 % (SMM) pro Jahr in ein Multiples Myelom
iibergehen kénnen [41, 42]. Ein zusammenfassender Uberblick tber die Atiopathogenese des
Multiplen Myeloms ist in Abb. 1.3 graphisch dargestelit.
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Abb. 1.3 Entstehung des Multiplen Myeloms

Mutierte B-Zellen aus dem Keimzentrum der Lymphknoten wandern als (préa-)maligne Plasmazellen in das
Knochenmark ein. Durch weitere Mutationen und die Interaktionen mit dem Mikromilieu des Knochenmarks
nehmen die genetische Instabilitat, die Neoangiogenese, die Proliferation und die Vielfalt der Tumorzellen zu,
wohingegen die effektive Immunantwort, die Zellzykluskontrolle, die DNA-Reparationsmechanismen und die
Apoptosefahigkeit abnehmen. Uber die Vorstufen des MGUS und des SMM entsteht ein Multiples Myelom,
welches im weiteren Krankheitsverlauf zu einer Plasmazellleukdmie voranschreiten kann. (Abbildung modifi-
ziert nach Morgan et al. [43])

Nach dem derzeitigen Stand der Forschung wird angenommen, dass die ersten genetischen
Mutationen im Keimzentrum der Lymphknoten wahrend des Prozesses der Affinitatsreifung
der B-Zellen (somatische Hypermutation und Klassenwechsel der Immunglobuline) auftreten.
Bei diesen Mutationen handelt es sich in den meisten Fallen um chromosomale Trans-
lokationen und Hyperdiploidien [43]. Die mutierte (préa-)maligne B-Zelle wandert an-
schlieBend in das Knochenmark ein, wo sie zur langlebigen Plasmazelle ausdifferenziert [38].
Waéhrend dieses Prozesses kommt es durch zusétzliche Mutationen (z. B. Translokationen
oder Deletionen), die beispielsweise zu einer gesteigerten Aktivitat von Onkogenen oder einer
verminderten Aktivitdt von Tumorsuppressorgenen fihren kdnnen, zur Zunahme der
genetischen Instabilitat, zur Abnahme der Zellzykluskontrolle sowie zu einer verminderten
Effektivitdt von DNA-Reparaturmechanismen [38, 43]. Im Knochenmark entsteht ein Mikro-
milieu aus Tumorzellen, Stromazellen, Immunzellen, Osteoblasten und Osteoklasten. Durch
direkte zelluldre Interaktionen und Uber I6sliche Faktoren wie Zytokine und Chemokine wird
das Uberleben der Tumorzellen beglnstigt, wodurch sich diese einer effektiven Immun-
antwort entziehen. Darlber hinaus werden beispielsweise durch Neoangiogenese optimale
Bedingungen fur die Tumorzellproliferation geschaffen [44]. Beim Multiplen Myelom finden
sich oft nicht nur Tumorzellen eines Zellklons, sondern es tritt eine klonale Heterogenitat auf.
Die genetischen Eigenschaften der einzelnen Zellklone und der Selektionsdruck durch das

Mikromilieu oder die Therapie kdnnen jedoch die Dominanz eines dieser Zellklone zur Folge
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haben [38]. Wahrend des Fortschreitens der Erkrankung kénnen ein oder mehrere Zellklone
die Fahigkeit entwickeln auch auBerhalb des Knochenmarks zu proliferieren und in das
periphere Blut ausschwemmen. Dieses Manifestationsstadium der Erkrankung wird als
Plasmazellleukamie bezeichnet [45]. Daneben gibt es noch das sog. extramedulldre Myelom,
welches eine besonders aggressive Form der Erkrankung darstellt und sich in verschiedenen
Organen, wie beispielsweise dem Gehirn, der Leber, den Nieren, der Haut oder in

Lymphknoten, manifestiert [46].

1.3.2 Diagnosestellung

Die International Myeloma Working Group fiihrte 2014 neue Diagnosekriterien fir das
Multiple Myelom und seine Vorstufen ein [47]. Die Diagnose kann gestellt werden, wenn
sich bei einem Patienten > 10 % klonale Plasmazellen im Knochenmark befinden oder ein
bioptisch gesichertes Plasmozytom vorliegt und zusétzlich ein Myelom definierendes Ereignis
(MDE) auftritt. Zu den MDE gehéren die bereits seit langem etablierten CRAB-KTriterien
(Hypercalcamie, Niereninsuffizienz, Andmie und osteolytische Knochenldsionen, die im
konventionellen Rontgen, CT oder PET-CT detektiert werden konnen) sowie drei neu
eingefiihrte spezifische Biomarker. Diese dienen der besseren Identifizierung der Patienten
mit einem SMM, die aufgrund der biologischen Eigenschaften der Erkrankung ein hohes
Risiko besitzen, im Verlauf ein Multiples Myelom zu entwickeln. Zu diesen Biomarkern
zdhlen das Vorhandensein von > 60 % klonalen Plasmazellen im Knochenmark, eine FLC-
Ratio von > 100 und mehr als eine fokale Knochenlasion, die im MRT nachgewiesen werden
kann [47].

1.3.3 Therapie

In der Therapie des Multiplen Myeloms werden Medikamente aus verschiedenen Arznei-
mittelgruppen in unterschiedlichen Kombinationen eingesetzt. Zu diesen zéhlen Alkylantien
(z. B. Melphalan), Glucocorticoide (z. B. Dexamethason), immunmodulatorische Substanzen
(z. B. Thalidomid oder Lenalidomid) sowie Proteasominhibitoren (z. B. Bortezomib oder
Carfilzomib) [37]. Darlber hinaus sind seit 2015 die beiden monoklonalen Antikorper
Daratumumab (als Mono- und Kombinationstherapie) und Elotuzumab (in Kombination mit
Lenalidomid und Dexamethason) fir die Behandlung des Multiplen Myeloms bei refraktéren
und rezidivierten Patienten zugelassen [48]. Daratumumab ist ein gegen CD38 gerichteter
humaner IgGlk-Antikorper. CD38 wird stark von Myelomzellen, aber auch von anderen
Leukozyten exprimiert und kann somit als Zielstruktur fur die Immuntherapie Dbei

h&matoonkologischen Erkrankungen wie dem Multiplen Myelom genutzt werden. Der
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Antikorper vermittelt seine Wirkung sowohl tber CDC als auch ADCC und ADCP und
besitzt direkte Effekte durch die Veranderung der CD38-Enzymaktivitat [24]. Der zweite in
der Therapie des Multiplen Myeloms zugelassene Antikdrper Elotuzumab ist ein gegen CS1
(auch SLAMF7/CD319) gerichteter humanisierter 1gGlk-Antikdrper [49]. CS1 ist ein
Oberflachenglykoprotein, das in hohem Malle auf Plasmazellen sowie in geringerer Dichte
auf anderen Lymphozytensubgruppen, wie z. B. NK-Zellen, exprimiert ist [50]. Elotuzumab
besitzt ADCC-AKktivitat gegeniiber Myelomzellen und aktiviert zudem direkt NK-Zellen, die
daraufhin die Tumorzellen lysieren kdnnen [49, 51]. Darliber hinaus wird diskutiert, dass
Elotuzumab durch die Bindung auf den Myelomzellen eine gestorte Interaktion der
Tumorzellen mit den Stromazellen des Knochenmarks bewirkt, was hinsichtlich der
vermuteten protektiven Wirkung der Stromazellen auf die Tumorzellen von therapeutischer
Bedeutung sein kann [49].

Zusatzlich zu der medikamenttsen Therapie besteht flr geeignete Patienten (u. a. maximal
65 Jahre alt sowie keine erheblichen Herz-, Lungen-, Nieren- oder Leberdysfunktionen) die
Madglichkeit einer autologen Stammzelltransplantation (ASCT) [37, 52]. Eine prospektive,
randomisierte Studie konnte 1996 zeigen, dass die myeloablative Hochdosis-Chemotherapie
mit ASCT im Gegensatz zu den konventionellen zytostatischen Therapien zu einer erheb-
lichen Verbesserung des Uberlebens fiihrt und ist daher heute ein essentieller Bestandteil der
Therapie [52]. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit der allogenen Stammzelltransplantation, die
derzeit die einzige potentiell kurative Myelomtherapie darstellt [53]. Diese ist allerdings mit
einem hohen Risiko verbunden. So kann es u. a. zu der sog. Graft-versus-Host-Erkrankung
(GvHD) kommen, bei der sich Komponenten des Immunsystems des Spenders gegen den
Organismus des Empfangers richten. Die Transplantations-assoziierte Mortalitat betragt nach
myeloablativer Konditionierung etwa 40-49% und nach nicht-myeloablativer bzw.
dosisreduzierter Konditionierung 17-38 % [53].

Trotz der vielfaltigen Therapieoptionen ist das Multiple Myelom nach wie vor in den meisten
Féllen nicht kurativ behandelbar und insbesondere Patienten in einem rezidivierten oder
refraktédren Stadium der Erkrankung haben eine schlechte Prognose [54]. Derzeit sind eine
Vielzahl von Antikérpern und Antikorper-basierten Molekilen in verschiedenen Phasen der
klinischen Entwicklung [55, 56]. Trotzdem ist weiterhin eine intensive Forschung in diesem
Bereich notwendig, um die Therapieoptionen zu erweitern und die Prognose und das

Uberleben der Patienten langfristig zu verbessern.
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1.4 Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom ist ein hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom, das gemafR der WHO-
Klassifikation ebenfalls zu den reifen B-Zell-Neoplasien gez&hlt wird [39]. Die Inzidenz der
Erkrankung weist grof3e geographische Unterschiede auf. In Europa und Nordamerika ist die
Erkrankung mit einer Inzidenz von 0,2/100.000 bei Kindern unter 18 Jahren insgesamt selten
und aufgrund der guten medizinischen Versorgung ist die Prognose mit einer Heilungsrate
von etwa 90 % sehr gut. In Afrika und Papua-Neuguinea hingegen tritt die Erkrankung
wesentlich haufiger auf. Die Inzidenz betragt hier 4-5/100.000 Kinder unter 18 Jahren [57].
Aufgrund der schlechteren medizinischen Versorgung und den damit verbundenen begrenzten
Therapiemdglichkeiten sowie Therapie-unterstiitzenden MaRRnahmen ist die Prognose in
diesen Regionen schlechter [58].

Es konnen drei verschiedene Varianten des Burkitt-Lymphoms unterschieden werden: der
endemische, der sporadische und der Immundefizienz-assoziierte Typ. Alle drei Formen sind
sich sowohl in ihrer Morphologie, ihrem Immunphanotyp als auch ihren genetischen
Eigenschaften &hnlich. In Europa und Nordamerika tritt Gberwiegend der sporadische Typ auf
und macht etwa 1-2 % der Lymphome des Erwachsenen sowie 30-40 % der Non-Hodgkin-
Lymphome bei Kindern aus. In Aquatorialafrika hingegen sind die meisten Burkitt-
Lymphome dem endemischen Typ zuzuordnen [57].

Hinsichtlich ihrer klinischen Prasentation weisen die verschiedenen Varianten des Burkitt-
Lymphoms jedoch einige Unterschiede auf. Bei der endemischen Form treten die Tumore
hauptsachlich im Bereich des Kiefers und der Nieren auf. Es kénnen jedoch auch Anteile des
Darms, die Ovarien oder die Brust betroffen sein. Bei dem Immundefizienz-assoziierten und
dem sporadischen Typ finden sich die Tumore hingegen uberwiegend im Abdomen. Die
Patienten klagen insgesamt oftmals ber unspezifische Beschwerden, wie Bauchschmerzen,
Ubelkeit und Erbrechen [59].

1.4.1 Pathogenese

Die genaue Pathogenese des Burkitt-Lymphoms ist noch nicht geklart. Es gibt jedoch
verschiedene Faktoren, deren Einfluss auf die Entstehung der Erkrankung diskutiert wird. Als
Ursprung der Tumorzellen werden, je nach Subtyp, einerseits B-Zellen der Keimzentren oder
Gedé&chtniszellen der B-Zell-Reihe angenommen [60]. Eine wesentliche Rolle in der
Pathogenese scheint die Translokation des MYC-Gens zu spielen, die in den meisten
Tumorzellen der Patienten mit Burkitt-Lymphom nachgewiesen werden kann [61]. Die
Translokationen (am hé&ufigsten t(8;14), seltener t(2;8) oder t(8;22)) fiihren zu einer

11



Einleitung

verstarkten Expression des MYC-Gens [62]. Die resultierende Uberexpression des Proto-
Onkogens MYC fuhrt zu einer gestorten Zellzykluskontrolle, einer erhohten Proliferation und
verstarktem Wachstum der Zellen mit gesteigerter Proteinbiosynthese und Zellmetabolismus.
Auch bei anderen B-Zell-Neoplasien kénnen Veranderungen des MYC-Gens nachgewiesen
werden und stehen meist in Zusammenhang mit einer hohen Aggressivitat des Tumors [63].
Der endemische Typ des Burkitt-Lymphoms ist einerseits mit Malaria- und andererseits mit
EBV-Infektionen assoziiert. Ein moglicher Mechanismus in der Pathogenese ist, dass die
Infektion mit dem Malaria-Erreger Plasmodium falciparum eine B-Zell-Hyperplasie
hervorruft und sich infolgedessen die Mutationswahrscheinlichkeit erhoht, die dann zur
Entwicklung eines Burkitt-Lymphoms fiihren kann [64]. Auch EBV-Infektionen scheinen bei
der endemischen Form des Burkitt-Lymphoms eine Rolle zu spielen. So kénnen in nahezu
allen endemischen Burkitt-Lymphomen Viruspartikel nachgewiesen werden [65]. Es wird
diskutiert, dass das Virus in den infizierten Zellen einerseits zu einer Zunahme der
genomischen Instabilitat, einer Dysregulation der Telomerfunktion und der Induktion von
DNA-Schaden fuhrt und andererseits die Apoptosefahigkeit der Zellen herabsetzt, die eine
MY C-Translokation tragen [66].

Der Immundefizienz-assoziierte Typ des Burkitt-Lymphoms tritt hauptséchlich bei HIV-
infizierten Patienten auf, findet sich aber auch bei Patienten, die transplantiert worden sind
oder an einem angeborenen Immundefekt leiden [67]. Sowohl der HIV-assoziierte Typ als
auch die sporadische Form des Burkitt-Lymphoms sind im Gegensatz zum endemischen Typ

weniger stark mit einer EBV-Infektion assoziiert [68, 69].

1.4.2 Diagnosestellung

Da es sich bei den Burkitt-Lymphomen um eine hochmaligne Erkrankung handelt, die mit
einem aggressiven Tumorwachstum verbunden ist, sind eine ziigige Diagnosestellung und
Ausbreitungsdiagnostik zwingend erforderlich. Fir die Diagnose wird in der Regel eine Probe
des Tumors (z. B. befallener Lymphknoten) mittels Mikroskopie und immunzytologischen
Analysen untersucht. Im Rahmen der Ausbreitungsdiagnostik sollten je nach Verfligbarkeit
(wobei die diagnostischen Mdglichkeiten in Entwicklungslandern oftmals eingeschrankt sind)
eine Sonographie des Abdomens, eine konventionelle Réntgenuntersuchung des Thorax, ein
CT des Thorax und des Abdomens oder ein PET-CT durchgefiihrt werden. Darlber hinaus
sollte eine Knochenmarkspunktion sowie eine Liquordiagnostik erfolgen, um die Ausbreitung
der Tumorzellen in diese Kompartimente zu tberpriifen und die Therapie ggf. entsprechend

anpassen zu konnen [57].
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1.4.3 Therapie

Die Therapie des Burkitt-Lymphoms beinhaltet verschiedene Kombinationen aus unter-
schiedlichen Zytostatika. Zu diesen gehoren unter anderem Alkylantien (z. B. Cyclo-
phosphamid), Anthrazykline (z. B. Doxorubicin), Alkaloide (z. B. Vincristin), Antimetabolite
(z. B. Cytarabin), Glucocorticoide (z. B. Prednisolon) oder Folséure-Antagonisten (z. B.
Methotrexat) [57, 70]. Zu Beginn der Therapie besteht durch die oftmals grofle Tumorlast und
den bei Therapieansprechen auftretenden Zellzerfall die Gefahr eines Tumorlyse-Syndroms.
Hierbei kann es durch die Freisetzung von intrazelluldaren Bestandteilen zu einer
Hyperurikamie, Hyperkaliamie, Hyperphosphatdmie und Hypocalcdmie und infolgedessen zu
einem akuten Nierenversagen kommen. Die Folgen eines Tumorlyse-Syndroms kénnen
jedoch durch Therapie-unterstitzende Malinahmen, wie z. B. den Einsatz von Rasburicase
sowie eine ausreichende Flussigkeitszufuhr, vermindert werden [70]. Darlber hinaus kann
zusatzlich zur zytostatischen Therapie der monoklonale Antikérper Rituximab im Rahmen
einer Immuntherapie eingesetzt werden. Rituximab ist ein gegen CD20 gerichteter chimérer
IgG1-Antikorper, der Uber verschiedene Wirkmechanismen CD20-positive Zellen im Blut
depletiert und war der erste Antikorper, der 1997 fiir die Tumortherapie zugelassen worden ist
[23]. CD20 wird mit Ausnahme von pra-B-Zellen und reifen Plasmazellen von allen gesunden
B-Zellen und den meisten B-Zell-Lymphomen exprimiert und kann daher als Zielstruktur fur
eine CD20-gerichtete Tumortherapie genutzt werden [23].

Trotz der bereits bestehenden effektiven Therapiemdglichkeiten und den insgesamt guten
Heilungsraten des Burkitt-Lymphoms haben vorwiegend Patienten mit einem Rezidiv der
Erkrankung eine schlechte Prognose [57]. Weitere Forschung zur Entwicklung neuer
Substanzen ist notwendig, um einerseits insbesondere die Therapieoptionen fir die
Behandlung des Rezidivs zu erweitern und andererseits Therapien zu etablieren, die bei
gleicher Effektivitét eine geringere Toxizitat aufweisen und somit auch eine Option fir altere
oder geschwadchte Patienten darstellen.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Trotz vielfaltiger Therapieoptionen in der Behandlung von reifen B-Zell-Neoplasien gibt es
nach wie vor Patienten, die nicht von diesen Optionen profitieren und eine schlechte Prognose
besitzen. Die Suche nach neuen Zielstrukturen sowie die Entwicklung von therapeutischen
Antikorpern sind notwendig, um neue Therapiemoglichkeiten zu schaffen und die Situation

dieser Patienten zu verbessern.
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CD75s stellt aufgrund seines Expressionsprofils einen moglichen Angriffspunkt far
immuntherapeutische Ansatze dar. Im Rahmen dieser Arbeit sollte evaluiert werden,
inwiefern sich CD75s als Zielstruktur auf reifen B-Zell-Neoplasien fiir eine Antikorper-
therapie eignet. Dazu sollten die murinen IgM-Antikérper EBU-65 und EBU-141, welche
spezifisch an CD75s binden, hinsichtlich ihrer direkten und indirekten Wirkmechanismen
charakterisiert werden. Dartber hinaus sollte gepruft werden, inwiefern sich die funktionellen
Eigenschaften der IgM-Antikorper auf einen, basierend auf den variablen Regionen des EBU-
141-Antikorpers hergestellten, chiméren IgGLl-Antikorper Ubertragen lassen. Ziel dieser
Arbeit war weiterhin die Evaluation des therapeutischen Potentials des abgeleiteten chimaren
Antikorpers chEBU-141 fur die Behandlung von reifen B-Zell-Neoplasien am Beispiel des
Multiplen Myeloms und des Burkitt-Lymphoms.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

Eine detaillierte Auflistung der fur das Erstellen dieser Arbeit verwendeten Geréte und

Labormaterialien findet sich im Anhang unter Punkt 7.1.

2.1.1 Puffer und L6sungen

Die Chemikalien flr das Herstellen von Puffern und Loésungen (Tab. 2.1) wurden von den
Firmen Merck (Darmstadt), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA), Roth (Karlsruhe), Hartmann Analytic (Braunschweig), Lonza (Basel, CH) und
Life Technologies (Carlsbad, USA) bezogen und sind nicht im Einzelnen aufgefuhrt.

Fur das Herstellen von Loésungen und Verdinnungen wurde Wasser aus der MilliQ A10-

Anlage der Firma Merck (Darmstadt) verwendet.

Tab. 2.1 Zusammensetzung der fir die Arbeit verwendeten Puffer und Lésungen

Name
SDS-PAGE Trenngel

SDS-PAGE Sammelgel

SDS-PAGE Laufpuffer

SDS-PAGE Ladepuffer (reduzierend)

Coomassie-Farbeltsung

FACS-Puffer (PBA)

Zusammensetzung

2,668 ml Acrylamid/Bis
2,001 ml TRIS (1,5 M, pH 8,8)
80 pul SDS (10 %)

60 ul APS (10 %)

6 pul TEMED

ad 8,067 ml Aqua dest.

667 pl Acrylamid/Bis

1,000 ml TRIS (0,5 M, pH 6,8)
40 pl SDS (10 %)

20 pl APS (10 %)

4 ul TEMED

ad 4,024 ml Aqua. dest.

25 mM TRIS

192 mM Glycin

0,1 % SDS

0,313 M TRIS HCI (pH 6,8)
10 % SDS

0,05 % Bromphenolblau

50 % Glycerin

05MDTT

60 ml H,O

20 ml Methanol

20 ml 5xRoti Blue

1xPBS

1% BSA
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Name Zusammensetzung
2xHBS-Puffer (pH 7,5) 50 mM HEPES
280 mM NaCl
1,5 mM Nay;HPO,
50xTAE-Puffer 242 g TRIS (2 M)

57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA-L6sung
ad 11 Aqua dest.

Agarosegel (1 %) 1xTAE-Puffer
1 % Agarose

MACS-Puffer AutoMACS Rinsing Solution
1% HSA

MTS-L6sung (pH 6,5) 1gMTS

ad 500 ml Aqua dest.

2.1.2 Bakterien

Tab. 2.2 Fur die Arbeit verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Hersteller (Hauptsitz)
elektrokompetente E. coli XL-1 Blue eigene Herstellung
One Shot Machl1-T1 chemically competent E. coli Invitrogen (Carlsbad, USA)

Tab. 2.3 Bakterienmedien
Medium Zusammensetzung
2xYT (pH 7,2) 16 g Trypton
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl
1 ml Ampicillin/Kanamycin-Stockldsungen (100 mg/ml)
ad 1| Aqua dest.
(fur Agar-Platten noch 15 g/l Agar hinzufligen)

2.1.3 Vektoren

Tab. 2.4 Fur die Arbeit verwendete Vektoren

Vektor Antibiotikaresistenz  Hersteller (Hauptsitz)
pCR-Blunt I1-TOPO Vektor Kanamycin Invitrogen (Carlsbad, USA)
pSec-PI11-15-VH-wt-IgG1-HC- = Ampicillin vom Labor zur Verfligung gestellt
No Tags

pSec-Rituximab-LC Ampicillin vom Labor zur Verfligung gestellt

pEx-A2-VL bzw. -VH Ampicillin Eurofins Scientific (Luxemburg)
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2.1.4 Zelllinien und Zellkultur

Tab. 2.5 Fir die Arbeit verwendete Zelllinien/Zellen

Zelllinie Zelltyp Ursprung Referenz

EBU-141 Hybridom Erlangen = Gramatzki et al., 1991
[28]

EBU-65 Hybridom Erlangen = Gramatzki et al., 1991
[28]

U266 humane Myelom-Zelllinie Erlangen | Nilsson et al., 1970 [71]

L363 humane Plasmazellleukdamie-Zelllinie = DSMZ Diehl et al., 1978 [72]

RPMI-8226 = humane Myelom-Zelllinie DSMZ Drexler et al., 2000 [73]

INA-6 humane Plasmazellleukamie-Zelllinie | Erlangen | Burger et al., 2001 [74]

INA-6.Tul | humane Plasmazellleuk&mie-Zelllinie | Erlangen | Burger et al., 2001 [74]

Daudi humane Burkitt-Lymphom-Zelllinie DSMZ Klein et al., 1968 [75]

Raji humane Burkitt-Lymphom-Zelllinie DSMZ Pulvertaft, 1964 [76]

HEK-293T  humane embryonale Nierenzelllinie DSMZ Graham et al., 1977 [77]

HUVEC primare humane Endothelzellen Lonza -

Tab. 2.6 Zellkulturmedien

Zelllinie Medium
EBU-65, EBU-141, Daudi, RPMI 1640 Medium
U266, L363, RPMI-8226, 10 % FCS
Raji 1 % Penicillin/Streptomycin
INA-6, INA-6 Tu.1 RPMI 1640 Medium
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin
2 ng/ml I1L-6
HEK-293T DMEM (+ 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamine)
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin
HUVEC EBM
EGM SingleQuots
(0,1% hEGF; 0,1% Hydrocortison; 0,1% GA-1000;
0,4 % BBE; 2 % FCS; 0,1 % Ascorbinsdure)

Die Zellkulturmaterialien wurden von Life Technologies (Carlsbad, USA), das EBM und die
EGM SingleQuots von Lonza (Walkersville, USA) bezogen.
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2.1.5 Antikorper

Tab. 2.7 Fur die Arbeit verwendete Antikorper

Antikorper

EBU-65

EBU-141

chEBU-141

Purified Mouse IgM,
k Isotype Control
Cetuximab

Rituximab

TH-69

HM1.24-ETA®

Mouse 1gGa-PE
IgG1(mouse)-APC
CD3-APC
CD56-APC
CD14-APC

Goat Anti-Mouse IgM
FITC-conjugated
F(ab“)2
Anti-Mouse
IgM
FITC-conjugated
AffiniPure  F(ab“)2
fragment Goat Anti-
Human IgG

Goat Anti-Human
Kappa-FITC

fragment
lgG +

Spezifitat
CDw75-like
CD75s

CD75s
Isotypkontrolle
EGFR

CD20

CD7
CD317/HM1.24
Isotypkontrolle
Isotypkontrolle
CD3

CD56

CD14

murine IgM

murine 1gG und IgM

humane 1gG

humane kappa leichte

Ketten

Isotyp,
Klonalitat

muriner
monoklonal
muriner
monoklonal
chimarer 1gG1,
monoklonal
muriner
monoklonal
chimarer 1gG1,
monoklonal
chimarer 1gG1,
monoklonal
muriner  1gG1,
monoklonal
Immuntoxin,
monoklonal
muriner 1gG2A,
monoklonal
muriner  1gG1,
monoklonal
muriner  1gG1,
monoklonal
muriner  1gG1,
monoklonal
muriner 1gG2A,
monoklonal
nicht angegeben,
polyklonal
F(ab’),,
polyklonal

IgM,

IgM,

IgM,

F(ab’)z,
polyklonal

IgG, polyklonal

Referenz

Gramatzki et al., 1991
[28]

Gramatzki et al., 1991
[28]

nicht publiziert

BD Biosciences
(Bedford, USA)
Goldstein et al., 1995
[78]

Reff et al., 1994 [23]

Baum et al., 1996 [79]

Staudinger et al., 2014
[80]

BD Biosciences
(Bedford, USA)
Beckman Coulter
(Brea, USA)

Beckman Coulter
(Brea, USA)

Becton Dickinson
(Franklin Lakes,USA)
Beckman Coulter
(Brea, USA)

Caltaq Laboratories
(Carlsbad, USA)
Jackson Immuno
Research (Suffolk, UK)

Jackson Immuno
Research (Suffolk, UK)

SouthernBiotech
(Birmingham, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Reinigung der murinen IgM-Antikorper aus Hybridomuberstanden

Die Kultivierung der Hybridom-Zelllinien EBU-65 und EBU-141 erfolgte in RPMI Medium
1640 mit 10 % FCS sowie 1 % Penicillin und Streptomycin (R10%). Die Zellkulturiibersténde
mit den darin enthaltenen Antikdrpern wurden gesammelt und steril filtriert, nachdem der pH-
Wert auf 8,0 eingestellt worden war. AnschlieBend wurde die Capture Select IgM Affinity
Matrix (IgM-Beads; Thermo Fisher Scientific) im Verhéltnis 1:1000 fur 16 h bei 4 °C
eingeriihrt. Die IgM-Beads mit den gebundenen Antikérpern wurden durch 10-minitige
Zentrifugation bei 2000 rpm in einer auf 4 °C gekiihlten Zentrifuge aus den Uberstanden
separiert, in einer Poly-Prep-S&ule gesammelt und dreimal mit 10 ml PBS gewaschen. Danach
wurden je 1,2 ml 0,1 M TRIS (pH 8,0) in einem 15 ml-R6hrchen vorgelegt und die Anti-
korper mit je 6 ml 0,1 M Glycin (pH 3,0) von der Saulenmatrix bzw. den Beads eluiert. Das
Eluat wurde in einen zuvor in PBS eingeweichten 25 um Dialysierschlauch gefullt und drei
Tage unter taglichem Wechsel des Puffers in sterilem PBS bei 4 °C dialysiert.

Zum Aufkonzentrieren wurden die Antikorper jeweils in einem 6 ml Vivaspin-Roéhrchen bei
4000 rpm zentrifugiert, bis das Volumen auf etwa 1 ml eingeengt war. Danach wurden die

Antikdrper erneut steril filtriert und anschlieRend bei 4 °C gelagert.

2.2.1.1 Bestimmung des Isotyps von EBU-65 und EBU-141

Zur Uberprifung des Antikérper-Isotyps von EBU-65 und EBU-141 wurde das Pierce Rapid
ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Protokoll des Herstellers
verwendet. Als interne Kontrolle diente der murine 1gGlx-Antikdrper TH-69 [79].

2.2.2 Herstellung des chiméren Antikodrpers chEBU-141

2.2.2.1 Isolierung und Klonierung der variablen Regionen von EBU-141

Fur die Umwandlung des murinen IgM-Antikérpers EBU-141 in den chiméren IgG1-
Antikorper EBU-141 (chEBU-141) mussten zunéchst die DNA-Sequenzen der variablen
Regionen der schweren (VH) und leichten Kette (VL) isoliert werden. Hierzu wurde mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers aus 4x10° Zellen der Hybridom-
Zelllinie EBU-141 die RNA isoliert und deren Konzentration und Reinheit im Photometer
bestimmt. Da der Wert fir das Verhaltnis von Asgo nm/A2s0 nm inNnerhalb des Normbereiches
von 1,8-2,1 lag, wurden 10 ug RNA nach Herstellerangaben mit Hilfe des First-Strand cDNA
Synthesis Kit (Invitrogen) in ¢cDNA umgeschrieben. Zur Amplifikation der variablen

Regionen muriner Immunglobuline wurde eine V-Regionen-PCR wie in Kellner et al.
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beschrieben mit Primern nach Burmester et al. durchgefuhrt [81, 82]. Abweichend vom
Protokoll wurden nur Primer fiir die kappa- und nicht fir die lambda-Leichtketten verwendet,
da EBU-141 zuvor durch die Isotypisierung als muriner IgM-Antikorper mit kappa-
Leichtketten identifiziert worden war. Die Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich
bezogen. Als Kontrolle diente jeweils ein PCR-Ansatz, in dem sich keine cDNA befand. Alle
Ansétze wurden steril und auf Eis pipettiert.

Zur Kontrolle wurde eine einstlindige Gelelektrophorese bei 120 V mit den PCR-Produkten
und einem 1 %igen Agarosegel durchgefihrt. Dazu wurden je 5 pl PCR-Ansatz mit 5 pl
6xLoading Dye (Roth) und 20 ul destilliertem Wasser gemischt und auf das Gel aufgetragen.
Als GroRenstandard diente die 100-bp-DNA-ladder der Firma Roth.

Anschliefend wurden die PCR-Produkte nach Protokoll des Herstellers mit Hilfe des Zero
Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Sequencing (Thermo Fisher Scientific) in den pCR-Blunt
I1-TOPO Vektor kloniert. Hierfur wurden je 4 pl der PCR-Produkte fir die Ligation eingesetzt
und danach in chemisch kompetente E. coli (One Shot Machl-T1) mittels Hitzeschock
transformiert. AnschlieBend wurden auf je zwei 2xY Tgan-Platten (mit 100 pg/ml Kanamycin)
15 pl bzw. 100 pl ausplattiert und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 16 h wurden von
jeder Platte je 10 Einzelkolonien gepickt, Kulturen von je 3 ml 2xYTga-Medium angeimpft
und diese unter Schitteln bei 37 °C inkubiert. Nach weiteren 16 h wurde die Plasmid-DNA
nach Angaben des Herstellers mit dem NucleoSpin Plasmid DNA purification Kit (Macherey-
Nagel) isoliert. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde die DNA mit destilliertem
Wasser von den S&ulen eluiert, um sie direkt sequenzieren zu kdnnen.

Als Sequenzierprimer wurde der M13 Reverse aus dem Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit
for Sequencing (Invitrogen) verwendet. Es wurden je 3 pl Plasmid-DNA mit 1 pl des Primers
flr die Sequenzierung im Zentrum fiir Molekulare Biowissenschaften der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel vorbereitet und dort unter standardisierten Bedingungen nach Sanger
sequenziert.

Die Sequenzen wurden mit dem Vector NTI-Programm der Firma Invitrogen ausgewertet und
mit Maus-Immunglobulinsequenzen in der IMGT-Datenbank verglichen, um die VH- und
VL-Sequenzen sowie die zugehorigen Immunglobulinfamilien von EBU-141 zu
identifizieren. Die so ermittelten DNA-Sequenzen (VH-Familie: IGHV3-1*02, VL-Familie:
IGKV4-59*01) wurden jeweils 5° mit einer Nhel-Schnittstelle, einer KOZAK-Sequenz und
ihren naturlichen Leader-Sequenzen sowie 3° mit einer Hindlll- (VL) bzw. PpuMI-
Schnittstelle (VH) versehen und von Eurofins Scientific synthetisiert und bezogen. Die

lyophilisierten Vektoren pEx-A2-VL und pEx-A2-VH wurden in je 20 pl Nuklease-freiem,
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destilliertem Wasser geltst und anschlieRend amplifiziert. Dafir wurden je 4 ul Plasmid-
DNA in 40 pl elektrokompetente E. coli XL-1 Blue transformiert. Die Elektroporation erfolgte
mit dem Ecl1-Programm (1,8 kV, 1 pulse) des MicroPulsers (BioRad) in vorgekihlten 0,1 cm-
Elektroporationskiivetten (BioRad). Zu den Ansatzen wurden direkt nach der Elektroporation
je 200 pl SOC-Medium gegeben und diese dann 1 h bei 37 °C und 250 rpm im Schdttler
inkubiert. Danach wurden je 200 ml Hauptkulturen (2xYT-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin) mit den Bakterien angeimpft und erneut bei 37 °C und 250 rpm im Schittler
inkubiert. Nach weiteren 16 h wurden nach Protokoll des Herstellers mit dem NucleoBond
Xtra Maxi-Kit (Macherey-Nagel) die Plasmide isoliert und deren Konzentration und Reinheit
im Photometer bestimmt.

Die Plasmide pEx-A2-VL und pSec-Rituximab-LC wurden einem Doppelverdau mit den
Restriktionsenzymen Nhel und Hindlll, die Plasmide pEx-A2-VH und pSec-PIlI-15-VH-wt-
IgG1-HC-No Tags einem Doppelverdau mit Nhel und PpuMI unterzogen, um die VL- bzw.
die VH-Regionen ,auszuschneiden“ (Restriktionsansitze siehe Tab. 2.8). Die Puffer
10xNEB2.1 und 10xCutSmart sowie die Restriktionsenzyme wurden von der Firma NEB
bezogen. Der Restriktionsverdau wurde fiir 16 h bei 37 °C durchgefiihrt.

Tab. 2.8 Restriktionsverdau von pEx-A2-VL/-VH und pSec-Rituximab-LC bzw. pSec-PI11-15-VH-wt-1gG1-
HC-No Tags

pPEx-A2-VL pSec-Rituximab-LC

5 pl 10xNEB2.1-Puffer 5 ul 10xNEB2.1-Puffer

2 ug DNA 2 ug DNA

1 pl Nhel (10.000 U/ml) 1 pl Nhel (10.000 U/ml)

1 pl Hindlll (100.000 U/ml) 1 pl Hindlll (100.000 U/ml)
ad 50 pl Aqua dest. ad 50 pl Aqua dest.
pEx-A2-VH pSec-Pl11-15-VH-wt-1gG1-HC-No Tags
5 pul 10xCutSmart-Puffer 5 ul 10xCutSmart-Puffer

2 ug DNA 2 ug DNA

1 pl Nhel (10.000 U/ml) 1 pl Nhel (10.000 U/ml)

1 ul PpuMI (10.000 U/ml) 1 ul PpuMlI (10.000 U/ml)
ad 50 ul Agua dest. ad 50 ul Aqua dest.

Fur die Klonierung der variablen Regionen (VH und VL) in die pSec-Vektoren wurden die
Restriktionsansatze einer 1 %igen Agarosegelelektrophorese unterzogen. Hierzu wurden
jeweils 50 pl Restriktionsverdau mit je 10 pl 6xLoading Dye (Roth) verwendet. Als
GroRenstandard diente die 100-bp-DNA-ladder der Firma Roth. Die DNA der variablen
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Regionen und der pSec-Vektoren wurde anschliefend mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen) aus dem Agarosegel extrahiert.

Fur die Ligation der VH- bzw. der VL-Sequenz in die entsprechenden pSec-Vektoren wurden
jeweils 7 pl des entsprechenden Vektors mit 10 pl des jeweiligen Inserts (EBU-141-VH oder
EBU-141-VL), 2 pl Ligation Buffer und 1 pl T4-Ligase (Roche) fiir 16 h bei 4 °C inkubiert,
um die Expressionsvektoren pSec-EBU-VL-kappa-LC-Full-No Tags und pSec-EBU-VH-wt-
IgG1-HC-No Tags zu generieren. Die verwendeten pSec-Vektoren enthielten bereits die
konstanten Regionen der humanen kappa-Leichtkette (pSec-LC) bzw. der schweren Kette des
humanen IgGl (pSec-lgG1-HC) sowie Stopp-Codons vor den myc- und His-Tags des
ursprunglichen pSec Tag2-Vektors. Je 4 pl Ligationsansatz wurden anschliefend wie bereits
oben beschrieben in je 50 ul chemisch kompetente E. coli (One Shot Mach 1-T1)
transformiert, mit der Ausnahme, dass als Antibiotikum 100 pg/ml Ampicillin statt
Kanamycin verwendet wurde. Es wurden erneut 10 Einzelkolonien pro Platte gepickt und
analog zu dem bereits beschriebenen VVorgehen zundchst 3 ml-Vorkulturen und dann 200 ml-
Hauptkulturen angeimpft. Nach 16 h bei 37 °C und 250 rpm im Schittler wurden die
Plasmide mit dem NucleoBond Xtra Maxi-Kit (Macherey-Nagel) nach Protokoll des
Herstellers isoliert und anschliefend deren Konzentration und Reinheit photometrisch
bestimmt.

Abschliefend wurden die Vektoren im Zentrum fir Molekulare Biowissenschaften der
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel sequenziert und die Sequenzen der fur den chiméren
EBU-141 1gG1 kodierenden DNA auf Korrektheit und Vollstandigkeit Gberprift. Dazu
wurden jeweils 3 pl der pSec-EBU-VL-kappa-LC-Full-No Tags Plasmid-DNA mit je 1 pl der
Primer pSec CMV (forward) und pSec Reverse und je 3 pul der pSec-EBU-VH-wt-IgG1-HC-No
Tags Plasmid-DNA mit je 1 ul der Primer pSec CMV (forward), CH1(forward), back 1
(reverse), back 2 (reverse) und pSec Reverse zur Sequenzierung gegeben. Die Primer wurden

von der Firma Sigma-Aldrich synthetisiert und bezogen.

2.2.2.2 Expression von chEBU-141 in HEK-293T-Zellen durch Ca,PO,-Transfektion
Fiir die Expression von chEBU-141 wurden je 3x10° HEK-293T-Zellen in sterilen 12 cm-
Zellkulturplatten (Sarstedt) ausgesat und 16 h bei 37 °C inkubiert. VVor der Calciumphosphat-
Transfektion wurden 8 ml frisches Medium pro Platte vorgelegt. Der Transfektionsansatz pro
Platte enthielt 20 pg Gesamt-DNA (je 10 pug pSec-EBU-VL-kappa-LC-Full-No Tags und
10 pug pSec-EBU-VH-wt-1gG1-HC-No Tags), 100 ul 2,5 M CaCl, und 5 pl Chloroquin

(100 mM) in 1 ml sterilem Wasser. Der Transfektionsansatz wurde tropfenweise im
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Verhaltnis 1:1 zu 2xHBS-Puffer gegeben und gleichzeitig mit einer zweiten Pipette Luft in
das Gemisch geblasen. Anschliefend wurden jeweils 2 ml pro Platte gleichmaRig auf die
HEK-293T-Zellen verteilt und 8 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium
abgenommen, verworfen und durch 10 ml frisches Medium pro Platte ersetzt. Nach drei und
nach sechs Tagen erfolgten weitere Medienwechsel. Die Zellkulturiiberstande wurden in
sterilen 2 Liter-Flaschen gesammelt.

2.2.2.3 Reinigung von chEBU-141

Die Reinigung des chEBU-141 erfolgte analog zur Reinigung der murinen IgM-Antikérper
EBU-65 und EBU-141. Die Schritte wurden wie oben beschrieben durchgefuhrt, mit der
Ausnahme, dass die Capture Select IgG-CH1 Affinity Matrix fir humane 1gG-Antikorper der

Firma Thermo Fisher Scientific verwendet wurde.

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Quantifizierung des Proteingehaltes in den Antikérperlésungen (EBU-65, EBU-141 und
chEBU-141) sowie zur Uberpriifung der Reinheit der Antikorper wurden die nachfolgend
beschriebenen Verfahren angewendet. Die finale Antikdrperkonzentration ergab sich aus dem

Mittelwert der Konzentrationen aus den drei Verfahren.

2.2.3.1 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Fur die SDS-PAGE wurde ein 10 %iges Trenngel mit einem 10 %igen Sammelgel verwendet
und nach Standardmethoden gegossen. Es wurden je 2 pl des reduzierenden SDS-PAGE-
Ladepuffers zu 8 ul Antikorperlésung pipettiert und 5 min bei 94 °C erhitzt. AnschlieRend
wurden die Proben 5 min auf Eis abgekuhlt, bevor sie zentrifugiert (5 min, 3000 rpm) und
danach in die Taschen des Gels pipettiert wurden. Als GrélRenstandard diente Precision Plus
Protein Dual Color Standards (BioRad). Um die Proteinkonzentrationen abschétzen zu
konnen, wurden parallel Verdinnungsreihen mit dem chiméaren CD20-Antikorper Rituximab
bzw. eine IgM-Isotypkontrolle aufgetragen. Die Proben mit Rituximab und der IgM-
Isoptypkontrolle wurden analog zu den Proben mit EBU-65, EBU-141 und chEBU-141
behandelt. Die Gelelektrophorese wurde fur 10 min bei 120 V und anschlie3end fur weitere
50 min bei 150 V in SDS-PAGE-Laufpuffer durchgefihrt.

Zur Féarbung der Proteinbanden wurde das Gel Gber 16 h in Coomassie-Farbelésung gelegt
und anschlieend (ber mehrere Stunden mit Leitungswasser wieder entfarbt. Zur
Dokumentation und Quantifizierung der Antikdrperkonzentration wurde die Quantity
One 1-D Analysis Software (BioRad) verwendet.
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2.2.3.2 Bradford- und BCA-Assay

Zwei weitere Mdoglichkeiten zur Bestimmung der Proteinkonzentration sind die Bradford-
Methode und die Biuret-Reaktion [83, 84]. Zur Erstellung von Eichgeraden wurden BSA-
Reihen mit 25-2000 pg/ml hergestellt und parallel zu den Proben mit unbekannter
Proteinkonzentration entweder mit dem Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit oder dem
Pierce BCA Protein Assay Kit (beide Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben
verwendet. Die Absorption der Proben wurde bei 595 nm (Bradford) bzw. bei 562 nm (BCA)
mit dem Sunrise Remote Photometer und der Magellan — Data Analysis Software der Firma
Tecan in 96-well-Platten gemessen. Bei der Bradford-Methode steigt die Absorption des an
das BSA gebundenen Coomassie-Farbstoffes bei 595 nm in diesem Konzentrationsbereich
nahezu linear an und konnte so zur Bestimmung der Antikdrperkonzentration genutzt werden
[83]. Bei der Biuret-Reaktion entsteht ein violetter Komplex aus zwei BCA-Molekulen und
einem Kupfer-lon, dessen Menge linear zur Proteinkonzentration im alkalischen Milieu ist
und eine starke Absorption bei 562 nm hat [84].

Fur die Berechnung der Proteinkonzentration in den Proben wurde mit den BSA-Messwerten
und deren gemessener Absorptionen bei der entsprechenden Wellenldnge jeweils eine
Standardgerade erstellt. Die Berechnung der Konzentration der Antikorper erfolgte
anschlieBend mit Hilfe der linearen Regressionsgeraden nach folgender Formel in Microsoft
Excel 2007: x = (y-b)/m, wobei y die gemessene Absorption der Probe ist, b der Schnittpunkt
der Eichgeraden mit der y-Achse und m die Steigung der Eichgeraden.

2.2.4 Durchflusszytometrie

Fur alle FACS-Analysen wurden die Zellen (angegebene Zelllinie bzw. PBMC oder NK-
Zellen) zunéchst mit PBA-Puffer (1xPBS mit 1 % BSA) gewaschen und zentrifugiert (5 min,
1600 rpm, 4 °C), mittels Trypanblaufarbung gezahlt und mit kaltem PBA-Puffer auf 5 x 10°
Zellen/ml eingestellt. Fir die Bindungskurven der EBU-Antikorper (EBU-65, EBU-141,
chEBU-141) wurden je 100 pl Zellen pro Probe in FACS-Ro6hrchen vorgelegt, die Antikorper
in den angegebenen Konzentrationen auf Eis hinzu pipettiert und mit den Zellen gemischt.
Jeder Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieend drei Mal mit je 1 ml kaltem
PBA gewaschen. Die Zellpellets wurden in je 50 pl PBA mit dem jeweiligen Sekundér-
antikorper (alle 1:20 in PBA verdlnnt) resuspendiert und erneut 30 min auf Eis und licht-
geschitzt inkubiert. Als Sekundarantikorper fiir diese indirekten FACS-Analysen wurde der
FITC-conjugated F(ab ‘)2 fragment Anti-Mouse 1gG + IgM flr EBU-65 und EBU-141 und fur
ChEBU-141 der FITC-conjugated AffiniPure F(ab‘)2 fragment Goat Anti-Human 1gG bzw.
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der Goat Anti-Human Kappa-FITC verwendet. Danach wurden die Proben erneut mit je 1 ml
PBA gewaschen und anschliefend in 500 ul kaltem PBA aufgenommen.

Fur die FACS-Analysen der PBMC und NK-Zellen wurden je 10 ul direkt gekoppelte
Antikorper gegen Oberflachenmarker auf NK-Zellen (CD56-PE) oder T-Zellen (CD3-APC)
bzw. die entsprechenden Isotypkontrollen (IgG-PE, IgG-APC) zusammen mit je 10 pl des
Vitalitatsfarbstoffs 7-AAD der Firma Beckman Coulter verwendet. Die Zellen wurden
ebenfalls 30 min auf Eis mit den entsprechenden Antikdérpern inkubiert, einmal mit je 1 ml
PBA gewaschen und anschlieBend in 500 pl kaltem PBA resuspendiert.

Fur den Nachweis der Bindung des chEBU-141 an dasselbe Epitop/Antigen wie EBU-141
wurden je 500.000 Zellen 30 min entweder mit 200 pg/ml EBU-141 oder mit 100 pg/ml
chEBU-141 inkubiert und nachfolgend einmal mit je 1 ml PBA gewaschen. Daraufhin
wurden die Proben weitere 30 min mit 50 pl FITC-conjugated F(ab°)2 fragment Anti-Mouse
IgG + IgM bzw. FITC-conjugated AffiniPure F(ab‘)2 fragment Goat Anti-Human 1gG
inkubiert. FUr den Nachweis der Blockade des Epitops/Antigens durch EBU-141 wurde eine
Probe nach der Inkubation mit 200 pg/ml EBU-141 einmal mit 1 ml PBA gewaschen, dann
30 min mit 100 pg/ml chEBU-141 inkubiert, erneut gewaschen und abschlieend mit 50 pl
FITC-conjugated AffiniPure F(ab‘)2 fragment Goat Anti-Human IgG weitere 30 min
inkubiert. Alle Ansétze wurden nach einem letzten Waschschritt in 500 pl kaltem PBA
aufgenommen.

Samtliche Proben wurden mit entsprechenden Protokollen und Einstellungen am Navios Flow
Cytometer gemessen und mit der Kaluza-Software (Version 1.1) von Beckman Coulter

ausgewertet.

2.2.5 Proliferationsinhibition und Induktion des Zelltods

2.2.5.1 Bestimmung der metabolischen Aktivitat mittels MTS-Assay

Fur die Versuche wurden 96-well-Zellkulturplatten mit einem finalen VVolumen von 100 pl
pro well verwendet. Die einzelnen Ansdtze wurden in Triplikaten pipettiert. Die Zielzellen
wurden mit 30.000 Zellen pro Probe eingesetzt und ggf. Antikérper in verschiedenen
Verdunnungsstufen hinzu pipettiert. Die Platten wurden 72 h bei 37 °C inkubiert, bevor 25 pl
MTS-L6sung (Promega) pro well hinzugegeben wurden. Die Proben wurden danach weitere
2-3 h im Dunkeln bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die Absorption bei 490 nm mit
dem Sunrise Remote Photometer (Tecan) gemessen. Die gemessene Absorption bei 490 nm
verhélt sich proportional zur Anzahl lebender, stoffwechselaktiver Zellen, da nur diese mit

Hilfe ihrer mitochondrialen Enzyme das gelbliche Tetrazoliumsalz in das gemessene, braune
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Formazan umwandeln konnen [85]. Die Prozentzahl lebender Zellen wurde relativ zu
unbehandelten Zellen bzw. deren gemessener Absorption nach folgender Formel mit
Microsoft Excel 2007 berechnet:

Mittelwert der Absorption der Proben mit behandelten Zellen

% Wachstum = x 100

Mittelwert der Absorption der Proben mit unbehandelten Zellen

Als Positivkontrolle fir die Versuche mit den U266-Zellen wurde HM1.24-ETA®, ein auf dem
Pseudomonas-Exotoxin A (ETA) basierenden Immuntoxin gegen HM1.24/CD317 verwendet,
welches auf Myelomzellen exprimiert ist [80]. Flr die Versuche mit den Daudi-Zellen wurde

Rituximab als Positivkontrolle eingesetzt.

2.2.5.2 Induktion des Zelltods durch Kreuzvernetzung

Fur diese Versuche wurden pro Ansatz 500.000 Zielzellen verwendet. Die Zellen wurden in je
100 pl kaltem PBA-Puffer resuspendiert und anschlieend EBU-65, EBU-141 oder ein IgM-
Isotypkontrollantikdrper in den angegebenen Konzentrationen hinzu pipettiert. Alle Proben
wurden 1h auf Eis inkubiert. Danach wurden die Ansitze einmal mit R10"-Medium
gewaschen (Zentrifugation bei 1600 rpm, 5 min) und in je 100 pl R10"-Medium
resuspendiert, das 10 pg/ml Goat Anti-Mouse IgM als kreuzvernetzenden Sekundarantikorper
enthielt. Die Proben wurden flr weitere 24 h bei 37 °C inkubiert.

AnschlieBend wurde das FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-AAD der Firma
BioLegend nach Protokoll des Herstellers verwendet, die Proben innerhalb von 30 min mit
dem Navios Flow Cytometer gemessen und mit der Kaluza-Software (Version 1.1) von

Beckman Coulter ausgewertet.

2.2.6 Zytotoxizitatsversuche

2.2.6.1 Isolation humanen Serums und humaner Effektorzellen aus Blut

Alle im Weiteren beschriebenen Versuche wurden mit dem Einverstdndnis der betreffenden
Personen durchgefuhrt (Ethikvotum der Medizinischen Fakultdt der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel, AZ.: D467/15; siehe Punkt 7.3 im Anhang).

Die Isolierung humanen Serums aus dem peripheren Blut erfolgte am Tag der funktionellen
Versuche. Dazu wurde gesunden Spendern in Serum-Monovetten (Sarstedt) Blut
abgenommen und dieses 30 min auf Eis gelagert, bis es vollstandig geronnen war.
AnschlieBend wurden die Blutproben 20 min bei 2000 rpm zentrifugiert, das Serum abge-

nommen und in ein steriles 15-ml-Sarstedt-Rdhrchen tberfihrt.
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Die Isolierung von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) gesunder
Spender erfolgte steril mittels Dichtegradientenzentrifugation aus Leucocyte Reduction
Chambers (LRC), die vom UKSH Blutspendezentrum Kiel als Abfallprodukte zur Verfugung
gestellt wurden. Dazu wurde das Blut einer LRC in ein 50 mI-R6hrchen Uberfuhrt und mit
1xXPBS auf ein Volumen von 40 ml aufgefullt. In vier 50 ml-Roéhrchen wurden je 20 ml
Lymphoflot (Bio-Rad) vorgelegt, mit je 10 ml Blut iberschichtet und anschliefend 20 min bei
2000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation konnten die durch ihre Dichte
als deutliche Schicht erkennbaren PBMC abgenommen und in frische 50 ml-Réhrchen
uberfihrt werden. Die PBMC wurden zwei Mal mit 1XxPBS gewaschen (Zentrifugation bei
1500 rpm, 5 min) bevor die verbliebenen Erythrozyten lysiert wurden (30 s Inkubation mit
45 ml kaltem, destillierten Wasser; Abstoppen durch Zugabe von 5 ml 10xPBS). Die Zellen
wurden daraufhin erneut mit 1xPBS gewaschen (Zentrifugation bei 1000 rpm, 10 min) und in
20 ml 1xPBS resuspendiert. Um Zellaggregate zu entfernen, wurden die Zellen abschlieRend
durch ein 70 um-Zellsieb (BD Biosciences) in ein steriles 50 ml-Réhrchen tberfuhrt.

Zur Isolierung der NK-Zellen aus den PBMC wurde das NK Cell Isolation Kit human von
Miltenyi Biotec nach Protokoll des Herstellers verwendet, wodurch alle anderen
Zellpopulationen magnetisch mithilfe von Antikorper-beladenen Beads entfernt wurden.
Isolierte NK-Zellen (CD56-positiv) mit einer Reinheit von > 95 % wurden mit einer Dichte
von 2x10° Zellen/ml, die PBMC mit einer Dichte von 10x10° Zellen/ml in R10*-Medium fiir
maximal 24 h in Zellkulturflaschen kultiviert, bevor sie fur die funktionellen Versuche

eingesetzt wurden.

2.2.6.2 Komplement-abhéngige Zytotoxizitat

In einem ersten Schritt wurden die Zielzellen mit 50-150 pl *'Cr (100 pCi) fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert und anschlieRend drei Mal mit R10*-Medium gewaschen, um extrazellulares >*Cr zu
entfernen. Fir die Versuche wurden 96-well-Mikrotestplatten mit runden Boden der Firma
Sarstedt verwendet.

Fur jeden Ansatz wurden 5.000 Zielzellen mit 50 ul frischem, humanem Serum und Medium
auf ein Endvolumen von 200 pl/well eingestellt und ggf. 10 ul Antikorper/well zugegeben.
Zur Bestimmung der basalen *'Cr-Freisetzung (Basal Release, BR) wurden die Tumorzellen
ohne Antikérper und Serum inkubiert. Die maximale >'Cr-Freisetzung (Maximal Release,
MR) durch die Tumorzellen wurde durch die Zugabe von 100 ul 1 %igem Triton-X-100

ermittelt.
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Alle Ansétze wurden in Triplikaten pipettiert, 3 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend 5 min
bei 2000 rpm zentrifugiert. Je 25 pl Uberstand/well wurden zu je 150 pl Szintillations-Mix
(Optiphase Super-Mix) in eine 1450 MicroBeta 96-well-Platte (beides von der Firma Perkin
Elmer) tberfuhrt und 15 min geschiittelt, bevor die Freisetzung von °'Cr indirekt im
MicroBeta TriLux 1450 LSC & Luminescence Counter (ebenfalls Perkin Elmer) in counts per
minute (cpm) gemessen wurde.

Die spezifische Lyse wurde nach folgender Formel berechnet:

o fische L _ experimentelle cpom — basale cpm 100
0 SPEZIISERE S = T aximale cpm — basale cpm

2.2.6.3 Antikorper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat

Die ADCC-Versuche wurden analog zu den CDC-Versuchen durchgefiihrt (siehe Punkt
2.2.6.2). Anstelle von Serum wurden humane Effektorzellen (PBMC im Verhéltnis 80:1 und
NK-Zellen im Verhéltnis 10:1 zu den Zielzellen) eingesetzt.

Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte ebenfalls mit der unter Punkt 2.2.6.2

angegebenen Formel.

2.2.7 Statistische Analyse

Die graphische Auswertung und statistische Analyse der Versuchsergebnisse erfolgte mit dem
Programm GraphPad PRISM 4.0 (GraphPad Software). Signifikanzen (p-Werte) wurden
mittels ANOVA und dem Bonferroni Post-Test berechnet. Die Nullhypothese wurde fir p <

0,05 verworfen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung von EBU-65 und EBU-141

3.1.1 Reinigung der murinen IgM-Antikorper EBU-65 und EBU-141

Die murinen Antikorper EBU-65 und EBU-141 wurden mittels Affinitatschromatographie mit
Anti-Maus-IgM-Antikorper-Beads aus den Zellkulturliberstdnden der beiden Hybridom-
Zelllinien gereinigt, die durch die Immunisierung von Méusen mit der humanen Plasma-
zellleukamie-Zelllinie U266 von Gramatzki et al. 1991 generiert worden waren [28]. Um die
Reinheit und Konzentration der Antikdrper zu berprifen, wurden diese zusammen mit einer
Maus-IgM-Isotypkontrolle und einer Verdiinnungsreihe des chimdren Antikorpers Rituximab
einer SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen mit anschlieBender Coomassie-Farbung
unterzogen. Wie in Abb. 3.1 unter A zu erkennen (Darstellung einer reprasentativen SDS-
PAGE), finden sich bei EBU-65 und EBU-141 deutliche Banden bei 75 kDa und bei etwa
23 kDa. Diese entsprechen dem zu erwartenden Molekulargewicht der schweren (75 kDa) und
der leichten Kette (23 kDa) von Maus-IgM-Antikorpern und finden sich auch bei der Maus-
IgM-Isoptypkontrolle (K). Da keine weiteren Banden detektiert werden konnten, wurde davon
ausgegangen, dass die gereinigten Antikorper keine oder nur sehr geringe Verunreinigungen
durch andere Proteine enthielten. Die Rituximab-Verdinnungsreihe diente gemeinsam mit
den zusatzlich durchgefihrten BCA- und Bradford-Assays zur Ermittlung der Protein-
konzentration der Antikorper, die hier bei etwa 1,5 mg/ml fir beide Antikorper lag. Die
durchschnittliche Proteinausbeute betrug fir EBU-65 0,92 mg und fiir EBU-141 0,59 mg pro
Liter Zellkulturuberstand.

Zur Uberpriifung des Isotyps wurden jeweils 1 pg/ml EBU-65 und EBU-141 in einem ELISA
flr die Bestimmung des Isotyps von Maus-Antikdrpern eingesetzt (Abb. 3.1 B, Darstellung
eines reprasentativen Ergebnisses). Es zeigte sich, wie bereits zuvor von Gramatzki et al.
beschrieben, dass sowohl EBU-65 als auch EBU-141 Maus-lgM-Antikérper sind, die kappa-
Leichtketten tragen [28]. Als Kontrolle diente TH-69, ein muriner IgGlk-Antikdrper, dessen
Isotyp zuvor bekannt war und durch den ELISA bestéatigt wurde [79].
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Abb. 3.1 Coomassie-Gel und Bestimmung des Isotyps von EBU-65 und EBU-141

(A) Die aus den Hybridomiberstanden gereinigten Antikérper EBU-65 und EBU-141 sowie eine Maus-IgM-
Isotypkontrolle (K) wurden zusammen mit definierten Konzentrationen von Rituximab fur eine denaturierende
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen verwendet und das Gel anschlieBend mit Coomassie-Ldsung
gefarbt. S=GroRenstandard. HC=heavy chain (schwere Kette), LC=light chain (leichte Kette). (B) Ergebnisse
eines reprasentativen ELISA fur die Bestimmung des Isotyps von Maus-Antikorpern, fur den je 1 pg/ml EBU-65
(weile Balken), EBU-141 (graue Balken) und TH-69 (karierte Balken) eingesetzt worden sind. Die gemessene
Absorption bei 450 nm ist flr die verschiedenen Isotypen und Leichtketten gezeigt.

3.1.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens

Mit Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen wurde anschliefend die Bindung von
EBU-65 und EBU-141 auf verschiedenen Zelllinien untersucht. Wie von Gramatzki et al.
bereits teilweise beschrieben [28], binden beide Antikdrper auf den Myelom-Zelllinien U266,
INA-6 und INA-6.Tul, nicht jedoch auf RPMI-8226 und L363 (Abb. 3.2 A). Dartber hinaus
konnte eine Bindung auf priméren Patientenzellen, die aus dem Pleurapunktat eines Patienten
mit Multiplem Myelom/Plasmazellleukamie gewonnen worden waren und auf den Burkitt-
Lymphom-Zelllinien Daudi und Raji CS nachgewiesen werden (Abb. 3.2 A).

Zur Ermittlung der mittleren effektiven Konzentration (ECso-Werte!) von EBU-65 und
EBU-141 wurde die dosisabhdngige Bindung auf den Zelllinien U266, Daudi und Raji CS
gemessen (Abb. 3.2 B). Die ECso-Werte lagen flr beide Antikdrper im nanomolaren Bereich.
Dabei waren die Werte mit 22,2 nM (95 % KI: 14,4-34,4 nM) und 16,7 nM (95 % KI: 12,2-
23,3 nM) fir EBU-65 sowie 11,1 nM (95 % KI: 4,4-23,3 nM) und 10 nM (95 % KI: 7,8-
12,2 nM) fir EBU-141 auf den Burkitt-Lymphom-Linien Daudi und Raji CS vergleichbar,
aber fur beide Antikorper mit 14,4 nM (95 % KI: 5,6-37,8 nM; EBU-65) und 3,3 nM (95 %
Kl: 2,2-5,6 nM; EBU-141) hoher als fur die U266-Zelllinie. Insgesamt waren die ECso-Werte

! Zur besseren Vergleichbarkeit mit dem spéter beschriebenen chimaren IgG1-Antikérper chEBU-141 werden
die ECs-Werte in molarer Konzentration angegeben.
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von EBU-141 auf den untersuchten Zelllinien geringer als fir EBU-65, was auf eine hohere
Aviditat von EBU-141 hindeuten konnte.
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Abb. 3.2 Bindung von EBU-65 und EBU-141 auf Myelom- und Burkitt-Lymphom-Zellen
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(A) Bindung auf verschiedenen Tumorzelllinien. Dargestellt sind durchflusszytometrische Analysen mit je 10 pg/ml
EBU-65 (rote Linie), EBU-141 (grine Linie) und einer Maus-lgM-Isotypkontrolle (blaue Linie) auf der angegebenen
Zelllinie. (B) Dosisabhéngige Bindung auf U266, Daudi und Raji CS. Gezeigt sind Dosiskurven von EBU-65 ()
und EBU-141(o), sowie einer Maus-lgM-Isotypkontrolle ( A) auf den jeweils angegebenen Zelllinien. *** p<0,001; **

p<0,01;

*p<0,05. n=3.

3.1.3 Direkte Effektormechanismen

Zur Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften von EBU-65 und EBU-141 wurden

zundchst direkte Effektormechanismen der IgM-Antikorper untersucht. Mittels MTS-Assay,

der auf der mitochondrialen Enzymaktivitat lebender Zellen beruht, wurde der Einfluss von

EBU-65 und EBU-141 auf die Proliferation von verschiedenen Tumorzelllinien analysiert. Es
kam durch die dreitégige Inkubation von U266-, Daudi- sowie Raji CS-Zellen (Raji CS nicht
dargestellt) mit EBU-65 bzw. EBU-141 in einer Konzentration von je 10 pg/ml zu keiner
Proliferationsinhibition (Abb. 3.3 A). Daher scheint die Bindung der Antikorper an ihre
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Zielantigene auf der Oberflache der Myelom- und Burkitt-Lymphom-Zellen keinen direkten

Einfluss auf deren Wachstum zu haben.
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Abb. 3.3 Direkte Effektormechanismen von EBU-65 und EBU-141

(A) Dargestellt sind die Ergebnisse eines MTS-Assays nach dreitdgiger Inkubation von Zellen der jeweiligen
Zelllinie mit jeweils 10 pg/ml EBU-65 und EBU-141. n=3 (U266), n=5 (Daudi). (B) Ergebnis der durch-
flusszytometrischen Analyse der Induktion des Zelltods auf Daudi-Zellen nach sekundérer Kreuzvernetzung von
EBU-65 (weille Balken), EBU-141 (graue Balken) und einer Maus-lgM-Isotypkontrolle (gestreifte Balken) in
verschiedenen Konzentrationen durch einen Goat Anti-Mouse IgM-Antikdrper. n=3. *** p<0,001; ** p<0,01.

Es konnte hingegen gezeigt werden, dass die Kreuzvernetzung von EBU-65 und EBU-141
durch einen Goat Anti-Mouse-lgM-Antikérper auf der Oberflache von Daudi-Zellen
konzentrationsabhdngig und ab einer eingesetzten Konzentration von 1 pg/ml (EBU-141)
bzw. 10 pg/ml (EBU-65) signifikant den Zelltod induziert, wohingegen die Maus-IgM-
Isotypkontrolle keinen Effekt hatte (Abb. 3.3 B). In diesem Versuch wurden nach 24 h
Inkubation durchflusszytometrisch Annexin V*- und 7-AAD*-Zellen gemessen. Der durch-
flusszytometrische Nachweis von Annexin V auf der Zelloberflache gilt als Indiz fur den
Zelltod und fruhapoptotische Zellen, da dieses Protein an Phosphatidylserine bindet, die bei
vitalen Zellen nur intrazellular vorkommen [86]. Der prozentuale Anteil von Annexin V'-
Tumorzellen war fur alle verwendeten Dosierungen von 0,1 pg/ml bis 10 pg/ml mit EBU-141
héher als fir EBU-65 und erreichte bereits bei 1 pg/ml etwa 70 %. Mit EBU-65 konnte durch
die Kreuzvernetzung auf der Zelloberflache in einer Konzentration von 10 pg/ml bei etwa
50 % der Zellen der Zelltod induziert werden.

3.1.4 Indirekte Effektormechanismen

Zur weiteren Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften von EBU-65 und EBU-141
wurden die indirekten Effektormechanismen dieser Antikdrper untersucht. Da Maus-IgM-
Antikorper in der Regel keine humanen Immunzellen fiir die Tumorzelllyse rekrutieren
kénnen [87], wurden ausschlieRlich *'Chrom-Freisetzungsversuche mit humanem Serum fiir

die Analyse der CDC-Aktivitat durchgefuhrt. Humanes C1q, welches das Initiatormolekl der
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klassischen Komplementkaskade ist, kann auch an Maus-lgM-Antikorper binden [88]. Die
Inkubation von EBU-65 und EBU-141 fuhrte im Vergleich zur Maus-lgM-Isotypkontrolle
konzentrationsabhéngig zur signifikanten Lyse von U266-Tumorzellen, wohingegen Antigen-
negative L363-Zellen, auf denen die Antikorper nicht binden, nicht lysiert wurden (Abb.
3.4 A). Diese Daten belegen die Antigen-abhdngige spezifische Lyse der humanen
Tumorzellen durch EBU-65 und EBU-141 Uber die Aktivierung des humanen Komplement-
systems. Ab einer eingesetzten Konzentration von 10 pg/ml konnten signifikante Lysen
(p<0,001) beider Antikorper im Vergleich zur Maus-IgM-Isotypkontrolle ermittelt werden.
Bei einer sattigenden Konzentration von 100 pg/ml wurden maximale Zelllysen von etwa
30 % (EBU-65) bzw. etwa 40 % (EBU-141) erreicht. Der ermittelte ECso-Wert von EBU-141
flr die U266-Myelomzellen war mit 3,3 nM (95 % KI: 2,2-13,3 nM) kleiner als der von EBU-
65, welcher 5,6 nM (95% KI: 2,2-14,4 nM) betrug. Beide Antikorper waren damit in
nanomolaren Konzentrationen in der Lage, die humanen Myelomzellen (ber CDC zu
lysieren.

Die Versuche wurden anschliefend mit den gegeniiber Komplementlyse sensitiven Burkitt-
Lymphom-Zelllinien Daudi und Raji CS (CS=complement-sensitive) durchgefiihrt. Fur
EBU-65 und EBU-141 konnte zuvor auf beiden Zelllinien eine Bindung nachgewiesen
werden. Fir beide Antikorper zeigte sich fur die Daudi-Zellen und die Raji CS-Zellen eine
signifikante Antikorper-vermittelte Tumorzelllyse (Abb. 3.4 B). Sowohl EBU-141 als auch
EBU-65 vermittelten konzentrationsabhdngig eine Zytotoxizitdt von maximal bis zu 50 %
(Raji CS) bzw. 60 % (Daudi) der Zellen, wohingegen keine komplementabhéngigen
zytotoxischen Effekte durch die Maus-IgM-Isotypkontrolle auftraten. Die Zelllysen waren ab
einer eingesetzten Konzentration von 0,1 pg/ml (EBU-141) bzw. 1 pug/ml (EBU-65) auf den
Daudi-Zellen und ab einer eingesetzten Konzentration von 0,01 pg/ml (EBU-141) bzw.
0,1 ug/ml (EBU-65) auf den Raji CS-Zellen signifikant gegenuber der Isotypkontrolle. Der
ECso-Wert von EBU-141 erreichte auf den Raji CS-Zellen 10 pM (95 % KI: 7,8-22,2 pM)
und lag auch auf den Daudi-Zellen mit 114 pM (95 % KI: 25,6-392,2 pM) im pikomolaren
Bereich. Fir EBU-65 konnte auf den Raji CS-Zellen ein ECso-Wert von 40 pM (95 % KI:
17,8-83,3 pM) ermittelt werden, wohingegen er auf den Daudi-Zellen bei 264 pM (95 % KI:
113,3-617,8 pM) lag. Im Vergleich zu den U266-Myelomzellen konnten die Burkitt-
Lymphom-Zelllinien Daudi und Raji CS effektiver durch die Antikorper lysiert werden. So
wurden insgesamt hohere maximale Zelllysen und ECso-Werte im pikomolaren Bereich
erreicht. Insgesamt zeigte sich eine bessere CDC-Aktivitat von EBU-141 gegeniiber EBU-65
auf den drei untersuchten Zelllinien, wobei beide Antikorper sehr effektiv waren.
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Abb. 3.4 CDC-Aktivitat von EBU-65 und EBU-141 im **Chrom-Freisetzungsversuch
(A) Dosisabhéangige Tumorzelllyse. Dargestellt sind die Ergebnisse von **Chrom-Freisetzungsversuchen mit

Dosiskurven von EBU-65 (#) bzw. EBU-141 (o) auf U266-Zellen im Vergleich zur Maus-1gM-Isotypkontrolle
(A). Auf den Antigen-negativen L363-Zellen wurden die Antikdrper in einer Konzentration von 10 pg/ml
eingesetzt. n=7 (U266), n=2 (L363). (B) Zytotoxizitat gegentiber Burkitt-Lymphom-Zelllinien. Gezeigt sind
Dosiskurven von EBU-65 () und EBU-141 (o) auf der angegebenen Zelllinie im Vergleich zu einer Maus-IgM-
Isotypkontrolle (A). Fir alle Versuche wurden je 50 pl frisches humanes Serum verwendet. n=5 (Daudi), n=3
(Raji CS). *** p<0,001; ** p<0,01.

Gegeniliber den Myelom-Zelllinien INA-6, INA-6 Tu.1 und den primaren Tumorzellen eines
Myelompatienten zeigten EBU-65 und EBU-141 keine CDC-Aktivitat (siehe Abb. 7.1 im
Anhang unter Punkt 7.2). Zusétzlich wurden primére Endothelzellen (HUVEC-Zellen)
gesunder Spender untersucht, da eine Bindung von EBU-141 auf Endothelzellen bei
Gramatzki et al. beschrieben worden war [28]. Auch hier zeigte sich kein zytotoxischer Effekt
von EBU-65 und EBU-141 (siehe Abb. 7.1), was hinsichtlich potentieller Nebenwirkungen

im Rahmen einer méglichen therapeutischen Anwendung ein positives Ergebnis ist.

3.2 Charakterisierung von chEBU-141

3.2.1 Herstellung und Reinigung von chEBU-141

Hinsichtlich einer moglichen therapeutischen Anwendung beim Menschen ist eine teilweise
Humanisierung der murinen Antikorper EBU-141 oder EBU-65 notwendig. Da der EBU-141-
Antikorper dem EBU-65-Antikdrper sowohl in Bezug auf die direkten als auch die indirekten
Effekte sowie hinsichtlich der Aviditat Gberlegen war und auch seine Zielstruktur CD75s

bekannt ist, wurde dieser Maus-IgM-Antikorper fir die Chimérisierung und Herstellung von
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chEBU-141 ausgewéhlt. Dafiir wurde die Gesamt-RNA des EBU-141-Hybridoms isoliert, in
cDNA umgeschrieben und mithilfe spezifischer Primer die variablen Regionen (V-Regionen)
durch PCR amplifiziert. Dabei deckten die Primer die V-Regionen der kappa-Leichtketten

sowie der schweren Ketten aller Maus-Immunglobulinfamilien ab.

A B

K VH 8§ VL K

S pSec-lgG1-HC pEx-A2-VH  pEx-A2-VL pSec-LC

5000 bp - - 5000 bp

1000 bp - 1000 bp

500 bp - 500 bp

Abb. 3.5 Agarosegele zur Herstellung von chEBU-141

(A) PCR-Produkte. Gezeigt ist das Agarosegel mit den PCR-Produkten der V-Regionen-Amplifikation der
schweren (VH) und leichten Kette (VL) von EBU-141. (B) Restriktionsverdau der Expressionsplasmide.
Dargestellt sind die Restrikstionsverdaue der pSec-Vektoren und der pEX-A2-Vektoren fiir die Herstellung von
chEBU-141. Die relevanten DNA-Fragmente sind durch Pfeile gekennzeichnet. S=GréRenstandard.
K=Wasserkontrolle.

Wie in Abb. 3.5 unter A dargestellt, konnten sowohl fur die variablen Regionen der schweren
Ketten (VH) als auch fir die variablen Regionen der leichten Ketten (VL) spezifische PCR-
Produkte mit je ca. 400 bp amplifiziert werden. Entsprechende Wasserkontrollen waren
negativ. Die Auswahl der EBU-141-VL und EBU-141-VH erfolgte wie im Material- und
Methodenteil unter Punkt 2.2.2.1 beschrieben. Die Sequenzen wurden von der Firma Eurofins
synthetisiert und in pEX-A2-Vektoren (pEX-A2-VH und pEX-A2-VL) geliefert. Um die
variablen Regionen von EBU-141 aus den pEX-A2-Vektoren in pSec-Vektoren zu klonieren,
welche bereits die genetischen Informationen fir die konstanten Regionen der kappa-
Leichtkette (pSec-LC) und der schweren Kette humaner IgG1-Antikdrper (pSec-1gG1-HC)
enthielten, wurden die Plasmide mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut (fur
nahere Informationen siehe Material- und Methodenteil unter Punkt 2.2.1.1). Die so ent-
standenen DNA-Fragmente (VH und VL: je ca. 400 bp; pSec-1gG1-HC: ca. 6500 bp; pSec-
LC: ca. 5800 bp; in Abb. 3.5 durch Pfeile gekennzeichnet) konnten durch Agarosegel-
elektrophorese getrennt, aus den Gelen ausgeschnitten und fir die Klonierung der
Expressionsplasmide pSec-EBU-VL-kappa-LC-Full-No Tags und pSec-EBU-VH-wt-1gG1-
HC-No Tags verwendet werden (Abb. 3.5 B). Vor der Verwendung der Plasmide wurde deren

Sequenz mittels Sanger-Sequenzierung uberpruft.

35



Ergebnisse

Fur die Herstellung des chimaren EBU-141-1gG1-Antikorpers chEBU-141 wurden beide
Expressionsplasmide im Verhaltnis 1:1 mittels Calciumphosphat in HEK-293T-Zellen
transient transfiziert und chEBU-141 aus dem Zellkulturiberstand affinitatschromatogra-
phisch gereinigt. Wie in Abb. 3.6 unter A zu sehen (Darstellung einer représentativen SDS-
PAGE), konnten mittels SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen und anschlielender
Coomassie-Féarbung fur chEBU-141 ausschlielRlich Banden bei 50 kDa und 25 kDa detektiert
werden. Diese entsprechen dem zu erwartenden Molekulargewicht der schweren (50 kDa)
und leichten (25 kDa) Kette von IgG1-Antikdrpern und finden sich auch bei Rituximab, der
hier sowohl als 1gG1-Isotypkontrolle als auch zum Abschatzen der Proteinkonzentration von
chEBU-141 diente, welche hier bei etwa 3 mg/ml lag. Die durchschnittliche Proteinausbeute
von chEBU-141 lag bei 2,5 mg pro Liter Zellkulturiiberstand. Die Konzentration des Anti-
korpers wurde durch die Abschatzgele und mit Hilfe von Bradford- und BCA-Assays
ermittelt und ergab sich aus dem Mittelwert aller drei Verfahren.

Unter nicht reduzierenden Bedingungen konnten sowohl fir Rituximab als auch fur
chEBU-141 Banden bei ~150 kDa detektiert werden, die dem zu erwartenden
Molekulargewicht von IgG1-Antikdérpern entsprechen (Abb. 3.6).

A E B kba S RTX chEBU-141
=D
Rituximab [mg/ml] @ 250 — .
< —
Sg3 2 15 1 05 025 75 150 —
100 —
75 kDa— -
- 75 —
50 kDa— - -
50 —
25 kDa— - -
37 - -
~
25 4

Abb. 3.6 Coomassie-Gele von chEBU-141

Der aus den Zellkulturuberstdnden gereinigte Antikorper chEBU-141 wurde gemeinsam mit definierten
Konzentrationen von Rituximab fir eine denaturierende SDS-PAGE unter reduzierenden (A) und nicht
reduzierenden (B) Bedingungen verwendet und das Gel anschlieBend mit Coomassie-Losung geférbt.
S=Grolkenstandard. HC=heavy chain (schwere Kette), LC=light chain (leichte Kette). RTX=Rituximab.

3.2.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens
Zuné&chst wurde untersucht, ob chEBU-141 dasselbe Antigen/Epitop, wie der murine IgM-
Antikorper EBU-141 bindet. Hierzu wurden durchflusszytometrische Analysen auf U266-
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Zellen durchgefihrt. Durch Vorinkubation mit EBU-141, der in einer sattigenden Konzen-
tration von 200 pg/ml eingesetzt worden war, konnte die Bindung von chEBU-141 in einer
Konzentration von 100 pg/ml vollstandig blockiert werden (Abb. 3.7 A). Dies deutet darauf
hin, dass beide Antikorper das gleiche Antigen/Epitop binden und durch die Chimérisierung
keine Anderung des gebundenen Epitops erfolgt ist.

AnschlieBend konnte, wie in Abb. 3.7 unter B dargestellt, mit durchflusszytometrischen
Messungen eine Bindung von chEBU-141 (in einer Konzentration von 50 pg/ml bzw.
100 pg/ml) auf den Myelom-Zelllinien U266, INA-6, INA-6.Tul und auf priméren
Patientenzellen sowie zusatzlich auf den Burkitt-Lymphom-Linien Daudi und Raji CR
nachgewiesen werden. Als Kontrolle wurden auch hier die Myelom-Zelllinien RPMI-8226
und L363 mitgefihrt, auf denen analog zu EBU-141 ebenfalls keine Bindung von chEBU-141
detektiert werden konnte.

Zur Ermittlung der ECsp-Werte wurde die dosisabhdngige Bindung von chEBU-141 in
unterschiedlichen Konzentrationen von 0,01 pg/ml bis 1500 pg/ml auf den Zelllinien Daudi
und Raji CR untersucht (Abb. 3.7 C). Eine im Vergleich zum Kontrollantikorper signifikante
Bindung konnte ab einer eingesetzten Konzentration von 50 pug/ml (Daudi) bzw. 200 pg/mi
(Raji CR) gemessen werden. Die ECso-Werte lagen fur beide untersuchten Zelllinien fir
chEBU-141 im micromolaren Bereich [Daudi: 2,2 pM (95 % KI: 1,63-3,08 puM); Raji CR:
35uM (95% KI: 2,3-5,3 uM)]. Verglichen mit den ECs-Werten von EBU-141 ist die
Bindung von chEBU-141 auf den untersuchten Zelllinien deutlich geringer, was
moglicherweise auf die bivalente Bindung von chEBU-141 im Gegensatz zur mdglichen
dekavalenten Bindung von EBU-141 zurlickzufiihren ist.
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Abb. 3.7 Bindung von chEBU-141

(A) Bindung von EBU-141 und chEBU-141. Gezeigt sind durchflusszytometrische Analysen von
200 pg/ml EBU-141 (I, grine Linie), sowie 100 pg/ml chEBU-141 (Il, blaue Linie) bzw. zunéchst
200 pg/ml EBU-141 und anschlieBend 100 pg/ml chEBU-141 (I11) auf U266-Zellen im Vergleich zu
Ansdtzen, die nur mit dem jeweiligen Sekundérantikérper (graue Linie) inkubiert worden waren. (B)
Bindung auf verschiedenen Tumorzelllinien. Dargestellt sind durchflusszytometrische Messungen mit
je 50 pg/ml chEBU-141 (blaue Linie) bzw. 100 pg/ml chEBU-141 (INA-6, INA-6.Tul und primére
Patientenzellen) auf den Zellen der angegebenen Zelllinie im Vergleich zu Ansatzen, die nur mit dem
jeweiligen Sekundéarantikorper inkubiert worden waren. (C) Dosiskurven. Gezeigt sind Dosiskurven von
chEBU-141 (m) auf Zellen der Zelllinien Daudi und Raji CR im Vergleich zu einer 1gG1-Isotypkontrolle
(V). *** p<0,001; * p<0,05. n=3.

Konzentration [pg/ml]

3.2.3 Direkte Effektormechanismen

Fir die Charakterisierung der direkten zytotoxischen Effekte von chEBU-141 wurde exem-
plarisch der Einfluss auf die Proliferation der Zelllinien U266 als Beispiel fur das Multiple

Myelom und Daudi aus der Gruppe der Burkitt-Lymphome mittels MTS-Assay untersucht. Es
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zeigte sich keine Proliferationsinhibition durch chEBU-141 (Abb. 3.8). Dieses Ergebnis ist
analog zum Ursprungsantikorper EBU-141.
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Abb. 3.8 Keine Proliferationsinhibition von reifen B-Zell-Lymphomzellen durch chEBU-141

Dargestellt sind die Ergebnisse eines MTS-Assays nach dreitégiger Inkubation der Zellen der angegebenen Zelllinie
mit 10 pg/ml chEBU-141. n=2. *** p<0,001; ** p<0,01.

Die Untersuchung der Induktion des programmierten Zelltods durch Kreuzvernetzung des
Antikorpers auf der Zelloberflache, einer Eigenschaft von EBU-141, steht fur chEBU-141

noch aus.

3.2.4 Indirekte Effektormechanismen

Zur Evaluation der indirekten Effektormechanismen wurden zunachst >*Chrom-Freisetzungs-
versuche mit den Zelllinien Daudi und Raji CS mit chEBU-141 und humanem Serum durch-
gefiihrt, um die CDC-AKktivitat von chEBU-141 zu evaluieren. Im Gegensatz zu den murinen
IgM-Antikorpern EBU-65 und EBU-141, die mit 10 pg/ml in sattigender Konzentration
eingesetzt wurden und die erwartet signifikant hohen Lyseraten zeigten (vergleiche auch Abb.
3.4), hatte die Inkubation mit 100 pg/ml chEBU-141 keine zytotoxischen Effekte auf die
untersuchten Zelllinien (Abb. 3.9). Daher scheint die Rekrutierung von C1q und die Initiation
der klassischen Komplementkaskade durch den bivalent und deutlich schwécher an die
Tumorzellen bindenden chEBU-141 nicht so effizient zu erfolgen wie durch die pentameren
IgM-Antikorper EBU-65 und EBU-141.
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Abb. 3.9 Vergleich der CDC-Aktivitat von EBU-65, EBU-141 und chEBU-141

Dargestellt sind die Ergebnisse von *'Chrom-Freisetzungsversuchen mit je 10 pg/ml EBU-65 und EBU-141
sowie 100 pg/ml chEBU-141 mit den Zellen der angegebenen Zelllinie und 50 pl frischen humanen Serums. Als
Kontrollantikorper dienten eine Maus-Isotypkontrolle und eine 1gG1-Isotypkontrolle. migM-Kontrolle = Maus-
IgM-Isotypkontrolle. n=7 (U266), n=5 (Daudi), n=3 (Raji CS). *** p<0,001.

Im Gegensatz zu murinen IgM-Antikdérpern sind humane/chimare IgG1-Antikdrper prinzipiell
in der Lage humane Immunzellen fir die Tumorzelllyse zu rekrutieren [8]. Daher wurden
>IChrom-Freisetzungsversuche mit humanen PBMC und isolierten NK-Zellen als zellularen
Effektorzellen zur Untersuchung der ADCC-Aktivitit von chEBU-141 durchgefihrt.
Durchflusszytometrische Analysen vor Beginn der Versuche dienten zur Kontrolle der
Vitalitdt und Reinheit der verwendeten Effektorzellen (Abb. 3.10). In den PBMC und NK-
Zellen wurde durch die Inkubation mit PE- und APC-gekoppelten Antikorpern gegen CD56
(NK-Zell-Marker) und CD3 (T-Zell-Marker) der Anteil der NK-Zellen bestimmt. Es zeigte
sich, dass der Anteil von NK-Zellen (CD56%) in den PBMC, die fiir die ADCC-Versuche
verwendet wurden, spenderabhéngig zwischen 7 % und 26 % variierte. In dem in Abb. 3.10
gezeigten Beispiel waren vor der NK-Zell-Isolation 16,64 % CD56" NK-Zellen in den PBMC
vorhanden, deren Anteil sich auf 95,94 % durch die magnetische Zellseparation erhéhte. Der
Anteil an kontaminierenden CD3" T-Zellen lag hier bei 0,28 %. Fiir die sich anschlieBenden

ADCC-Versuche wurden nur NK-Zell-Priparationen verwendet, die mehr als 90 % CD56"
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NK-Zellen enthielten und eine Vitalitdt von tber 90 % aufwiesen. Eine hohe Vitalitat von
uber 90 % war ebenfalls Voraussetzung fir die Verwendung der PBMC in den ADCC-

Experimenten.
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Abb. 3.10 Durchflusszytometrische Analysen der PBMC und NK-Zellen
Gezeigt sind durchflusszytometrische Analysen der PBMC und NK-Zellen unmittelbar vor deren Verwendung in

SIChrom-Freisetzungsversuchen. Die Zellen wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD56 und
CD3 bzw. den entsprechenden Isotypkontrollen 1gG-PE und IgG-APC und dem Vitalitatsfarbstoff 7-AAD
inkubiert und anschlieBend der Anteil von CD56°-NK-Zellen und CD3*-T-Zellen in den 7-AAD-negativen
Zellen gemessen.

Zunéchst wurde die ADCC-AKktivitat von chEBU-141 gegentiber U266-Zellen, sowie Daudi-
und Raji CR-Zellen (CR = complement-resistant) mit humanen PBMC als Effektorzellen
untersucht. Diese wurden in einem Verhéltnis von 80:1 zu den Tumorzellen eingesetzt. Es
zeigte sich eine dosisabhéngige Antikorper-vermittelte Zelllyse von allen drei Zelllinien,
wohingegen keine zytotoxischen Effekte durch die IgG1l-Isotypkontrolle auftraten (Abb.
3.11 A). Die Antikorper wurden in einem Dosisbereich von 0,01 pg/ml bis 100 pg/ml
getestet. Ab einer eingesetzten Konzentration von 10 pg/ml konnten signifikante Zelllysen
gegentiber dem Kontrollantikbrper gemessen werden. Mit in séttigender Konzentration
eingesetztem chEBU-141 konnten signifikante Zelllysen erreicht werden. Die ermittelten
ECso-Werte lagen fur alle untersuchten Zelllinien im nanomolaren Bereich [U266: 111,4 nM
(95 % KI: 353,3-1613,3 nM); Daudi: 26,7 nM (95 % KI: 6,7-80,0 nM); Raji CR: 133,3 nM
(KI: 53,3-353,3)]. AnschlieBend wurden Versuche durchgefiihrt, in denen gereinigte NK-
Zellen als Effektorzellen in einem Verhéltnis von 10:1 zu den Tumorzellen eingesetzt wurden
(Abb. 3.11 B). NK-Zellen exprimieren den aktivierenden FcyRIIIA als in der Regel einzigen

Rezeptor, an den IgG1-Antikorper binden kdnnen.
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Abb. 3.11 ADCC-Aktivitat von chEBU-141 im **Chrom-Freisetzungsversuch

(A) Multiples Myelom und Burkitt-Lymphom mit PBMC. Gezeigt sind die Antikorper-vermittelten,
dosisabhangigen Zelllysen nach der Inkubation von Zellen der angegebenen Zelllinie mit chEBU-141 (e) im
Gegensatz zu einer 1gG1-lIsotypkontrolle (V). Als Effektorzellen wurden PBMC im Verhaltnis von 80:1 zu den
Tumorzellen verwendet. n=7 (U266), n=7 (Daudi), n=3 (Raji CR). (B) Multiples Myelom und Burkitt-
Lymphom mit NK-Zellen. Dargestellt sind Dosiskurven von chEBU-141 (e) und einer 1gG1-Isotypkontrolle
('¥) auf den angegebenen Zelllinien. Die Tumorzellen wurden gemeinsam mit NK-Zellen im Verhéltnis 10:1
und dem jeweiligen Antikdrper inkubiert. n=4 (U266), n=5 (Daudi), n=2 (Raji CR). *** p<0,001; ** p<0,01;
* p<0,05.

Die Antikorper-vermittelte Zelllyse durch chEBU-141 war auch mit NK-Zellen fir alle drei
getesteten Zelllinien ab einer eingesetzten Konzentration von 10 pg/ml signifikant gegentber
der IgG1-Isotypkontrolle (Abb. 3.11 B). Die ermittelten ECso-Werte fiir die drei verwendeten
Zelllinien lagen mit 20 nM (95 % KI: 6,7-80 nM; U266), 26,7 nM (95 % KI: 6,7-200 nM,;
Daudi) und 80 nM (95 % KI: 40,0-153,3 nM; Raji CR) im nanomolaren Bereich. Dies zeigt,
dass chEBU-141 NK-Zellen rekrutieren und mit Hilfe dieser Effektorzellen eine effektive
Tumorzelllyse ausldsen kann.

Hinsichtlich der hier untersuchten, indirekten Effektormechanismen hat der parentale EBU-
141-Antikorper somit durch die Chimarisierung zwar seine CDC-Aktivitat gegeniiber den
getesteten reifen B-Zell-Neoplasien verloren, besitzt jedoch als chEBU-141 eine signifikante
ADCC-AKktivitat und ist in der Lage, NK-Zellen als wichtige Effektorzellpopulation fir die
Tumorzelllyse zu rekrutieren.
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4 DISKUSSION

Die murinen IgM-Antikérper EBU-65 und EBU-141 zeigen, wie von Gramatzki et al.
beschrieben [28], Reaktivitat gegenuber reifen B-Zell-Neoplasien wie dem Multiplen Myelom
und Burkitt-Lymphom. Sie sind in der Lage, nach sekundarer Kreuzvernetzung des
Antikdrpers auf der Zelloberflache den Zelltod zu induzieren und besitzen eine potente CDC-
Aktivitdt gegentber Tumorzelllinien. Der im Rahmen dieser Arbeit aus dem
Hybridomantikorper EBU-141 neu generierte chimére 1gG1-Antikorper chEBU-141 zeigt
eine um den Faktor 100 niedrigere Aviditat auf den untersuchten Zelllinien. Er besitzt im
Gegensatz zu EBU-141 keine CDC-Aktivitat mehr, zeigt jedoch eine potente ADCC-Aktivitat
gegenuber den untersuchten Zelllinien. Dabei ist chEBU-141 in der Lage, effektiv NK-Zellen
als Effektorzellen fir die Tumorzelllyse zu rekrutieren.

Die Hybridomantikérper EBU-65 und EBU-141 waren durch die Immunisierung von M&usen
mit der humanen Myelomzelllinie U266 generiert und von Gramatzki et al. vorrangig
beziglich ihrer Bindungseigenschaften und ihrer Reaktivitdt gegenuber gesunden und
malignen h&matopoetischen Zellen charakterisiert worden. Dabei zeigten beide Antikorper
eine hohe Spezifitat fir reife B-Zell-Neoplasien und wenig Reaktivitdt mit gesunden
Geweben [28]. Hinsichtlich der Bindung auf ausgewéhlten Myelom- und Burkitt-Lymphom-
Zelllinien zeigte sich, dass der in dieser Arbeit flr die potentielle klinische Anwendung beim
Menschen neu generierte chEBU-141 ein dhnliches Bindungsmuster wie der parentale murine
Antikorper EBU-141 aufweist und, wie Kreuzkompetitionsexperimente zeigen konnten,
dasselbe Antigen bindet. Auf den Raji-, Daudi- und U266-Zelllen war die Bindung von
chEBU-141 gegeniiber EBU-141 um den Faktor 100 schwacher. So lagen die ECso-Werte von
chEBU-141 fur diese drei exemplarisch ndher untersuchten Zelllinien im micromolaren
Bereich, wohingegen diejenigen von EBU-141 im nanomolaren Bereich lagen. Eine mogliche
Erklarung fiir die fehlende bzw. schwéachere Bindung von chEBU-141 findet sich in den
Isotypen der Antikorper. IgM-Antikorper zeichnen sich aufgrund ihrer Eigenschaft der Zu-
sammenlagerung zu Pentameren durch eine hohe Aviditat aus [5]. 1gG-Antikorper hingegen
lagern sich nicht zu Pentameren zusammen und besitzen daher im Gegensatz zu IgM-
Antikorpern statt zehn nur zwei Antigenbindestellen, wodurch ihre Gesamtbindungsstérke
geringer ist.

Die Affinitat eines Antikorpers ist ein Kritischer Parameter bei der Entwicklung von therapeu-
tischen Antikdrpern. Daher wurden Verfahren entwickelt, mit Hilfe derer die Bindungsstarke
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von Antikorpern in vitro molekularbiologisch gesteigert werden kann. Diese sind an die
Affinitatsreifung in vivo angelehnt, bei denen die Affinitat eines AntikOrpers zu seinem
Antigen im Zuge der B-Zell-Reifung durch Mutationen in den variablen Regionen erhoht
wird [89]. Eine weit verbreitete Methode ist die von Leung et al. entwickelte error prone
PCR. Grundlage dieses Verfahrens ist die durch verénderte Versuchsbedingungen erhohte
Fehlerrate der verwendeten DNA-Polymerase wahrend der PCR, infolge derer es auch zu
Punktmutationen in den V-Regionen der Antikorper kommt [90]. Zur Selektion der so
diversifizierten Antikdrper hinsichtlich ihrer Antigenaffinitit kann die Phage Display-
Methode in Kombination mit dem immobilisierten Antigen und einem ELISA-Screening
verwendet werden, bei der hochaffin bindende Antikorper identifiziert werden kénnen [91,
92]. So kdénnen mit Hilfe einer error prone PCR und anschlieBender Selektion mittels Phage
Display die Bindungseigenschaften eines Ursprungsantikorpers in Bezug auf seine Antigen-
affinitat optimiert werden, wie das Beispiel eines CD96-Antikorpers aus unserer Arbeits-
gruppe zeigt [93]. Da EBU-141 und damit auch chEBU-141 eine hohe Spezifitat fir reife B-
Zell-Neoplasien und wenig Reaktivitat mit gesunden Zellen und Geweben aufweisen [28] —
einem wichtigen Kriterium fir die therapeutische Entwicklung eines Antikdrpers — kdnnte
dieses Verfahren in Zukunft auch fiir die Erhdhung der Affinitat von chEBU-141 fur CD75s

angewendet werden.

Sowohl EBU-141 als auch chEBU-141 binden an CD75s, einem Neuraminidase-sensitiven
sialylierten Lactosamin, dessen Expression von der Enzymaktivitat der p-Galactosid o-2,6-
Sialyltransferase abhangig ist [30, 32]. CD75s wird vor allem von Tumorzellen wie reifen
malignen B-Zellen, Tumorzellen des Magenkarzinoms und des kolorektalen Karzinoms sowie
von Mammakarzinomen, aber auch von gesundem Gewebe, wie beispielsweise reifen B-
Zellen sowie Endothel- und Epithelzellen, exprimiert [28, 33-35]. Posttranslationale
Modifikationen, wie z. B. Kohlenhydratgruppen, stellen eine potentiell interessante Antigen-
Gruppe dar, da sich im Rahmen der Tumorgenese auch die komplexen
Kohlenhydratstrukturen auf der Zelloberflache von Tumorzellen im Gegensatz zu gesunden
Zellen veréndern. Diese Tumor-assoziierten Kohlenhydratgruppen kénnen beispielsweise als
neues Merkmal von Tumorzellen exprimiert werden, wohingegen sie sich nicht auf gesunden
Zellen befinden. Werden sie hingegen auch von gesunden Zellen exprimiert, kdnnen sie
jedoch auf Tumorzellen in héherem Ausmal} detektiert werden [94]. Einige gegen derartige
Strukturen gerichtete Antikorper (u. a. RAV12) sind Gegenstand derzeitiger Forschung.
RAV12 ist ein monoklonaler chimérer 1gG1-Antikorper, der gegen RAAG12, eine
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Kohlenhydratstruktur, gerichtet ist [95]. RAAG12 wird u. a. von verschiedenen Adeno-
karzinomen des Kolons, Magens oder Pankreas exprimiert [96]. Burris et al. konnten in einer
Klinischen Phase I-Studie zeigen, dass RAV12 in der Therapie von fortgeschrittenen
gastrointestinalen Tumoren wirksam ist [97]. So stellen Kohlenhydratstrukturen insgesamt
einen interessanten Angriffspunkt fir die zielgerichtete Therapie mittels monoklonaler
Antikorper dar. Aufgrund seines Expressionsprofils konnte auch CD75s eine mogliche

Zielstruktur in der Therapie von reifen B-Zell-Neoplasien sein.

Um die Eignung des gegen CD75s gerichteten Antikérpers EBU-141 sowie von EBU-65 fiir
die Tumortherapie zu evaluieren, wurden sowohl direkte als auch indirekte Effektor-
funktionen der Antikdrper mit Hilfe von Myelom- und Burkitt-Lymphom-Zelllinien im Labor
analysiert. Zu den direkten Wirkmechanismen zédhlen die Induktion des Zelltods oder die
Wachstumsinhibition. Die indirekten Effektormechanismen umfassen die Zelllyse tiber CDC,
ADCC oder ADCP [3, 15]. In der Untersuchung der Antikorper-vermittelten Effektor-
mechanismen konnten weder EBU-65 noch EBU-141 die Proliferation von reifen B-Zell-
Lymphom-Linien inhibieren. Beide Antikdrper waren jedoch in der Lage, nach sekundarer
Kreuzvernetzung den Zelltod von Daudi-Zellen zu induzieren und zeigten eine sehr potente
CDC-AKktivitat gegenuber verschiedenen reifen B-Zell-Neoplasien. Die Aktivierung des
Komplementsystems flr die Tumorzelllyse ist ein wichtiger indirekter Effektormechanismus
von therapeutischen Antikdrpern. Im Rahmen der Charakterisierung von EBU-141 und EBU-
65 wurde auch die CDC-Aktivitat gegentiber HUVEC-Zellen, Endothelzellen eines gesunden
menschlichen Spenders, untersucht, da Gramatzki et al. eine Bindung auf Endothelzellen
beschrieben hatten [28]. Es konnten keine zytotoxischen Effekte der EBU-Antikdrper
nachgewiesen werden. Dies ist eine wichtige Erkenntnis hinsichtlich einer mdglichen
therapeutischen Anwendung der Antikorper, da ein Ziel der Antikorpertherapie die

spezifische Aktivitat gegenuber Tumorzellen unter Schonung von gesundem Gewebe ist.

Murine Antikérper wie EBU-65 und EBU-141 sind nur begrenzt therapeutisch einsetzbar, da
sie nach wiederholter Applikation zur Bildung von humanen anti-Maus Antikdrpern (HAMA)
fuhren koénnen, die gegen immunogene Epitope der murinen Antikorper gerichtet sind [98,
99]. Die eingesetzten Antikorper werden von den HAMA gebunden und neutralisiert, sodass
sie keinen therapeutischen Effekt mehr besitzen [100-102]. Diese Problematik in der
Therapie mit murinen Antikorpern fuhrte in der Vergangenheit dazu, dass Strategien, wie

beispielsweise die Chimérisierung oder Humanisierung, bei der groRBe Teile der

45



Diskussion

Mausantikorpersequenzen durch humane Antikorpersequenzen (meist 1gG1l) ausgetauscht
werden, entwickelt wurden, um die Immunogenitat von therapeutischen Antikérpern zu
reduzieren [103, 104]. Chimére und humanisierte Antikdrper fhren nicht mehr oder nur in
geringerem Ausmaf zur Bildung von Antikorpern, die gegen sie gerichtet sind [humane anti-
chimare Antikdrper (HACA), humane anti-humanisierte Antikérper (HAHA)] und sind somit
besser flr die Therapie geeignet [105-107]. So wurden seit der Zulassung des ersten chiméren
Antikorpers Rituximab 1997 mehr als 20 chimére, humanisierte und humane Antikorper,
meist vom IgG1-Isotyp, fur die Tumortherapie zugelassen [4, 14]. Die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrte Chimarisierung des murinen EBU-141 zu chEBU-141, bei dem nur
noch die variablen Regionen von dem urspriinglichen murinen Antikorper stammen und alle
anderen Bereiche die eines humanen IgG1-Antikdrpers sind, ist daher ein wichtiger Schritt
auf dem Weg zur therapeutischen Anwendung beim Menschen. EBU-141 wurde aufgrund
seiner im Vergleich zu EBU-65 hoheren Effektivitat hinsichtlich der Antikorper-vermittelten

Effektormechanismen und des bekannten Antigens CD75s fir die Chimérisierung ausgewéhit.

Humane 1gG1-Antikorper kénnen, neben der Aktivierung des Komplementsystems durch die
Bindung von C1q, insbesondere auch Immunzellen fir Antikorper-vermittelte zellulére
Effektormechanismen wie ADCC und ADCP rekrutieren. Zudem konnen sie effektiver als
murine (IgM-) Antikorper mit den verschiedenen Komponenten des humanen Immunsystems
interagieren [108, 109].

Im Gegensatz zur potenten CDC-Aktivitat von EBU-141 zeigte sich keine CDC-Aktivitat von
chEBU-141 gegeniiber den verwendeten Zelllinien. Damit eine Bindung von C1q und somit
eine Aktivierung des Komplementsystems durch IgG1-Antikdrper erfolgen kann, missen sich
diese auf der Zelloberflache zu Dimeren oder gréReren Komplexen zusammenlagern. Dabeli
wird das Komplementsystem umso effektiver aktiviert, je gréRer der Komplex (Trimer <
Tetramer < Pentamer < Hexamer) und je naher dieser am Hexamer ist. Die Eigenschaften des
Antigens, die Antigendichte, die Affinitdt und das Epitop des Antikorpers sowie die Anzahl
der gebundenen Antikorper auf der Oberfliche haben dabei einen Einfluss. Ist die
Antigendichte gering, so kommen IgG-Antikorper nach Bindung ihres Antigens oft nicht in
rdumliche Nahe zueinander und das niedrig-affine C1g-Molekil kann sich nicht anlagern
[110, 111]. Bei gleicher Antigendichte kdnnen IgM-Antikorper durch ihre Eigenschaft der
Zusammenlagerung zu Pentameren das Komplementsystem effektiver aktivieren, welches den
Vorteil von EBU-141 gegeniiber chEBU-141 hinsichtlich der CDC-Aktivitat erklaren kénnte.
Die CDC-Aktivitat ist ein potentiell wichtiger Effektormechanismus therapeutischer
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Antikorper. So kann beispielsweise Rituximab, als bis dato einer der wichtigsten Antikorper
in der Therapie von B-Zell-Lymphomen, wahrscheinlich auch in vivo Uber seinen Fc-Teil
humanes C1q binden und die klassische Komplementkaskade auslosen [23]. Der Beitrag der
CDC-AKktivitat zur anti-tumoralen Wirkung im Patienten ist aber nach wie vor nicht
abschlieRend geklart. Studien belegen allerdings, dass bei CLL-Patienten nach einer
Rituximab-Infusion Komplementproteine im Blut schnell depletiert und komplement-
regulatorische Proteine auf Lymphomzellen im Blut von CD20-Antikorper-therapierten
Patienten hochreguliert sind [112, 113].

Im Rahmen der Weiterentwicklung und Optimierung von Antikdrpern kann deren
zytotoxisches Potential durch verschiedene Formen des Fc-Engineerings erhoht werden.
Diebolder et al. konnten zeigen, dass sich verschiedene gegen CD20- und EGFR-gerichtete
IgG1-Antikdrper nach Bindung ihres Antigens auf der Zelloberfliche zu Hexameren
anordnen. Diese Anordnung ist vergleichbar mit der pentameren Struktur von IgM-
Antikorpern und kann damit als Angriffspunkt fiir C1q dienen, um dieses effektiv auf der
Zelloberflache zu fixieren (Abb. 4.1) [111, 114].

Abb. 4.1 Hexamerbildung von IgG1-Antikérpern
Dargestellt ist die Hexamerbildung von I1gG1-Antikdrpern mittels Interaktionen der Fc-Teile Uber nicht-

kovalente Bindungen (tibernommen aus Diebolder et al. [111]).

Die Hexamerisierung entsteht mittels Interaktionen der Fc-Teile der Antikorper Gber nicht-
kovalente Bindungen. Die Cl1g-Bindestelle befindet sich bei humanen IgG1-Antikdrpern in
der CH2-Doméne. Ist diese nach der Hexamerbildung zugénglich, kann es zur Bindung von
C1qg und zur Aktivierung der klassischen Komplementkaskade kommen. Dartber hinaus
konnen diese Fc-Interaktionen Uber gezielte Mutationen gesteigert werden, welches zu einer
verstarkten Neigung zur Hexamerbildung fiihrt und mit einer daraus resultierenden
effektiveren Aktivierung des Komplementsystems einhergeht [111]. So fiihren u. a. die Muta-
tionen E430G und E345K zu einer gesteigerten Hexamerisierung von 1gG1-Antikorpern auf

der Zelloberflache. Hieraus resultiert eine potentere CDC-Aktivitat der mutierten Antikorper
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im Vergleich zum Wildtyp, wobei es aber zu keiner Antigen-unabhdngigen Komplement-
aktivierung kommt. De Jong et al. konnten dies am Beispiel von CD20-Antikdrpern zeigen
[115]. Das Verfahren der Hexamerisierung stellt eine Mdoglichkeit in der Weiterentwicklung
des chEBU-141 dar, um ggf. die verloren gegangene CDC-Aktivitat wiederzuerlangen, die
der parentale EBU-141 als potenten Wirkmechanismus gegentiber B-Zell-Neoplasien
aufwies.

Im Gegensatz zum parentalen EBU-141 besitzt chEBU-141 als chimarer 1gG1-Antikorper
eine potente ADCC-Aktivitat gegentber verschiedenen reifen B-Zell-Lymphom-Zelllinien.
Es konnten sowohl mit PBMC als auch mit isolierten NK-Zellen als Effektorzellen ECsg-
Werte im nanomolaren Bereich gegeniiber Myelom- und Burkitt-Lymphom-Zelllinien
ermittelt werden. Die Antikorper-vermittelte zellulare Zytotoxizitat wird als ein Hauptwirk-
mechanismus vieler therapeutisch eingesetzter Antikdrper angesehen. So vermitteln bei-
spielsweise die in der Myelomtherapie zugelassenen Antikorper Daratumumab und
Elotuzumab sowie der in der Therapie von B-Zell-Lymphomen genutzte Antikorper
Rituximab ihre zytotoxische Wirkung u. a. tber ADCC [23, 24, 49, 51]. Da NK-Zellen in der
Regel den aktivierenden FcyRIIA exprimieren, gelten sie als wichtige Effektorzellpopulation
fir die Tumorzelllyse Gber ADCC. Es wird jedoch mehr und mehr auch die Bedeutung
myeloischer Effektorzellen/Makrophagen erkannt [20]. Eine potentielle ADCP-Aktivitat von
chEBU-141 gegen Tumorzellen durch die Rekrutierung von Makrophagen soll in Zukunft
noch untersucht werden.

Eine weitere Form des Fc-Engineerings ist das sog. Glyco-Engineering, dessen Ziel die
Anderung des Glykosylierungsprofils eines Antikérpers zur Verbesserung der ADCC-
Aktivitat ist [116, 117]. Shields et al. konnten zeigen, dass gering fukosylierte Antikorper
eine gesteigerte Affinitdt zum FcyRIIIA auf NK-Zellen besitzen, sodass diese effektiver fir
die Zelllyse rekrutiert werden kénnen und es infolgedessen zu einer verbesserten ADCC-
Aktivitdt kommt [118]. Eine verminderte Fukosylierung kann u. a. durch die Antikorper-
produktion in Lecl13-Zellen erreicht werden, die eine verminderte Fukosylierungsaktivitat
besitzen. Auch eine Antikorperproduktion in Zellen, die die B1,4-N-Acetylglucosaminyl-
transferase (GnT-I1l) Uberexprimieren, fihrt zu einer herabgesetzten Fukosylierung der
entsprechenden Antikorper [119, 120].

Das Verhdltnis der Affinitat des Fc-Teils zwischen inhibierenden und aktivierenden FcyR ist
die Grundlage des Protein-Engineerings, bei dem das Protein-Grundgertst im Fc-Teil durch
gezielte Mutationen, wie bereits fir die Hexamerisierung und die C1g-Bindung beschrieben,

modifiziert wird [116]. Lazar et al. konnten Mutationen im Fc-Teil identifizieren (z. B.
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S239D-1332E-A330L), die zu einer verstarkten Affinitat des mutierten 1gG1-Antikdrpers zum
aktivierenden FcyRINIA im Verhaltnis zum inhibierenden FcyRIIB fihren und somit das
Verhaltnis zu Gunsten von aktivierenden FcyR auf den Effektorzellen beeinflussen. Mittels
dieser Mutationen konnte die ADCC-Aktivitdat von verschiedenen IgG1l-Antikdrpern
gegenuber deren Wildtyp hinsichtlich des ECsp-Wertes und der maximal erreichten Zelllyse
in vitro signifikant verbessert werden [117].

Sowohl das Glyco- als auch das Protein-Engineering kénnten in der Weiterentwicklung von
chEBU-141 angewendet werden, um dessen Zytotoxizitat zu optimieren. So konnte die
bereits nachgewiesene potente ADCC-Aktivitat von chEBU-141 mittels der beschriebenen
Verfahren weiter gesteigert werden, um die bestmdgliche Effektivitat dieses neuen CD75s-
Antikdrpers hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung bei reifen B-Zell-Neoplasien wie

dem Multiplen Myelom oder Burkitt-Lymphom zu erreichen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Trotz der seit 2015 zugelassenen therapeutischen monoklonalen Antikérper Daratumumab
und Elotuzumab zur Behandlung des Multiplen Myeloms und dem bereits fest etablierten
Rituximab in der Therapie von B-Zell-Lymphomen profitieren nicht alle Patienten von diesen
Therapieoptionen. Insbesondere das Multiple Myelom hat nach wie vor eine schlechte
Prognose. Neue Oberflachenmolekule fur zielgerichtete Immuntherapien kénnten die Behand-
lung und das Uberleben der Patienten in Zukunft weiter verbessern.

CD75s (ursprungliche Bezeichnung CDw75) ist ein Neuraminidase-sensitives sialyliertes
Lactosamin auf der Zelloberflache von reifen B-Zell-Neoplasien, wie dem Multiplen Myelom
oder dem Burkitt-Lymphom, und kénnte als Antigen im Rahmen einer Antikorpertherapie
Potential fur die Behandlung dieser Erkrankungen haben. Die murinen IgM-Antikorper
EBU-141 und EBU-65 binden selektiv an CD75s (EBU-141) sowie an ein verwandtes
Antigen, welches, angelehnt an die urspriingliche Nomenklatur von CD75s, als ,,CDw75-like*
(EBU-65) bezeichnet wurde und bisher nicht néher charakterisiert ist. Beide Antikorper
zeigen nur wenig Reaktivitat gegentiber gesundem Gewebe.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Bindungseigenschaften und Effektor-
mechanismen dieser Antikdrper in vitro, um anhand der Ergebnisse einen abgeleiteten
chimaren Antikorper herzustellen, dessen therapeutisches Potential fir die Behandlung reifer

B-Zell-Neoplasien beim Menschen evaluiert werden sollte.

Wie bereits von Gramatzki et al. 1991 beschrieben, konnte in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt
werden, dass die Hybridomantikérper EBU-65 und EBU-141 auf verschiedenen Myelom- und
Burkitt-Lymphom-Zelllinien, sowie auf primaren Patientenzellen binden. Bei der Charak-
terisierung der Wirkmechanismen dieser Antikorper, die im Rahmen dieser Arbeit erstmalig
durchgefuhrt wurde, zeigt sich insbesondere eine potente Komplement-abhéngige
Zytotoxizitdt (CDC) gegenuber den getesteten Tumorzelllinien. Dartiber hinaus kann EBU-
141 den Zelltod von B-Zell-Lymphom-Zellen nach sekundérer Kreuzvernetzung des Anti-
korpers auf der Zelloberflache induzieren. Aufgrund seiner funktionellen Eigenschaften
wurde der gegen CD75s gerichtete Antikorper EBU-141 fir die Herstellung eines chimdren
Antikorpers ausgewdhlt. Die variablen Regionen von EBU-141 wurden isoliert und der
chimére IgGlk-Antikorper chEBU-141 im Zuge dieser Arbeit generiert und produziert.
chEBU-141 zeigt die erwartete Reaktivitat gegeniiber CD75s auf Myelom- und Burkitt-
Lymphom-Linien, wobei die Bindungsstarke im Gegensatz zum parentalen IgM-Antikdrper
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EBU-141 — wie zu erwarten war — geringer ist. Die Komplement-abhangige Zytotoxizitat von
EBU-141 gegenuber den untersuchten Zelllinien konnte fiir den chimaren IgG1-Antikorper
chEBU-141 nicht mehr nachgewiesen werden. Allerdings vermittelt dieser neue Antikdrper
eine potente Antikorper-abhangige Zytotoxizitat gegentber reifen B-Zell-Neoplasien durch
die effektive Rekrutierung von humanen PBMC oder NK-Zellen als Effektorzellen.

CD75s ist durch sein Expressionsmuster ein interessantes Antigen flr die Immuntherapie von
reifen B-Zell-Neoplasien. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die
Bindungseigenschaften als auch die potente Antikorper-abhéngige zellvermittelte Zyto-
toxizitdt (ADCC) des neuen, chimaren, gegen CD75s gerichteten IgG1-Antikorpers chEBU-
141 vielversprechende Eigenschaften fur einen immuntherapeutischen Ansatz beim Multiplen
Myelom oder Burkitt-Lymphom darstellen und die weitere Evaluation von chEBU-141
sinnvoll erscheint. Mittels verschiedener Verfahren, wie beispielsweise einer Affinitatsreifung
oder dem Fc-Engineering, konnten die Affinitat und die Effektorfunktionen von chEBU-141
optimiert werden, um das zytotoxische Potential des Antikorpers hinsichtlich einer

therapeutischen Anwendung noch weiter ausschépfen zu kénnen.
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7 ANHANG

7.1 Gerate und Labormaterialien

Tab. 7.1 Gerate

Gerat

Autoklav
Brutschrank
Durchflusszytometer

Elektroporator
Gefrierschrank
Heizblock
Imager
Kuhlschrank

Lichtmikroskop

LSC & Luminescence
Counter

Magnetrihrer

MilliQ Anlage

Netzteil fir Elektrophorese
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pumpe
Schuttelinkubator
Schuttler
Sterilbank
Thermocycler

UV-Tisch
Vortexer
Waage
Wasserbad
Zentrifugen

Hersteller-Bezeichnung
Systec 5075EL

HERA cell 240

Navios Flow Cytometer

MicroPulser

Kendro Typ HFU 686 Top
block heater SBH130D
Universal Hood Il
Kuhl-Gefrierkombination
NoFrost

Axiovert25

MicroBeta TriLux 1450

MR Hei-Mix S

MilliQ A10

PowerPac HC

HI2215 pH/ORP Meter

BioPhotometer
Sunrise remote
pipetus-akku

eppendorf reference
laboport

HI infors

3006

HERA Safe Typ HS18
PTC-200 (Peltier
Cycler)

SYAV 3020

Bio Vortex V1

XB 2200 C Prescisa
Typ WB7
Multifuge 3S-R
Biofuge fresco
Galaxy Mini

Thermal

Hersteller (Hauptsitz)
Systec (Linden)
Heraeus (Hanau)
Beckman  Coulter
USA)

BioRad (Hercules, USA)
Heraeus (Hanau)

Stuart (Staffordshire, UK)
BioRad (Hercules, USA)
Liebherr (Bulle)

(Brea,

Zeiss (Oberkochen)

Perkin  Elmer (Waltham,
USA)

Heidolph (Schwabach)
Merck (Darmstadt)

BioRad (Hercules, USA)
HANNA instruments
(\Vohringen)

Eppendorf (Hamburg)

Tecan (Mannedorf, CH)
Hirschmann Laborgerate
(Eberstadt)

Eppendorf (Hamburg)

KNF Neuberger (Freiburg)
Infors HT (Einsbach)

GFL (Burgwedel)

Heraeus (Hanau)

BioRad (Hercules, USA)

Syngene (Cambridge, UK)
Schmidt (Wien, AU)
PESA (Wetzikon, CH)
Memmert (Schwabach)
Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

VWR (Darmstadt)
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Tab. 7.2 Labormaterialien
Labormaterial
96 well Platten

Bechergléser
25 um Dialysierschlauch

Drigalskispatel
Einwegskalpell
Elektrophoresekammern

Elektroporationskiivetten
Erlenmeyerkolben
FACS-Rohrchen
Filtriersaulen fiir
AntikorperReinigung
Flaschen
Gel-GieR-Vorrichtung
Glasplatten und Kdémme
Kanilen

die

Kulturschalen
Kvetten

Messzylinder
Neubauer-Kammer

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie
Réhrchen
Spritzen

Sterilfilter (groR) 0,22 um
Sterilfilter (klein) 0,22 pum

Ultrafiltrationssaulen

Hersteller-Bezeichnung
Zellkulturplatte mit 96
Vertiefungen, Flachboden, mit
Deckel flr geringe
Verdunstung

Mikrotestplatte, 96 Well, R

96 Well Sample Plate

Dialysierschlauch Visking,
Cellulose Typ 27/32 inch
Plattierungsspatel

Mini-Protean 3 Cell
Sub-Cell GT
Gene Pulser Cuvette

5 ml Tube
Poly-Prep
Columns

Chromatography

Eppendorf UVette 220-1600
nm

Neubauer improved

Sarstedt serological pipette
Biosphere Filter Tips

15 ml- und 50 ml Rohrchen
Safe Seal Tube
CryoPure Tube

Millipore Express Plus
Acrodisc Syringe Filter 0,2 um
HT Tuffryn Membrane
Vivaspin

Hersteller (Hauptsitz)
Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)
Perkin  Elmer (Waltham,
USA)

Schott (Mainz)
Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (NUmbrecht)
Feather (Osaka, JPN)
BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
Schott (Mainz)

Sarstedt (NUmbrecht)
BioRad (Hercules, USA)

Schott (Mainz)

BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
Becton Dickinson
(Franklin Lakes, USA)
Sarstedt (NUmbrecht)
Eppendorf (Hamburg)

Kartell (Noviglio, I)
Superior Marienfeld
(Lauda-Konigshofen)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Becton Dickinson
(Franklin Lakes, USA)
Merck (Darmstadt)
Pall (Port Washington, USA)

Sartorius (Gottingen)
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Labormaterial Hersteller-Bezeichnung Hersteller (Hauptsitz)
Zellkulturflaschen TC-Flasche T175 Sarstedt (NUmbrecht)
Zellsieb CellStrainer 70 um BD Biosciences

(Bedford, USA)

7.2 Zusatzliche Abbildungen
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Abb. 7.1 CDC-Aktivitat von EBU-65 und EBU-141 auf verschiedenen Tumorzelllinien

Dargestellt sind die Ergebnisse von *’Chrom-Freisetzungsversuchen von je 10 pg/ml EBU-65 (weiRe Balken),
bzw. EBU-141 (graue Balken) und einer Maus-IgM-Isotypkontrolle (schwarze Balken) auf jeweils 5.000 Zellen
der angegebenen Zelllinie. n=2.
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7.3 Ethikvotum

MEDIZINISCHE FAKULTAT i
DER CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISSION

Universitats-Kinderklinik - Schwanenweg 20 - 24105 Kiel
Postadresse:

Arnold-Heller-StraBe 3 / Haus 9

Dr. Katja Klausz D-24105 Kiel
2. Medizinische Klinik Telefon 0431/597-1809
UKSH Campus Kiel Telefax 0431/597-5333
SchittenhelmstralRe 12 ethikkomm@email.uni-kiel.de
24105 Kiel P
' 12. Mai 2015
AZ.: D 467/15 (bitte stets angeben)
Studienplan: Identifizierung neuer Antikorper gegen Myelomzellen durch die
Kombination von Phagen-Display und Next-Generation-
Sequencing

Antrag vom 1. April 2015; Basisformular fir einen Ethik-Antrag vom 8. Mai
2015; Informationsblatt und Einverstandniserklarung far Patienten
(Knochenmarkaspiration); Informationsblatt und Einverstandniserklarung fur
Patienten (Pleurapunktion); Informationsblatt und Einverstéandniserklarung
fur Patienten (Blutentnahme); Informationsblatt und Einverstandnis-
erklarung fur gesunde Spender (Blutentnahme);

Studienleiter und

Antragsteller: Dr. Katja Klausz, 2. Medizinische Klinik, UKSH Campus Kiel

Antrag vom: 1. April 2015 (Eingang: 11.Mai 2015)

Sehr geehrte Frau Dr. Klausz,

wir bestétigen den Eingang des obengenannten Antrages zur Beratung geméaR § 15
Berufsordnung (BO) der Arztekammer Schleswig-Holstein.

Nach Durchsicht der Unterlagen durch die Geschaftsstelle und durch mich als Vorsitzenden
der Ethik-Kommission bestehen gegen die Durchfiihrung der Studie keine berufsethischen
und berufsrechtlichen Bedenken.

Die im Folgenden aufgefiihrten Hinweise miissen beachtet werden:
1. Es wird darauf hingewiesen, dass kiinftige Anderungen der Studie der Ethik-Kommission
anzuzeigen sind und gegebenenfalls eine erneute Beratung erforderlich machen.

2. Die ethische und rechtliche Verantwortung fur die Durchfuhrung dieser Studie verbleibt
beim Projektleiter und den an der Studie teilnehmenden Arzten/Mitarbeitern.

3. Die Ethik-Kommission weist darauf hin, dass fiir eventuell in Zukunft weitere teilnehmende
Zentren eine berufsrechtliche Beratung bei der jeweils fUr sie zustandigen Ethik-Kommission
erforderlich ist.
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4. GemaR Deklaration von Helsinki muss der Ethik-Kommission nach Studienende ein Ab-
schlussbericht vorgelegt werden, der eine Zusammenfassung der Ergebnisse und Schluss-
folgerungen der Studie enthalt.

5. Vor Beginn der Studie bitten wir um Nachreichung der Unterschriften von PD Dr. Renate
Burger, PD Dr. Matthias Peipp und Dr. Christian Kellner.

Wir wiinschen |hnen fur die Durchfilhrung der Studie viel Erfolg.

Mit freundlichen kollegialen GriiRen

/7
g (e
Prof- r/‘ﬁ'Te/d(/ M. Méhdorn Alexandra Pries

~Aorsitzender der Ethik-Kommission Geschéftsstelle der Ethik-Kommission
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