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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Von Zauberkugeln zur Antikérpertherapie

Seit Paul Ehrlichs visiondrer Vorstellung von Zauberkugeln als zielgerichtete Arzneistoffe, die
pathogene Zellen im Menschen téten sollten, ohne ihm Schaden zuzufiigen, verging mehr als
ein Dreivierteljahrhundert ehe die Entwicklung der Hybridom-Technik durch César Milstein
und Georges Kohler erstmals die Herstellung monoklonaler Antikérper (mAk) in groBen
Mengen ermoglichte (1,2). Die Applikation muriner mAk in den menschlichen Organismus,
wie sie bis in die 1990er zunachst nicht anders realisierbar war, limitierte allerdings den
therapeutischen Einsatz. Aufgrund von Immunreaktionen gegen das fremde nicht-
menschliche EiweiR, kurzen Halbwertszeiten durch die Bildung von humanen Anti-Maus-
Antikorpern, mangelnder Interaktion mit dem menschlichen Immunsystem zur Bekampfung
von Krebszellen und einer schlechten Penetration des Tumorgewebes blieb das
therapeutische Potential dieser Antikdrper hinter den Erwartungen zurlick (3). Erst mit den
entsprechenden molekularbiologischen Entwicklungen konnten chimare Antikdrper mit
einer murinen antigenbindenden Region (V-Regionen) sowie der konstanten Region eines
menschlichen IgG generiert werden. Chimadre Antikérper wiesen ein wesentlich geringeres
immunogenes Potential auf und erzielten durch die Bindung an den neonatalen Fc-Rezeptor
(FcRn) deutlich langere Halbwertszeiten, wodurch die Erfolgsgeschichte
therapeutischer Antikorper eingeleitet wurde (4,5). 1997 wurde dann mit dem chimaren
IgG1 Rituximab, der an das transmembrane CD20 auf der Oberflache von B-Zellen bindet,
der erste Antikorper zur Behandlung des Non-Hodgkin Lymphoms von der U.S. Food and
Drug Administration (FDA) zugelassen (6). Im Vergleich zur klassischen Chemotherapie
verbesserte die Chemoimmuntherapie mit Rituximab das Uberleben von Lymphom-
Patienten deutlich und sollte endgililtig den Weg fiir den Einsatz mAk zur zielgerichteten
Krebstherapie ebnen (7). Seither wurden hunderte weitere murine, chimare, humanisierte
und humane Antikorper entwickelt (8). Allein 2019 befanden sich 79 therapeutische
Antikorper in fortgeschrittenen klinischen Studien, von denen etwa die Halfte keine
Krebsindikation hatten, was den Stellenwert der Antikorpertherapie in und auRerhalb der
Malignomtherapie verdeutlicht (9). Zu den verschiedenen Anwendungen gehoren bspw. die
Kopplung mAk mit radioaktiven oder toxischen Substanzen. Ein solches Antikdrperkonjugat,

das seine Wirkung nach der Antigenbindung entfaltet, ist z.B. der mit dem [3-Strahler
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9Oyttrium konjugierte murine CD20-IgG1 lbritumomab-Tiuxetan, der in klinischen Studien
einen deutlichen Vorteil gegeniber Rituximab in der Behandlung von rezidivierten oder
refraktaren Non-Hodgkin Lymphomen aufwies und seit 2002 zugelassen ist (10,11). Ein
dhnliches Beispiel ist Trastuzumab-Emtansin, der die Eigenschaften des mAk Trastuzumab
und des Mitosehemmstoffs DM1 kombiniert und zur Behandlung inoperabler HER2/neu-
positiver Mammakarzinome zugelassen ist (12). Ein relativ neuer und innovativer Ansatz zur
Behandlung maligner Erkrankungen ist die Immun-Checkpoint-Inhibition, fiir deren
grundlegende Erkenntnisse James Allison und Tasuku Honjo 2018 mit dem Nobelpreis fir
Physiologie und Medizin ausgezeichnet wurden. Dabei fiihrt die Blockade inhibitorischer
Immun-Checkpoints wie das cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) oder das
programmed cell death protein 1 (PD-1) zu einer verstarkten T-Zell-Antwort gegen das
Malignom (13). Zu solchen Immun-Checkpoint-Inhibitoren zahlt z.B. Ipilimumab, ein
vollstandig humaner IgG1l gegen CTLA-4 auf T-Zellen, der in Phase-lll-Studien einen
signifikanten Vorteil fiir das Gesamtiiberleben von Patienten mit metastasiertem malignem
Melanom aufwies und seit 2011 fiir diese Indikation zugelassen ist (14). Weiterhin sind
bispezifische Antikorper, die imstande sind, Tumorzellen und Immunzellen in rdaumliche
Ndhe zueinander zu bringen und so eine Immunzellantwort gegen die Tumorzellen
auszulosen, Gegenstand aktueller Forschung. So kann z.B. Blinatumomab, ein CD19-
gerichteter bispecific T cell engager (BiTE), der zur Behandlung bestimmter Formen der
refraktaren B-Zell Akuten Lymphoblastischen Leukdamie (ALL) zugelassen ist, Uber zwei single
chain Fragments variable (scFv), die Uber einen Linker miteinander verbunden sind, sowohl
CD19 auf B-Zellen als auch CD3 auf T-Zellen binden und zu einer effektiven Immunantwort
gegen die Tumorzelle fiihren (15). Die neueste Entwicklung ist die Chimeric Antigen Receptor
(CAR)-T-Zell-Therapie, bei der autologe T-Zellen vom Patienten entnommen, gentechnisch
mit einem Antigen-Rezeptor gegen ein krebsspezifisches Oberflaichenmolekiil ausgestattet,
aktiviert und expandiert, dem Patienten schliefllich als sog. CAR-T-Zellen reinfundiert
werden (16). Die ersten zugelassenen CAR-T-Zell-Therapeutika sind das gegen CD19
gerichtete Tisagenlecleucel, das von der FDA 2017 zur Behandlung bestimmter Formen der
kindlichen ALL zugelassen wurde, sowie das Axicaptagene-Ciloleucel, das ebenfalls 2017 eine
Zulassung zur Behandlung von ALL-Formen beim Erwachsenen erhielt (17,18). Trotz des
Erfolgs innovativer immuntherapeutischer Strategien und des erfolgreichen Einsatzes von

Antikorpern und Antikorper-basierten Molekiilen sprechen allerdings nicht alle Patienten
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gleichermalBlen gut auf die Therapie an und Rezidive sowie Refrakteritat bleiben nach wie vor
ein Problem. Daher ist das Ziel translationaler Forschung, neue Strategien und Ansatzpunkte
zur Verbesserung des Therapieansprechens und der Effizienz mAk und Antikorper-basierter

Therapien zu entwickeln.

1.2 Effektorfunktionen monoklonaler IgG1-Antikorper

Antikorper verfligen (iber unterschiedliche direkte und je nach Isotyp Uber verschiedene Fc-
vermittelte Effektorfunktionen, die auch zur Bekdampfung von Tumorzellen genutzt werden
kdnnen (Abb. 1). Die direkten Wirkmechanismen werden durch die Bindung des Antigens
Uber die Fab-Region eines Antikdrpers vermittelt und sind gréRtenteils unabhdngig vom
Isotyp. Zu diesen Effekten zdhlt z.B. die Induktion von Apoptose, die Blockierung
der Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren oder von Rezeptor-Liganden-
Interaktionen zwischen Tumorzelle und Immunzelle (19). So konnte bspw. gezeigt werden,
dass Rituximab Uber Crosslinking nach der Bindung von CD20 auf der Oberflache maligner B-
Lymphozyten zur Proliferationsinhibition und einer Induktion des programmierten Zelltods
fihren kann (20). Ein weiteres Beispiel ist der chimare monoklonale IgG1-Antikorper
Cetuximab, der bei der Therapie des kolorektalen Karzinoms zum Einsatz kommt (21). Dieser
mAk blockiert die Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) an den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und verhindert so die Aktivierung der intrinsischen
Tyrosinkinase, was konsekutiv zu einem verminderten Zellwachstum fiihrt (22).

Zu den Fc-vermittelten Effektorfunktionen zahlen wiederum die Antikérper-abhangige Zell-
vermittelte Zytotoxizitat (ADCC), die Komplement-abhadngige Zytotoxizitdt (CDC) sowie die
Antikorper-abhangige zellulare Phagozytose (ADCP). Diese Fc-vermittelten
Wirkmechanismen werden Uiber die Interaktion der Fc-Region eines mAk mit Komponenten
des Immunsystems vermittelt. Dabei unterscheiden sich die einzelnen Isotypen der
Immunglobuline in Bezug auf die Aktivierung solcher Mechanismen. Bereits vor etwa drei
Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass IgG1-Antikérper groRes Potential im Hinblick auf
CDC sowie ADCC haben und daher fiir die therapeutische Anwendung zu favorisieren sind
(23). Heute bilden die mAk des Typs 1gG1l die Majoritat der eingesetzten Antikérper zur
Krebsbehandlung und auch fiir andere Indikationen wie Autoimmunerkrankungen. IgG1-
Antikorper besitzen in der Cu2-Domaéane Bindestellen fiir Clg, das Initiationsmolekil der

klassischen Komplementkaskade. Uber Clq erfolgt eine Bindung und Aktivierung weiterer
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Komplementfaktoren, die schlieBlich zur Bildung der C3-/C5-Konvertase fihren und in der
Aktivierung des Membranangriffskomplexes und der Rekrutierung weiterer Immunzellen
gipfeln, wodurch es zur Lyse der Zielzelle kommt (24). Darliber hinaus befinden sich in der
Cu2-Cy3-Domaéne von IgG1-Antikérpern Bindestellen fiir den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn),
was die Halbwertszeit essentiell steigert, sowie flr Fcy-Rezeptoren (FcyR), die von
Immunzellen exprimiert und Uber die zell-vermittelte Effektormechanismen wie ADCC und
ADCP gesteuert werden (25,26). Diese Effektormechanismen werden lber die Bindung der
Fc-Region an FcyR auf der Oberflache von Effektorzellen (z.B. NK-Zellen) vermittelt (27). Ob
es zu einer Aktivierung oder Inhibierung von Fc-vermittelten Effektorfunktionen kommt, ist
abhdngig vom FcyR. Man unterscheidet hierbei aktivierende von inhibierenden FcyR, die
entsprechend in ihrer intrazelluldiren Domane (iber sog. immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs (ITAMs) bei den aktivierenden FcyRIl, FcyRlla und FcyRllla oder Uber
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs (ITIMs) bei dem inhibierenden FcyRllb
verfligen (28-30). Dass die Interaktion der Fc-Region mAk mit den unterschiedlichen FcyR
eine fundamentale Rolle flrr die therapeutische Wirksamkeit spielt, zeigte sich in einer
Vielzahl an Studien. Unter anderem kam es in Mausmodellen mit nicht-funktionalen ITAMs
aktivierender FcyR zur konsekutiven Storung der Signalkaskade und einem Wirkverlust von
Rituximab (31). Zudem konnte festgestellt werden, dass der Expressionsverlust aktivierender
FcyR wie FcyRla (CD64a) und FcyRllla (CD16a), die z.B. auf Monozyten bzw. Makrophagen
und NK-Zellen exprimiert werden, zu einer wesentlichen Stérung der angeborenen sowie
adaptiven Immunantwort gegen Tumorzellen fuhrte (32). Als Gegenspieler aktivierender
FcyR und damit als essentielles Bedeutungselement der Regulation des Immunsystems
fungiert der FcyRllb, der unter anderem auf Mastzellen, Granuloyzten und Makrophagen
vorkommt (27,30). In Mausversuchen mit FcyRIlb-Knockout und IgG1l-Antikdrpern, die
sowohl an den inhibierenden FcyRIlb als auch den aktivierenden FcyRllla binden, zeigte sich
eine deutliche Zunahme der ADCC-Aktivitdat von Rituximab und Trastuzumab, da die
Antikorper so ausschlie3lich an den aktivierenden FcyRllla binden und deutlich effektiver das
Tumorwachstum in vivo unterbinden kdnnen (33). Dies und die Beobachtung, dass mAk mit
einer hoheren Affinitdt zu aktivierenden FcyR sowie einer verminderten Affinitdt zu
inhibierenden FcyR in vivo bessere Therapieresultate erzielten, fiihrten zu der Annahme,

dass sowohl die Interaktion von Fc-Region und FcyR als auch die Affinitdt mit der die Fc-
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Region eines mAk an aktivierende FcyR bindet, eine zentrale Rolle bei der Verbesserung mAk

mittels Fc-Engineering spielen sollte (34).

\ ' Fc-vermittelte Effekte
Komplement-abhéngige
S Zytotoxizitit (CDC)
¢ s
& F§§7 % Fab-Region 1
o
ond |- Fab-vermittelte Effekte Antigen
Fc-Region Apoptose & Wachstumshemmung

€

FcyR

Ec-vermittelte Effekte
Antikorper-abhangige Zell-
vermittelte Zytotoxizitit (ADCC)
&

Antikorper-abhéngige Zell-
vermittelte Phagozytose (ADCP)

Abb.1. Schematische Darstellung eines IgGl-Antikorpers und seiner direkten und Fc-vermittelten
Effektorfunktionen. (A) I1gG1-Antikdrper bestehen aus zwei Regionen, darunter die antigenbindende Fab-
Region, die wiederum aus der variablen Doméne der leichten (Vi) und der schweren (Vy) Kette (griin) sowie
der, hier gelb gefarbten, konstanten Domane der leichten (C.) und einem Teil der schweren Kette (Cul)
aufgebaut ist sowie der Fc-Region, die sich aus den konstanten Domadnen C42 und Cu3 der schweren Kette
(gelb) zusammensetzt. Disulfidbriicken, die die hinge-Region zusammenhalten, sind mit einem S
gekennzeichnet. (B) Direkte Fab-vermittelte Effekte (Apoptose, Wachstumshemmung usw.) gegen eine
Tumorzelle werden durch die Bindung des Antigens (schwarz) ausgel6st, wohingegen die Fc-vermittelten
Effekte von IgG1l-Antikérpern die Komplement-abhdngige Zytotoxizitdt (CDC), die durch die Bindung des
Initiationsmolekil der klassischen Komplementkaskade Clqg vermittelt wird sowie die ADCC und ADCP, die
durch die Bindung von aktivierenden FcyR auf Immunzellen ausgel6st wird, umfassen.

1.3 Strategien zur Optimierung von IgG1-Antikorpern durch Fc-Engineering

Das Fc-Engineering zur Verbesserung der therapeutischen Effektivitdat mAk ist ein zentraler
Bestandteil der translationalen Forschung. Hierbei kénnen grundsatzlich gezielte
Veranderungen der Aminosduresequenz (Fc Protein-Engineering) sowie der Glykosylierung
(Fc Glyco-Engineering) voneinander unterschieden werden und sollen im Folgenden naher

erlautert werden.

1.3.1 Fc Protein-Engineering
Durch zahlreiche Studien konnten verschiedenste Aminosduremutationen identifiziert
werden, die zu einer Veranderung des Bindungsverhaltens zwischen Fc-Region und FcyR auf

den Immunzellen fihren und dariiber Effektormechanismen wie ADCC beeinflussen (35).
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Beispielsweise zeigen Varianten von IgG1-Antikoérpern, in denen die Aminosduren Serin (S),
Glutamat (E) und Lysin (K) an den Positionen 298, 333 und 334 mit Alanin (A) ausgetauscht
wurden (S298A-E333A-K334A), eine gesteigerte Affinitat zum aktivierenden FcyRllla auf NK-
Zellen, Monozyten und y3-T-Zellen sowie eine verminderte Affinitdt zum inhibierenden
FcyRIlb auf B-Zellen und Makrophagen, woraus eine deutlich gesteigerte zytotoxische
Aktivitat gegenUber Tumorzellen durch NK-Zellen in vitro resultierte (36). Aus dem
Austausch von Serin mit Asparaginsaure (D) an Position 239 sowie Isoleucin (1) mit Glutamat
(E) an Position 332 (S239D-I332E) in den humanisierten, klinisch zugelassenen IgG1-
Antikorpern Trastuzumab gegen Her2/neu und Alemtuzumab gegen CD52 resultierte
ebenfalls eine, im Vergleich zu den nativen IgG1-Antikérpern, gesteigerte Affinitat zum
FcyRllla, die konsekutiv sogar zu einer noch starkeren NK-Zell-vermittelten ADCC durch diese
Varianten flhrte als die zuvor genannte Triple-Mutation (37). Auch der humanisierte 1gG1
Tafasitamab (MOR208, XmAb5574), der gegen das auf B-Zellen vorkommende CD19
gerichtet ist, wurde durch die Aminosdauremutation $239D-1332E Fc-optimiert (38,39). Dies
fUhrte nicht nur zu einer signifikanten Inhibition humaner CD19-positiver Lymphomzellen im
Mausmodell, sondern zeigte auch im praklinischen Affenmodell eine signifikante B-Zell-
Depletion, was die Effektivitdit dieses Antikorpers gegen CD19-positive Zellen belegte
(39,40). Tafasitamab (MOR208) wurde Ende 2019 von der FDA und im Juli 2020 von der EMA
fir die Behandlung des Diffus GroRzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) zugelassen, da klinische
Studien fiir die mit dem Antikérper und Lenalidomid behandelten Patienten einen
Uberlebensvorteil belegen konnten (41).

Auch die CDC-Aktivitat von IgG1l-Antikorpern ldsst sich mittels Fc Protein-Engineering
beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass der Austausch der Aminosauren Lysin an
Position 326 und Glutaminsdure an Position 333 durch Alanin (K326A-E333A) in der Cu2-
Domane der Fc-Region von Rituximab zu einer mehrfach erhéhten Bindungsaffinitat fir Clq
fihrt und dariiber die CDC-Aktivitat deutlich gesteigert werden kann (42). Ein weiterer
innovativer und insbesondere fiir die vorliegende Arbeit relevanter Ansatz zur Steigerung
der CDC-Aktivitat wurde von de Jong und Kollegen beschrieben. So kdénnen durch den
Austausch von Glutaminsdaure an den Positionen 345 bzw. 430 durch Lysin bzw. Glycin
(E345K bzw. E430G), mAk hergestellt werden, die nach der Bindung an das Antigen auf der

Zelloberflaiche mit ihren Fc-Regionen Hexamere bilden, darlber deutlich effizienter Clq
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binden und die klassische Komplementkaskade effektiver als die Wildtyp-lgG1-Antikdrper

aktivieren (43).

1.3.2 Fc Glyco-Engineering

Auch eine Modulation des Glykosylierungs-Profils an bestimmten Aminosduren in der Fc-
Region mAk kann zu Veranderungen der Effektorfunktion flihren. IgG beinhalten an Position
297 der Aminosdurekette zwischen Cu2-/Cy3-Domdne einen Asparagin-Rest, an den
hochkonserviert zwei N-Acetylglucosamine, drei Mannosen und weitere Zuckerreste wie
Fucose oder Sialylreste angekniipft sind, die fir die Bindung des Antikdérpers an FcyR und
Clq eine wichtige Rolle spielen (44). So flihrte z.B. eine Verminderung des Fucoseanteils zu
einer Zunahme der Affinitat fir den aktivierenden FcyRllla auf NK-Zellen und konsekutiv zu
einer Verbesserung der ADCC-Aktivitat dieser Glyco-optimierten 1gG1-Antikérper (45,46).
Die Zunahme von Galaktose fiihrte wiederum bei Rituximab zu einer verbesserten Bindung
von Clqg an die Fc-Region und konnte darlber die CDC durch diesen IgG1l-Antikorper
verstarken (47). Beispiele fur Glyco-engineerte mAk ohne Fucose, die klinisch eingesetzt
werden, sind Obinutuzumab und Mogamulizumab. Obinutuzumab, ein mAk gegen CD20, hat
unter anderem eine Zulassung zur Behandlung der CLL (48). Mogamulizumab ist wiederum
ein 1gG1-Antikorper gegen den Chemokin-Rezeptor Typ 4 und kommt bei der Behandlung

des kutanen T-Zell-Lymphoms zum Einsatz (49).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Fc Protein- sowie auch das Fc Glyco-Engineering
groRRes Potential im Hinblick auf eine Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit mAk
bergen. Gleichzeitig stellt aber auch die Suche nach neuen, mdéglichst tumorspezifischen
Antigenen fir die Immuntherapie mit mAk, die durch solche Optimierungsansatze eventuell

noch potenter werden kénnen, ein wichtiges Forschungsfeld dar.

1.4 Der chimdre EBU-141 Antikérper und sein Antigen CD75s

Den chimaren IgG1l EBU-141 (chEBU-141) entwickelte unsere Arbeitsgruppe aus dem
murinen IgM EBU-141. Dieser konnte 1991 von Gramatzki und Kollegen durch die
Immunisierung von Mausen mit der Myelomzelllinie U266 und der klassischen
Hybridomtechnologie hergestellt werden (50). Als Antigen wurde CD75s (vormals CDw75)
identifiziert, was o-2,6-verknipfte, terminale Sialylreste an Galaktose-Zuckern von

Membranproteinen oder -fetten sind, die sich vorrangig auf der Oberflache von gesunden
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und malignen B-Zellen finden (51). Damit wurde durch EBU-141 die Detektion reifer B-Zell-
Neoplasien und Multipler Myelome durch Durchflusszytometrie und Immunhistochemie
ermoglicht, die mittels anderer mAk nicht oder nur unbefriedigend erfasst werden konnten
(50). Die «a-2,6-Sialylierung von Lactosaminen wird von der [-Galaktose-a-2,6-
Sialyltransferase (ST6Gall) katalysiert, die zu einer Gruppe von etwa 20 Sialyltransferasen
gehort, die im Rahmen der posttranslationalen Modifikationen im Golgi-Apparat Sialylreste
an Position a-2,3, a-2,6 (wie im Falle von CD75s) oder a-2,8 von Glykoproteinen und -lipiden
knlpfen (52). Neuere Untersuchungen belegen zudem, dass CD75s neben den o.g. Entitaten
auch auf anderen Tumorentitdten (z.B. Magen- und Prostatakarzinom) vorkommt und sich
somit als Zielstruktur fir Antikérper-basierte Therapien verschiedener Krebserkrankungen
eignen konnte (53,54).

Bei der funktionellen Charakterisierung des murinen Hybridomantikdrpers EBU-141 zeigte
sich, dass sich CD75s-positive Tumorzellen sehr effektiv durch CDC mit humanem Serum
lysieren lassen, aber keine Rekrutierung humaner Effektorzellen fir ADCC und ADCP von
CD75s-positiven Tumorzellen durch den Maus-IgM-Antikorper moglich ist (Doktorarbeit
Malena Kristin Buck). Um den EBU-141, der sich aufgrund seines murinen Ursprungs nicht
flir eine Anwendung im Menschen eignet, therapeutisch anwendbar zu machen, wurde
mithilfe der CD75s-bindenden V-Regionen aus dem urspriinglichen Hybridom, der chimare
IgG1-Antikorper chEBU-141 hergestellt (Doktorarbeit Malena Kristin Buck). Dieser im
Vergleich zum decavalent (IgM-Pentamer mit 10 Fab-Regionen) nur noch bivalent (zwei Fab-
Regionen) bindende mAk wies zwar eine potente ADCC-Aktivitdt gegen CD75s-positive
Tumorzellen auf, zeigte aber einen bis zu 100-fachen Aviditatsverlust fiir das Antigen CD75s
sowie einen kompletten Verlust der CDC-Aktivitat im Vergleich zum urspriinglichen EBU-141
Maus-lgM-Antikérper (Doktorarbeit Malena Kristin  Buck). Um den deutlichen
Aviditatsverlust bei der CD75s-Bindung zu kompensieren, wurde in der Arbeitsgruppe
zusatzlich eine tetravalente (vier Fab-Regionen) Variante des chEBU-141 IgG1-Antikorpers
namens chEBU-141 Duo hergestellt. Dieser Antikdrper hatte eine verbesserte Aviditat fur
CD75s und zeigte auch eine verbesserte ADCC- und CDC-Aktivitdt als chEBU-141. Sowohl
chEBU-141 als auch chEBU-141 Duo dienten als Basis flr die vorliegende Arbeit.
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1.5 Ziel der Arbeit

CD75s ist, im Gegensatz zu den meisten Antigenen, die fir therapeutische Anwendungen als
Zielstruktur dienen, kein Protein, sondern ein Zuckerrest, der vorrangig auf B-Zell-Neoplasien
und Myelomzellen vorkommt und spezifisch durch den mAk EBU-141 gebunden wird. Aus
dem urspriinglichen murinen IgM-Antikdrper EBU-141 wurden in Vorarbeiten bereits zwei
chimére 1gG1-Antikdrpervarianten mit bivalenter (chEBU-141) oder tetravalenter (chEBU-
141 Duo) CD75s-Bindung hergestellt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, zu
Uberprifen, ob mittels Fc Protein-Engineering die Fc-vermittelten Effektormechanismen,
insbesondere ADCC und CDC, also die gleichzeitige effektivere Rekrutierung von NK-Zellen
und Komplementfaktoren fir die Tumorzelllyse von chEBU-141 und chEBU-141 Duo,
verbessert werden konnen. Dazu sollten die Aminosdauremutationen S239D, 1332E und
E345K, unserem Wissen nach erstmalig zusammen, in die Fc-Region der beiden
Antikorpervarianten integriert werden, um sowohl eine Verbesserung der Affinitdt zum
FcyRllla als auch eine hexamere Konfiguration fir die Komplementaktivierung durch Clg-
Bindung auf der Tumorzelloberflaiche durch die beiden chimaren IgGl-Antikoérper zu
erzielen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Fc-optimierten Varianten von chEBU-141 und
chEBU-141 Duo durch molekularbiologische Methoden generiert, die Antikérper durch
Kalziumphosphat-Transfektion von Sdaugerzellen hergestellt und biochemisch charakterisiert
werden, bevor Bindungsanalysen und funktionelle Experimente zu direkten und Fc-
vermittelte Effektormechanismen der Antikorper durchgefiihrt werden sollten. Ziel war es,
die Eigenschaften der optimierten Antikorper chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng
mit denen der nicht-optimierten Antikérper zu vergleichen und ihr Potential fir einen
therapeutischen Einsatz gegen reife B-Zell-Tumoren und das Multiple Myelom zu
analysieren. Zu den reifen B-Zell-Neoplasien zahlt z.B. die B-CLL, die gleichzeitig die haufigste
Form der Leukdmien in westlichen Staaten ausmacht (55). Die meisten mAk, die zur
Behandlung der progredienten B-CLL zugelassen sind (z.B. Rituximab oder Obinituzumab),
haben CD20 als Zielantigen (56). Auch fiir die Behandlung des Multiplen Myeloms stehen mit
Daratumumab gegen CD38 und Elotuzumab gegen CS1 IgG1-Antikérper zur Verfliigung. Die
von uns konstruierten und Fc-engineerten chEBU-141-Antikdrper konnten mit ihrem
Zielantigen CD75s hier entsprechend einen Beitrag zu Erweiterung des Therapiespektrums

reifer B-Zell-Neoplasien und des Multiplen Myeloms leisten.
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2.1 Material
Tab. 1 Gerate
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Gerat (Herstellerbezeichnug)

Hersteller, Sitz

Autoklav (Systec 5075EL)

Systec, Linden

Brutschrank (HERA cell 240)

Heraeus, Hanau

Durchflusszytometer (Navios Flow Cytometer)

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Elektroporator (MicroPulser)

BioRad, Hercules, USA

Gefrierschrank (Kendro Typ HFU 686 Top)

Heraeus, Hanau

Heizblock (block heater SBH130D)

Stuart, Staffordshire, UK

Kuhlschrank (Kuhl-Gefrierkombination NoFrost)

Liebherr, Bulle

Lichtmikroskop (Axiovert25)

Zeiss, Oberkochen

MicroBeta TriLux 1450 LSC & Luminescence
Counter

Perkin Elmer, Waltham, USA

Magnetrihrer (MR Hei-Mix S)

Heidolph, Schwabach

MilliQ Anlage (MilliQ A10)

Merck, Darmstadt

Netzteil fur Elektrophorese (PowerPac HC)

BioRad, Hercules, USA

pH-Meter (HI2215 pH; ORP Meter)

HANNA instruments, Véhringen

Photometer (BioPhotometer;
Sunrise remote)

Eppendorf, Hamburg; Tecan, Mannedorf,
CH

Pipetten (Reference)

Eppendorf, Hamburg

Pipetus (pipetus-akku)

Hirschmann, Eberstadt

Pumpe (laboport)

KNF Neuberger, Freiburg

Schiittelinkubator (HT Infors)

Infors HT, Einsbach

Schuttler (3006)

GFL, Burgwedel

Sterilbank (HERA Safe Typ HS18)

Heraeus, Hanau

Thermocycler (Peltier Thermal Cycler-/PTC-200)

BioRad, Hercules, USA

UV-Tisch

Syngene, Cambridge, UK

Tab. 2 Labormaterialen

Material

Hersteller, Sitz

96-well-Platte

Sarstedt, Nimbrecht

1450 MicroBeta 96-well-Platte

Perkin Elmer, Watham, MA, USA

Becherglaser

Schott, Mainz

S-Monovette®

Sarstedt, Nimbrecht

Dialysiermembran (AusschlussgréBe: 25 um)

Carl Roth, Karlsruhe

Einwegskalpell

Feather, Osaka, J

Elektroporationskiivetten fir Bakterien

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Erlenmeyerkolben

Schott, Mainz

Flaschen

Schott, Mainz

Gel-Gie3-Vorrichtung

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Glasplatten und Kdmme

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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Kanulen

Becton Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA

Kulturflasche

Sarstedt, Nimbrecht

Kulturschalen (100 x 20 mm)

Sarstedt, Nimbrecht

Messzylinder

Kartell, Noviglio, |

Neubauerzahlkammer

Paul Marienfeld, Lauda-Koénigshofen

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Poly-prep Saule

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Reaktionsgefilie

Sarstedt, Nimbrecht

Rohrchen fiir Zytometrie

Sarstedt, Nimbrecht

Serologische Pipetten

Sarstedt, Nimbrecht

Spritzen

Becton Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA

Sterilfilter (grof) 0,22 um

Merck, Darmstadt

Sterilfilter (klein) 0,22 um

Pall, Part Washington, NY, USA

Zellsieb

Becton Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA

Kivetten

Eppendorf, Hamburg

Tab. 3 Verwendete Chemikalien und Kits

Name

Hersteller, Sitz

100 bp DNA ladder

Carl Roth, Karlsruhe

100 bp DNA ladder, extended

New England Biolabs, UK

250 bp DNA ladder

Carl Roth, Karlsruhe

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

Carl Roth, Karlsruhe

Acrylamid Rotiphorese Gel 30

Merck, Darmstadt

Agar Carl Roth, Karlsruhe

Agarose Lonza, Basel, CH

Albumin Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Darmstadt

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe

Aqua dest. Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Bromphenolblau

Carl Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Capture Select IgG-CH1 Affinity Matrix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Chloroquin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
>1Chrom (°1Cr) Hartmann Analytic, Braunschweig
Coomassie Carl Roth, Karlsruhe

Dinatriumhydrogenphosphat

Carl Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT)

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Carl Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe

Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

Lymphoflot

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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Methanol

Merck, Darmstadt

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Merck, Darmstadt

Natriumazid

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Merck, Darmstadt

NucleoBond Xtra Maxi Kit

Machery Nagel, Diren

NucleoSpin Mini Kit

Machery Nagel, Diren

OptiPhase SuperMix

Perkin Elmer, Watham, MA, USA

Pierce BCA Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Precision Plus Protein Dual Color Standard

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Venlo, NL

Super Optimal Broth (SOC)-Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merck, Darmstadt

Triton-X-100

Merck, Darmstadt

Trypanblau Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tab. 4 Gele
Name Zusammensetzung bzw. Hersteller, Sitz

Agarosegel (1 %)

100 ml 1xTAE-Puffer, 1 g Agarose

Mini-PROTEAN® TGX™ Gel

BioRad Laboratories, CA, USA

Tab. 5 Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung bzw. Hersteller, Sitz
2xHBS-Puffer (pH 7,5) 50 mM HEPES

280 mM NacCl

1,5 mM NaxHPO4
Coomassie-Losung 60 ml H,O

20 ml Methanol
20 ml 5%Roti Blue

FACS-Puffer (PBA)

1xPBS
1 % BSA
0,1 % Natriumazid

MTS-L6sung (pH 6,5)

Roche, Basel

SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM TRIS
192 mM Glycin
0,1 % SDS

SDS-PAGE Probenpuffer (reduzierend) 0,313 g/mol TRIS HCI (pH 6,8)
10 % SDS

0,05 % Bromphenolblau
50 % Glycerin
0,5 g/mol DTT

SDS-PAGE Probenpuffer (nicht-reduzierend)

0,313 g/mol TRIS HCI (pH 6,8)
10 % SDS

0,05% Bromphenolblau

50 % Glycerin
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Material Zusammensetzung bzw. Hersteller, Sitz
Accutase Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
D10* DMEM (Dulbecco's Modified Eagle

Medium)

10 % FBS

1 % P/S (10000 Units/ml Penicillin, 10000
ug/ml Streptomycin)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Fetal Bovine Serum (FBS)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

R10*

RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™
10 % FBS

1 % P/S (10000 Units/ml Penicillin, 10000
ug/ml Streptomycin)

Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Tab. 7 Zelllinien

Zelllinie Referenz, Zelltyp Medium | Kultur
Bezugsquelle

BHK CD16a- Glorius, et al. stabil transfizierte R10* Adhéarent

158F und (2013) (57) Babyhamster-Nieren-Zellen

CD16a-158V

Daudi DSMZ humane Burkitt-Lymphom- D10* Adharent

Zellen

Lenti-X 293T Lonza embryonale Nieren-Zellen D10* Adharent

U266 K. Nilsson humane Myelom-Zellen R10* Suspension
(Uppsala,
Schweden)

Tab. 8 Bakterien und Bakterienmedien

Bakterienstamm

Zusammensetzung bzw. Hersteller, Sitz

2xYT-Medium (pH 7,2)

16 g Trypton

10 g Hefeextrakt

5 g NaCl

1 ml Ampicillin/Kanamycin-
Stocklésungen (100 mg/ml)

ad 11 Aqua dest.

(fur Agar-Platten noch 15 g/l Agar
hinzufligen)

Elektrokompetente E. coli XL-1 Blue

Eigene Herstellung

One Shot Mach1-T1 chemically competent E. coli

Invitrogen, Carlsbad, USA
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Tab. 9 Vektoren
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Vektor Antibiotikaresistenz Hersteller, Sitz
pEx-A258-EBU-141-Duo-VH Ampicillin Eurofins Scientific, Luxemburg
pSec-CD19-Fc opt Ampicillin zur Verfligung gestellt
pSec-EBU-141-Duo-VH-IgG1-Fc- | Ampicillin eigene Herstellung

eng-HC

pSec-EBU-141-VH-IgG1-Fc-eng- | Ampicillin eigene Herstellung

HC

pSec-EBU-141-VH-wt-1gG1-HC Ampicillin zur Verfligung gestellt
pSec-EBU-VL-kappa-LC-Full Ampicillin zur Verfligung gestellt

Tab. 10 Enzyme

Enzyme Puffer Hersteller, Sitz

BspQl NEB 3.1 NEB, Ipswich, MA, USA

Nhel CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA

PpuMI CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA
T4-Ligase Ligase-Puffer Hoffmann-La Roche, Basel, CH

Tab. 11 Antikorper

Antikorper Antigen Isotyp Referenz/Hersteller, Sitz

chEBU-141 CD75s/CDw75 | chimarer I1gG1 nicht publiziert

chEBU-141 Duo CD75s/CDw75 | chimarer I1gG1 nicht publiziert

chEBU-141 Fc eng CD75s/CDw75 | chimarer I1gG1 nicht publiziert

chEBU-141 Duo Fc eng CD75s/CDwW75 | chimarer I1gG1 nicht publiziert

Cetuximab (Erbitux) EGFR chimarer 1gG1 UKSH Apotheke

EBU-141 CD75s/CDw75 | muriner IgM Gramatzki, et al. (1991)
(50)

FITC-conjugated AffiniPure | human IgG F(ab’)2 (Ziege) | Jackson Immuno Research,

F(ab“)2 fragment Goat Suffolk, UK

Anti-Human IgG

Goat Anti-Mouse IgM-FITC | murine IgM polyklonale Ak | Caltag Laboratories

(Ziege) Carlsbad, USA

Purified Mouse IgM, - muriner IgM BD Biosciences, Bedford,

Kk Isotype Control USA

Rituximab (Rituxan) CD20 chimarer 1gG1 UKSH Apotheke
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2.2 Methoden
2.2.1 Herstellung der Expressionsplasmide fiir die Fc-engineerten chimaren EBU-141
Antikorper
Um das Expressionsplasmid fiir die schwere Kette des Fc-optimierten chEBU-141 IgG1-
Antikorpers chEBU-141 Fc eng herzustellen, wurde zunachst die CD19-bindende V4 im
Plasmid pSec-CD19-Fc opt (pSec-Vektor) gegen die CD75s-bindende V4 von chEBU-141
(chEBU-141 V4) aus dem Plasmid pSec-EBU-141-VH1-wt-lgG1-HC ausgetauscht. Der pSec-
Vektor enthielt die genetische Information fiir die Cy1- bis Ch3-Domane eines humanen IgG1
mit den Aminosdauremutationen S239D, 1332E und E345K. Beide Vektoren wurden einem
Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Nhel und PpuMI fir 16 h bei 37°C unterzogen
(Tab. 12). Fur die Herstellung des Plasmides fir die schwere Kette des Fc-optimierten,
tetravalenten chEBU-141 Duo Fc eng wurde die DNA-Sequenz (zwei tber einen kurzen Linker
verbundene Vu-Cul-Fragmente) von der Firma Eurofins synthetisiert und mit einem
Doppelverdau mit Nhel und BspQl aus dem Plasmid pEx-A258-EBU-141-Duo-VH
ausgeschnitten. Der pSec-CD19-Fc opt-Vektor wurde identisch behandelt. Dieser
Restriktionsverdau wurde bei 37°C fir 4 h und anschlieend fiir 16 h bei 50°C im Heizblock
durchgefiihrt. Die Restriktionsansdtze sind in Tab. 12 aufgeflihrt. Das Plasmid fiir die
Expression der leichten Kette (V. + C.) von chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng
wurde vom Labor zur Verfligung gestellt (pSec-EBU-141-VL-kappa-LC-Full) und unterscheidet
sich zwischen den optimierten und nicht-optimierten Varianten der chEBU-141-Antikorper
nicht.

Tab. 12 Restriktionsansdtze

pSec-CD19-Fc opt (pSec-Vektor)

pSec-EBU-VH-wt-IgG1-HC

42,7 uL Aqua dest.

42,7 ul Aqua dest.

5 pl 10xCutSmart Puffer

5 pl 10xCutSmart Puffer

0,3 Wl DNA (7 pg/ul)

0,3 pl DNA (6,8 pg/ul)

1 ul Nhel

1 ul Nhel

1 ul PpuMi

1 ul PpuMi

pEx-A258-EBU-141-Duo-VH

42 ul Aqua dest.

5 ul 10xNEB 3.1 Puffer

1 pI DNA (2 pg/pl)

1 ul Nhel

1 ul BspQl
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Fiir die Isolierung der beno6tigten DNA-Fragmente wurden die Restriktionsansatze in einer
1 %igen Agarosegelelektrophorese fiir 1 h bei 120 V in 1xTAE-Puffer ihrer GroBe nach
aufgetrennt. Dabei wurde ein Reaktionsgemisch aus jeweils 50 pl des Doppelverdaus mit
10 pl 6xLoading Dye (NEB) versetzt und zusammen mit einem GrofRenstandard auf das Gel
aufgetragen. Die Gele wurden anschlieRend fiir 20 min in einem Ethidiumbromid-Bad
gefarbt. Die entsprechenden DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines Einwegskalpells unter
Zuhilfenahme von UV-Licht ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
nach Protokoll aus dem Gel eluiert. Fiir die Ligation der DNA-Fragmente wurden je 7 ul pSec-
Vektor, 2 ul Ligation Buffer und 1 ul T4 DNA Ligase mit 10 pl chEBU-141 Vy (Vector-to-Insert-
Ratio 1:3) oder 1 pl chEBU-141 Duo Vy (Vector-to-Insert-Ratio 1:1) in einem Gesamtvolumen
von 20 pl fur 16 h bei 4°C inkubiert. Im Anschluss an die Ligation erfolgte die Transformation
von je 4 ul der Ligationsansdtze mittels Hitzeschock in je 50 pl chemisch kompetente E. coli
nach Protokoll des Herstellers. Daraufhin wurden je 100 ul der transformierten Zellen auf
2xYTamp-Platten ausgestrichen und 16 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden je
10 E. coli-Klone gepickt und in je 5 ml 2xYT-Medium mit jeweils 100 pg/ml Ampicillin
gegeben. Nach erneuter 16-stiindiger Inkubation bei 37°C im Schittler (200 rpm) wurde die
Plasmid-DNA mittels NucleoSpin Plasmid DNA purification Kit (Macherey-Nagel) nach
Protokoll aus den E. coli isoliert. Um die Expressionsplasmide (pSec-EBU-141-VH-IgG1-Fc-
opt-HC und pSec-EBU-141-Duo-VH-IgG1-Fc-opt-HC) initial zu Uberprifen, wurden
Kontrollverdaue mit den Restriktionsenzymen Nhel und PpuMI durchgefihrt (Tab. 13).

Tab. 13 Restriktionsansatz fiir Kontrollverdau

16,5 ul Aqua dest.

2,5 pl 10xCutSmart Puffer
5 ul DNA

0,5 ul Nhel

0,5 ul PpuMi

Je zwei positive E. coli-Klone, die die erwarteten FragmentgréoRen bei der anschlieBenden
Agarosegelektrophorese der Kontrollverdaue zeigten, wurden ausgewahlt und 200 ml 2xYT-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin mit diesen Klonen angeimpft. Nach 24-stiindiger
Inkubation bei 37°C und 200 rpm im Schittler wurden die Plasmide mit dem NucleoBond

Xtra Maxi-Kit (Macherey-Nagel) nach Protokoll aus den E. coli isoliert. Die DNA-
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Konzentration wurde mittels photometrischer Messung der Absorption bei 260 nm
ermittelt. Die Reinheit der doppelstrangigen DNA wurde aus dem Verhaltnis der Absorption
bei 260 nm zu 280 nm ermittelt, wobei die Werte bei allen Proben zwischen 1,8-2,0 lagen

und somit als rein eingestuft werden konnten.

2.2.2 Sequenzierung der Expressionsplasmide

Um die korrekte Basenabfolge der Sequenzen in den Expressionsplasmiden zu Uberpriifen
und unerwiinschte Punktmutationen auszuschlieRen, wurden die Proben im Zentrum fir
Molekulare Biowissenschaften der Christian-Albrechts-Universitdat zu Kiel einer
Sequenzierung nach Sanger unterzogen. Die Sequenzierungsansatze setzten sich aus 3 pl
(300 ng) Plasmid-DNA (pSec-EBU-141-VH-IgG1-Fc-eng-HC und pSec-EBU-141-Duo-VH-IgG1-
Fc-eng-HC) sowie je 1 pl (4,8 uM) der Primer pSec CMV (forward), pSec CH1 (forward), pSec
back1 (reverse), pSec back2 (reverse) oder pSec Reverse (alle Sigma-Aldrich) zusammen. Die
Auswertung der Sequenzierungen erfolgte mit der Vector NTI Software (Thermo Fisher
Scientific).

2.2.3 Antikorperexpression und -aufreinigung

2.2.3.1 Expression in Lenti-X 293T-Zellen durch Kalziumphosphat-Transfektion

Sowohl fir die Expression des chEBU-141 Fc eng als auch des chEBU-141 Duo Fc eng wurden
Lenti-X 293T-Zellen verwendet. Es wurden 3x10° Lenti-X 293T-Zellen auf 100 sterile 12 cm-
Zellkulturplatten ausgesat und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank mit 5 % CO; inkubiert,
sodass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine optimale Zelldichte von 50 % hatten.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und 8 ml frisches D10*-Medium auf jede
Platte pipettiert. Im nachsten Schritt wurden zwei DNA-Ansdtze mit Volumina von je
5x20 ml, bestehend aus jeweils 500 pg Plasmid-DNA fir die schwere Kette (pSec-EBU-141-
VH-1gG1-Fc-eng-HC bzw. pSec-EBU-141-Duo-VH-lgG1-Fc-eng-HC) und 500 pg pSec-EBU-
141-VL-kappa-LC-Full fur die leichte Kette von chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-141 Duo Fc
eng, 250 ul Chloroquin, 5 ml Kalziumchlorid sowie 45,6 ml Aqua dest., tropfenweise im
Verhaltnis 1:1 zu je 5x20 ml 2xHBS-Puffer pipettiert, wahrend gleichzeitig mit einer zweiten
Pipette Luft in den Ansatz gegeben wurde. Im ndchsten Schritt wurden pro Platte
tropfenweise jeweils 2 ml des DNA-Gemisches gleichmaRig auf den Lenti-X 293T-Zellen
verteilt. Nach 8-stiindiger Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurde der Uberstand

abgesaugt und durch 15 ml frisches Medium pro Platte ersetzt. Nach 3 und nach 6 Tagen
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wurden die Zellkulturiiberstande in sterilen 2 |-Flaschen gesammelt und die Platten dann
entsorgt. Nach demselben Protokoll wurden zur Kontrolle auch die nicht-optimierten chEBU-

141 und chEBU-141 Duo IgG1-Antikorper mit bereitgestellten Plasmiden produziert.

2.2.3.2 Aufreinigung der Antikorper

Vor der eigentlichen Aufreinigung wurden die im Uberstand noch vorhandenen Zellen durch
einen Zentrifugationsschritt (4000 rpm, 4°C, 20 min) entfernt und anschliefend der pH-Wert
der Uberstinde mittels 3 M NaOH auf 8,0 eingestellt. Als nichstes wurden die
Zellkulturiberstiande mit den darin enthaltenen Antikorpern steril filtriert und die Capture
Select 1gG-CH1 Affinity Matrix im Verhaltnis 1:1000 fir 16 h bei 4°C eingeriihrt. Die Beads
mit den gebundenen Antikérpern wurden danach bei 2000 rpm und 4°C fir 10 min
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Die Beads wurden in einem 50 ml-Réhrchen
gesammelt und bis zu drei Mal in 50 ml kaltem 1xPBS bei 1600 rpm und 4°C fir 10 min
gewaschen bis der Uberstand klar und keine sichtbaren Reste von Medium mehr erkennbar
waren. Die Beads mit den gebundenen Antikdrpern wurden dann in einer Poly-Prep-Saule
gesammelt und nochmal mit 10 ml kaltem 1xPBS gewaschen. AnschlieBend wurden die
Antikorper mit Hilfe von 6 ml 0,1 M Glycin (pH 3,0) in ein 15 ml-Réhrchen, in dem 1,2 ml
0,1 M TRIS (pH 8,0) zuvor hinzugefiigt worden war, von der Sdulenmatrix bzw. den Beads
eluiert. Der nachste Schritt beinhaltete die Dialyse des Eluats. Hierfiir wurde das Eluat in eine
Dialysiermembran (AusschlussgroRe: 25 um) pipettiert, die zuvor in 1xPBS eingeweicht
worden war. Die Antikorper wurden im Anschluss fiir drei Tage gegen je 5 | steriles 1xPBS bei
4°C dialysiert, wobei ein taglicher Wechsel des Dialysepuffers erfolgte. Zum Schluss wurden
die dialysierten Antikérper in ein 6 ml Vivaspin-Rohrchen gefillt und bei 4000 rpm
zentrifugiert, bis das Volumen auf etwa 1 ml eingeengt war. Danach wurden die Antikorper

erneut steril filtriert und anschlieBend bei 4°C gelagert.

2.2.3.3 Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay, SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Um die Konzentration der aufgereinigten Antikdrper zu bestimmen, wurde zunachst der
BCA-Test nach Smith (58) mit dem Pierce BCA Assay Kit entsprechend der Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Messung der Proben erfolgte in 96-well-Platten mit dem
Sunrise Remote Reader und die Auswertung mit der Magellan-Data Analysis Software
(beides Tecan). Als Referenz diente eine Standardkurve mit bovinem Serumalbumin in
definierten Konzentrationen von 25 bis 2000 pg/ml. Die produzierten Antikérper wurden fur

die Messungen jeweils 1:2 und 1:10 verdinnt und die Konzentrationen mithilfe der
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Standardkurve aus Triplikaten ermittelt. AnschlieBend wurden unter reduzierten und nicht-
reduzierten Bedingungen SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen (SDS-PAGE) durchgefiihrt.
Hierzu wurden Verdinnungen des CD20-Antikdrpers Rituximab mit definierten
Konzentrationen zusammen mit den zu testenden chimaren IgG1l-Antikorpern chEBU-141,
chEBU-141 Duo, chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng zur Abschatzung der
Proteinkonzentration und Reinheit mit einem reduzierenden oder nicht-reduzierenden
Probenpuffer versetzt. Alle Proben wurden 5 min bei 95°C erhitzt. AnschlieBend wurden je
10 pl auf ein 4-15 %iges Mini-PROTEAN® TGX-Gel der Firma Bio Rad aufgetragen. Zur
GroRenabschatzung diente der Precision Plus Protein Dual Color Standard. Die
Gelelektrophorese wurde fiir 5 min bei 100 V und anschliefSend fiir weitere 60 min bei 120 V
in SDS-PAGE Laufpuffer durchgefiihrt. Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die
Proteine im Gel mittels Coomassie-Losung fiir 16 h bei Raumtemperatur angefarbt und die

Gele anschliefend Gber mehrere Stunden in Leitungswasser wieder entfarbt.

2.2.4 Durchflusszytometrische Messungen

Um die Bindung der Antikdrper an das Zielantigen CD75s sowie die Bindung der Fc-Region an
den FcyRllla zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Messungen mit
verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zunachst mit 10 ml 1xPBS
gewaschen und fur 5 min bei 1600 rpm und 21°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand verworfen und eine Zihlung der Zellen mit Trypanblau vorgenommen, die dann
mittels kaltem FACS-Puffer (1x PBS + 1 % BSA + 0,1 % Natriumazid) auf 5x10%/ml eingestellt
wurden. Danach wurden 100 pl bzw. 500.000 Zellen auf Eis in FACS-ROhrchen pipettiert und
mit den zu untersuchenden Antikérpern in den im Ergebnisteil angegebenen
Konzentrationen fur 30 min bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben
zweimal mit 3 ml kaltem FACS-Puffer gewaschen sowie zwischen den Waschschritten fir 5
min bei 1600 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die
Zellpellets abschlieBend in je 50 pl FACS-Puffer mit dem Sekundarantikérper FITC-conjugated
AffiniPure F(ab‘)2 fragment Goat Anti-Human IgG (1:20 verdiinnt) resuspendiert und erneut
fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen wie zuvor beschrieben gewaschen, in
500 ul FACS-Puffer resuspendiert und mit dem Navios Flow Cytometer gemessen. Die

Auswertung erfolgte mit der Kaluza Analysis Software Version 1.3 (Beckman Coulter).
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2.2.5 MTS-Assay zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat

Der MTS-Assay wird zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von Zellen verwendet.
Dabei wird die Zellvitalitat mit der Aktivitdit des mitochondrialen Enzyms Succinat-
Dehydrogenase korreliert. In stoffwechselaktiven Zellen (z.B. Tumorzellen) ist dieses Enzym
in der Lage, das gelbliche Tetrazoliumsalz in das braune, unlésliche Formazan zu reduzieren
(59). Kommt die Stoffwechselaktivitdt zum Erliegen, ist diese Reaktion nicht mehr moglich.
Die Versuche wurden in einem finalen Volumen von 200 ul pro well in 96-well-
Zellkulturplatten durchgefihrt. Pro well wurden hierbei 20.000 Zielzellen in ihrem
entsprechenden Zellkulturmedium mit den Antikérpern in einer finalen Konzentration von
100 pg/ml verwendet. Als Kontrolle dienten Medium- sowie Zellwerte ohne Antikorper. Die
Ansdtze wurden in Triplikaten pipettiert und 72 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurde 25 pl MTS-Losung pro well hinzugegeben und fiir 3 h bei 37°C inkubiert. Zur
Ermittlung des Prozentsatzes lebender Zellen wurde die Absorption bei einer Wellenldange
von 490 nm (Referenz-Wellenldnge 650 nm) mit dem Sunrise Remote Photometer (Tecan)
gemessen, die Triplikate gemittelt und anschlieend das Verhaltnis lebender, behandelter
Zellen nach unten stehender Formel in Relation zur Absorption lebender, unbehandelter
Zellen gesetzt.

Mittelwert der Absorption der Proben mit behandelten Zellen

% Wachstum = x 100
Yo Wachstum Mittelwert der Absorption der Proben mit unbehandelten Zellen

2.2.6 Zytotoxizititsversuche (**Chrom-Freisetzungsversuche)

2.2.6.1 Aufreinigung der Effektorzellen

Entsprechend der Deklaration von Helsinki wurden alle Versuche mit humanen Zellen nach
Genehmigung durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel (Ethikvotum AZ.: D467/15; siehe Anhang unter Punkt 7) und
dem schriftlichen Einverstandnis der Personen durchgefiihrt. Um periphere mononukleare
Zellen (MNC) als Effektorzellen fir die Zytotoxizitdtsversuche zu erhalten, wurden Leukocyte-
Reduction-System-Chambers (LRSC-Kammern) als Abfallprodukte bei der
Bluttransfusionsherstellung des UKSH-Blutspendezentrums von schriftlich aufgeklarten und
einverstandenen, pseudonymisierten Spendern verwendet. Unter sterilen Bedingungen
wurden die LRSC-Kammern gedffnet und der Inhalt (ca. 10 ml) in ein 50 ml-Réhrchen gefiillt.

Die Rohrchen wurden mit 1xPBS auf 40 ml aufgefillt. AnschlieRend wurden je 15 ml



Methoden 21

Lymphoflot (Ficoll-Dichtegradienten-Lésung) in vier 50 ml-Réhrchen vorgelegt und mit je
10 ml verdiinntem Inhalt der LRSC-Kammern vorsichtig tiberschichtet. Die Réhrchen wurden
anschlieBend fir 20 min bei 2000 rpm ohne Bremse und 21°C einer
Dichtegradientenzentrifugation zugefihrt. Die MNC-Schicht wurde vorsichtig abgesaugt und
in ein steriles Rohrchen Uberfiihrt. Die MNC wurden mit 1xPBS gewaschen, fiir 5 min bei
1600 rpm und 21°C zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss entfernt. Um eventuell
verbliebene Erythrozyten zu entfernen, wurde 45 ml kaltes destilliertes Wasser zugegeben
und die Zellen fur 30 s darin inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 5 ml 10xPBS
beendet. Die Proben wurden zweimal fiir 5 min bei 1600 rpm gewaschen, der Uberstand
entfernt und die so erhaltenen MNCs in 25 ml R10*-Medium resuspendiert und gezahlt. Je
100 Mio. MNC wurden in 20 ml R10*-Medium uber Nacht bei 37°C und 5 % COz im
Brutschrank inkubiert, um am niachsten Tag fir die >’Chrom-Freisetzungsversuche (Punkt
2.2.6.2) verwendet zu werden. MNCs von Lymphompatienten, die 94-98 % Tumorzellen
enthielten und in einigen Versuchen als Zielzellen dienten, wurden aus dem peripheren Blut
(EDTA-R6hrchen) durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert und entweder direkt

verwendet oder kryokonserviert gelagert.

2.2.6.2 Messung der Antikdrper-abhangigen Zell-vermittelten Zytotoxizitat (ADCC)

Fiir die ADCC-Versuche wurden 400.000 MNCs mit 5.000 Zielzellen in einer effector-to-
target-ratio (E/T-Ratio) von 80:1 in einem Gesamtvolumen von 200 pl R10*-Medium pro well
in einer 96-well-Platte inkubiert. Die Zielzellen wurden zuvor mit 100 uCi >1Cr fir 2 h bei 37°C
inkubiert und dreimal mit R10*-Medium gewaschen (Zentrifugationen bei 1600 rpm und
21°C fur 5 min), um freies °'Cr zu entfernen, bevor sie mit den Effektorzellen und den
Antikorpern in Triplikaten fir 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert wurden. Im Anschluss
erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 2000 rpm, woraufhin 25 pl Uberstand zu 150
ul OptiPhase SuperMix in eine 1450 MicroBeta 96-well-Platte pipettiert wurden. Der
OptiPhase SuperMix diente dabei zur Umwandlung der radioaktiven Strahlung des
freigesetzten >ICr lysierter Zellen in messbare Lumineszenzsignale, die mit dem MicroBeta
TriLux 1450 Counter gemessen werden konnten. Die Antikorper-abhangige Lyse wurde nach
der unten angegebenen Formel berechnet. Mittels Zugabe von 1 % v/v Triton X-100 zu den
Zielzellen wurden die maximalen counts per minute (cpm) bestimmt. Fiir die Bestimmung

der basalen cpm wurden Zielzellen ohne Antikoérper und Effektoren verwendet.
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9% Spezifische L _ Experimentelle cpm — Basale cpm < 100
0 SPEZIISCRE WYSE = " aximale cpm — Basale cpm

2.2.6.3 Messung der Komplement-abhangigen Zytotoxizitdt (CDC)

Nach schriftlicher Aufklarung und Einwilligung wurde fiir die Analyse der CDC-Aktivitat
frisches humanes Serum von gesunden Spendern oder B-CLL-Patienten verwendet, das
mittels Serum-Blutentnahmerdhrchen gewonnen wurde. Das Serum wurde 30 min bei 4°C
inkubiert, anschlieRend fir 20 min bei 3000 rpm zentrifugiert, steril abgenommen und mit
einem Volumen von 50 ul pro well (25 % v/v) als Quelle fur humane Komplementfaktoren in
den Chrom-Freisetzungsversuchen anstelle der MNCs (Punkt 2.2.6.2) verwendet.

2.2.7 Statistische Analysen

Zur grafischen und statistischen Auswertung der Versuchsergebnisse wurde das Programm
GraphPad PRISM 8.0 (GraphPad Software) verwendet. Fir die Berechnung der
Signifikanzwerte (p-Werte) wurde der one-way analysis of variance (ANOVA) genutzt, wobei

die Nullhypothese fiir p < 0,05 verworfen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung der Fc-optimierten IgG1 Antikérper chEBU-141 Fc eng und chEBU-
141 Duo Fc eng
3.1.1 Klonierung der Expressionsvektoren

Um die Expressionsplasmide fiir die Produktion von chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo
Fc eng herzustellen, wurde die genetische Information fiir die V4 von chEBU-141 aus dem
Plasmid pSec-EBU-141-VH-wt-IgG1-HC (pSec-EBU-VH, Abb. 2A) und die genetische
Information fiir die zwei Uber einen kurzen Linker verbundenen Vu-Chl-Domdnen von
chEBU-141 Duo aus dem Plasmid pEx-A258-EBU-141-Duo-VH (pEx-EBU-Duo-VH, Abb. 2A),
wie im Methodenteil unter Punkt 2.2.1 beschrieben, mit den Restriktionsenzymen Nhel und
PpuMI bzw. Nhel und BspQl geschnitten, um sie anschlieBend in einen jeweils identisch
geschnittenen pSec-Vektor zu klonieren, der bereits die genetische Information fir die
restlichen konstanten Bereiche der schweren Kette eines humanen IgGl mit den
Aminosdauremutationen S239D, 1332E und E345K enthielt. Durch Agarosegelelektrophorese
wurden die entstandenen DNA-Fragmente ihrer Grof3e nach aufgetrennt. In Abb. 2A sind die
DNA-Fragmente mit den erwarteten GréRen (chEBU-141 Vu: 428 bp; chEBU-141 Duo-Vu:
1258 bp; pSec-Vektor: 6600 bp), die anschlieBRend aus den Gelen ausgeschnitten und
miteinander ligiert wurden (chEBU-141 Vy bzw. chEBU-141 Duo-Vy in den pSec-Vektor),
durch Pfeile gekennzeichnet. Die Plasmide wurden in E. coli transformiert und die Sequenzen
abschlielend mittels Sanger-Sequenzierung validiert. Fiir die Herstellung der Antikorper
standen somit die Expressionsplasmide pSec-EBU-141-VH-IgG1-Fc-eng-HC und pSec-EBU-
141-Duo-VH-IgG1-Fc-eng-HC fir die schweren Ketten und pSec-EBU-141-VL-kappa-LC-Full
fur die leichte Kette (vom Labor zur Verfligung gestellt) zur Verfiigung. In Abb. 2B sind
schematisch die Fc-engineerten IgG1-Antikorper chEBU-141 Fc eng (1) und chEBU-141 Duo Fc
eng (Il) mit den durch einen Stern markierten Aminosduremutationen in der Cuy2- und Cy3-

Domane dargestellt.
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Abb. 2. Herstellung der Expressionsplasmide fiir die Fc-optimierten chEBU-141-Antikorper. (A) Gezeigt sind
die Agarosegele der ,Ursprungsplasmide” nach Restriktionsverdau wie im Material und Methodenteil
beschrieben. Die fiir die Herstellung der Expressionsplasmide verwendeten DNA-Fragmente (die Vi von chEBU-
141 (links), die Vuy-Cyl-Domédnen von chEBU-141 Duo (Mitte) und der pSec-Vektor, der die genetische
Information fir die fehlenden konstanten Domdnen der schweren Kette eines IgG1l-Antikdrpers mit den
Aminosduremutationen S239D, 1332E und E345K enthielt (rechts)), sind mit Pfeilen gekennzeichnet. S =
GroRenstandard. (B) Schematische Darstellung der Fc-engineerten 1gG1-Antikérper chEBU-141 Fc eng (1; links)
und chEBU-141 Duo Fc eng (Il; rechts) mit den ungefdhren Positionen der Aminosduremutationen S239D-
I332E-E345K in den C42- und Cy3-Domanen (*). S-S = Disulfidbriicken.

3.1.2 Herstellung der Antikorper

Die Fc-optimierten Antikorper wurden durch Kalziumphosphat-Transfektion einer 1:1
Mischung der Expressionsplasmide pSec-EBU-141-VH-IgG1-Fc-eng-HC bzw. pSec-EBU-141-
Duo-VH-IgG1-Fc-eng-HC, die fir die schwere Kette von chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-141
Duo Fc eng kodieren, mit pSec-EBU-141-VL-kappa-LC-Full fir die leichte Kette in Lenti-X-
293T-Zellen exprimiert. Mit vom Labor zur Verfiigung gestellten Plasmiden wurden in

identischer Weise auch die nicht-optimierten IgG1-Antikérper chEBU-141 und chEBU-141
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Duo hergestellt. Nach der affinitatschromatografischen Aufreinigung mittels Capture Select
19G-CH1 Affinity Matrix und Dialyse der exprimierten chimaren IgG1-Antikérper chEBU-141,
chEBU-141 Fc eng, chEBU-141 Duo und chEBU-141 Duo Fc eng, wurde die Konzentration und
Reinheit in den finalen Proteinpraparationen Uberprift. Als Referenz dienten
Verdinnungsreihen mit definierten Konzentrationen von Rituximab, einem chimaren IgG1-
Antikorper gegen CD20. Die Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay ergab
Proteinkonzentrationen von ca. 1 mg/ml fur alle Antikérper, womit im Durchschnitt aus 1 |
Uberstand 1 mg Antikérper gewonnen werden konnten. Zusitzlich wurden SDS-PAGE-
Analysen unter reduzierten und nicht-reduzierten Bedingungen mit anschlieBender
Coomassie-Farbung durchgefiihrt (Abb. 3A und 3B). Unter nicht-reduzierenden Bedingungen
wandern die Antikorper in ihrer Gesamtheit durch das elektrische Feld und zeigen das
erwartete Molekulargewicht von 150 kDa im Falle der IgG1l-Antikorper chEBU-141 und
chEBU-141 Fc eng, das dem Molekulargewicht des Kontroll-lgG1-Antikérpers Rituximab
entspricht, sowie ein Molekulargewicht von 250 kDa im Falle der um jeweils zwei Fab-
Fragmente groReren IgG1-Antikdrper chEBU-141 Duo und chEBU-141 Duo Fc eng (Abb. 3A).
Unter reduzierenden Bedingungen werden die Disulfidbriicken (Abb. 2) durch das DTT im
Puffer ,gespalten”, wodurch die Antikorper in ihre schweren und leichten Ketten zerfallen
und die einzelnen Bestandteile entsprechend ihres Molekulargewichts durch das elektrische
Feld wandern. Die leichten Ketten von IgG1-Antikdrpern haben ein Molekulargewicht von 25
kDa, die schweren Ketten von 50 kDa. Bei den Duo-Antikorpern besitzt die modifizierte
schwere Kette ein Molekulargewicht von 75 kDa. Wie in Abb. 3B zu sehen, finden sich die
leichten Ketten aller Antikorper, inklusive des Kontroll-Antikorpers Rituximab, wie erwartet
bei 25 kDa. Die schweren Ketten von Rituximab, chEBU-141 und chEBU-141 Fc eng zeigen
das erwartete Molekulargewicht von 50 kDa und die von chEBU-141 Duo und chEBU-141
Duo Fc eng das erwartete Molekulargewicht von 75 kDa (Abb. 3B). Da in den Coomassie-
Gelen keine weiteren Banden sichtbar sind, weisen die aufgereinigten Antikorper keine
Verunreinigungen durch andere Proteine auf. Zudem konnte mit Hilfe der
Verdiinnungsreihen von Rituximab eine Konzentration von ca. 1,25 mg/ml fir den chEBU-
141 Fc eng und ca. 1 mg/ml chEBU-141 Duo Fc eng sowie ca. 0,5 mg/ml fiir den chEBU-141
und chEBU-141 Duo ermittelt werden. Im Zusammenschau mit den ermittelten

Proteinkonzentrationen aus dem BCA-Assay, wurden finale Konzentrationen von 1 mg/ml fir
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den chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng sowie 0,75 mg/ml fir den chEBU-141 und

chEBU-141 Duo bestimmt.
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Abb. 3. Coomassie-Gele zur Uberpriifung des Molekulargewichts, der Reinheit und Konzentration der chEBU-
141-Antikorper. Die Antikdrper chEBU-141, chEBU-141 Duo, chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng
wurden mit definierten Konzentrationen von Rituximab unter nicht-reduzierenden (links) und reduzierenden
(rechts) Bedingungen durch SDS-PAGE Analysen entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt und die
Proteine mit anschlieBender Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. kDa = Kilodalton. S = GréRenstandard. HC =
heavy chain (schwere Kette), LC = light chain (leichte Kette).

3.1.3 Analysen des Bindungsverhaltens der bi- oder tetravalenten Varianten von chEBU-
141

Um zu Uberpriifen, ob die zusatzliche Integration zweier Fab-Fragmente in den chEBU-141
Duo-Antikorper zu einer verbesserten Bindung an das Antigen CD75s im Vergleich zum
bivalent bindenden chEBU-141-Antikdrper fihrt, wurden durchflusszytometrische Analysen
mit der CD75s-positiven Myelom-Zelllinie U266 durchgefiihrt, die urspringlich auch fir die
Herstellung des Hybridom-Antikdrpers EBU-141 verwendet worden war (50). Die Ergebnisse
der durchflusszytometrischen Analysen sind in Abb. 4A dargestellt. Sowohl fir den chEBU-
141 Fc eng als auch den chEBU-141 Duo Fc eng konnte eine konzentrationsabhangige
Bindung an die U266-Zellen gemessen werden, wohingegen ein chimarer IgG1-
Kontrollantikérper keine Bindung zeigte. Im Vergleich zum chEBU-141 Fc eng kann beim
tetravalenten chEBU-141 Duo Fc eng eine doppelt so hohe Fluoreszenzintensitat bei
identischen Konzentrationen festgestellt werden, was auf eine verbesserte Aviditat des
chEBU-141 Duo-Antikorpers fiir CD75s hinweist (Abb. 4A). Diese Daten sind vergleichbar mit
den Bindungsanalysen der nicht-optimierten Antikérper chEBU-141 und chEBU-141 Duo auf
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U266-Zellen, die schon in der Arbeitsgruppe vorhanden waren. Die Berechnung der
halbmaximalen Konzentration (ECso) war fir chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng

nicht moglich, da beide Antikérper auch mit 500 pug/ml nicht die Sattigung erreichten.
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Abb. 4. Analyse der Antigen- und FcyRllla-Bindung der chEBU-141-Antik6rpervarianten.
Durchflusszytometrische Bindungsanalysen mit steigenden Konzentrationen von chEBU-141 Fc eng (o), chEBU-
14 Duo Fc eng (1) und einer 1gG1-Isotypkontrolle (e) mit der CD75s-positiven Myelom-Zelllinie U266 (A) bzw.
von (B) chEBU-141 (e), chEBU-141 Duo (=), chEBU-141 Fc eng (0) sowie chEBU-141 Duo Fc eng (O) mit stabil
transfizierten BHK-Zellen, die entweder die niedrig-affine Phenylalanin- (CD16a-158F; links) oder die hoch-
affine Valin-Variante (CD16a-158V; rechts) des FcyRllla exprimieren. Fir alle Farbungen wurden je 500.000
Zellen und als Sekundarantikorper FITC-conjugated AffiniPure F(ab‘)2 fragment Goat Anti-Human IgG
verwendet. MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitdt. nM = Nanomolar. ** = p<0,01 chEBU-141 Duo vs. chEBU-141
Duo Fc eng. *** = p<0,001 chEBU-141 Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. ¥***/##%* = n<0 0001 chEBU-141 vs.
chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-141 Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM von
4 unabhangigen Messungen.

Um festzustellen, ob die Aminosaureaustausche $239D und I332E in den Fc-Regionen des
chEBU-141 Fc eng und des chEBU-141 Duo Fc eng zu einer verbesserten Bindung im
Vergleich zu den chEBU-141 und chEBU-141 Duo IgG1-Antikdrpern an den aktivierenden
FcyRllla (CD16a) fiihren, wurden durchflusszytometrische Analysen mit stabil transfizierten

BHK-Zellen durchgefiihrt, die entweder die niedrig-affine Phenylalanin-Variante an Position
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158 (CD16a-158F) oder die hoch-affine Valin-Variante des FcyRllla (CD16a-158V)
exprimieren. Wie in Abb. 4B zu erkennen, zeigen chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc
eng im Vergleich zu den Wildtyp-Antikorpern chEBU-141 und chEBU-141 Duo eine signifikant
starkere FcyRllla-Bindung und zwar sowohl bei den durchflusszytometrischen Messungen
mit der hoch- als auch niedrig-affinen Rezeptorvariante. Die ECso-Werte von chEBU-141 und
chEBU-141 Duo konnten nicht ermittelt werden, da die Bindung der Antikdrper nicht in die
Sattigung geht. Fir chEBU-141 Fc eng konnten ECso-Werte von 77,34 nM fir CD16a-158F
und 7,75 nM filir CD16a-158V und fir chEBU-141 Duo Fc eng ECso-Werte von 181,8 nM fiir
CD16a-158F und 147,4 nM fir CD16a-158V ermittelt werden. Die Ergebnisse bestatigen eine
hohere Affinitdit von chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng fir den FcyRllla.
Interessanterweise hat der chEBU-141 Duo Fc eng im Vergleich zum chEBU-141 Fc eng eine
schwichere Affinitat flir beide Varianten des FcyRllla, obwohl die Mutationen identisch sind
und keine weiteren Veranderungen im Fc-Teil der beiden Antikdrper vorgenommen wurden.
Die Bindungskurven fir die nicht-optimierten chEBU-141 und chEBU-141 Duo IgG1-
Antikorper und somit die Affinitditen dieser Antikorper flir den FcyRllla sind annahernd
deckungsgleich (Abb. 4B). Weiterhin binden alle chEBU-141-Antikérpervarianten mit hoherer
Affinitat an die BHK-Zellen mit der hoch-affinen Valin-Variante des Rezeptors als an die BHK-
Zellen mit der niedrig-affinen Phenylalanin-Variante und bestdtigen somit die

unterschiedliche Affinitat von IgG1-Antikdrpern fiir diesen FcyRlIlla-Polymorphismus (60).

3.1.4 chEBU-141-Antikorper hemmen nicht die Proliferation CD75s-positiver Tumorzellen
Um direkte, wachstumsinhibierende Effekte der Antikdrper auf CD75s-positive Tumorzellen
zu untersuchen, wurde die Aktivitat mitochondrialer Enzyme und damit die Proliferation von
Burkitt-Lymphom (Daudi)-Zellen und U266-Myelomzellen mittels 72 h MTS-Assay bestimmt.
Weder durch die Inkubation mit Konzentrationen von 100 pg/ml des urspringlichen Maus-
IgM-Antikorpers EBU-141 noch mit den chimaren IgG1-Antikérpern chEBU-141, chEBU-141
Fc eng, chEBU-141 Duo und chEBU-141 Duo Fc eng, kam es zu einer signifikanten Inhibition
der Proliferation im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Abb. 5). Diese Ergebnisse
bestatigen vorige Untersuchungen (Doktorarbeit Malena Kristin Buck) und belegen, dass die
CD75s-bindenden EBU-141-Antikdrper keinen direkten Einfluss auf die Zellviabilitat von

Lymphom- und Myelomzellen haben.
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Abb. 5. Ergebnisse von MTS-Assays mit Daudi-und U266-Zellen zur Uberpriifung proliferationsinhibierender
Effekte der chEBU-141-Antikérper. Prozentuales Wachstum von CD75s-positiven Daudi Lymphomzellen (links)
bzw. U266 Myelomzellen (rechts) nach 72 h Inkubation mit je 100 pug/ml EBU-141 (grau), chEBU-141, chEBU-
141 Fc eng, chEBU-141 Duo und chEBU-141 Duo Fc eng (alle schwarz) bzw. der entsprechenden humanen 1gG1-
(ctrl 1gG1; schwarz) oder murinen IgM-Isotypkontrolle (ctrl mlgM; grau) in Relation zu unbehandelten Zellen
ohne Antikérper (w/o mAb; schwarz). Angegeben sind Mittelwerte £ SEM von drei individuellen Versuchen mit
Triplikaten mit je 20.000 Zellen.

3.1.5 Analyse der ADCC- und CDC-Aktivitdt der Fc-egnineerten chEBU-141-Antikérper
3.1.5.1 Antikorper-abhdngige Zell-vermittelte Zytotoxizitat

Die Aminosauremutationen S239D und I1332E in den Fc-Regionen des chEBU-141 Fc eng und
des chEBU-141 Duo Fc eng fiihren zu einer verbesserten Bindung der Fc-engineerten
Antikorper an den aktivierenden FcyRllla (Abb. 4B), der in der Regel als einziger FcyR von NK-
Zellen exprimiert wird. Um nun festzustellen, ob die hdhere Affinitat zum FcyRllla konsekutiv
zu einer effektiveren Antikdrper-abhangigen Lyse von Tumorzellen durch die Fc-optimierten
Antikorper im Vergleich zu den nicht-optimierten Antikoérpervarianten fihrt, wurden die
Antikérper in klassischen °!Cr-Freisetzungsversuchen mit MNC von gesunden Spendern (5-30
% NK-Zellen) als Effektorzellen und Daudi- bzw. U266-Tumorzellen in einer E/T-Ratio von
80:1 verglichen. Vergleicht man den ECso-Wert und die mittlere maximale Zelllyserate = SEM
von chEBU-141 (ECso-Wert: 32,12 nM; max. Zelllyserate: 40,12 + 4,8 %) bei einer maximal
getesteten Konzentration von 100 pg/ml (670 nM) mit chEBU-141 Duo (ECso: 2,82 nM max.
Zelllyserate: 39,03 + 4,7 %) bei einer maximalen Konzentration von 50 pg/ml (200 nM) gegen
Daudi-Zellen (Tab. 14), so ist festzustellen, dass der tetravalente chEBU-141 Duo 11,4-fach
geringere Konzentrationen zum Erreichen des halbmaximalen Effekts bendtigt als der
chEBU-141 bei vergleichbaren maximalen Lyseraten. Dies deutet darauf hin, dass mittels

verbesserter Aviditat zu CD75s durch den tetravalenten Ansatz des chEBU-141 Duo
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geringere Konzentrationen an Antikorpern fiir vergleichbare Effekte vonndten sind.
Betrachtet man im Vergleich dazu die ECso-Werte und die mittleren maximalen Zelllyseraten
+ SEM der Fc-engineerten Antikérper chEBU-141 Fc eng (ECso-Wert: 0,11 nM; max.
Zelllyserate: 49,4 + 5,2 %) und chEBU-141 Duo Fc eng (ECso-Wert: 0,08 nM; max.
Zelllyserate: 49,03 £ 5,5 %) bei einer maximal getesteten Konzentrationen von 10 pg/ml (67
bzw. 40 nM) in den Versuchen mit der Daudi-Zelllinie (Tab. 14), so ist festzustellen, dass die
Fc-engineerten Antikérpervarianten signifikant hohere Zelllyseraten (Abb. 6A) und 292-fach
(chEBU-141 Fc eng vs. chEBU-141) bzw. 35-fach (chEBU-141 Duo Fc eng vs. chEBU-141 Duo)
geringere ECso-Werte aufweisen. Auffillig ist, dass die, durch die tetravalente Bindung des
chEBU-141 Duo, bereits verbesserte halbmaximale ADCC-Aktivitat durch das Fc Protein-
engineering nicht weiter verbessert werden konnte als die des bivalenten, Fc-optimierten
chEBU-141 Fc eng und sich ebenfalls im picomolaren Bereich befindet (Tab. 14 und Abb. 6A).
Insgesamt fihrt die hdhere Affinitat zum FcyRllla konsekutiv zu einer effektiveren ADCC von
Daudi-Lymphomzellen durch die Fc-optimierten Antikérper chEBU-141 Fc eng und chEBU-
141 Duo Fc eng im Vergleich zu den nicht-optimierten Antikdrpervarianten.

Mit der Myelom-Zelllinie U266 erzielt sowohl der chEBU-141 Fc eng (max. Zelllyserate: 41,56
+ 0 %) im Vergleich zum chEBU-141 (max. Zelllyserate: 23,65 + 3,3 %) als auch der chEBU-
141 Duo Fc eng (max. Zelllyserate: 43,64 = 5,9 %) im Vergleich zum chEBU-141 Duo (max.
Zelllyserate: 27,61 + 4,7 %) signifikant hohere mittlere maximale Zelllyseraten £ SEM bei
maximal getesteten Konzentrationen von 100 pg/ml bzw. 670 nM (chEBU-141 Fc eng und
chEBU-141) und 50 pg/ml bzw. 200 nM (chEBU-141 Duo Fc eng und chEBU-141 Duo) (Abb.
6A). Bei Betrachtung der ECso-Werte ist weiterhin festzustellen, dass der chEBU-141 Fc eng
(ECso0: 1,85 nM) 58,5-fach und der chEBU-141 Duo Fc eng (ECso: 1,68 nM) 10,4-fach geringere
Konzentrationen im Vergleich zu den nicht Fc-engineerten 1gG1 chEBU-141 (ECso: 108,2 nM)
und chEBU-141 Duo (ECso: 17,54 nM) zum Erreichen des halbmaximalen Effekts bendtigen
(Tab. 14). Auch hier kann somit festgestellt werden, dass die héhere Affinitat zum FcyRllla
konsekutiv zu einer effektiveren ADCC von U266-Myelomzellen durch die Fc-optimierten
Antikorper chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng im Vergleich zu den nicht-
optimierten Antikdrpervarianten fihrt. Auch die Beobachtung, dass der tetravalente chEBU-
141 Duo (ECse: 17,54 nM) geringere Konzentrationen zum Erreichen des halbmaximalen
Effekts bendtigt als der chEBU-141 (ECso: 108,2 nM) bei vergleichbaren maximalen

Zelllyseraten, aber es beim chEBU-141 Duo Fc eng zu keiner weiteren Verbesserung der
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halbmaximalen ADCC-Aktivitat durch das Fc Protein-Engineering kommt, bestatigt den Trend
aus den Analysen mit den Daudi-Lymphomzellen zuvor. Dies unterstlitzt somit die
Vermutung, dass eine Verbesserung der Aviditat zum Zielantigen zu einer besseren ADCC-
Aktivitat des chEBU-141 Antikorpers fuhrt, aber das der Fc Protein-engineerte, bivalent
bindende chEBU-141 Fc eng genauso effektiv ist wie der tetravalent bindende chEBU-141
Duo Fc eng.

Um zu Uberprifen, ob die CD75s-Antikdrper auch effektiv gegen primare Tumorzellen von
Patienten sind, wurden ADCC-Experimente mit MNC gesunder Spender als Effektorzellen
und B-CLL-Zellen von Patienten als Zielzellen (94-98 % Tumorzellen in den MNC; Daten aus
diagnostischen Messungen vom Entnahmetag), die aus peripheren Blutproben von Non-
Hodgkin-Lymphompatienten isoliert worden waren, durchgefiihrt (Abb. 6B). Sowohl mit den
Fc-optimierten als auch den nicht Fc-optimierten chEBU-141-Antikérpern konnten die
primdaren Tumorzellen von vier verschiedenen B-CLL-Patienten lysiert werden, wobei
konzentrationsabhangig hohere maximale Zelllyseraten und ECso-Werte durch chEBU-141 Fc
eng (ECso: 3,69 nM; max. Zelllyserate: 38,74 + 3,5 %) und chEBU-141 Duo Fc eng (ECso: 5,04
nM; max. Zelllyserate: 41,18 =+ 4 %) im Vergleich zu chEBU-141 (ECso: 18,61 nM; max.
Zelllyserate: 17,53 £+ 2,7 %) und chEBU-141 Duo (ECso: 31,14 nM; max. Zelllyserate: 14,44 + 2
%) erreicht werden konnten (Tab. 15). Die Daten aus den Zellkulturexperimenten, die zeigen,
dass die Fc-engineerten Varianten Tumorzellen effektiver lysieren, bestatigte sich somit auch
fir primdre Tumorzellen von Patienten. Allerdings waren die maximalen Lyseraten
insgesamt geringer und interessanterweise konnte die effizientere Vermittlung der ADCC
durch den tetravalenten chEBU-141 Duo im Vergleich zum bivalent bindenden chEBU-141
mit den Patientenzellen nicht erzielt werden. Durch das Fc Protein-Engineering erreichten
aber sowohl der chEBU-141 Fc eng als auch der chEBU-141 Duo Fc eng 5- bzw. 6,2-fach
niedrigere EC50-Werte als ihre nicht-optimierten Varianten.

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass U266-Myelomzellen, Daudi Burkitt-
Lymphomzellen und primare Lymphomzellen effektiv durch ADCC und die Rekrutierung von
NK-Zellen iber alle chimaren chEBU-141-Antikorper lysiert werden kénnen und das durch
das Fc Protein-Engineering eine deutlich verstarkte ADCC-Aktivitdt der bi- und tetravalent

bindenden Varianten erreicht werden konnte.
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Abb. 6. Untersuchungen zur ADCC-Aktivitdt der chEBU-141-Antikorpervarianten. Prozentuale Zelllyseraten
von (A) Daudi Lymphomzellen (links) und U266 Myelomzellen (rechts) und (B) primaren B-CLL-Zellen von vier
Patienten nach Inkubation mit steigenden Konzentrationen von chEBU-141 (e), chEBU-141 Duo (*), chEBU-141
Fc eng (o) und chEBU-141 Duo Fc eng (/) bzw. eines Kontrollantikorpers (e; ctrl 1gG1) und MNC gesunder
Spender (E/T-Ratio von 80:1) in 5!Chrom-Freisetzungsversuchen. */* = p<0,05 chEBU-141 vs. chEBU-141 Fc eng
bzw. chEBU-141 Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. ¥*/** = p<0,01 chEBU-141 vs. chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-
141 Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. **** = p<0,0001 chEBU-141 vs. chEBU-141 Fc eng. Gezeigt sind

Mittelwerte £ SEM von jeweils 2 (B-CLL), 3 (Daudi) und 4 (U266) unabhangigen Messungen.

Tab. 14 ECso-Werte und maximale Zelllyseraten mit Daudi- und U266-Tumorzellen

Antikorper Daudi Daudi U266 U266
(ECs0 in nM) (max. (ECso in nM) (max.
Zelllyserate + Zelllyserate +
SEM in %) SEM in %)
chEBU-141 32,12 40,12 +4,8% 108,2 23,65+3,3%
chEBU-141 Fc eng 0,11 49,4+5,2% 1,85 41,56+ 0%
chEBU-141 Duo 2,82 39,03+4,7% 17,54 27,61+4,7%
chEBU-141 Duo Fc eng 0,08 49,03 £5,5% 1,68 43,64 £5,9 %
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Tab. 15 ECso-Werte und maximale Zelllyseraten mit B-CLL-Patientenproben

Antikorper ECsp in nM max.
Zelllyserate +
SEM in %
chEBU-141 18,61 17,53+2,7%
chEBU-141 Fc eng 3,69 38,74£3,5%
chEBU-141 Duo 31,14 14,44+2 %
chEBU-141 Duo Fc eng 5,04 41,18+ 4%

3.1.5.2 Komplement-abhdngige Zytotoxizitat

Flr den Austausch der Aminosaure Glutamat durch Lysin an Position 345 (E345K) in der CHs-
Domadne von IgG1-Antikdrpern ist beschrieben worden, dass die Bildung einer Hexamer-
Konfiguration auf der Zelloberfliche nach Antigenbindung von IgG1-Antikérpern die
effektivere Rekrutierung von Clqg und die Aktivierung der Komplementkaskade sowie
konsekutiv die CDC-Aktivitat der so Fc-engineerten Antikorpervarianten optimiert (43). Um
den Einfluss dieser Aminosduremutation auf die CDC-Aktivitdt von chEBU-141 Fc eng und
chEBU-141 Duo Fc eng zu untersuchen, wurden °!Cr-Freisetzungsversuche mit humanem
Serum gesunder Spender als Quelle fir Komplementfaktoren durchgefihrt. Als Zielzellen
dienten erneut Daudi- sowie U266-Zellen. Die Fc-engineerten Varianten chEBU-141 Fc eng
und chEBU-141 Duo Fc eng zeigen eine maximale Zelllyserate = SEM bei einer maximal
getesteten Konzentration von 100 pg/ml (670 bzw. 400 nM) von 46,15 + 6,3 % (chEBU-141
Fc eng) bzw. 45,56 + 2,9 % (chEBU-141 Duo Fc eng) der Daudi-Tumorzellen (Abb. 7A). Die
maximale Lyse + SEM durch die nicht-optimierten chEBU-141 und chEBU-141 Duo liegen bei
17,6 + 2,2 % (chEBU-141) und 11,77 £ 2 % (chEBU-141 Duo) bei einer maximal getesteten
Konzentration von 100 pg/ml (670 bzw. 400 nM). Interessanterweise ist die halbmaximale
CDC-Aktivitat des Fc-optimierten, tetravalent bindenden chEBU-141 Duo Fc eng (ECso: 399,8
nM) im Vergleich zum Fc-optimierten, bivalent bindenden chEBU-141 Fc eng (ECso: 81,31
nM) schlechter, was einen Unterschied zur vergleichbar guten ADCC-Aktivitdt beider
Antikorpervarianten darstellt. Dieses Ergebnis bestatigt sich auch in den Versuchen mit der
U266-Myelomlinie. Hier ist lediglich der chEBU-141 Fc eng noch in der Lage signifikant
bessere Zelllyserate von 20,47 + 3,2 % im Vergleich zum chEBU-141 (max. Zelllyserate: 0,3 £+
0,5 %) bei der maximal getesteten Konzentration von 100 pg/ml (670 nM) zu erzielen.
Zwischen dem chEBU-141 Duo Fc eng, der bei der maximal getesteten Konzentration von

100 pg/ml (400 nM) eine Lyserate von 5,17 + 2,4 % erzielt, und chEBU-141 Duo, der wie der
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chEBU-141 und der Kontroll-lgG1-Antikorper keine CDC-Aktivitat gegen U266-Zellen besitzt,
besteht kein signifikanter Unterschied mehr (Abb. 7A).

Ob die Antikorper auch effektiv CDC von Tumorzellen von Patienten mit autologem Serum
vermitteln kénnen, wurde in >*Chrom-Freisetzungsversuchen mit B-CLL-Zellen von zwei Non-
Hodgkin-Lymphompatienten (96 % und 98 % CD19-positive B-CLL-Zellen in den MNC der
Patienten; Angaben aus diagnostischen Messungen vom Versuchstag) aufgrund des
limitierten Probenmaterials mit fixen Konzentrationen von 100 pg/ml der nicht-optimierten
und Fc-optimierten Antikorper Gberprift (Abb. 7B). Der pentamere EBU-141 Maus-IgM-
Antikorper, der wie Vorarbeiten gezeigt haben (Doktorarbeit Malena Kristin Buck), sehr
effektiv CDC von Tumorzellen induziert, fiihrt auch in diesen Versuchen zu einer potenten
Aktivierung der Komplementkaskade mit einer maximalen Tumorzelllyse von 39,5 + 11,8 %.
Zudem vermittelt auch der humane, Fc-engineerte IgG1-Antikorper chEBU-141 Fc eng, der
sich auch in den vorigen Versuchen mit den Tumorzelllinien als der effektivste erwiesen hat,
CDC von 34,0 £ 19,2 % der B-CLL-Zellen mit dem autologen Plasma der Patienten. Im
Gegensatz dazu fiihrt weder der chEBU-141 Duo Fc eng noch der chEBU-141 oder der
chEBU-141 Duo zu einer effektiven Aktivierung der Komplementkaskade und zu einer Lyse
der B-CLL-Zellen der Patienten (Abb. 7B). Die Potenz der chEBU-141-Antikorper hinsichtlich
ihrer CDC-Aktivitat gegenliber primdren reifen B-Zell-Tumorzellen entspricht der zuvor
ermittelten Potenz (chEBU-141 Fc eng > chEBU-141 Duo Fc eng > chEBU-141 = chEBU-141
Duo) gegeniber Daudi-Burkitt-Lymphomzellen und U266-Myelomzellen. Insgesamt lassen
sich Myelomzellen und primare Lymphomzellen deutlich schlechter durch CDC und die
chEBU-141-Antikorper lysieren als die Burkitt-Lymphomzelllinie Daudi, aber insbesondere

der Fc-optimierte chEBU-141 Fc eng war gegen alle Tumorzellen sehr effektiv.
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Abb. 7. Untersuchungen zur CDC-Aktivitdt der chEBU-141-Antikdrpervarianten. Prozentuale Zelllyseraten von
(A) Daudi Lymphomzellen (links) und U266 Myelomzellen (rechts) und (B) Prozentuale Zelllyseraten von
Komplement in humanem Serum von zwei B-CLL-Patienten nach Inkubation von jeweils 5000 Zellen mit
100 pg/ml 1gG1-Isotypkontrolle (ctrl IgG1; schwarz) und muriner IgM-Isotypkontrolle (ctrl migM; grau) sowie
EBU-141 (grau), chEBU-141, chEBU-141 Duo, chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng (alle schwarz). */* =
p<0,05 chEBU-141 vs. chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-141 Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. **/** = p<0,01
chEBU-141 vs. chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-141 Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. *** = p<0,001 chEBU-141
Duo vs. chEBU-141 Duo Fc eng. *¥**/#**%* = <0 0001 chEBU-141 vs. chEBU-141 Fc eng bzw. chEBU-141 Duo
vs. chEBU-141 Duo Fc eng. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von jeweils 3 (Daudi) und 4 (U266, B-CLL)
unabhangigen Messungen.

Die Daten belegen, dass die Aminosdauremutation E345K auch bei den CD75s-bindenden
chEBU-141-Antikérpern zu einer effizienteren Bindung von Clq, einer effektiveren
Aktivierung der Komplementkaskade und damit zu erhohter CDC-Aktivitat der Fc-

engineerten Antikdrpervarianten chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng im Vergleich

zu den nicht-optimierten 1gG1-Antikérpern chEBU-141 und chEBU-141 Duo fiihrt. Darlber
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hinaus zeigen diese Daten erstmalig, dass die E345K Mutation zusammen mit S239D und

I332E in IgG1-Antikorpern sowohl die CDC- als auch die ADCC-Aktivitat verstarken kann.

In Tab. 16 sind alle Ergebnisse aus den Bindungsanalysen sowie die Analyse der ADCC und

CDC-Aktivitat Gberblickshaft dargestellt.

Tab. 16 Ergebnisse im Uberblick

Antikorper CD75s-Bindung CD16a-Bindung ADCC CDC
chEBU-141 ) %)
chEBU-141 Fc eng ™ ™1 ™7
chEBU-141 Duo ) ™ %)
chEBU-141 Duo Fc eng ) ) ™7 )
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit haben wir neue Fc-engineerte chimére 1gG1-Antikérper (chEBU-
141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng) konstruiert, die bi- bzw. tetravalent an CD75s auf
der Oberflache von Tumorzellen binden und, im Vergleich zu den nicht Fc-engineerten I1gG1-
Antikorpervarianten chEBU-141 und chEBU-141 Duo, verbesserte Fc-vermittelte
Effektorfunktionen (ADCC und CDC) gegen B-Zell-Lymphomzellen und Tumorzellen des
Multiplen Myeloms aufweisen.

Durchflusszytometrische Analysen haben bestétigt, dass sowohl der neu generierte chEBU-
141 Fc eng als auch der chEBU-141 Duo Fc eng konzentrationsabhangig CD75s binden, wobei
der chEBU-141 Duo Fc eng Uber eine, im Vergleich zur bivalenten Antikorpervariante, 2-fach
bessere Aviditdt zum Antigen verfligt - also wahrscheinlich tetravalent an CD75s bindet.
Anders als die meisten therapeutisch zugelassenen mAk, die sich gegen Proteine als
Zielstrukturen auf der Oberflache maligne entarteter Zellen richten, haben die chEBU-141-
Antikorpervarianten mit CD75s (a-2,6-sialylierte Lactosamine, vormals CDw75) eine
Zuckerstruktur auf der Oberflache von B-Zell-Neoplasien und Myelomzellen als Zielantigen
(50). Nur wenige andere mAk wie z.B. mAb216 gegen N-Acetyllactosamine (z.B. auf B-Zellen
und verschiedenen Epithelzellen) haben Zuckerstrukturen als Target (61). CD75s findet sich
aber auch auf der Oberflache von epithelialen Tumoren wie etwa dem des Magen- sowie
Prostatakarzinoms und des kolorektalen sowie des hepatozelluldaren Karzinoms, wodurch
auch weitere Indikationen fir den Einsatz der chEBU-141-Antikérpervarianten denkbar
waren (53,54,62,63). Sialylsaurereste, wie a-2,6-sialylierte Lactosamine, finden sich auch auf
gesunden Zellen und Ubernehmen hier eine wichtige Rolle in der Regulation des
Immunsystems. Sialylsdurereste kénnen von immunglobulin-like lectins (Siglecs) auf der
Oberflaiche von Immunzellen (z.B. NK-Zellen) gebunden werden, was zu einer
Phosphorylierung von ITIMs dieser Siglecs flihrt und wiederum immunsuppressive Effekte in
den Immunzellen auslost (64). Entartete Zellen nutzen diesen physiologischen Prozess
hingegen, um sich vor der Erkennung durch Immunzellen zu schitzen. So konnte gezeigt
werden, dass bestimmte Malignome (z.B. das kolorektale Karzinom) eine gesteigerte
Expression und Aktivitdt von Sialyltransferasen wie ST6Gall, die a-2,6-Sialylsdurereste an
Proteine und Fette knlpft, besitzen (65). Daher wird die Hypersialylierung, wie auch andere

Veranderungen der Glykosilierung entarteter Zellen, zu den erweiterten hallmarks of cancer
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gezahlt (66,67). Antikorper wie chEBU-141, die solche sialylierten Zuckerstrukturen
erkennen, konnten somit Gber die Blockade der Interaktion zwischen Siglecs und sialylierten
Zuckerstrukturen oder durch Opsonisierung die Tumorzellen wieder fir das Immunsystem
sichtbar machen und einen innovativen und vielversprechenden Ansatz fir die
Antikorpertherapie darstellen.

Da sich murine Antikorper, wie der urspriingliche EBU-141 Maus-IlgM-Antikérper (50),
aufgrund von Immunreaktionen gegen das nicht-menschliche Eiweill, kurzen
Halbwertszeiten und potentiell schlechter Gewebepenetration nicht fiir den Einsatz im
Menschen eignen (3), wurde in der Arbeit von Malena Kristin Buck der chimare IgG1-
Antikorper chEBU-141 generiert und charakterisiert. AnschlieRend wurde in der
Arbeitsgruppe eine tetravalente Variante des chEBU-141 namens chEBU-141 Duo
hergestellt, um den aufgetretenen Aviditatsverlust fir CD75s vom pentameren murinen
IgM-Antikorper EBU-141 hin zum bivalenten chEBU-141 etwas auszugleichen. Beide
Antikorper sind chimare IgG1 und besitzen Fc-vermittelte Effektorfunktionen wie ADCC. Um
die Fc-vermittelten Effektorfunktionen der chEBU-141-Antikdrper weiter zu verbessern,
wurden im Rahmen dieser Arbeit Fc-optimierte Antikorper hergestellt und anschlieBend
funktionell charakterisiert. Um die Bindung an den aktivierenden FcyRllla auf NK-Zellen, die
als wichtige Effektorzellpopulation fir die Antikorpertherapie gelten (68,69), zu verbessern,
wurden gezielt die Mutationen S239D und 1332E durch Fc Protein-Engineering in den Fc-Teil
von chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng integriert. Lazar und Kollegen konnten
zeigen, dass diese Mutationen in verschiedenen mAk (z.B. Alemtuzumab) zu einer
verbesserten Bindung an den FcyRllla fihren und dadurch effektiver ADCC von Antigen-
positiven Tumorzellen vermitteln (37). Die Bindungsanalysen der Fc-optimierten chEBU-141-
Antikorper konnten eine verbesserte FcyRllla-Bindung von chEBU-141 Fc eng und chEBU-141
Duo Fc eng im Vergleich zu den Wildtyp-lgG1-Antikdrpern chEBU-141 und chEBU-141 Duo
bestdtigen und somit die Funktionalitdit der Aminosdureaustausche. In der Bevdlkerung
existieren hoch- und niedrigaffine Allelvarianten des FcyRllla, die in verschiedenen klinischen
Studien mit dem Ansprechen von Patienten auf eine Immuntherapie mit IgG1-Antikdrpern
korrelieren. So konnte gezeigt werden, dass in Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen die
Wirksamkeit von Rituximab mit dem FcyRllla-Polymorphismus korrelierte (60). Hier zeigten
diejenigen Patienten, die eine homozygote Expression der hochaffinen Valin-Variante an

Position 158 (158V/V) aufwiesen, ein deutlich besseres Ansprechen als diejenigen mit der
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homozygoten niedrigaffinen Phenylalanin-Variante (158F/F). Darliber hinaus wiesen in
klinischen Studien mit Patienten, die an einem refraktaren Multiplen Myelom litten,
diejenigen, die homozygot fiir die hochaffine Variante des FcyRllla waren, ebenfalls
signifikant bessere Uberlebensraten bei der Behandlung mit dem humanisierten 1gG1
Elotuzumab auf (70). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Bindungsanalysen, bestatigen
insgesamt eine geringere Fc-/FcyRllla-Interaktion aller chEBU-141-Antikérper mit der
niedrigaffinen Phenylalanin-Variante im Vergleich zur hochaffinen Valin-Variante des
FcyRllla. Die schlechtere Bindung des Fc-optimierten chEBU-141 Duo Fc eng im Vergleich
zum chEBU-141 Fc eng an beide FcyRIllla-Polymorphismen war nicht zu erwarten und bedarf
weiterer Analysen. Die Sequenzierung der Expressionsplasmide ergab keine zusatzlichen
Mutationen in den schweren (und auch leichten) Ketten aller chEBU-141-Antikorper.
Dariber hinaus zeigten sich bei der biochemischen Charakterisierung keine
Verunreinigungen in den Antikdrperpraparationen. Auch hatten alle chEBU-141-Antikorper
das erwartete Molekulargewicht von 150 kDa im Falle der IgG1-Antikorper chEBU-141 und
chEBU-141 Fc eng sowie ein Molekulargewicht von 250 kDa im Falle der um jeweils zwei
Fab-Fragmente grofReren IgG1-Antikdrper chEBU-141 Duo und chEBU-141 Duo Fc eng.

Die verbesserte Affinitat der Fc-engineerten Antikérper chEBU-141 Fc eng und chEBU-141
Duo Fc eng zum FcyRllla fihrte im Vergleich zu den Wildtyp-Antikorpern chEBU-141 und
chEBU-141 Duo zu einer deutlich effektiveren Lyse von CD75s-positiven humanen Lymphom-
und Myelomzellen durch die Rekrutierung und Aktivierung von NK-Zellen, wobei ECso-Werte
bis in den picomolaren Bereich erreicht werden. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den
Daten von Lazar und Kollegen, die die Wirkung der Aminosauremutationen $S239D und 1332E
und ihren positiven Effekt auf die ADCC von unterschiedlichen mAk wie dem HER2/neu-
Antikorper Trastuzumab, dem CD20-Antikorper Rituximab oder Alemtuzumab gegen CD52
im Vergleich zu den jeweiligen Wildtyp-lgG1l-Antikbrpern gegen Antigen-exprimierende
Tumorzellen belegen konnten (37). Es zeigte sich bei diesen Antikérpern eine 100- bis 1000-
fach verbesserte Potenz zur Induktion von ADCC, die mit unseren erzielten Resultaten, einer
bis zu ca. 290-fachen Verbesserung der ADCC-Potenz der Fc-engineerten chEBU-141-
Antikorper im Vergleich zu den Wildtyp-chEBU-141-Antikérpern, vergleichbar ist. Auch
eigene Arbeiten konnten zeigen, dass bei dem IgGl-Antikorper CD19-DE die
Aminosdauremutationen $S239D und I332E zu einer deutlich effektiveren ADCC der kindlichen

B-Zell-ALL im Vergleich zum Wildtyp-CD19-Antikorper fuhrte (71). Generell waren die Daudi-
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Lymphomzellen sensitiver als die U266-Myelomzellen fir ADCC durch die chEBU-141-
Antikorper, was moglicherweise darauf hindeuten kdnnte, dass B-Zell-Neoplasien eine
héhere CD75s-Antigendichte auf ihrer Oberflache haben als Myelomzellen. Unterstiitzt wird
diese Annahme durch die Bindungsanalysen des chEBU-141 mit U266- und Daudi-Zellen aus
der Doktorarbeit von Malena Kristin Buck, in denen sich ein verstarktes
durchflusszytometrisches Signal in den Messungen mit den Daudi-Zellen im Vergleich zu den
Myelomzellen zeigte. Auch in der initialen Arbeit von Gramatzki und Kollegen wurden alle
primdren reifen B-Zell-Tumoren, aber nur 7 von 12 Multiplen Myelomen von EBU-141
gebunden (50). Dies bedarf aber noch weiterer Untersuchungen.

Interessanterweise fiihrte die Kombination von Fc-engineering und einer Erhohung der
Aviditat fir CD75s durch die tetravalente Bindung nicht zu einer weiteren Verbesserung der
maximalen und halbmaximalen Tumorzelllyse durch den chEBU-141 Duo Fc eng. Sowohl der
chEBU-141 Duo Fc eng als auch der bivalente chEBU-141 Fc eng sind sehr potente
Antikorper, die bereits sehr niedrige ECso-Werte aufweisen. Dies konnte darauf hindeuten,
dass die FcyRllla-Bindung und NK-Zellaktivierung bereits bei dem Fc-optimierten, bivalenten
chEBU-141 Fc eng-Antikorper so effektiv ist, dass keine weitere Steigerung der Aktivierung
und damit Tumorzelllyse mit dem Fc-optimierten, tetravalenten chEBU-141 Fc eng-
Antikorper mehr moglich ist. Das die Aktivierung von NK-Zellen tGber den FcyRllla durch
therapeutische IgG1-Antikdrper an ein oberes Limit stoBen kann, lassen Versuche vermuten,
bei denen die NK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen nur durch die Kombination eines
IgG1-Antikoérpers mit einem Immunliganden gegen einen weiteren aktivierenden Rezeptor
auf NK-Zellen erhoht werden konnte, nicht aber durch die Kombination von zwei IgG1-
Antikorpern oder einem Immunliganden, der denselben Signalweg wie der FcyRllla aktiviert
(72). Dies bedarf allerdings weiterer Analysen.

Haufig kommt es im Rahmen der Erstlinientherapien von Malignomen zur Ausbildung von
Resistenzmechanismen und konsekutiv zur Therapierefrakteritdit. Ein moglicher
Mechanismus, der fir die Resistenz gegeniiber CD20-Antikdrpern verantwortlich gemacht
wird, ist bspw. die Trogozytose, hierbei kommt es zum Verlust von CD20 auf der Oberflache
von B-Zell-Neoplasien und infolge dessen zum Wirkverlust von Rituximab oder Obinituzumab
(73). Auch fiir mit Daratumumab behandelte Myelompatienten ist der Verlust von CD38
beschrieben (74). Hier konnten unsere neuen CD75s-Antikorper eine mogliche

Therapiealternative darstellen. Praklinische Studien zu Rituximab, Daratumumab und
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Elotuzumab zeigen eine potente ADCC-Aktivitdit all dieser IgGl-Antikérper gegen
verschiedene Lymphom- und Myelomzelllinien (75-77). Mit Obinutuzumab ist bereits ein Fc
Glyco-optimierter Antikorper fir die Therapie der B-CLL klinisch im Einsatz, der in
praklinischen Studien sehr effektiv zu einer B-Zell-Depletion fiihrte (78). Bislang ist aber kein
Protein Fc-optimierter IgG1-Antikorper fur die Behandlung dieser Erkrankungen zugelassen,
sodass insbesondere chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng eine Erweiterung des
Therapieansatzes darstellen kdnnten.

Unseres Wissens nach erstmalig wurden die Mutationen S239D und [1332E mit der
Aminosauremutation E345K in die CHs-Domane unserer Fc-engineerten chEBU-141-
Antikorper kombiniert, um gleichzeitig, wie von de Jong und Kollegen gezeigt, eine
hexamere Konfiguration von IgG1-Antikorpern nach Antigenbindung auf der
Tumorzelloberflaiche und eine daraus resultierende effektivere Bindung von Clqg sowie
potentere Lyse von Tumorzellen durch CDC zu induzieren (43). Dies sollte den Verlust der
CDC-Aktivitat, der durch die Chimarisierung des murinen EBU-141 aufgetreten war
(Doktorarbeit Malena Kristin Buck), kompensieren. Tatsachlich konnten wir zeigen, dass die
Fc-engineerten mAk chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng deutlich effektiver und
2.T. hochsignifikant CDC der CD75s-positiven Lymphom- und Myelom-Zelllinien induzieren
als die Wildtyp-chEBU-141-Antikorper. Insbesondere der bivalent bindende, Fc-optimierte
Antikorper chEBU-141 Fc eng induziert effizient Komplement-vermittelte Lyse von
Lymphom- und Myelomzellen, wobei sogar Tumorzellen von zwei B-CLL-Patienten durch
chEBU-141 Fc eng mit autologem Plasma Uber CDC lysiert werden konnten. Die geringere
bzw. fehlende CDC-Aktivitdat des chEBU-141 Duo und chEBU-141 Duo Fc eng kdnnte unserer
Annahme nach darauf beruhen, dass die zusatzlichen zwei Fab-Regionen zu einer sterisch
bedingten erschwerten Anlagerung von Clq flihren bzw. eine groRere Distanz zur
Zelloberflaiche entsteht, die die Bildung des Membranangriffskomplexes am Ende der
Komplementkaskade behindern kdonnte. Die tendenziell effektivere Lyse der Lymphom- im
Vergleich zu den Myelom-Zellen koénnte durch die unterschiedliche Expression
komplementinhibitorischer Proteine wie z.B. CD55 oder CD59 erklart werden, die die CDC
von verschiedenen Tumorentitaten durch mAk beeinflussen (79). Ob ein mAk CDC induziert,
hangt zudem von dem Antigen-Epitop ab. So sind z.B. Typ | CD20-Antikdrper wie Rituximab
in der Lage, CDC von CD20-positiven Lymphomzellen zu induzieren (80), wohingegen Typ |l

CD20-Antikorper (z.B. Obinutuzumab), die ein anderes Epitop von CD20 binden, nur eine
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geringe Potenz in der Induktion von CDC aufweisen (81). Dass CDC eine relevante Bedeutung
fir die Wirksamkeit mAk hat, konnte eindrucksvoll in Mausmodellen gezeigt werden, in
denen es zu einem Verlust der therapeutischen Wirksamkeit von Rituximab durch Clqg-
Knockout kam (82). Dariiber hinaus wurde in Patienten ein rascher Verbrauch von
Komplement wahrend einer Rituximab-Infusion sowie ein Anstieg von dessen
therapeutischer Wirksamkeit bei einer Applikation von Plasma mit darin enthaltenen
Komplementfaktoren beobachtet (83,84). Allerdings stellen die Daten aus Tiermodellen
anderer Arbeitsgruppen z.T. auch die Relevanz von Komplement fiir die Wirksamkeit von
CD20-Antikorpern in Frage (85) und prinzipiell bleibt der Stellenwert Komplement-
vermittelter Effekte fir den Erfolg einer Antikorpertherapie im Patienten ein Gegenstand
aktueller Forschung. Dennoch kénnte CDC ein relevanter Mechanismus fiir therapeutische
mAk sein und seine Optimierung — zusatzlich zur Erhéhung der ADCC-Aktivitat — daher einen
vielversprechenden Ansatzpunkt zur Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit von
mAk darstellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die CD75s-gerichteten chEBU-141-Antikérper und
insbesondere ihre Fc-enigneerten Varianten potente neue Antikorper gegen eine
Zuckerstruktur auf reifen B-Zell-Neoplasien darstellen, die eine vielversprechende
Erweiterung des aktuellen Therapiespektrums zur Behandlung von B-Zell-Neoplasien und

Myelomen darstellen kdnnten.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Fc-vermittelten Effektorfunktionen ADCC und
CDC der mAk chEBU-141 und chEBU-141 Duo gegen CD75s auf der Oberflache von reifen B-
Zell-Neoplasien sowie des Multiplen Myeloms mittels Fc Protein-Engineering zu verbessern.
Hierfir wurden bislang erstmals die Aminosduremutationen S239D, [1332E und E345K
zusammen in die Ch2-/Cu3-Domiéne der IgGl-Antikorper integriert. Die in dieser Arbeit
hergestellten Fc-optimierten Antikdrper chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng
binden CD75s auf Lymphom- sowie Myelom-Zelllinien, wobei die Aviditat zum Zielantigen
CD75s von chEBU-141 Duo Fc eng, aufgrund der tetravalenten Konstruktion, um das 2-Fache
hoher ist als die des bivalenten Antikorpers chEBU-141 Fc eng. Wie beabsichtigt, konnte
durch die Punktmutationen S239D und I1332E eine verbesserte Affinitat der Fc-engineerten
mAk im Vergleich zu den Wildtyp-lgG1-Antikdrpern chEBU-141 und chEBU-141 Duo fiir den
aktivierenden FcyRllla erreicht werden, durch die eine deutlich verbesserte ADCC der Fc-
optimierten Antikdrper von Lymphom- sowie Myelom-Zellen durch NK-Zellen erzielt wurde.
Die Punktmutation E345K resultierte in einer gleichzeitigen Verbesserung der CDC-Aktivitat
der Fc-optimierten Antikorper chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng gegenlber
CD75s-positiven Lymphom- und Myelom-Zelllinien. Zudem konnte auch eine potente
Vermittlung von ADCC und CDC insbesondere des Fc-engineerten chEBU-141 Fc eng
gegenilber primdren B-CLL-Zellen von Patienten nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
zeigen, dass mittels Fc Protein-Engineering eine gleichzeitige Verbesserung der CDC sowie
auch eine Optimierung der ADCC-Aktivitat von IgG1-Antikorpern gegen eine Zuckerstruktur
moglich ist, was einen vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der therapeutischen
Wirksamkeit von mAk fiir die Tumortherapie darstellen kdnnte. Die Fc-optimierten mAk
chEBU-141 Fc eng und chEBU-141 Duo Fc eng, deren Zielantigen CD75s eine Zuckerstruktur
auf verschiedenen Tumorentitaten ist, kdnnten zukiinftig einen vielversprechenden Beitrag
zur Verbesserung der Behandlung von B-Zell-Neoplasien und dem Multiplen Myelom, aber

eventuell auch solider Tumoren leisten.
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