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1 Einleitung

1.1 Therapeutische Antikoérper in der Behandlung maligner

Erkrankungen

Therapeutischen Antikérpern ist in den letzten Jahren eine bedeutende Rolle
als Behandlungsoption in der Tumortherapie zugekommen (1-3). Aufgrund
ihres Aufbaus und ihrer Gliederung in unterschiedliche Domanen kénnen
therapeutische Antikérper vielfaltige Effektorfunktionen vermitteln und

Tumorzellen auf unterschiedliche Art und Weise beseitigen (Abb. 1)(4).

- Opsonisierung
- Signaltransduktion
- Blockade

- Komplement & FcR-Bindung
-CcDC

-ADCC, ADCP

- FeRn-Bindung

Abbildung 1. Aufbau und Funktionen therapeutischer IgG1-Antikérper.
Das Modell zeigt einen IgG1-Antikbérper mit seinen verschiedenen Doménen.
Rechts sind die Fab- und Fc-vermittelten Funktionen zusammengefasst. Der
Antikérper besteht aus zwei gleichen schweren Ketten (CH mit Teil 1, 2 und 3) und
zwei leichten Ketten (CL). Am N-Terminus des Fab-Fragments befindet sich eine
variable Region aus einer variablen schweren Kette (VH) und einer variablen
leichten Kette (VL). In der Hinge-Region (Gelenkregion) sind die Teile der
schweren Ketten CH2 und CH1 mit Disulfidbriicken kovalent verbunden. N297-
Oligosacharid (Asparagin 297) stellt die Bindestelle fiir die Zuckerkette dar. Aus
Kellner 2017, mit freundlicher Genehmigung des Verlags S. Karger.

So koénnen sie durch Stimulierung von Antigenfunktionen, durch die

Blockade von Rezeptor-Liganden-Interaktionen oder durch Aktivierung des

Immunsystems wirken. Antikdérper kdnnen auch als Vehikel eingesetzt

werden, um in Form von Immunkonjugaten einen gezielten Transport
1



zytotoxischer Stoffe zu den Zielzellen zu ermdglichen. Der erste Antikdrper,
der zur Behandlung hamatoonkologischer Krankheiten zugelassen wurde,
war im Jahr 1997 der CD20-Antikérper Rituximab. Aufgrund der breiten
Einsatzmoglichkeiten und der nebenwirkungsarmen Wirkmechanismen der
Antikorpertherapie werden Jahr fir Jahr mehr Antikdrper entwickelt
(Abb. 2)(5). Das gilt sowohl fir die Tumortherapie als auch fir weitere
Erkrankungen, Entwicklungen fir die Tumortherapie nehmen davon einen

groBen Teil ein.
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Jahr der Publikationen wissenschaftlicher Artikel

Abbildung 2. Zunehmende Bedeutung therapeutischer Antikorper in
klinischen Studien von 2010 bis 2020. Die Auszdhlung wissenschaftlicher
Publikationen zeigt, wie viele neu entwickelte therapeutische Antikérper sich in den
letzten zehn Jahren in einer spdten Phase klinischer Studien befunden haben.
Dabei wird differenziert zwischen Antikérpern, die fur die Krebstherapie entwickelt
wurden (rot), und Antikérpern, die flur alle anderen Therapien auBer zur
Tumortherapie bestimmt sind (blau). Aus Kaplon et al. 2019.



Ein wichtiger Schritt zur Herstellung therapeutischer Antikérper war die
Entwicklung der Hybridomtechnologie im Jahre 1975, mit der murine
Antikdrper mit genau definierter Zielspezifitat, hoher Reinheit und mit
reproduzierbarer Qualitat hergestellt werden kénnen (6). Murine Antikoérper
waren jedoch immunogen im Menschen und vermittelten oft nur
unzureichende therapeutische Effekte, vermutlich deshalb, weil sie schwach
mit Komponenten des humanen Immunsystems interagieren. Die
Limitationen durch diese Immunisierungseffekte konnten Uberwunden
werden, indem man Verfahren fand, mit denen chimare, humanisierte und
schlieBlich humane Antikdrper hergestellt werden kénnen (7, 8). Bei diesen
Verfahren wurden die konstanten Regionen muriner Antikérper durch die
entsprechenden humanen konstanten Regionen ersetzt, es wurde also ein
chimarer Antikdrper hergestellt (9, 10), bei dem die Immunigenitat im
Menschen entsprechend reduziert ist. Der erste flr den Einsatz in der
Tumortherapie zugelassene Antikdrper dieser Art war Rituximab (Abb. 3).
Er ist beispielsweise zur Behandlung des Non-Hodgkin-Lymphoms Mittel der
Wahl (11). Um die Immunogenitat von Antikdrpern noch weiter zu senken,
wurden in den variablen Regionen die murinen Gerustregionen gegen die
entsprechenden humanen ausgetauscht, sodass in den resultierenden
humanisierten Antikérpern nur noch die hypervariablen Regionen
(complementarity determining regions, CDR) murinen Ursprungs ubrig
blieben (12, 13). Inzwischen kénnen durch verschiedene Techniken humane
Antikdrper hergestellt werden. Daflir werden transgene Tiere immunisiert,
deren B-Zellen Gen-Loci von humanen Immunglobulinen tragen (14-17).
Phagen-Display ist eine weitere neue Technik, bei der neue Antikérper ohne
vorherige Immunisierung von Tieren komplett in vitro hergestellt werden
kénnen (18). Bei dieser Technik kdnnen z.B. beliebige DNA-Sequenzen in
ein Phagengenom integriert werden, dadurch werden dann komplette
Proteine oder Antikérperfragmente, die in der DNA-Sequenz codiert sind,
auf deren Oberflache prasentiert und binden an bestimmte Moleklle. Durch
Antikdrper-Phagen-Display kdnnen vergleichsweise kostengilinstig groBe

Bibliotheken an Antikérpern flr bestimmte Antigene entstehen, die dann
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auf ihre Affinitat zu dem Antigen getestet und isoliert werden kénnen, ein
sogenanntes Biopanning. So erreicht man, dass schnell eine hoch
spezifische und hoch effektive Variante eines Antikdrpers entwickelt werden
kann. Ein weiterer Vorteil ist, dass auch Antikdrper flr nicht immunogene
Ziele entwickelt werden kdnnen (19). Es gibt bereits einige Antikérper, die
durch die Phagen-Display-Technik hergestellt und fur eine Therapie
zugelassen wurden, wie zum Beispiel Adalimumab, Belimumab und
Ranibizumab (20).

Hybridom-Technik
seit 1975

Adalimumab TNF-a (2002)

Daclizumab CD25 (1997) * |:| Murine Anteile

I:I:I Humane Anteile

\ *  Zurlckgezogen

Abbildung 3. Entwicklung therapeutischer Antikérper. Vier Beispiele, die
zwischen 1986 und 2002 eine Zulassung erhielten, zeigen, wie sich seit der
Entwicklung der Hybridomtechnologie der murine Anteil (weiBB) in therapeutischen
Antikérpern immer mehr zugunsten des humanen Anteils (blau und grau)
verringert hat. Abgewandelt nach Kellner und Peipp 2013.



1.2 Effektormechanismen therapeutischer Antikorper

Antikdrper kdénnen Uber direkte oder indirekte Fc-vermittelte
Effektormechanismen wirken. Als direkt werden Effekte an den Tumorzellen
bezeichnet, die durch die Bindung des Fab-Fragments des Antikdrpers
ausgeldst werden. Dazu gehéren Rezeptorblockaden und Apoptose. Fc-
vermittelte Effekte entstehen zum Beispiel durch die Aktivierung von
weiteren Effektorzellen, indem sie fir die Tumorbekdmpfung rekrutiert
werden, und Kaskaden, die durch die Antikdrper ausgelést werden. Zu
indirekten Effekten kommt es aufgrund einer ganzen Reihe verschiedener
Mechanismen, durch die monoklonale Antikdérper gegen ihre Zielzellen
wirken kénnen. Eine Option ist die Aktivierung des Komplementsystems und
damit der Einleitung der komplementabhdangigen  Zytotoxizitat
(complement-dependent cytotoxicity, CDC). Hierbei wird eine Kaskade
ausgeldst, bei der Bestandteile im Blutplasma zytotoxisch gegen die
Zielzellen wirken. Eine weitere indirekte Wirkmdglichkeit besteht darin,
Effektorzellen zZu rekrutieren, entweder far sogenannte
antikdrperabhangige Zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity, ADCC) oder durch antikérperabhangige zellulare
Phagozytose (antibody-dependent phagocytosis, ADCP), indem Fcy-
Rezeptoren (FcyR) aktiviert werden. Die Effektorfunktionen von Antikérpern

variieren in Abhangigkeit von Zielantigenen, Epitopen und Isotypen (2, 21).

Monoklonale therapeutische Antikdérper kdnnen, wie oben dargestellt, auf
sehr vielfaltige Weise einen pharmazeutischen Effekt erflllen. Es ergibt sich
daraus eine Reihe von unterschiedlichen Einsatzmdglichkeiten in der
Tumorheilkunde. Zum einen kdnnen Antikérper, zum Beispiel
Vaskularisationshemmer wie Bevacizumab (anti-VEGF), geldste Antigene
binden und verhindern so die Kommunikation mit deren Rezeptoren, sie
unterbinden also die Vaskularisierung der Tumorzellen (22). Zum anderen
gibt es auch tumorgerichtete Antikdrper wie zum Beispiel Cetuximab und
Panitumumab (anti-EGFR), die die Bindung mit den passenden Liganden

blockieren (23, 24). Des Weiteren gibt es sogenannte Immun-Checkpoint-
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Inhibitoren. Diese Antikérper kénnen zum Beispiel an spezielle inhibierend
wirkende Liganden von bestimmten auf Tumorzellen exprimierten Liganden
wie PD-L1 (programmed death-ligand 1) oder auf T-Zellen exprimierten
inhibitorischen Rezeptoren wie zum Beispiel CTLA4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) binden. PD-L1 und CTLA4 regulieren die
T-Zell-Antwort herunter. Durch die Bindung der Antikdérper wird also
verhindert, dass T-Zellen durch die Liganden deaktiviert werden, und es
wird eine Starkung der endogenen Tumorabwehr erreicht (25). Der erste
zugelassene Antikdrper dieser Art, Ipilimumab, ist gegen CTLA4 gerichtet
und wird seit 2011 in der Therapie von Melanomen eingesetzt. Atezolizumab
war der erste Immun-Checkpoint-Inhibitor, der fir die Behandlung von
metastasierenden nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) sowie des
Urothelkarzinoms zugelassen wurde. Atezolizumab bindet als anti-

programmed death-ligand 1 an den Liganden PD-L1 (26-28).

Die meisten zurzeit zugelassenen Antikdrper in der Tumortherapie sind wie
das 1997 zugelassene Rituximab IgG-Antikdérper. Inzwischen gibt es
weiterentwickelte Antikérper und neue Konstrukte, um die Effektivitat zu
verbessern. Es handelt sich unter anderem um Immunkonjugate und

bispezifische Antikoérper.

Mit Immunkonjugaten wurde eine attraktive Strategie weiterentwickelt, die
bereits Paul Ehrlich 1913 mit dem Konzept der magic bullets
(Zauberkugeln) entworfen hatte, um Tumoren zu behandeln (29). Beim
Einsatz von Immunkonjugaten wird darauf abgezielt, zytotoxische Stoffe
mit einem flir den Tumor spezifischen Antikérper zu verbinden und so,
anders als bei einer Chemotherapie, nur die Zielzellen zu schadigen.
Immunkonjugate sind Konstrukte aus einem spezifischen Antikdrper, einem
Linker und einem Zellgift wie beispielsweise bakterielle Toxine oder

Mitosegifte, die gegen den Tumor wirken (30, 31).

Parallel zu den Fortschritten in der Entwicklung monoklonaler Antikérper

mit einer sehr hohen Spezifitat wurde auch ein breites Spektrum an



bispezifischen Antikérpern (BsAbs) entwickelt. Mithilfe dieser Art von
Antikérpern werden andere Triggermoleklle adressiert. BsAbs vereinen
zwei Bindungsstellen von zwei Antikérpern unterschiedlicher Spezifitat in
einem Molekll und ermdglichen nicht nur, ausschlieBlich spezielle Zielzellen
anzugreifen, sondern erlauben es auch, einzelne Zelltypen wie natlrliche-
Killer(NK)-Zellen, T-Zellen, Granulozyten oder Monozyten als Effektorzellen
zu rekrutieren. Mithilfe von BsAbs kdnnen also auch Effektorzellen stimuliert
werden, die keine Fc-Rezeptoren tragen, vor allem T-Zellen. In der
Tumortherapie werden klinisch zurzeit lediglich bispezifische Antikérper der
Klasse bispecific T cell engager (BiTE) zur Therapie eingesetzt. Diese
bestehen aus einer Bindestelle fir das aktivierende CD3-Antigen auf T-
Zellen und einer zweiten Bindungsdomane flUr Proteine auf der
Zelloberflache einer malignen Zelle. Sie rekrutieren also im klinischen

Einsatz ausschlieBlich T-Zellen zur Tumorlyse (32-36).

Chimare Antigenrezeptoren, kurz CARs, sind zwar keine Antikdrper, sie
stellen jedoch ebenfalls einen weiteren bedeutenden Ansatz in der
Tumortherapie dar und sollen deshalb hier mit erwdhnt werden. CARs sind
synthetische Rezeptoren, die die Spezifitat, Funktion von behandelten T-
Zellen beeinflussen kdénnen (37). Ihre Wirkweise basiert auf genetisch
modifizierten autologen T-Zellen, die einen chimdren Antigenrezeptor
exprimieren. Dieser Rezeptor ermdglicht die Erkennung von Antigenen auf
Zelloberflachen von Tumorzellen. CARs sind konstruiert aus einer
komprimierten Zieldomane (single chain fragment variable, scFv) und einer

Sighaldomane bestimmter auf T-Zellen exprimierter Rezeptoren (38-41).



1.3 Fc-optimierte Antikorper

Der Einsatz von therapeutischen Antikérpern als Monotherapie ist haufig
nicht ausreichend, und nicht alle Patienten profitieren von der im allgemein
nebenwirkungsarmen Therapie mit Antikérpern. AuBerdem bleiben
Rickfalle ein ernst zu nehmendes Problem. Die Weiterentwicklung und
Verbesserung von Antikdrpern ist auch insofern ein wichtiges Thema der
aktuellen Forschung. Die Erforschung der Effektorfunktionen haben uns
tiefere Einblicke in das Potenzial von Antikdérpern geliefert. Durch die
Anderung von Details der Antikdrper wie zum Beispiel Glyko-Engineering
zur gesteigerten ADCC und Protein-Engineering zur Steigerung der CDC
konnten bestimmte Wirkmechanismen in ihrer Effektivitat verbessert und
zielgerichtet fur eine therapeutische Funktion entwickelt werden (1, 2, 42,
43).

Eine Optimierung der Fc-Domane, die die Bindung zu den FcyR und zu dem
Komplementfaktor C1q verbessert, kdnnte eine vielversprechende Methode
sein, um die Effizienz der Antikérpertherapie weiter zu steigern. Davon
ausgehend, dass die ADCC und CDC wichtige Antikérperfunktionen sind, ist
die héhere Affinitat zu FcyR und C1q durch Fc-Optimierungen von groBem
Interesse. Zwei verschiedene Technologien, die Optimierung der
Glykosylierung und Veranderungen der Aminosauresequenz
(Proteinoptimierung), sind gangige Methoden der Effizienzsteigerung von
Antikdrpern. Glyko-Optimierung wird angewendet, um die ADCC-
Fahigkeiten zu steigern. Bei Antikdrpern, die Glyko-optimiert sind, ist das
an Asparagin N297 gebundene Oligosacharid zum Beispiel ohne Fucose
(Abb. 4). Diese Manipulation wurde gezielt eingesetzt, um die Affinitat zum
FcyRIIIa zu erhdhen und damit die Effizienz der ADCC durch NK-Zellen zu
steigern (44-46). Mit Obinutuzumab wurde z.B. ein erster Glyko-
optimierter Antikérper zur Therapie der chronisch lymphatischen Leukamie
(CLL) zugelassen (47-49).



Abbildung 4. Darstellung der an Asparagin (N297) gebundenen
Oligosacharidkette. In der Mitte, wo sich die Bindung von Oligosacharid an
Asparagin (N297) befindet, wird das Fc-Teil vergréBert dargestellt. Die Anordnung
der Oligosacharidkette ist rechts schematisch dargestellt. Gal = Galactose (gelb),
Man = Mannose (griin); Fuc = Fucose (rot); GIcNac = N-Acetylglucosamin
(blauviolett); NANA = N-Acetylneuraminsaure (pink). Aus Kellner et al. 2017 mit
Genehmigung des Verlags s. Karger.

Veranderungen in der Proteinstruktur wurden zur Steigerung der Affinitat
zu C1qg oder zu FcyR durchgefuhrt (42). Es wurden bereits eine ganze Reihe
von Versuchen durchgefliihrt, bei denen Aminosauren manipuliert wurden.
Diese zeigten auch merkliche Erfolge hinsichtlich einer gesteigerten
Effektivitdt der ADCC und der ADCP (50, 51). In anderen Studien wurden
auch mit spezifischen Proteinmanipulationen Versuche gemacht, um die
Aktivitat bei der CDC zu steigern (52, 53). AuBerdem gab es Versuche, die
CDC-AKktivitat durch gemischte Isotypen zwischen IgGl und IgG3 von
Rituximab oder durch Herstellung von IgG3-Varianten von Antikdérpern zu
steigern (54, 55). Mit einem weiteren Ansatz wurde die CDC-Fahigkeit
verbessert, indem bestimmte Aminosauren ausgetauscht (Mutation E345R,
Glu*** — Arg), wurden, die eine Hexamerisierung der Antikérper nach
Antigenbindung auf der Zelloberflache férdern (56). Obwohl inzwischen
mehrere Optimierungen bekannt sind, die die CDC- oder ADCC-Aktivitaten
steigern, bleibt die simultane Steigerung beider Effektorfunktionen durch
den Austausch von Aminosauren schwierig. Ursache dieser Schwierigkeit ist
vermutlich eine Uberlappung an der Bindestelle zu Clq (57) und der
Bindestelle zu FcyR (58, 59). Einige CDC-optimierte Varianten zeigten sogar

eine schwachere Fahigkeit der Zelllyse durch ADCC im Vergleich zum
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Wildtyp (52). Um diesen Verlust wieder gutzumachen, waren zusatzliche
Veranderungen nétig, zum Beispiel eine Afucosylierung zur Optimierung der
ADCC-Aktivitat (60).

1.4 Effektormechanismen von CD20-Antikdrpern

Besonders CD20-Antikdrper sind sehr gut in der Tumortherapie etabliert.
Inzwischen sind neben Rituximab drei weitere CD20-Antikérper flr die
Therapie von  B-Zell-Lymphomen oder Leukdmien zugelassen:

Obinutuzumab, Ofatumumab, Ocaratuzumab (nur USA) (61).

CD?20 ist ein Oberflachenprotein auf der Zelloberflache von B-Zellen, dessen
Struktur zwar bekannt ist, zu dessen Funktion aber noch einige Fragen offen
sind (62). Zurzeit besteht bezlglich der Funktion von CD20 die Annahme,
dass das Protein eine Rolle beim Transport von Calcium durch die
Zellmembran spielt (63). CD20 ist weit verbreitet auf B-Zellen zu finden,
und man geht davon aus, dass es aus vier Transmembranhelices mit zwei
extrazellularen Loops (ECL1 und ECL2) besteht, die mit einer Disulfidbricke
verbunden sind (64).

Rituximab ist der CD20-Antikdérper, der als erster zugelassen wurde.
Inzwischen gibt es auch weitere zugelassene CD20-Antikdrper der zweiten
Generation wie Ofatumumab und Obinutuzumab. Obinutuzumab ist ein
humanisierter Typ-II-CD20-Antikérper mit niedrigem Fucosegehalt im Fc-
Teil, der zur Therapie der chronisch lymphatischen Leukdmie und einem
follikularen Lymphom eingesetzt werden kann. Obinutuzumab kann sowohl
starkere ADCP als auch starkere ADCC auslésen (47, 65). Ofatumumab ist
ein humaner IgG1l-Antikérper, der zugelassen ist zur Behandlung von
chronisch lymphatischer Leukamie. Ofatumumab bindet an ein anderes
Epitop von CD20 als Rituximab, und zwar sowohl an den small loop als auch
an den big loop, wahrend Rituximab nur an den big loop von CD20 bindet.
Zusatzlich wird Ofatumumab langsamer abgebaut als Rituximab, bindet

besser an C1q, und kann so das Komplementsystem besser aktivieren (66).
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Es gibt zwei verschiedene Typen von CD20-Antikérpern, Typ I und Typ II.
Beide Typen haben gute Fahigkeiten, zellabhangige Lyse (ADCCQC)
einzuleiten, wahrend die Fahigkeit, durch das Komplementsystem (CDC)
oder durch direkte Lyse Zellen zu téten, von Typ zu Typ variiert. Rituximab
ist ein Typ-I-Antikérper und besitzt als solcher gute Fahigkeiten, eine
effiziente Aktivierung des Komplementsystems und ADCC einzuleiten. Der
Nachteil von Typ-I-Antikérpern gegentber Typ-II-Antikérpern ist, dass sie
nur ganz schwach den direkten Zelltot triggern kdnnen. Typ-II-Antikérper
wie z.B. Obinutuzumab kénnen Tumorzellen sehr effektiv direkt lysieren.
Daflir besitzen sie aber kaum die Fahigkeit zur Aktivierung des
Komplementsystems. In vivo ist die Situation noch wesentlich komplexer
und die Wirkung der verschiedenen Antikdérper-Funktionen ist noch nicht
komplett erforscht. Versuche mit Tiermodellen haben gezeigt, dass die
Funktionen, die durch die fragment crystallizable (Fc) region vermittelt
werden, wie CDC und die Rekrutierung von Effektorzellen, die Wirksamkeit

der Antikorper stark beeinflussen (67-70).

Es gibt auf den Immuneffektorzellen verschiedene Fcy-Rezeptoren, CD64,
CD32 und CD16, an die der Antikérper mit dem Fc-Teil bindet. Bis auf
FcyRIIb, der inhibierend wirkt, sind alle anderen Typen aktivierende FcyRs.
Der FcyRIIIa, dem eine bedeutende Rolle bei der Antikérpertherapie
zugeschrieben wird, werden zwei unterschiedliche Allelvarianten mit
unterschiedlicher Affinitdt zu den Fc-Teilen der Antikdérper beschrieben.
FcyRIIIa 158-V (Valin) hat eine deutlich héhere Bindungsfahigkeit zum Fc-
Teil als FcyRIIIa 158-F (Phenylalanin). Patienten mit einer homozygoten
Expression des Allels FcyRIIlIa 158-V, welches die Fc-Domane des
Antikérpers mit hdherer Affinitat bindet, zeigten eine bessere Reaktion auf
eine Therapie mit Rituximab und anderen therapeutischen Antikdérpern im
Vergleich zu Patienten, die homozygot das Allel FcyRIIla 158-F mit einer
niedrigeren Affinitdat zum Fc-Teil tragen (71-75). FcyRIIla wird auf
natdrlichen Killerzellen (NK), Makrophagen und Monozyten exprimiert.

Somit sind die genannten Immuneffektorzellen bei der Antikdrpertherapie
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wahrscheinlich von groBer Bedeutung. Weitergehend wurde die Aktivierung
von NK-Zellen durch eine Gabe von Rituximab an einem Patienten mit
einem hochaffinen FcyRIIIa-Polymorphismus gezeigt (76). Diese Resultate
legen nahe, dass die FcyR-Bindung der Effektorzell-Aktivierung eine
Schlusselrolle einnimmt (77). Die Rolle der Lyse durch das
Komplementsystem (CDC) ist als weiterer indirekter Wirkmechanismus
therapeutischer Antikdérper ebenfalls von Bedeutung. Unterschiedliche
Studien, bei denen gezeigt wurde, dass durch Gabe von Rituximab das
Komplementsystem verbraucht wurde und dass Patienten von Plasmagaben
als Quelle fur Komplement profitiert haben kénnten, legen eine Wirkung von
Rituximab durch CDC nahe (78, 79). Zusatzlich wurde in weiteren Studien
gezeigt, dass nach einer Rituximab-Behandlung bei antikdrperresistenter
CLL die Expression von inhibitorischen Membran-gebundenen
komplementregulierenden Proteinen (mCRP) CD59 der Patienten gestiegen
ist (80, 81).

1.5 Ziel der Arbeit

Fc-vermittelete Effektormechanismen spielen eine wichtige Rolle fir die
therapeutische Wirksamkeit monoklonaler Antikérper. In der vorliegenden
Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die ADCC- und CDC-Aktivitat
simultan gesteigert werden koénnen. Dies sollte durch parallele Protein-
Optimierung und Glyko-Optimierung realisiert werden. Daflir wurde die Fc-
Doméane des IgGl-Isotyps an funf Aminosdurepositionen manipuliert
(S267E/H268F/S324T/G236A/1332E, EFTAE-Variante) und in den
Hintergrund des CD20-Antikérpers Rituximab eingebracht. Antikdrper mit
dieser Mutation zeigten bereits in vorherigen Versuchen eine erhoéhte
Fahigkeit der CDC, ohne die ADCC-Fahigkeit von nativen IgG1-Antikérpern
zu beeinflussen (52). Davon abgeleitet wurden fucosylierte und
afucosylierte Varianten von Rituximab mit und ohne die EFTAE-Mutation

hergestellt und die unterschiedlichen Varianten auf ihre

12



Bindungsfahigkeiten mit Effektor- und Zielzellen und auf ihre Fahigkeiten,

in vitro Tumorzellen durch CDC und durch ADCC zu lysieren, getestet.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Alle Zelllinien wurden unter Standardbedingungen bei 37 °C und 5 % CO:2
nach Empfehlung der Hersteller kultiviert. Stabil transfizierte Zelllinien
wurden mit entsprechenden Selektionsmedien kultiviert. Bei der Zelllinie
CHO-K1 [43] wurde Geneticin (1 mg/ml) zum Standardmedium gegeben
(Tabelle 1).

Name Zelltyp Medium | Quelle
MEC-2 Chronische B-Zell-Leukamie | D107 DSMZ
GRANTA-519 B-Zell-Lymphom D10+ DSMZ
Ramos Burkitt-Lymphom R10* DSMZ
CHO-K1 Ovarzellen des chinesischen

Hamsters R107 PSMe
Lec13 CHO-Mutante R10* *
Lenti-X HEK293T-Sublinie D10+ DSMZ

Tabelle 1. Verwendete Zelllinien. R10*: RPMI 1640 Medium, 10 % inaktiviertes
fotales Kédlberserum (FCS), 1 % Penizillin-Streptomycin;, D10*: DMEM Medium,
10 % FCS, 1 % Penizillin/Streptomycin. Bei der Zelllinie CHO-K1-[43] wurde
Geneticin (1 mg/ml) zum Standardmedium gegeben. DSMZ: Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig, Deutschland); *LEC13-
Zellen wurden freundlicherweise von Professor Pamela Stanley (Albert Einstein
College of Medicine of Yeshiva University, New York, NY, USA) zur Verfiigung
gestellt.
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2.1.2 Monoklonale Antikdrper

Tabelle 2. Ubersicht iiber die verwendeten monoklonalen Antikérper.

Name Spezifitat Format Quelle/
Hersteller
Rituximab CD20 IgG1 Ref / Roche

(chimarisiert)

Trastuzumab HER?2 IgG1 Ref / Roche

(humanisiert)

C2B8 CD20 IgG1 unpubliziert

(chimarisiert)

C2B8 (Fuc) CD20 IgG1 unpubliziert

(chimarisiert)

C2B8-EFTAE CD20 IgG1 unpubliziert

(chimarisiert)

C2B8-EFTAE CD20 IgG1 unpubliziert
(Fuc) (chimarisiert)
C2B8 (GNT-III ) | CD20 IgG1 unpubliziert

(chimarisiert)

C2B8-DE CD20 IgG1 unpubliziert

(chimarisiert)

2.1.3 Chemikalien

Alle genutzten Chemikalien, Puffersubstanzen, Antibiotika, Lésungsmittel
etc. stammen von den Firmen Qiagen (Hilden), Sigma (Deisenhofen,
Deutschland), Roth (Karlsruhe), GE Healthcare (Minchen), Merck
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(Darmstadt), Pierce (Rockford, USA), PAA Laboratories (Pasching),
Biochrom (Berlin), Invitrogen (Karlsruhe), Roche (Mannheim), Biotest
(Dreieich) und Dianova (Hamburg). Flr L6sungen und Verdlinnungen wurde
ohne Ausnahme Wasser mit einem spezifischen Widerstand von
18,2 MQ xcm?2 aus der Deionisationsanlage MilliQ der Firma Milipore
(Eschborn) benutzt.

2.1.4 Puffer und L6sungen

Transfektion

Waschlosung 1x PBS
Puffer-Ansatz 2XHBS HEPES 50 mM
pH7,05
NaCl 280 mM
Naz2HPO4 1,5 mM
DNA-Ansatz DNA 0 Mg, 5 Mg, 10 pg,
15 pg
CaClz 100 pl
Chloroquin 5 ul
MQ H=20 895 pl
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Reinigung Uber Kappa/CH1

Waschpuffer Glycin pH 3, 0.1 M
Elutionspuffer 1x PBS pH 7,5

IgG-CH1 Affinity

Matrix

Lectin-Blot

Waschpuffer Tris 1M
NaCl 5M
CaClz 0,5M

Blockierungspuffer Tris 1M
NaCl 5M
CaClz 0,5M
Tween 20 500 pl
BSA 5g
H20 steril ad 1L

Gelelektrophorese

Laufpuffer SDS-Page Tris 25 Mm
Glycin 192 Mm
SDS pHS8,3 0,1 %
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Coomassie

Coomassie H20 60 ml

Farbelosung

Methanol 20 ml
Roti-Blue 20 ml
Waschlosung MeOH 99.8 % 25 ml
H20 75 ml

Wenn nicht spezifisch beschrieben, sind alle Lésungen und Puffer aus

bekannten Protokollsammlungen Sambrock and Russel entnommen.

2.2 Methoden

2.2.1 Transiente Antikdrper-Expression in Lenti-X Zellen

mittels Calcium-Phosphat-Transfektion

Es wurden vier verschiedene Versuche mit je 25 Platten parallel angesetzt.
Einen Ansatz ohne DNA und Ansatze mit 5 pg, 10 pug und 15 ug GNT-III-
DNA. Am ersten Tag wurden die Lenti-X-Zellen mit Trypsin abgeldst. Dann
mit 1x PBS gewaschen, gefarbt und gezahlt. Pro Platte wurden
3 x 106 Lenti-X-Zellen pro Platte ausgesat und gut verteilt, nachdem 10 ml
D10+ (+L-Glutaminen) vorgelegt wurden. Uber Nacht wurden die Zellen im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am zweiten Tag wurde das Medium
gewechselt. Danach wurden die DNA-Ansatze in 50 ml Falcons fertig
prapariert. Die drei Ansatze bestanden pro Platte aus 1,5 und 10 pg DNA,

100 pl CaClz , 5 yl Chloroquin und wurde mit destilliertem Wasser auf 1 ml
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aufgefullt. Daflr wurde unter Blubbern mit 2x HBS mittels einer 5-ml-
Pipette die DNA so langsam wie mdglich aus einer 10-ml-Pipette
dazugetropft. Dann wurden je 2 ml der DNA-Ansatze tropfenweise auf die
Platten pipettiert. Daraufhin wurden die Platten geschwenkt, bis die DNA
gut verteilt war. Dann wurden die Platten fir 9 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Dann wurde wieder das Medium gewechselt, bevor die Zellen noch einmal
48 h bei 37 °C inkubiert wurden.

Danach wurde jeden Tag der Uberstand abgenommen und gesammelt, bis

sich die Zellen aufgrund der Zelldichte von dem Boden l&sten.

2.2.2 Stabile Expression der Antikorper in CHO/Lecl3 nach

Transfektion mit Lipofectamin

Es wurden 2 x 106 CHO-K1-Zellen oder 2 x 106 Lecl13-Zellen pro Platte
ausgesaht. Pro Platte wurden 5 pg des Plasmids eingesetzt. Die stabile
Transfektion erfolgte unter Verwendung des Amaxa Nucleofectionssystems
(Lonza, Kdln) und des Transfektionskits V nach Herstellervorgaben flir CHO-
Zellen und Lecl13-Zellen (82). Nach 48 h wurde ein neues Medium mit
500 pg/ml Hygromycin auf die Zellen gegeben. Als Vektoren wurden flr die
leichte Kette (LC) pSectag2-4D5-LC (nicht publizierte Daten) gewahlt, fur
die schwere Kette (HC) pSec-tag2-HygroC (kodiert eine native IgG1-Fc-
Domane) und fir die Mutation pSec-HC-EFTAE (kodiert die engineerte Fc-
Domane mit den Aminosaure-Substitutionen
S267E/H268F/S324T/G236A/1332E; Daten nicht publiziert). Die Richtigkeit
der geklonten Sequenzen in den finalen Konstrukten wurde mithilfe der
DNA-Sequenzierung nach Sanger bestatigt. Die Durchlasszellen wurden flr
zwei Wochen unter selektivem Druck mit Hygromycin B 500 pg/ml gelagert.
Dadurch wurden die Zellen, die nicht den Selektionsmarker enthielten,
eliminiert. Der Uberstand der gemischten Zellklone enthalt rekombinante
Proteine. FlUr grdBere Proteinmengen wurden einzelne Subklone mit

mittelmaBiger bis guter Proteinproduktion reduziert und verdinnt. Um die
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Subklone mit guten Produktionsraten zu identifizieren, wurde der Uberstand

durchflusszytometrisch untersucht.

2.2.3 Proteinreinigung durch Affinitdtschromatografie

Die selektierten Antikérper aus dem Uberstand wurden mit CaptureSelect™
IgG-CH1 Affinity Matrix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
mittels Affinitatschromatografie unter Verwendung von Schwerkraftsaulen
(gravity flow columns; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) streng
nach Anleitung des Herstellers gereinigt. Die Uberstédnde wurden in sterilen
Flaschen gesammelt. Die Flaschen wurden 45 min bei 7000 rpm (rounds
per minute) zentrifugiert. Im Anschluss wurde mit einem pH-Meter der pH-
Wert bestimmt. Werte zwischen 7,9 und 8,1 wurden akzeptiert, ansonsten
wurde der pH eingestellt. Danach wurde der Uberstand durch einen Filter in
eine andere sterile Flasche Ubertragen. AnschlieBend wurden 1 ml/L IgG-
CH1 Affinity Matrix dazugegeben, und die Flasche wurde Gber Nacht unter
Rihren mit einem Magneten bei 4 °C gelagert. Am nachsten Tag wurden
die Ubersténde in 50-ml-Falcons umgefiillt und mehrfach zentrifugiert, bis
800 ml zu 20 ml mit konzentrierterem Protein wurden. Diese 20 ml liefen
in 15 Fraktionen durch eine Matrix. Danach wurde das Protein noch 2-mal
mit 10 ml PBS (4 °C) gewaschen. SchlieBlich wurde 1 ml 0,1-molares Glycin
mit pH3 pro Fraktion dazugegeben, nachdem 1 ml TRIS vorgelegt wurde,

um den pH-Wert auszugleichen.

2.2.4 Massenabschatzung der Proteine

Die Menge der Proteine wurde durch den Experion Chip Pro 260 (Bio-Rad,
Hemel Hempstead, United Kingdom) bestimmt. Die Durchfihrung wurde

streng nach Anleitung mit den Produkten des Experion-Kits durchgeflhrt.
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2.2.5 Gelelektrophorese

Die Proteinproben wurden vor dem Beladen mit 4-mal NuPAGE LDS Sample
Buffer (Thermo Fisher, Vereinigte Staaten von Amerika) gemischt und
5 min bei 95 °C erhitzt. Danach wurden die Proben auf Eis abgekuhlt, bevor
die Geltaschen mit den Proben beladen wurden. Es wurden 12 % NuPage
SDS-Page-Gele (Life Science, Freiburg, Deutschland) mit 0,75 mm Dicke
zum Auftrennen der Proteine verwendet. Die Beladung der Gele erfolgte
nach dem Standardprotokoll von Laemmli 1970. Wahrend der ersten 10 min
lief die Gelelektrophorese bei 120 V. Danach erfolgte fir weitere 50 min der
Durchlauf bei 150 V.

2.2.6 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Das Gel wurde mit colloidalemm Coomassie Brilliant Blue (Roth, Karlsruhe)
auf einem Horizontalschittler fir mehrere Stunden gefarbt. Danach wurde

das Gel mit Wasser entfarbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.

2.2.7 Western Transfer

Zum Ubertragen der Proteine auf eine PVDF-Membran (Hersteller) wurde
das Gel, nachdem die Proteine hindurchgelaufen waren, 5 min in
Transferpuffer gelagert. Die aufgetrennten Proteine wurden nach der
Gelelektrophorese in einer Semi-Dry Blotkammer auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Die Ubertragung wurde bei 1 mA/cm?2 in einer Stunde
durchgefiihrt. Danach wurde die Membran mit den Proteinen mit TBS/3 %

BSA flr eine Stunde auf einem Horizontalschuttler blockiert.

AnschlieBend wurde die Membran 3-mal fir 10 min auf dem
Horizontalschittler mit TBS-Tween gewaschen. Darauf folgte die Inkubation
mit dem Sekundarantikérper (anti-human IgG Fab2-FITC, Sigma-Aldrich,

Vereinigte Staaten von Amerika). Er wurde in TBS/10 % Magermilchpulver
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1:5000 verdinnt und far 1 h auf die Membran gegeben. Danach folgte
dreimaliges Waschen in TBS-Tween. Um ein Foto der Proteine auf der
Membran machen zu koénnen, wurde ECL-Reagenz (enhanced
chemoluminescence, von Pierce) auf der Membran verteilt. AnschlieBend

wurde ein digitales Foto im Bio-Rad-System aufgenommen.

2.2.8 Lectin-Blot

Flr den Lectin-Blot wurde die PVDF-Membran nach dem Western-Blot Gber
Nacht in Puffer A geblockt. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran bei
Raumtemperatur in Puffer A und 10 pg/ml Lectin fur 2 h inkubiert.
AnschlieBend wurde das Lectin in 3 Waschgangen a 10 min mit Puffer B
entfernt. Danach wurde die Membran in Puffer A mit 0,05 % Tween 20 und
1 pg/ml Neutravidin-HRP fir 30 min inkubiert. Im Anschluss wurde die
Membran erneut mit Puffer B gewaschen, zunachst 3-mal jeweils 10 min
lang und danach 7-mal jeweils 4 min. SchlieBlich wurde wie beim Western-
Blot ECL-Substrat auf die Membran gegeben, und es wurde im Bio-Rad-

System eine Aufnahme gemacht.

2.2.9 Durchflusszytometrische Methoden

Es wurden 0,5 x 106 Zellen je Probe eingesetzt und mit FACS-Puffer
gewaschen. Danach wurden die Proben bei 1600 rpm flr 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. Die jeweiligen Antikdérper wurden in FACS-Puffer auf 50 pg/ml
verdinnt. Das Zellpellet wurde in 50 pyl Antikérper-Verdiinnung
aufgenommen und fur 30 min auf Eis gelagert. Nach erneutem Waschen in
FACS-Puffer wurde das Zellpellet in 20 ul Sekundarantikérper (anti-human
IgG Fabz2-FITC, Sigma-Aldrich, Vereinigte Staaten von Amerika)
aufgenommen und flir eine weitere halbe Stunde im Dunklen auf Eis

gelagert. Nach nochmaligem Waschen wurden die Proben in 500 pl FACS-
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Puffer aufgenommen. Die Proben wurden weiter auf Eis gelagert, wahrend

sie fur die Auswertung bereitstanden.

2.2.10 Isolation der Effektorzellen aus Vollblut und Praparation

von Plasma

Flr die Isolation der Effektorzellen aus Vollblut wurden 9 ml Zitratblut auf
6 ml 63-%iger Percoll-L6sung geschichtet. AnschlieBend wurden die
Ansatze bei 2500 rpm fur 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Danach
konnten das Plasma und die mononukledaren Zellen (MNC) abpipettiert und
gesammelt werden. Das Plasma wurde auf Eis gelagert und die
mononukledren Zellen wurden flir 5 min mit PBS gewaschen. Reste von
Erythrozyten wurden durch eine hypotone Lyse mit kaltem destilliertem
Wasser entfernt. AbschlieBend wurden die Zellen in der Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Die Zellen wurden in R10-Medium in einer Zellzahl

von 4 x 106 Zellen pro ml aufgenommen.

2.2.11  Analyse der Zytotoxizitat im 51 Chrom-

Freisetzungsexperiment

Alle ADCC- und CDC-Versuche wurden nach publizierten Protokollen von

Elsasser et al. 1996 ausgeflihrt.

Flr diese Versuche wurden Mikrotiterplatten mit 96 Bohrungen (Sarstedt)
verwendet. FlUr jeden Ansatz wurden Tripletts pipettiert. Das Verhaltnis
zwischen den Effektor- und Zielzellen in den ADCC-Versuchen war 40:1
(200 000 Effektorzellen : 5000 Zielzellen). Bei den CDC-Versuchen wurden
25 % Plasma eingesetzt. Die eingesetzten Antikdérper wurden in einem
Volumen von 10 ul pro Bohrung zugegeben. In jeder Bohrung wurde die
Menge auf 200 pl mit dem Medium R10 aufgeflllt. Zum Berechnen der
maximalen madglichen Lyse wurde ein Ansatz mit 50 pl Zielzellen, 50 pl
Medium und 100 pl Perchlorsaure (Triton X) pro Platte pipettiert (maximum
release, MR). Die minimale Lyse wurde durch einen Ansatz mit 50 pl
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Zielzellen und 150 pl Medium bestimmt (basal release, BR). AuBerdem
wurde noch ein Ansatz mit 50 ul Zielzellen, 50 pl Effektorzellen (ADCC) oder
Plasma (CDC) und 100 pl Medium pipettiert.

Es wurden 1,5 x 106 Zielzellen pro ml abgezahlt und mit 150 pl >!Chrom
(GE Healthcare, Mlnchen) flir 2 h bei 37 °Cund 5 % CO2 markiert. Danach
wurden die Zellen 3-mal mit Medium gewaschen und auf 1 x 105 Zellen pro

ml eingestellt.

Die Platten wurden fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Platten
5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden 25 pl Uberstand auf
eine Reader-Platte (Perkin-Elmer, Waltham USA) ubertragen. In alle
Bohrungen der Reader-Platte kamen zusatzlich noch 150 pl SuperMix
Scintillation Liquid (Perkin-Elmer). Zur Auswertung kamen die Reader-
Platten in einen Beta-Counter, der die Ergebnisse in counts per minute

(cpm) angab.

Die spezifische Lyse wurde nach folgender Formel berechnet:

% spezifische Lyse = X100

2.2.12 Statistische und grafische Auswertung

Mit Vorliegen der Ergebnisse aus dem Beta-Counter konnte die spezifische
Lyse ermittelt werden. Statistisch und grafisch wurden die Versuche mit
dem Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA) ausgewertet. Es wurden die Mittelwerte £ Standardfehler dargestellt.
Statistisch signifikante Unterschiede (p-Werte < 0,5) wurden mithilfe von
Student’s-t- oder two-way-ANOVA-Tests mit Bonferroni Post-hoc-Test

errechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung der optimierten Antikdrper

Das Ziel der Arbeit war es, durch Manipulation der Fc-Teile von Rituximab-
Antikérpervarianten deren ADCC- und deren CDC-Fahigkeit zu verbessern.
Dazu sollte Rituximab als Wildtypvariante mit IgG1-Fc und EFTAE-Fc sowohl
als fucosylierte Variante als auch mit reduziertem Fucosegehalt hergestellt
werden. Dabei sollten die EFTAE-Austausche im Fc-Teil zur Steigerung der
CDC-Aktivitat fiuhren und ein reduzierter Fucosegehalt die Steigerung der
ADCC-AKktivitat bewirken. Die entsprechenden DNA-Konstrukte lagen zu

Beginn der Arbeit vor.

Um das Projekt zu realisieren, musste zundachst eine Technik etabliert
werden, den Fucosegehalt in IgG-Antikdrpern zu reduzieren. In der Literatur
sind verschiedene Mdglichkeiten beschrieben, um afucosylierte Antikdrper

herzustellen. In dieser Arbeit wurden zwei Strategien getestet.

In dem ersten Ansatz wurde durch eine Uberexpression von Beta-1-4-N-
acetylglucosaminyltransferase III (GnT-III) die Afucosylierung des Fc-Teils
angestrebt. Bei dieser Strategie wird durch Einbau eines sogenannten
bisecting sugar verhindert, dass sich Fucose an das Oligosacharid an
Position Asn-297 in der Domane CH2 des Fc-Teils anlagert. Die Modifikation
gelang durch Calcium-Phosphat-Transfektion des Gens des

Glykosylierungsenzyms GnT-III aus der Ratte.

In einem zweiten Ansatz flir die Herstellung afucosylierter Fc-Teile wurden
die Antikdrper in Lecl13-Zellen exprimiert. Da Lec13-Zellen keine Fucose-
Vorlaufer herstellen kénnen, sind die in ihnen exprimierten Antikdrper

afucosylierte Proteine.

Um die beiden Strategien zu vergleichen, wurden Expressionsvektoren, die

die cDNA-Sequenz fur Rituximab codieren, zum einen transient in Lenti-

X 293T-Zellen zusammen mit einem Expressionsplasmid transfiziert, das

die Beta-1-4-N-acetylglucosaminyltransferase III codiert, und zum anderen
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wurden parallel die Rituximab-codierenden Vektoren in Lecl3-Zellen

transfiziert.

Aus dem Uberstand der transfizierten Zellen wurden die Antikérper durch
Affinitatschromatografie gereinigt und die Proteinkonzentration bestimmt.
AnschlieBend wurde die zyotoxische Aktivitat der Antikdrperpraparationen

im Chromfreisetzungsversuch analysiert.

Den Effekt der GnT-III-Modifikation sollte die Analyse der Zytotoxizitat in
einem Chromfreisetzungsexperiment zeigen (Abb. 5). Daflr wurden die
Antikérperkonstrukte  RTX-GnT-III-Lenti-X in  Drei-Stunden-Chrom-
Freisetzungexperimenten auf ihre Fahigkeit untersucht, die Tumorzellen
durch ADCC zu lysieren (Abb. 5a). Als Zielzellen wurden MEC2-Zellen, eine
B-CLL-Zelllinie, gewahlt. Als Effektorzellen wurden MNCs aus Vollblut von
verschiedenen Probanden isoliert und genutzt. Jedes Experiment wurde in
drei Versuchen durchgefuhrt, die unabhangig voneinander stattfanden. Das

Verhaltnis von Effektor- zu Tumorzellen betrug bei allen Versuchen 40 : 1.

Die Experimente zeigen, dass die ADCC-Aktivitat des RTX-GnT-III-Lenti-X-
Antikdrpers durch die Veranderungen verbessert wurde. Die Lyserate durch
ADCC des RTX-GnT-III-Lenti-X-Antikérpers sind im Vergleich zu einem
nativen Rituximab-Antikdrper nicht statistisch signifikant verbessert. Es ist
jedoch zu erkennen, dass die Lysefahigkeit durch ADCC in der héchsten
Konzentration von 2 ug/ml eingesetztem Antikérper im Schnitt um 12,58 %

hoher ist als die des nativen IgG1-Antikdrpers Rituximab.

In einem weiteren Versuch wurden RTX-GnT-III-Lenti-X-Antikérper mit der
anderen afucosylierten Variante RTX-wt-Lecl13-Antikérper verglichen
(Abb. 5B). Der Antikdérper RTX-wt-Lec13 besaB eine halbmaximal effektive
Konzentration (ECso) von 0,015 pg/ml und zeigte eine héhere Effektivitat
als der RTX-GnT-III-Lenti-X-Antikérper (ECso). Der RTX-wt-Lecl3-
Antikorper ist im Vergleich zu dem RTX-GnT-III-Lenti-X-Antikdrper in allen
drei Versuchen effizienter gewesen. Aufgrund der besseren Ergebnisse im

Chromfreisetzungsversuch mit den RTX-wt-Lecl3-Antikérpern wurde der
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Ansatz zur Afucosylierung fur die doppelt engineerte Antikdrpervariante im

Verlauf weiter verfolgt.
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Abbildung 5. Vergleich der ADCC-induzierten Chromfreisetzung von
unterschiedlichen glyko-optimierten Antikorpern und nativem Typ. Bei den
Versuchen wurden als Tumorzellen (T) MEC-2-Zellen einer B-CLL-Zelllinie gewéahlt.
Als Effektorzellen wurden MNCs aus Vollblut von Probanden gewonnen. Das
Verhéltnis E : T betrug bei allen Versuchen 40 : 1. Jedes Experiment wurde dreimal
durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte *Standardfehler von drei
unabhédngigen Experimenten. (A) ADCC-Aktivitdt des Glyko-engineerten RTX-
GnT-III-Lenti-X-Antikérpers im Vergleich zur ADCC-Aktivitdt des nativen
Antikérpers Rituximab (RTX). Die Auswertung der dreistiindigen Chromfreisetzung
zeigt, dass der Antikérper RTX-GnT-III-Lenti-X eine bessere Lyserate aufweist als
der Wildtyp Rituximab. Der mutierte Antikbrper ist bei der durchgeftuhrten Anzahl
an Experimenten (n = 3) noch nicht signifikant besser als der Wildtyp Rituximab,
zeigt aber im Schnitt eine um 12,58 % hbhere Lyserate in der maximalen
Konzentration von 2 ug/ml eingesetztem Antikérper. (B) Das Essay der
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dreistiindigen Chromfreisetzung zeigt die unterschiedliche ADCC-Aktivitat durch
verschiedene Antikérper-Varianten im Vergleich: natives Rituximab (RTX), die
Variante RTX-wt-Lecl3 (afucosylierte Variante von Rituximab, auf Lecl3-Zellen
hergestellt), RTX-GnT-III-Lenti-X (Rituximab-Variante mit der Glyko-Optimierung)
und zur Negativkontrolle das nichtbindende Trastuzumab, ein anti-HERZ2-
Antikérper. Die Antikérper wurden in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.
RTX-wt-Lecl3 ist in der Konzentration bei 0,4 ug/ml einfach signifikant effektiver
als der Wildtyp, nicht aber als die GnT-III-Variante. Das mittlere
Effektivitdtsmaximum ist jedoch schon bei einer geringeren Konzentration erreicht.
Einfach statistisch signifikant bedeutet p < 0,05. Aus Wirt et al. 2017 mit
Genehmigung des Verlags S. Karger.

3.2 Herstellung einer doppelt-Fc-optimierten Variante des

Antikorpers Rituximab

Um neben der ADCC- auch die CDC-Fahigkeiten des Antikoérpers zu
verbessern, lag ein zweites Hauptaugenmerk flir gezielte Manipulationen
auf der EFTAE-Optimierung. Ziel war ein Austausch bestimmter
Aminosauren, wodurch die CDC-Fahigkeiten des Antikdrpers verbessert
wurden, ohne die ADCC-Aktivitat zu beeinflussen, und beide
Manipulationen, die Protein- (EFTAE) und die Glyko-Optimierung, wurden
daflr in einem Antikérper vereint (Abb. 6). Die Proteinoptimierung wurde
dadurch erreicht, dass die Modifikation S267E/H268F/S324T/G236A/1332E
(EFTAE-Optimierung) zur Steigerung der Cl1g-Bindung in den Fc-Teil des
Antikdrpers in die Domane CH2 integriert wurde (Abb. 6A). Um auch die
ADCC-Aktivitat zu verbessern, wurde der Antikdérper afucosyliert
hergestellt, indem er in Lecl13-Zellen exprimiert wurde. In dem Antikérper
RTX-EFTAE-Lec13 waren somit die EFTAE-Modifikation und der afucosylierte
Fc-Teil vereint. Um eine fucosylierte EFTAE-Variante mit dem doppelt
optimierten Antikérper vergleichen zu kédnnen, wurde der Antikérper mit der
EFTAE-Optimierung auch in CHO-K1-Zellen als fucosyliertes Protein
hergestellt. Ebenfalls wurden die nativen Rituximab-Sequenzen sowohl in
CHO-K1- als auch in Lecl3-Zellen exprimiert, um den Vergleich einer
fucosylierten mit einer afucosylierten Variante des nativen Rituximab
vornehmen zu kénnen (Abb. 6B).
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Abbildung 6. Generation von Varianten des Antikérpers Rituximab mit
verandertem Fc-Teil. (A) In dem Strukturmodell sind die Positionen markiert,
an denen Manipulationen zur Optimierung innerhalb der Doméne CHZ2
vorgenommen wurden, um die CDC-Aktivitdt zu erhéhen. Die leichte Kette (LC) ist
in Hellgrau, die schwere Kette (HC) in Dunkelgrau dargestellt. Die Positionen der
Aminosauresubstitutionen S267E/H268F/S324T/G236A/I332E (EFTAE-
Modifikation) sind lila markiert, der Uberrest Fucose gelb. Das an Asn-297
gebundene Oligosacharid ist griin eingefarbt. Das IgG-Strukturmodell basiert auf
pdb-Daten, die von Dr. Mike Clark (83) zur Verfigung gestellt und durch Discovery
Studio Visualizer (Biovia, San Diego, CA, USA) bearbeitet wurde.
(B) Die EFTAE-Modifikation wurde in die Sequenz der Fc-Doméne von Rituximab
eingebracht (RTX-EFTAE). Eine Variante mit der EFTAE-Modifikation (RTX-EFTAE)
und eine Variante als Wildtyp (RTX-wt) wurden je in CHO-K1-Zellen und in Lec13-
Zellen exprimiert. Die Antikérper, die in CHO-K1-Zellen exprimiert wurden (RTX-
wt-CHO und RTX-EFTAE-CHO), sind fucosyliert (+), die Antikérper-Varianten, die
in Lecl3 exprimiert wurden (RTX-wt-Lec13 und RTX-EFTAE-Lec13), sind nicht
fucosyliert (-). Dadurch wird eine Optimierung der ADCC-Fahigkeit erreicht. Aus
Wirt et al. 2017 mit Genehmigung des Verlags S. Karger.

Die vier verschiedenen CD20-Antikérper RTX-EFTAE-Lecl3 (doppelt
optimiert zur Verbesserung von ADCC und CDC), RTX-wt-CHO (nicht
optimiert), RTX-EFTAE-CHO (CDC-optimiert) und RTX-wt-Lecl13 (ADCC-
optimiert) wurden in stabil transfizierten CHO-K1- bzw. Lecl13-Zellen
exprimiert und durch Affinitdtschromatografie aus dem Uberstand der

Zellkultur gereinigt.

Die Integritdt und Reinheit der Antikérper wurde durch reduzierte und nicht
reduzierte SDS-Page und Coomassie-Blue-Farbung gesichert (Daten nicht
gezeigt). Um den Fucosylierungsstatus der verschiedenen Varianten zu
Uberprifen, wurden Lectin-Blot-Experimente mit biotinyliertem Aleuria

aurantia Lectin durchgefiihrt (Abb. 7). Und wie bereits in anderen Studien
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beschrieben (82), sind die Antikérper, die in CHO-K1-Zellen (z.B. RTX-wt-
CHO und RTX-EFTAE-CHO) exprimiert wurden, fucosyliert und die
Antikdrper, die in Lec13-Zellen exprimiert wurden (z.B. RTX-wt-Lec13 und
RTX-EFTAE-Lec13), sind afucosyliert.

kDa 1 2 3 4

75+ Spur 1: RTX-wt-Lec13
- u | A. aurantia Spur 2: RTX-wt-CHO

lectin Spur 3: RTX-EFTAE-Lec13
37- Spur 4: RTX-EFTAE-CHO
75
50 - w= | Anti-Fc
37

Abbildung 7. Vergleich des Fucosylierungsstatus der hergestellten IgG1-
Antikérper-Varianten. Nach der Aufreinigung durch Affinitdtschromatografie
wurden die unterschiedlichen Antikérper-Sequenzen mit einem Lectin-Blot auf
ihren Fucosylierungsstatus untersucht. Der Lectin-Blot wurde mit A. aurantia-
Lectin und HRP-konjugiertem NeutrAvidin-Protein durchgefihrt. An den
dargestellten Banden ist zu erkennen, dass die Antikérper von Lecl3-Zellen (oben,
Spur 1 und 3) im Gegensatz zu den Antikérpern von CHO-Zellen (Spur 2 und 4)
keine Fucose enthalten. Zur Kontrolle wurden die schweren Ketten mit HRP-
konjugiertem Anti-human-IgG-Fc-Antikérper durch Western-Blot detektiert
(unten). Dargestellt werden die Daten eines reprdasentativen Experiments. Aus
Wirt et al. 2017 mit Genehmigung des Verlags S. Karger.
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3.3 Analyse der Bindung an CD20-positive Zielzellen

Da an den Antikoérperkonstrukten keine Veranderung am Fab-Fragment
durchgefuhrt wurde, ist nicht von einer Veréanderung der Bindung zu CD20
auszugehen. Um die Bindung zu CD20 messen zu koénnen, flhrten wir
durchflusszytometrische Messungen durch. Die folgenden Versuche zeigten,
dass sich die Bindung der Antikdérper an CD20 durch die Modifikationen an
den Fc-Teilen nicht verandert hat. Die Bindung der Antikdérpervarianten zu
CD20 wurde mit MEC-2-Zellen (Abb. 8A) und mit CHO-K1-Zellen, die mit
humanem CD20 stabil transfiziert wurden (CHO-K1-CD20, Abb. 8B)
getestet. Alle hergestellten Varianten von Rituximab zeigten, wie erwartet,
eine Bindung an MEC-2-Zellen und an CHO-K1-CD20-Zellen. Als
Negativkontrolle wurde auch die Bindung auf nicht transfizierten CHO-K1-
Zellen und an anderen CD20-negativen Zelllinien (z.B. SK-BR-3-Zellen,
Daten nicht publiziert) getestet. Bei diesen Versuchen wurde nachgewiesen,
dass die Rituximab-Varianten nicht mit CD20-negativen interagierten und
die Spezifitat erhalten blieb. Ebenso wurde mit der eingesetzten
Negativkontrolle Trastuzumab keine Bindung an eine der CD20-positiven

Zelllinien beobachtet.
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Abbildung 8. Bindung der hergestellten Antikérper an CD20. Grafisch
dargestellt wird die MFI (mittlere Fluoreszenz-Intensitét). (A) CD20-positive MEC-
2-Zellen wurden mit Facs-Puffer alleine (weiBe Histogramme) oder mit 50 ug/ml
des angezeigten Antikérpers inkubiert (grine Histogramme). Nach der Inkubation
reagierten die unterschiedlichen Proben mit einem FITC-konjugierten anti-
humanen IgG-Fc-F(ab *)2-Fragment. Die Proben wurden mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Als Negativkontrolle wurde das Experiment mit
Facs-Puffer alleine durchgefuhrt. Die Histogramme der hergestellten Antikérper
zeigten, dass deren Bindungsstédrke zu CD20-positiven Zellen im Vergleich zum
zugelassenen Rituximab nicht verdndert war. (B) Flr die Analyse wurden CHO-
K1-CD20-Zellen hergestellt und die Bindung der Antikérper RTX-wt-CHO, RTX-
EFTAE-CHO, RTX-wt-Lecl3 und RTX-EFTAE-Lecl3 (Konzentration: 50 ug/ml)
wurde verglichen mit der Bindung von CHO-K1-Zellen, die nicht mit CD20
transfiziert wurden. Die in der Grafik dargestellten Messwerte zeigen eine Bindung
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der Antiképer an die CHO-K1-CD20-Zellen, und ebenso, dass es keine Bindung an
die nicht transfizierten CHO-K1-Zellen gab. Die Histogramme zeigen Mittelwerte +
SEM (n = 2). Die Antikérper wurden durch FITC-konjugiertes anti-humanes IgG Fc
F(ab )2 markiert und mit Durchflusszytometrie detektiert. Trastuzumab wurde als
Kontrollantikbrper eingesetzt. Aus Wirt et al. 2017 mit Genehmigung des Verlags
S. Karger.

Die Analyse der dosisabhangigen Bindung auf CHO-K1-CD20 Zellen ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Antikérper-Varianten
(Abb. 9). Die durchgefihrten Experimente beweisen, dass die
Modifikationen an den Fc-Teilen der verschiedenen Konstrukte keinen
Einfluss auf die Spezifitat zu CD20 hatte.
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& RTX-EFTAE-CHO
= 1507 RTX-wt-Lec13
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Abbildung 9. Konzentrationsabhangige Bindungskurven zu CD20. Die
Grafik zeigt die Bindungsaktivitdt von CHO-K1-CD20-Zellen mit den verschiedenen
Antikérpervarianten in Abhdngigkeit der Konzentrationen. Die Antikérper wurden
durch FITC-konjugiertes anti-humanes IgG Fc F(ab’)2 markiert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Daten zeigen Mittelwerte £ SEM (n = 4). Aus
Wirt et al 2017 mit  Genehmigung  des Verlags S. Karger.

3.4 Analyse der CDC-Aktivitat

Eine Grundvoraussetzung fir eine komplementabhangige Lyse von
Tumorzellen (CDC) uber den klassischen Weg ist die Ablagerung von Clq
auf den Tumorzellen. Um die Fahigkeit der verschiedenen Varianten, Clq

zu den Tumorzellen zu rekrutieren, zu vergleichen, wurden die fucosylierten
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Varianten (RTX-wt-CHO und RTX-EFTAE-CHO) und die nicht fucosylierten
Varianten (RTX-wt-Lecl3 und RTX-EFTAE-Lecl13) mit und ohne EFTAE-
Modifikation gegeneinander getestet. Daflir wurden CD20-positive Daudi-
Zellen (Burkitt-Lymphom) mit den verschiedenen Antikérpervarianten

inkubiert und humanes Serum als C1g-Quelle wurde inkubiert (Abb. 10).

Abbildung 10. Cl1q-Bindungsfiahigkeit der Antikorpervarianten im
Vergleich. Fur die Analyse wurden Daudi-Zellen als Zielzellen jeweils mit den
Antikérpervarianten RTX-wt-CHO, RTX-EFTAE-CHO, RTX-wt-Lec13 und RTX-
EFTAE-Lecl3 (Konzentration: 50 ug/ml) bedeckt und zusammen mit humanem
Plasma (1 %) als Quelle fiir C1q inkubiert. Eculizumab wurde hinzugefligt, um die
CDC zu blocken. Die Anlagerung von C1q auf den Daudi-Zelllen wurde durch einen
FITC-gekoppelten Maus-anti-human-C1g-Antikbrper mittels Durchfluss-
zytometrie bestimmt. * signifikant, n.s.: nicht signifikant. Jeder Balken zeigt die
Mittelwerte £ SEM (n = 3). Aus Wirt et al. 2017 mit Genehmigung des Verlags S.
Karger.

Der Antikdrper Eculizumab, der den Komplementfaktor C5 neutralisiert,
wurde hinzugegeben, um die weitere Komplementkaskade der CDC
wahrend des Versuchs zu stoppen und eine Lyse der Zielzellen zu
verhindern. C1g wurde Uber einen C1qg-spezifischen Antikérper detektiert.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigt, dass die beiden Varianten mit
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der EFTAE-Modifikation im Fc-Teil (RTX-EFTAE-CHO und RTX-EFTAE-Lec13)
eine bessere Fahigkeit haben, Cl1lg zu binden. Der unterschiedliche
Fucosylierungsstatus der beiden Konstrukte zeigte keinen Einfluss auf die
Effektivitat, Cl1q zu rekrutieren. Da die EFTAE-Modifikation die einzige
Veranderung an den optimierten Antikdrpern im Vergleich zu RTX-wt-CHO
beziehungsweise RTX-wt-Lec13 ist, ist davon auszugehen, dass die EFTAE-
Modifikation im Fc-Teil der Grund flr die Verbesserung der Cl1qg-
Bindungsfahigkeit ist.

Zum Nachweis der verbesserten komplementabhangigen Lysefahigkeit
durch die EFTAE-Modifikation in den Konstrukten RTX-EFTAE-CHO und RTX-
EFTAE-Lecl3 wurden mit Daudi-Zellen 51-Chromfreisetzungsversuche
durchgefuhrt (Abb. 11A). Alle CD20-positiven Antikdrper zeigten dabei eine
gewisse Fahigkeit zur komplementabhdngigen Lyse gegen die Daudi-Zellen.
Als Kontrolle wurden gleich designte, aber HER2-spezifische Antikdrper
eingesetzt. Bei diesen konnte wie erwartet keine Lyse gegen die
Tumorzellen gemessen werden. Das zeigt, dass die verglichenen
Konstrukte, RTX-wt-CHO, RTX-EFTAE-CHO, RTX-wt-Lec13 und RTX-EFTAE-
Lec13, antigenabhangig die CDC eingeleitet haben. Alle CD20-spezifischen
Antikérpervarianten zeigten schon bei nanomolaren Konzentrationen eine
Wirkung. In ihrer Potenz sind Unterschiede zu erkennen. Die Varianten mit
der EFTAE-Modifikation, RTX-EFTAE-CHO und RTX-EFTAE-Lecl13, zeigten
gleiche Fahigkeiten zur CDC-abhangigen Lyse. Im Vergleich zu den anderen
Konstrukten, RTX-wt-CHO und RTX-wt-Lecl3, erreichten sie bei ungefahr
vier- bis funffach niedrigerer Konzentration bereits die halbmaximale
Effektivitat. Bei Versuchen mit anderen Tumor-Zellinien, (MEC-2 B-CLL und
GRANTA-519 B-NHL), die weniger sensitiv gegentber CDC sind, zeigte sich
der mit Daudi-Zellen beschriebene Unterschied noch deutlicher: Die
Antikbérper mit der EFTAE-Modifikation zeigten eine deutlich bessere
Fahigkeit, die Tumorzellen durch Komplementaktivierung zu lysieren, als
die beiden Varianten des Wildtyps (Abb. 11B).
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Abbildung 11. CDC-Lyseraten der verschiedenen Antikérpervarianten. (A)
CDC mit den modifizierten Varianten des CD20-Antikérpers Rituximab im Vergleich
zu  HERZ2-positivem  Kontrollantikbrper  auf  Daudi-Zellen in  einem
Chromfreisetzungsexperiment mit 25 % humanem Plasma. Die
Antikérperkonzentration betrug 10 ug/ml. Es wurden die Mittelwerte = SEM
dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den CDZ20-positiven Antikérpern
mit den gleich designten Kontrollantikérpern sind angezeigt (*, p < 0,05, n = 3).
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(B) Dosisabhédngige Induktion von CDC gegen Daudi (n = 3), MEC-2 (n = 4) und
GRANTA-519 (n = 4) durch die Rituximabvarianten. 25 % humanes Plasma wurde
als Komplementquelle hinzugeflgt. Statistisch signifikante Unterschiede der Werte
von den modifizierten Antikérpern gegeniiber denen der nativen CD20-1gG1-
Molekiile sind angezeigt (*, p < 0,05). Aus Wirt et al. 2017 mit Genehmigung des
Verlags S. Karger.

Diese Konstrukte ohne EFTAE-Modifikation in den Fc-Teilen, RTX-wt-CHO
and RTX-wt-Lecl3, zeigten bei den beiden Tumorzellinien kaum
Lysefahigkeiten. Die Ergebnisse der Versuche mit MEC-2- und GRANTA-
519-Zellen untermauerten damit die Ergebnisse der Versuche mit Daudi-
Zellen, dass die EFTAE-Modifikation eine Optimierung fliir CDC erreicht.

Fir eine Lyse durch CDC bei MEC-2- und GRANTA-519-Zellen war eine
héhere Konzentration an Antikérpern nétig als bei den Daudi-Zellen. Eine
Erklarung flr die geringere Lysefahigkeit durch CDC der Zelllinien MEC-2
und GRANTA-519 liegt vermutlich in der héheren Expression von mCRP
CD46, CD55 und CD56 auf ihrer Zelloberflaiche. Die genutzten
Tumorzelllinien  wurden  daher  durchflusszytometrisch auf ihre
Oberflachenproteine mCRP CD46, CD55 und CD56 getestet (Abb. 12).
Wahrend die CDC-sensitiven Daudi-Zellen kaum Proteine dieser drei
Inhibitoren CD46, CD55 und CD56 auf der Oberflache aufwiesen, zeigte sich
bei den beiden anderen Zelllinien (MEC-2 und GRANTA-519) mit geringerer
Empfindlichkeit gegeniber dem Komplementsystem eine deutlich héhere
Konzentration an allen drei mCRPs. Die unterschiedliche Expression der
Verteidigungsproteine auf den Zelllinien kdnnte eine Erklarung fur die
Unterschiede sein, die durch die Chromrelease-Messung zum Nachweis der

CDC-Aktivitat mit den verschiedenen Tumorzelllinien festgestellt wurden.
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Abbildung 12. Expression von komplementregulatorischen Proteinen auf
unterschiedlichen Zelllinien. Daudi-, GRANTA-519- und MEC-2-Zellen wurden
mit Antikérpern gegen die mCRPs CD46, CD55 und CD59 (blaue Ausschléage) oder
mit zum Isotyp passenden Kontrollantikérpern (weiBe Ausschldge) inkubiert. Um
die Expression nachzuweisen, wurden sekundédre FITC-konjugierte Ziegen-anti-
Maus-IgG-Fc-F(ab ' )2-Fragmente benutzt. Die Werte wurde durch
Durchflusszytometrie gemessen. Resultate von einem reprdsentativen Ergebnis
aus n = 3 Versuchen wurden dargestellt. Aus Wirt et al. 2017 mit Genehmigung
des Verlags S. Karger.
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3.5 Lyse durch ADCC

Die verschiedenen Antikdrperkonstrukte wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit,
ADCC zu aktivieren, verglichen. Daflir wurde zuerst die Affinitat der Fc-Teile
der verschiedenen Antikdrperkonstrukte zu FcyRIIIa getestet (Abb. 13A).
Die Bindung wurde dosisabhangig ermittelt. Flr die Analyse wurden BHK-
Zellen und die zwei bekannten Varianten des FcyRIIIa eingesetzt. Die BHK-
Zellen wurden durch stabile Transfektion mit FcyRIIIa-158 V oder mit
FcyRIIIa-158 F ausgestattet. In diesem Experiment konnte gezeigt werden,
dass die beiden afucosylierten Varianten (RTX-wt-Lecl13 und RTX-EFTAE-
Lec13) im Vergleich zu den fucosylierten Antikérpern (RTX-wt-CHO and
RTX-EFTAE-CHO) eine signifikant hdhere Affinitat zu beiden FcyRIIIa-
Varianten zeigten. Keiner der Antikdérpervarianten zeigte eine Bindung zu
nicht transfizierten BHK-Zellen, was beweist, dass die unterschiedliche
Fluoreszenzintensitat durch unterschiedlich starke Bindung an FcyRIIla
bedingt ist (Abb. 13B). Da der Fucosylierungsstatus der
Antikérpervarianten RTX-wt-Lecl13 und RTX-EFTAE-Lecl3 der einzige
Unterschied zu den Varianten RTX-wt-CHO und RTX-EFTAE-CHO ist,
bedeuten die Ergebnisse, dass die unterschiedlich starke Affinitdat zum

FcyRIIIa vom Fucosylierungsstatus abhangt.
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Abbildung 13. FcyRIIIa-Bindung durch Rituximabvarianten. (A) Die Grafik
zeigt die dosisabhédngige Bindung der unterschiedlichen Antikérpervarianten zu
BHK-Zellen, die mit Vektoren transfiziert wurden, die FceRIy kodieren und
entweder FcyRIIIa-158 V (BHK-CD16-158 V) oder FcyRIIla-158 F (BHK-CD16-
158 F) tragen. Analysiert wurden die Bindungen mit einem FITC-konjugierten anti-
humanen IgG-Fc-F(ab’)2-Fragment und mittels Durchflusszytometrie. (B) Die
antigenspezifischen Bindungen wurden verifiziert durch Analyse der Bindung der
vier Antikérpervarianten zu BHK-CD16-158-V im Vergleich zu untransfizierten
BHK-Zellen. Die Antikérper wurden in einer Konzentration von 50 ug/ml eingesetzt
und wie oben beschrieben detektiert. Aus Wirt et al. 2017 mit Genehmigung des
Verlags S. Karger.

Die Fahigkeit der Antikérper, Zellen durch ADCC zu lysieren, wurde durch
Chromfreisetzungsexperimente mit Daudi-Lymphom-Zellen als Zielzellen
und humanen MNCs als Effektorzellen analysiert (Abb. 14A). Im Gegensatz
zu den HER2-spezifischen Negativkontrollen (IgG1l-Varianten) zeigten alle
Rituximab-Varianten sehr gute Lysefahigkeiten in diesen Experimenten.
Dies weist darauf hin, dass die Zelllyse antigenabhangig induziert wurde.
Um weiter die verschiedenen Varianten der CD20-spezifischen Antikérper
hinsichtlich der induzierten ADCC-Aktivitat miteinander zu vergleichen,
wurden die Antikoérpervarianten in verschiedenen Konzentrationen mit den
Tumorzelllinien Daudi, MEC-2 und GRANTA-519 getestet (Abb. 14B). Wie
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erwartet, zeigte sich bei den afucosylierten Antikérpern RTX-wt-Lec13 und
RTX-EFTAE-Lec13 stimmig zur héheren Affinitat zu FcyRIIIa (vgl. Abb. 13A)
auch bei den Chromfreisetzungsexperimenten eine bessere Fahigkeit zur
zellabhangigen Lyse (ADCC) bei allen drei getesteten Zielzelllinien. Beide
afucosylierten Antikérpervarianten steigern also die ADCC-Aktivitat starker
als der Wildtyp Rituximab. Noch héhere Werte zeigte der doppelt optimierte
Antikbérper RTX-EFTAE-Lecl13, der afucosyliert ist und die EFTAE-
Modifikation besitzt. Er erhdht noch effektiver die ADCC als die Variante
RTX-wt-Lec13. Der Unterschied zwischen den beiden Varianten erreichte
jedoch kein signifikantes Niveau. Bei den Chromfreisetzungsexperimenten
sind die verschiedenen Probanden, mit deren Blut die Versuche
durchgefihrt wurden, nicht genetisch auf ihre FcyRIIIa-Varianten getestet

worden.
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Abbildung 14. Chromfreisetzungsexperimente zur Analyse der ADCC-
Aktivitat. (A) ADCC von Varianten des Antikérpers Rituximab (RTX) oder dem
Wildtyp (wt) im Vergleich zu HER2-Kontrollantikérpern (IgG1), jeweils mit oder
ohne Proteinsubstitution (EFTAE) und glykooptimiert (Lecl3) oder nicht
glykooptimiert (CHO). Getestet im Chromfreisetzungsexperiment mit Daudi-Zellen
als Zielzellen und humanen MNCs als Effektorzellen. Die Antikérpervarianten
wurden in einer Konzentration von 10 ug/ml hinzugegeben. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte £ SEM. Signifikante Unterschiede zwischen den Konstrukten wurden
angezeigt (*, p < 0,05, n = 3). (B) Dosisabhdngige ADCC gegen Daudi (n = 3),
MEC-2 (n = 4) und GRANTA-519 (n = 4) durch die Rituximabvarianten mit MNCs
als Effektorzellen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Lysewerten
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der Zielzellen durch die Fc-verdnderten Antikérpern und den Messwerten der
nativen CD20-1gG1-Molekiile wurden markiert (*, p < 0,05). Aus Wirt et al. 2017
mit Genehmigung des Verlags S. Karger.
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4 Diskussion

4.1 Optimierung monoklonaler Antikérper durch Fc-Engineering

Die Entwicklung therapeutischer Antikdrper hat in den letzten Jahren eine
immer gréBere Bedeutung in der Tumortherapie eingenommen. Dass Fc-
Engineering eine gute Strategie ist, um die Effektivitat der Lyse von
Tumorzellen zu erhéhen, und somit zur Optimierung von Antikdrpern fihren
kann, wurde bereits gezeigt (4). Mit dem Ansatz des Fc-Engineerings
kdnnen die Effektormechanismen zur ADCC- ebenso wie zur CDC-Aktivitat
verbessert werden. Bei dem Versuch, die CDC- und ADCC-Fahigkeit in ein
und demselben Antikdrper zu verbessern, wurde eine doppelt Fc-optimierte
Variante von Rituximab hergestellt, indem die Technologien sowohl des
Glyko-Engineerings als auch des Protein-Engineerings angewandt und
miteinander kombiniert wurden. Der doppelt optimierte afucosylierte
Antikbérper mit der EFTAE-Modifikation (52) zeigte in vitro signifikant
gesteigerte Lyseraten gegen Leukamiezellen und Lymphomzellen. Sowohl
durch CDC als auch durch ADCC konnten die Lyseraten unterschiedlicher
Zielzellen im Vergleich zu den Raten bei dem nativen Antikdrper Rituximab
gesteigert werden. Mit den Versuchen wurde bewiesen, dass die
Kombination aus Glyko- und Protein-Manipulationen in ein und demselben
Antikdrper die Lyse von Tumorzellen durch ADCC und CDC in vitro

signifikant verbessern kann.

Obwohl die Antikérpertherapie immer weiter an Bedeutung zunimmt (1,
42), sind bisher keine Antikérper, die CDC-optimiert wurden, zur klinischen
Anwendung zugelassen worden, wahrend zwei Glyko-optimierte Antikdrper
(Mogamulizumab und Obinutuzumab) mit verbesserter ADCC-Fahigkeit

bereits eingesetzt werden.
4.2 Die Rolle der ADCC und der CDC in der Antikdrpertherapie

Zur Klarung der Frage, welche Rolle ADCC und CDC bei der Tumortherapie

spielen, wurden in Publikationen Versuche mit unterschiedlichen murinen
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Modellen beschrieben. Aus den Ergebnissen ergibt sich keine eindeutige
Antwort auf die Frage, welche Rollen ADCC und CDC in vivo spielen.
Wahrend Di Gaetano et al. 2003 in ihrer Untersuchung zur Wirkweise von
Rituximab im Mausmodell mit Knockoutmausen ohne C1lq gegen
Lymphomzellen zu dem Ergebnis kamen, dass dem Komplementsystem
eine groBe Bedeutung zukommt (67), schlossen de Haij et al. 2010 aus
ihren Versuchen im Mausmodell, dass ADCC in vivo gegen CD20-positive
lymphoide Tumoren der entscheidende Wirkmechanismus sei. Bei den
Versuchen von de Haij et al. 2010 wurden Mduse mit normaler FcR-
Expression genutzt, aber das FcR-Signal wurde durch eine Mutation an der
zugehdrigen Gamma-Kette inaktiviert. Bei diesen Mausen konnte trotz der
normalen Fahigkeit zur Bindung mit Immunkomplexen weder durch
Ofatumumab noch durch Rituximab eine signifikante Lyse von
Lymphomzellen gemessen werden (69). Bei weiteren klinischen Studien
zeigte sich allerdings, dass Patienten wahrend einer Behandlung mit
Rituximab durch die Gabe von Plasma als Quelle fir Komplement profitiert
haben kénnten und dass das Komplementsystem verbraucht wurde, was
ein Hinweis auf die Effektorfunktion durch das Komplementsystem sein
konnte (79).

Beers et al. stellten bereits 2008 eine Antikérpervariante von Rituximab
(Mutation im Fc-Teil K322A) her, durch die bekannterweise im Mausmodell
kaum Lyse von Tumorzellen durch Komplement madglich ist. Von dieser
Modifikation abgesehen ist der Antikdrper unverandert geblieben gegenilber
dem nativen Rituximab. Es wurden keine Nachteile hinsichtlich der
zellabhangigen Lyse durch den modifizierten Antikdérper im Vergleich zum
Wildtyp Rituximab nachgewiesen. Bei den Versuchen im Mausmodell
zeigten beide Antikdrper die gleichen Lyseraten, was darauf hinweist, dass
im Tiermodell die CDC eine untergeordnete Rolle spielt und dass die
Modifikation weder hilfreich noch stdérend ist (84). Die Autoren vermuteten,
dass die Bindung zum Komplement die Lyse durch ADCC reduziert und dass

hierin einer der Vorteile von Typ-II-Antikdrpern gegentber Typ-I-
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Antikérpern bestehen kdnnte. Ein neu erstelltes Rituximab-Konstrukt wurde
von Beers et al. in dieser Studie auch gegenltber Tositumomab getestet,
einem Typ-II-Antikérper, der bessere Ergebnisse bei der Tumorlyse zeigte.
Wang et al. schlossen aus ihren Untersuchungen ebenfalls, dass durch
Bindung an Komplement die Lyse durch ADCC negativ beeinflusst wurde
(85).

Um einen Hinweis auf den Mechanismus der Tumorlyse zu bekommen,
wurde bei Patienten die Tumorcharakteristik im Hinblick auf ihre
Zielantigene und auf ihre Expression von Antigenen auf der Zelloberflache
untersucht. Diese Antigene auf der Zelloberflache kénnen Hinweise auf die
Sensibilitat des Tumors fir CDC und ADCC bei einer Therapie mit
monoklonalen Antikérpern geben. Zum Beispiel kdnnen die Expression von
Antigenen, die die Effektorzellaktivierung der ADCC hemmen, wie humane
Leukozytenantigene oder CD47 (43, 86), und Rezeptoren, die die zellulare
Zytotoxizitat fordern wie NKG2D (87), eine Rolle spielen. Desgleichen gibt
es Faktoren wie die Expression von mCRP, die den Lysemechanismus durch
CDC negativ beeinflussen kénnen (88). Solche inhibitierenden Faktoren
kdénnten jedoch durch Engineering des Fc-Teils Uberwunden werden, wie
unter anderem die vorliegende Studie zeigt. Zelllinien wie Mec-2 und
GRANTA-519, welche eine hohe Anzahl an mCRP auf ihrer Oberflache
haben, konnten in vitro durch die Antikérper mit der EFTAE-Mutation auch
gut durch die CDC lysiert werden. Beim Einsatz des nativen Rituximab-
Antikérpers konnte auf diesen Zelllinien in vitro hinsichtlich dieses

Mechanismus kaum bis gar keine Effektivitat nachgewiesen werden.

Diebolder et al. haben zum weiteren Verstandnis der Mechanismen, die zur
Aktivierung des Komplementsystems durch Antikérper fihren, beigetragen
(56). Auf der Oberflache kdédnnen IgG-Antikdérper, nachdem sie an ein
Antigen auf der Zelloberflache gebunden haben, ein geordnetes Hexamer
bilden, an das C1, der erste Faktor des Komplementsystems,
beziehungsweise C1q binden kdnnen. Dieses Hexamer aus Fc-Teilen der

Antikérper scheint eine optimale Bindestelle fir C1 und somit flr die
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Aktivierung des Komplementsystems darzustellen (89). Um diesen
Mechanismus zu kopieren, wurden modifizierte CD20-Antikdrper hergestellt
(Mutation E345R, Glu345 — Arg), die besser aneinander binden und sich
auch in Hexameren auf einer Zielzelle anordnen kénnen. Es wurde gezeigt,
dass die Bindung der modifizierten Antikérper an Clq flnffach und die
Lyserate durch CDC sogar zehnfach erhdéht war (56). Wahrend in der
vorliegenden Studie ein Ansatz zur parallelen doppelten Optimierung der
Lyse mit CDC und ADCC durch Protein-Egineering und Glykooptimierung
mit der EFTAE-Mutation und der Afucosylierung umgesetzt wurde, besteht
die Strategie von Diebolder et al. darin, mittels eines modifizierten
Antikdrpers mit der Mutation E345R die Komplementaktivierung zu
optimieren. Daten zur ADCC-Aktivitdat durch den E345R-modifizierten
Antikdérper wurden nicht dargestellt. Der E345R-modifizierten Antikdrper
hat auch mit anderen IgG-Isotypen die Komplementaktivierung verbessert
und koénnte ein fester Bestandteil in der Entwicklung effektiverer Antikérper

werden, die das Komplementsystem starker aktivieren.

4.3 Parallele Optimierung der ADCC und CDC

Ergebnisse von Tierversuchen, uUber die in einer Studie berichtet wurde,
legen nahe, dass die Wirkmechanismen ADCC und CDC in vivo durch
weitere Faktoren wie die anatomische Lokalitdt des Tumors und die
Tumorlast beeinflusst werden (70). Wahrend in diesen Versuchen eine
niedrige Tumorlast durch CDC ausgeldscht werden konnte, waren bei einer
hoheren Tumorlast beide Mechanismen (Komplementsystem und ADCCQC)
zum Téten der Tumorzellen notwendig. Zusatzlich wurde ein Einfluss auf die
Antikérperfunktion im unmittelbaren Umfeld des Tumors nahegelegt. In
transgenen Mausen mit humanen CD20-Zellen wurde gezeigt, dass der
Abbau von B-Zell-Lymphomen abhangig von verschiedenen
Tumorlokalisationen durch verschiedene Wirkmechanismen wie CDC, ADCC

und auch ADCP lysiert wurde (90). Wahrend der Mechanismus zur
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Eliminierung von B-Zellen in der Marginalzone starker durch CDC eingeleitet
wurde, konnte die Lyse von B-Zellen im Blut, in Lymphknoten, in follikularen
B-Zellen und in der Milz verstarkt durch Effektorzellen als FcyR-vermittelte
Lyse eingeleitet werden. Dieser Zusammenhang zeigt, dass bei bestimmten
Konstellationen einer Tumorerkrankung beide Mechanismen,
komplementabhangige Lyse und effektorzellabhangige Lyse zur suffizienten
Tumoreradikation bendtigt werden kdnnte, um alle Tumorzellen zu téten.
Es ist zu vermuten, dass doppelt engineerte Antikérper, die fir CDC und
ADCC optimiert wurden, wie zum Beispiel RTX-EFTAE-Lec13, in diesen
Situationen gegenuber der korrespondierenden nativen Variante und auch
gegenlber Varianten, die fur nur einen Effektormechanismus optimiert
wurden, entscheidende Vorteile hat. Das konnte zumindest durch
signifikant bessere Ergebnisse im Chromfreisetzungsexperiment in dieser

Studie gezeigt werden.

Das Optimieren von CDC und ADCC in Antikérpern durch Aminosaure-
Manipulationen alleine ist sehr schwer zu erreichen. In einem friheren
Ansatz wurde Fc-Glyko-Engineering mit einem gemischten IgG1/IgG3-
Isotypen in einem Antikdrper vereint, was in einer gesteigerten CDC- und
ADCC-Aktivitat resultierte (54). Die Ergebnisse der aktuellen Studie liefern
profunde Nachweise daflr, dass auch durch die Kombination aus Fc-Protein-
und Fc-Glyko-Engineering eine gesteigerte CDC- und ADCC-Aktivitat
erreicht werden kann. Typ-I-CD20-Antikdrper sind bekannt flr ihr starkes
Potenzial, um ADCC und CDC zu triggern. Das ist zumindest teilweise der
Charakteristik der Antigene der Zielzellen und deren bekannten Epitope
zuzuschreiben (81). Der vorliegende Versuch des Doppelengineerings
wurde bereits auch mit einem CD19-Antikérper, Tafasitamab durchgefihrt
(91). Es konnte gezeigt werden, dass durch Afucosylierung und durch die
EFTAE-Mutation des Fc-Teils von Tafasitamab sowohl die ADCC als auch
simultan die CDC-Aktivitat des Antikdrpers im Vergleich zur nativen
Variante in vitro gesteigert wurde. Die beobachtete hohere ADCC-Fahigkeit
mit MNC als Effektorzellen reflektiert mutmaBlich die NK-Zellaktivitat in

48



Kurzzeit-Chromfreisetzungsexperimenten. Ob die afucosylierten Antikoérper
mit der EFTAE-Modifikation auch eine bessere Aktivierung der myeloiden
Effektorzellen fir ADCC und ADCP erreichen als der native Antikdrper, sollte
noch untersucht werden. Der Einfluss der EFTAE-Modifikation ist vermutlich
starker bei myeloiden Zellen ausgepragt als bei NK-Zellen, da die
Modifikation die Affinitat zu dem aktivierenden FcyRIla positiv beeinflusst
(52). FcyRIla und FcyRIIb werden jedoch nur von Makrophagen und von

Monozyten exprimiert, nicht aber von NK-Zellen (92).

4.4 Andere CD20-Antikdrper

Rituximab ist ein Typ-I-CD20-Antikdrper. Antikérper dieses Typs sind in der
Lage, ADCC und CDC zu vermitteln. Durch Rituximab kam es bei der
Therapie von B-Zelltumoren zu einem groBen Fortschritt, nachweisbar
aufgrund der Uberlebensrate der Patienten. Im Jahr 2010 wurde der erste
humanisierte Fc-engineerte CD20-Antikdrper vom Typ II, Obinutuzumab,
vorgestellt (47). Typ-II-Antikdérper haben generell die Fahigkeit, neben der
Lyse von Tumorzellen durch ADCC auch den direkten Zelltod und ADCP zu
vermitteln. Sie kdnnen allerdings kaum das Komplementsystem aktivieren.
Typ-I-Antikdrper kdénnen im Vergleich zu Typ-II-Antikérpern starker CDC
induzieren, aber nur ganz schwach Lyse durch den direkten Zelltot
vermitteln (62, 93). Aufgrund von Resistenzen und Ruckfallen bei der
Rituximab-Therapie ist Obinutuzumab eine Erweiterung bei der Therapie
von B-Zelltumoren geworden und seit einigen Jahren zur Therapie der
therapieresistenten CLL, eines follikularen Lymphoms, und beim indolenten
Non-Hodgkin-Lmphom zugelassen (65). Durch das Glyko-Engineering ist
die ADCC-induzierte Lyse mit Obinutuzumab sogar gegenuber Rituximab

bei In-vitro- und bei In-vivo-Versuchen gesteigert (94).

Neben Rituximab und Obinutuzumab war Ofatumumab noch als ein weiterer
CD20-Antikérper zur Therapie von malignen B-Zelltumoren zugelassen.

Ofatumumab konnte jedoch keinen weiteren Nutzen als die bisherigen
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Therapien bringen, und aus diesem Grund wurde das Medikament vom
Hersteller wegen geringer Nachfrage im April 2019 fir die Therapie von B-
Zelltumoren zurtckgezogen. Der Antikdrper ist weiterhin zur Therapie der
Multiplen Sklerose zugelassen. Ofatumumab bindet an ein anderes Epitop
von CD20, und Bologna et al. konnten bei Versuchen zeigen, dass bei
Experimenten mit Vollblut eine héhere Lyserate zu erreichen war als durch
Rituximab (66). Hauptsachlich war die Lyse durch CDC bei In-vitro-

Versuchen mit Ofatumumab optimiert.

Als Erklarungen fur die Resistenzen und die Rlckfalle bei der Rituximab-
Therapie beim B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom werden die nachfolgend
aufgezahlten unterschiedlichen Mechanismen diskutiert: gesteigerter
Metabolismus monoklonaler Antikdrper, eingeschrankte Tumorpenetration,
reduzierte Bindung der Antikérper durch FcyRIII-Polymorphismen,
Resistenzen gegenuber den Effektormechanismen, Depletion von
Komplement, abnormale Lipid-raft-Kompositionen einiger maligner B-
Zellen, Herunterregulierung proapoptotischer Faktoren, Beeintrachtigungen
der Effektorzellrekrutierung und -funktion (95, 96). Bei CLL-Zellen wurden
weitere mogliche Mechanismen zur Resistenzentwicklung beschrieben.
Einer davon ist das sogenannte shaving, ein Begriff, mit dem beschrieben
wird, dass der CD20-Komplex durch Monozyten und Makrophagen von den
Oberflachen entfernt wird. Dieser Mechanismus, den die Monozyten und
Makrophagen ausiben, wird auch Trogozytose genannt (97). Um die
Restistenzmechanismen zu Uberwinden, ist es wichtig, dass die
Wirkmechanismen der Antikérper noch besser verstanden werden. Auf
dieser Grundlage kdénnen neue Antikdrper gezielt entwickelt werden, also
effizienter verandert und weiter optimiert werden. Eine Neuerung war die
Herstellung des humanisierten und Glyko-engineerten Typ-II-Antikdrpers
Obinutuzumab, der inzwischen den Weg in den klinischen Alltag gefunden
hat. Obinutuzumab Ubersteigt die Lyseraten von Rituximab in vivo bei vielen
B-Zelltumoren und konnte auch noch Tumorzellen lysieren, die gegen

Rituximab Resistenzen entwickelt hatten (47). In einer Phase-III-Studie
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wurde bei CLL-Patienten gezeigt, dass die Behandlung mit Obinutuzumab
und Chlorambucil im Vergleich zu einer Behandlung mit Rituximab und
Chlorambucil Gberlegen ist, und die Zeit, ohne dass eine weitere Therapie

gestartet werden musste, signifikant langer war (98).

Um die Effektivitat von Antikdrpertherapien noch weiter zu steigern, werden
zurzeit viele Therapien aus Kombinationen mit Rituximab oder dem Glyko-
engineerten Antikérper Obinutuzumab, mit und ohne Chemotherapie oder
kombiniert mit weiteren Antikérpern mit anderen Strategien als klassische
Antikdrper getestet. Beispiele daflir sind Obinutuzumab in Kombination mit
dem Checkpointinhibitor (anti-PD-L1) Atezolizumab, Obinutuzumab mit
Lenalidomide (Immunmodulator) oder die Kombination von Rituximab oder
Obinutuzumab mit Polatuzumab vedotin (anti-CD79b) (96). Man erhofft
sich durch die Kombinationen synergistische Effekte und optimierte

Ergebnisse bei der Therapie.

Zusammenfassend wurden flr diese Arbeit verschiedene optimierte
Antikérpervarianten von Rituximab hergestellt und diese in vitro an
verschiedenen Tumorzellen getestet. Es wurde gezeigt, dass die ADCC- und
CDC-Aktivitat in einem therapeutischen Antikoérper gesteigert werden kann,
indem man Fc-Glyko-Engineering- und Fc-Protein-Engineering-
Technologien in einem Antikdrper gleichzeitig zusammenbringt. Es wurde
ein afucosylierter Antikdrper mit EFTAE-Modifikation hergestellt, was in
vitro zu signifikant héherer CDC- und signifikant héherer ADCC-Aktivitat
geflihrt hat. Diese Strategie kdénnte auch fur die Herstellung weiterer

optimierter Antikdrper eine interessante Mdglichkeit darstellen.
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5 Zusammenfassung

Trotz der Erfolge, die mit therapeutischen Antikérpern in der Behandlung
maligner Erkrankungen erzielt werden, ist die Prognose noch nicht
zufriedenstellend, und Rezidive stellen ein Problem dar. Es wurde bereits
gezeigt, dass Fc-Engineering attraktive Verbesserungsmadglichkeiten, zum
Beispiel durch Glyko- und Protein-Engineering, bietet. Daher wurden in der
vorliegenden Studie Glyko-Engineering (Afucosylierung) und Protein-
Engineering (EFTAE) am Fc-Teil kombiniert.

Ziel dieser Arbeit war es also, verschiedene Fc-modifizierte Varianten des
CD20-Antikérpers Rituximab herzustellen und diese funktional zu
vergleichen. Dafur wurde bei dem CD20-Antikdrper Rituximab an 5 Stellen
eine Aminosaure-Austausch (S267E/H268F/S324T/G236A/1332E, bekannt
als EFTAE) vorgenommen, um die C1g-Bindung und CDC zu verbessern.
Zum anderen wurde die Zuckerstruktur durch Verminderung der
Fucosylierung am N297-Oligosacharid verandert, um gleichzeitig auch die
Bindung an FcR zu verbessern und so die ADCC zu steigern. Die Proteine
wurden affinitdtschromatografisch gereinigt und zeigten die erwarteten
Antigen-Bindungseigenschaften. Afucosylierte Antikérper banden FcR mit
hoherer Affinitdt, wahrend die EFTAE-Modifikation zu einer gesteigerten
Clg-Bindung fluhrte. In Zytotoxizitatsexperimenten zeigte sich, dass die
Kombination dieser Glyko-Optimierung und der gentechnischen Protein-
Optimierungen in vitro simultan die Fahigkeit der CDC und der ADCC
steigert. Sogar Tumorzelllinien, die ohne optimierende MaBnahmen nicht
durch das Komplementsystem mit Rituximab zu lysieren sind wie GRANTA-
519 und Mec-2, da diese gegen den Effektormechanismus der CDC mehrere
mMCRP auf ihrer Oberflache exprimieren, zeigten gute Lyseraten durch CDC
mit den optimierten Varianten mit der EFTAE-Modifikation. Die Strategie
des Doppelengineerings mit Glyko- und Protein-Optimierungen ist ein guter
Ansatz, um die Antikdrpertherapie auch mit weiteren IgG1l-Isotypen
weiterzuentwickeln und Versuche bis hin zu klinischen Versuchen

durchzufihren.
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