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1.  Einleitung

1.1 Therapeutische Antikorper in der Onkologie

Die Saulen der onkologischen Therapie werden von operativen Behandlungen,
konservativen Verfahren wie der Einsatz von klassischen Chemotherapeutika und der
Radiotherapie gebildet. Heute werden diese therapeutischen Herangehensweisen
immer praziser. Dieses Ziel hat auch die Immuntherapie, die immer besser an
Tumorzellen, das Tumor-Milieu und die genetischen Veranderungen eines Patienten
angepasst werden konnen und so zu einem festen Bestandteil vieler Therapieregime
geworden ist. Paul Ehrlich hatte schon Ende des 19. Jahrhunderts die Vision, dass
,<Zauberkugeln® — Molekule, welche zellulare Zielstrukturen direkt binden — Krankheiten
heilen konnten (1). AuBRerdem entwickelte er, mit der sogenannten
Seitenkettentheorie, eine erste Theorie Uber die Entstehung von Antikorpern (2). Mit
diesen l|deen schuf Ehrlich die Grundlagen fur die Entwicklung therapeutischer
Antikorper. Die Antikorperstruktur wurde 1969 mit der ersten vollstandigen
Sequenzierung von Immungobulin (Ig) G (3) und der Entdeckung der IgG-
Peptidstruktur komplettiert (4). Heute unterteilt man Antikorper in 5 Isotypen: IgG, IgM,
IgA, IgE und IgD. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Strukturen und Funktionen.
Die Immunglobuline der Klasse G stellen den zahlenmafig grof3ten Anteil (5). Bei der
Entwicklung therapeutischer Antikorper wird meist die Struktur des IgG-Isotyps
verwendet (vgl. Abbildung 1).
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Abbildung 1 Struktur eines IgG-Antikorpers

Die Ypsilon-Form des Antikdrpers setzt sich aus je zwei identischen schweren und leichten Ketten
zusammen, die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Die variablen Regionen beider
Ketten, inklusive Cn1 und CL, bilden zusammen das Fab-Fragment. Dieses bindet spezifisch Antigene
und bestimmt die Antigenspezifizitat. Die Bindung erfolgt nicht-kovalent an den CDR1.3. Crz und Chs,
bilden den Fc-Teil, welcher Effektormechanismen aktiviert. Fab-Fragment und Fc Region sind tber die
hinge-region verbunden. Diese erlaubt die flexible Bindung von Antigenen unterschiedlicher Entfernung.
CDR: complementarity determining regions; Cw: constant heavy chain; CL: constant light chain; Vu:
variable region heavy chain; V.: variable region light chain; Fab: fragment antigen binding; Fc: fragment
crystallisable. Abgewandelt nach (5).

Die von Kohler und Milstein, im Jahr 1975 entwickelte Hybridom-Technik ermoglichte
erstmals die in vitro Produktion spezifischer monoklonaler Antikorper (6). Der erste
therapeutisch zugelassene, monoklonale Antikorper Muromonab wurde mit dieser
Methode als komplett muriner CD3-Antikorper (CD, cluster of differentiation) produziert
(7). Muromonab wurde in der Transplantationsmedizin zur Minimierung der
AbstoRungsreaktion eingesetzt. Die Studien von Schroff und Shawler zeigten jedoch,
dass diese Antikorper durch Human-Anti-Maus-Antikorper teilweise neutralisiert
wurden und es bei wiederholten Gaben zum Wirkungsverlust kam (8,9). Im Laufe der
Entwicklung gelang es den murinen Anteil der monoklonalen Antikorper weiter zu
minimieren (vgl. Abbildung 2) und damit auch die immunogene Reaktion zu mindern.
Zunachst wurden monoklonale Antikdrper chimerisiert, sodass nur der variable Teil
des Antikorpers murinen Ursprungs war und mit dem humanen konstanten Teil
fusioniert wurde (10,11). Ein Beispiel dafur ist der chimare CDZ20-Antikorper
Rituximab, welcher 1998 erstmals von der European Medicines Agency (EMA)

zugelassen wurde und bis heute fur die Therapie von B-Zell-Neoplasien eingesetzt
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wird (12,13) . Zur weiteren Optimierung erfolgte die Humanisierung von Antikorpern.
Dazu wurden allein die CDR aus einem spezifisch murinen Antikorper isoliert und in
einen humanen Antikorper eingesetzt (14). Das seit dem Jahr 2000 zur Therapie des
HER2 (human epidermal growth factor receptor 2)-positiven Mammakarzinoms
eingesetzte Trastuzumab zeigt mit dem verbesserten Gesamtuberleben den bis heute
andauernden Erfolg des humanisierten Antikorpers (15). Im Jahr 2006 wurde von der
US Food and Drug Administration (FDA) erstmals der komplett humane Anti-
epidermal-growth-factor-receptor (-EGFR) Antikdrper Panitumumab, zur Therapie des
metastasierten kolorektalen Karzinoms, zugelassen (16). Die Entwicklung dieses
Antikorpers wurde durch den Einsatz von transgenen, immunisierten Mausen moglich
(17). Humane Antikorper konnen aufRerdem mittels Phage Display und der

Verwendung von humanen Antikorperbibliotheken hergestellt werden (18,19).

i N
- \ ‘ “/, a S ,}5/’ R - N ,\,_/’ 3 - \ ) ;v/' -
H H H H
murin chimar humanisiert human
Muronomab Rituximab Trastuzumab Panitumumab
2] Murine Anteile [[] Humane Anteile

Abbildung 2 Humanisierung monoklonaler Antikdrper

Murine Anteile sind grau, humane Anteile sind griin dargestellt. Beispielhaft sind unter jedem Format
die ersten therapeutisch zugelassenen Antikorper beschriftet. Die Formate sind von links nach rechts,
als zeitliche Fortschritte zu betrachten. Dabei stellt der humane Antikérper das neueste Format dar.
Abgewandelt nach (107).

Ein weiterer Meilenstein der onkologischen Immuntherapie stellt die Entwicklung der
chimeric-antigen-receptor (CAR) T-Zellen dar. Dafur werden dem Patienten in einem
ersten Schritt T-Zellen entnommen. Ex vivo wird diesen Zellen der CAR mittels viraler
Vektoren transduziert, sodass die T-Zellen den antigenbindenden Rezeptor
exprimieren konnen. In den Patienten reimplantiert, werden CAR-T-Zellen nach
Antigenbindung uber die intrazellulare Signalsequenz CD3-zeta aktiviert und kdnnen
gezielt, ohne vorangegangene Rezeptoraktivierung, Zielzellen binden und lysieren.
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Die erste Therapie dieser Art zielte, mit dem CAR-CD19, bestehend aus einem
sogenannten single-chain-fragment-variable- (scFv-) Fragment eines Antikorpers, auf
Neoplasien der B-Zellreihe (20). Zur Therapie des Multiplen Myeloms werden BCMA-
gerichtete CAR T-Zellen (Idecabtagen Vicleucel) eingesetzt (21). Allein im Jahr 2021
wurde die Zulassung von funf therapeutischen Antikorpern erwartet und 44 weitere
befanden sich in fortgeschrittenen Studienphasen (22). Die Erfolgsgeschichte der
onkologischen Immuntherapie ruckt die Idee der magic bullets von Paul Ehrlich in den
Bereich des Moglichen und spricht fur das Potential und die Notwendigkeit

Immuntherapien in der Onkologie weiterzuentwickeln.

1.1.1 Wirkmechanismen von Antikorpern

Therapeutische Antikdrper konnen, abhangig von der Art der Bindung des Fab-
Fragments, auf verschiedenen Wegen direkt oder indirekt an der Zielzelle wirken. Die

direkten Wirkmechanismen sind schematisch in Abbildung 3 dargestellt.

A a2~ Agonisierung
A .

Toxin W 0 Tumorzelle /Y
¥* -~ ~*\
\

- &
Antagonisierung/ | ¥ \ P é‘,,?y ««;1”‘15;;\,\,
Agonisierung J ™ :

S \‘A’ Antagonisierung

Abbildung 3 Direkte Fab-vermittelte Wirkmechanismen therapeutischer Antikérper

Abhéangig von der Art der Zielstruktur oder des Enzyms kann die Wirkung des Antikérpers auf den
nachfolgenden Signalweg agonisierend (Apoptose-Signalwege) oder antagonisierend (Hemmung von
Signalwegen, welche fiir das Uberleben oder das Wachstum der Zelle wichtig sind) sein. Durch ADC
kann eine toxische Substanz Uber Endozytose intrazellular toxisch wirken. ADC: antibody drug
conjugate. Abgewandelt nach (22,23).

Die Antikorperbindung an Rezeptoren der Tumorzelle kann die Dimerisierung des

Rezeptors oder die Bindung des natlrlichen Liganden verhindern. So konnen
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Aktivierungskaskaden inhibiert oder agonistisch, apoptotische Signalkaskaden
ausgelost werden (23). Andere Antikorper konnen direkt Uber die Bindung an Enzymen
der Zelloberflache wirken, um ebenfalls aktivierende Signale zu inhibieren oder
Apoptose zu induzieren (24). Eine weitere Moglichkeit stellen antibody-drug-
conjugates (ADC) dar. Dabei wird dem Antikorper ein zytotoxisches Molekdl
angehangt, welches durch die Antigen-Antikorper-Bindung in die raumliche Nahe der
Tumorzelle gebracht wird und zum Beispiel mittels Endozytose intrazellular toxisch
wirken kann (23). Das Fc-Fragment kann dagegen an Rezeptoren auf Effektorzellen
binden und so Effektorfunktionen vermitteln. Diese Fc-vermittelten Mechanismen sind
in  Abbildung 4  schematisch  zusammengefasst. Kommt es  zur
Antikorperkomplexbildung durch die Bindung mehrerer Antikorper an einer Zelle, so
kann zum Beispiel Uber die Bindung von C1q an Fc-Fragmenten die complement-
dependent-cytotoxicity (CDC) aktiviert werden. Die Komplementkaskade wird dabei in
der Regel Uber den klassischen Weg ausgelost, fuhrt zur Bildung des membrane attack
complex (MAC) und damit zur Zelllyse (25).

“Y FcyRllla

(Nq% 02 Granzym/Perforin

coc | &

Ve Tumorzelle . RN

ADCP

U
—~ P O

FcyRla

Abbildung 4 Fc-vermittelte Wirkmechanismen therapeutischer Antikdrper

Verschiedene Zellen des Immunsystems kdnnen uber FcyR den Fc-Teil eines Antikérpers binden und
damit die Lyse der Tumorzelle auslésen. ADCC wird hauptsachlich durch NK-Zellen vermittelt, ADCP
durch Makrophagen. Durch die Bindung von C1q wird die Komplementkaskade ausgeldst, die letztlich
auch zur Zelllyse fihrt. ADCC: antibody dependent cell-mediated cytotoxicity; ADCP: antibody-
dependent cellular phagocytosis; CDC: complement-dependent-cytotoxicity; MF: Makrophage.
Abgewandelt nach (22,23).
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Das Fc-Fragment kann auRerdem von Fcy-Rezeptoren (FcyR) gebunden werden. Der
aktivierende FcyRllla wird vor allem von naturlichen Killer Zellen (NK-Zellen)
exprimiert. Die Bindung einer NK-Zelle initiert den Mechanismus der Antikorper-
abhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat (antibody dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC) uber die Aktivierung des immunoreceptor tyrosine-based
activating motifs (ITAM). Freiwerdende Granzyme und Perforine konnen dann die Zelle
lysieren (26). Die Zellfragmente der |lysierten Zellen konnen von
antigenprasentierenden Zellen (antigen presenting Cells, APC) aufgenommen werden
und so zytotoxischen T-Zellen prasentiert werden. Der anti-Tumor-Effekt des
Antikorpers kdonnte damit durch Gedachtnis-T-Zellen Uber einen langeren Zeitraum
erhalten bleiben (27). Andere aktivierende FcyR werden von Makrophagen,
Monozyten und Granulozyten exprimiert. Die Rekrutierung dieser Zellen kann Uber die
Bindung des Fc-Fragments die ADCC und bzw. oder antikOrper-abhangige zellulare
Phagozytose (antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP) auslosen (28). In vivo
Studien verschiedener klinischer Antikorper, wie Rituximab oder Trastuzumab zeigen,
wie wichtig die FcyR und die Rekrutierung der Effektorzellen fur die klinische
Wirksamkeit sind (29,30). So konnten die Fc-vermittelten Wirkmechanismen von
therapeutischen Antikorpern, zum Beispiel durch Optimierungen am Fc-Fragment und
den damit erzielten hoheren CDC- und ADCC-Raten verbessert werden (31). Eine
neue Klasse von therapeutischen Antikorpern stellen die sog. Immuncheckpoint-
Inhibitoren dar. Ein Ansatz ist beispielsweise die Blockade des cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4) oder des programmed cell death protein 1 (PD-1),
sodass die Immunantwort durch CTL verbessert wird. Ipilimumab war der erste
zugelassene Antikorper, welcher die Hemmung von CTL aufhebt und damit in das
immunologische Kontrollsystem eingreift (32,33). Der erfolgreiche klinische Einsatz
von Immuncheckpoint-Inhibitoren oder die Effizienzsteigerung bekannter
Wirkmechanismen zeigen, dass neue Konzepte die Verbesserung der onkologischen

Therapie ermoglichen.

1.1.2 Bispezifische Antikorper

Eine weitere Option die onkologische Immuntherapie weiterzuentwickeln ist die
Anpassung und Veranderung der Molekulstruktur monoklonaler Antikorper. Die

Konstruktion multivalenter bzw. multispezifischer Antikorper erlaubt die simultane
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Bindung mehrerer Zielstrukturen, wodurch zusatzliche Effektorzellen rekrutiert werden
konnen. Es werden IgG-ahnliche Antikdrper mit Fc-Fragment und nicht-lgG-ahnliche
Antikorperkonstrukte ohne Fc-Fragment unterschieden. IgG-ahnliche Antikorper
haben durch das Fc-Fragment den Vorteil je nach Design FcR-vermittelte
Effektormechanismen zu aktivieren. AuRerdem haben sie, bedingt durch die Grolde
des Molekuls und den Mechanismus des neonatalen-FcR-vermittelten Recycling-
Prozesses, eine langere Halbwertszeit (34). Der nicht-IgG-ahnliche bispecific T-cell
engager (BiTE) Blinatumomab kann uUber eine CD3-Bindungsstelle T-Zellen binden,
unterscheidet sich jedoch wesentlich im Format (35). So sind allein zwei scFv-
Fragmente Uber einen flexiblen Glycin-Serin-linker miteinander verbunden. Die
Molekulgrofie von nur 55 kDa erlaubt zwar wahrscheinlich eine bessere
Gewebegangigkeit, ist aber mit einer stark verkurzten Halbwertszeit verbunden (34).
Im klinischen Alltag muss der Antikorper deswegen Uber eine kontinuierliche Infusion
verabreicht werden. Blinatumomab wird zur Therapie der refraktaren oder
rezidivierenden akuten lymphoblastischen pra-B-Zell Leukamie eingesetzt (36). Auch
zur Therapie des Multiplen Myeloms wurde ein bispezifischer Antikdper, welcher T-
Zellen binden kann entwickelt. Teclistamab ist ein bispezifischer IgG-ahnlicher
Antikorper, welcher Uber die CD3-Bindungstelle zum einen T-Zellen binden und zum
anderen Uber BCMA an Myelomzellen binden kann (37). AuRer diesen klinisch bereits
eingesetzten bispezifischen Antikorperformaten, sind zahlreiche andere Formate in
der praklinischen oder klinischen Entwicklung. Diese bieten ein weites Feld an

Maoglichkeiten, wie zum Beispiel auch die Rekrutierung von NK-Zellen.

1.2 NKG2D als zytotoxisches Triggermolekiil

Der Schutzmechanismus des Immunsystems ist die Uberwachung entarteter ,eigener*
Zellen. Eine wichtige Rolle spielt dabei der C-Typ-lectin-ahnliche Immunrezeptor
Natural killer group 2 member D (NKG2D), welcher von NK-Zellen, CD8* T-Zellen,
yd T-Zellen und einigen CD4* T-Zellen exprimiert wird (38). Die Struktur des Rezeptors
wird von einem mit Disulfidbricken verbundenen Homodimer, bestehend aus je einer
extrazellularen und einer transmembranen Domane gebildet (vgl. Abbildung 5). Die
extrazellulare Domane dient der Ligandenbindung (39,40). Intrazellular kann Uber die
transmembrane bzw. intrazellulare Domane der Hexamer-Komplex mit insgesamt vier
DNAX activation proteins of 10 kDa (DAP10)-Molekulen gebildet werden (41). DAP10
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ist intrazellular mit einem Tyr-X-X-Met- (TXXM-) Motif ausgestattet, welches durch
Phosphorylierung die p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und
das Transferprotein growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) aktiviert (42). Die
Phosphorylierung wird durch Bindung eines Liganden am Rezeptor ausgelost. Zu den
naturlichen Liganden gehdren die major histocompability complex (MHC) class | chain-
related proteins A (MICA) und B (MICB), sowie die UL16 binding proteins (ULBP) 1-6
(38,43).

WV Tumorzelle

NKG2D-L

Abbildung 5 Schematische Darstellung von NKG2D und DAP10

Das NKG2D-Homodimer bildet mit zwei DAP10 Homodimeren den Hexamer-Komplex. Die Bindung
eines Liganden kann die Signalkaskade aktivieren. DAP10: DNAX activation protein of 10 kD; Gbr2:
growth factor receptor-bound protein 2; NKG2D: Natural killer group 2 member D; NKG2D-L: NKG2D-
Ligand; PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase; TXXM: Tyr-X-X-Met-Motif. Abgewandelt nach (42).

Die Liganden werden hauptsachlich stress-induziert, von infizierten oder entarteten
Zellen exprimiert (44). Diese markieren diejenigen Zellen, welche mit Hilfe von NKG2D
durch NK-Zellen oder CD8" T-Zellen detektiert werden konnen (45), sodass NKG2D
sowohl eine wichtige Rolle bei viralen Infektionen als auch in der Tumorzell-
Uberwachung des Immunsystems spielt (46). NKG2D ist dabei auf NK-Zellen ein
primarer aktivierender Rezeptor. Die Bindung entsprechender Liganden ermoglicht die
Ausbildung einer sogenannten immunologischen Synapse, welche in der Endphase
zur Ausschuttung von lytischen Granula, wie Perforin und Granzym, durch die NK-
Zelle, fuhrt (47). Die zytotoxische Aktivierung von NK-Zellen durch NKG2D erfolgt
daher direkt und ohne vorherige Markierung durch APC. Auf CD8" T-Zellen wirkt
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NKG2D hauptsachlich als costimulatorischer Rezeptor, um die Aktivitat des T-Zell-
Rezeptors zu verstarken (48). Des Weiteren wird diskutiert, ob NKG2D zur Bildung
von Gedachtnis-T-Zellen beitragt (49,50). AulRerdem kann NKG2D auch
immunsupprimierend wirken. Ein kleiner Teil gesunder, hamatopoetischer Zellen
exprimiert die natlrlichen Liganden und wirkt damit je nach Zellart und Situation
inhibierend, um eine Uberschieende Immunreaktion zu verhindern oder aktivierend,

um die zytotoxische Immunantwort zu verstarken (51).

1.2.1 Immuntherapeutische Nutzung von NKG2D

Das komplexe Zusammenspiel von NKG2D und den NKG2D-Liganden (NKG2D-L)
bietet verschiedene Moglichkeiten diese fur Therapien auszunutzen (52).
Therapieansatze sind: Starkung der NKG2D-Liganden-Interaktion, Erhohung der
NKG2D-L Expression oder die Aktivierung und Rekrutierung von Effektorzellen (39).
Dazu wurden verschiedene Formate wie Fusionsproteine, monoklonale und
bispezifische Antikorper oder auch CAR T- oder NK-Zellen entwickelt (39). Ein Beispiel
fur die Rekrutierung von NK-Zellen ist das bifunktionale Antikorperderivat ULBP2-BB4
welches gegen CD138 und mit dem naturlichen Liganden ULBP2 gegen NKG2D
gerichtet ist (53). Auch Kellner et al. konnten mit den bispezifischen bzw. bifunktionalen
Formaten, welche Uber die extrazellulare Domane von MICA bzw. ULBP2 und Uber
einen CD20-scFv gegen das Oberflachenantigen CD20 gerichtet waren, NK-Zellen
aktivieren und die Tumorzelllyse verbessern (54). Darauf aufbauend zeigten sich in
den Experimenten von Lutz et. al mit dem Bibody [CD20xNKG2D] ebenfalls
vielversprechende Ergebnisse, sodass das Konzept durch Weiterentwicklung auch auf

andere Tumorentitaten angewendet werden konnte (55)

1.3 Lymphome der B-Zellreihe

Lymphome gehoren zu den Neoplasien des blutbildenden Systems und kdnnen ihren
Ursprung in den verschiedenen Zellreihen der Lymphozyten haben. B-Zell-Neoplasien
entstehen aus Vorlauferzellen oder gereiften B-Zellen und werden nach den Kriterien
der WHO eingeteilt. Nach der WHO Kilassifikation der Tumore des hamatopoetischen
und lymphatischen Gewebes werden diese in ihren immunphanotypischen,
morphologischen und genetischen, sowie klinischen Eigenschaften unterschieden
(56).
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1.3.1 Multiples Myelom

Das Multiple Myelom ist eine bisher noch unheilbare, maligne, hamatologische
Erkrankung mit diffuser oder multilokularer Vermehrung monoklonaler Plasmazellen
im Knochenmark. Jahrlich werden in Deutschland ungefahr 3250 Neuerkrankungen
diagnostiziert (57). Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren bei Mannern.
Frauen erkranken im Durchschnitt 2 Jahre spater (57). Typischerweise zeigt sich,
durch eine unkontrollierte Produktion defekter bzw. unvollstandiger Immunglobuline,
ein deutlich erhohter Nachweis derselben im Serum oder Urin der Patienten (58).
Aufgrund dessen sowie durch die Verdrangung des gesunden Knochenmarks weist
das Multiplen Myelom meist einen heterogenen und unspezifischen Symptomkomplex
auf. Symptome, wie Knochenschmerzen, Mudigkeit und Gewichtsverlust bestehen aus
diesem Grund oft bereits Uber einen langeren Zeitraum, bis es zur Diagnosestellung
kommt (57). Die Diagnose des Multiplen Myeloms gilt, beim Vorliegen der in Tabelle 1

dargestellten Kriterien, als gesichert (59).

Tabelle 1 Diagnosekriterien Multiples Myelom nach der International Myeloma Working Group (60)

Multiples Myelom

Klonale Plasmazellen im Knochenmark = 10 %

Mindestens eines der Myelom-
definierenden Ereignisse

Hyperkalzamie
Niereninsuffizienz
Anamie
Knochenlasionen

Endorganschaden
(CRAB-Kriterien)

e Klonale Plasmazellen im
Knochenmark = 60 %
e Ratio involvierte/ nicht-

Malignitatskriterien involvierte freie Leichtketten
(Biomarker) > 100
e > 1 fokale Lasion >5 mm im
MRT

Die Erkrankung wird nach WHO-Kriterien den B-Zellneoplasien zugeordnet. Zellen des
Multiplen Myeloms haben ihren Ursprung in langlebigen, reifen Plasmazellen, welche
im Knochenmark lokalisiert sind und dort proliferieren. In der Regel geht dem Multiplen
Myelom die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) voraus. Diese
kann sich im Verlauf in das schwelende Myelom (SMM) entwickeln. Beide Vorstufen
haben ein jahrliches Risiko von 1 % (MGUS) bzw. 10 % (SMM) in das Multiple Myelom
uberzugehen (61,62). Die Pathogenese des Fortschritts der MGUS uber die SMM zu
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MM hat ihre Ursprunge in Mutationen, welche bereits im Keimzentrum der
Lymphknoten stattfinden (vgl. Abbildung 6). Wahrend der Reifung der B-Zellen werden
somatischen Hypermutationen und die Rekombination des Klassenwechsels (class
switch recombination) Uber Doppelstrang-DNA-Briuche erreicht (63). Dabei kann es als
sogenanntes initiierendes Ereignis, zu (immunoglobuline heavy chain locus (IgH-)
Translokationen oder Hyperdiploidie kommen (64,65). Pathogenetische Modelle
gehen davon aus, dass es durch Uberlebensvorteile desjenigen Klons mit den
entsprechenden sekundaren genetischen und epigenetischen Veranderungen, zur
immortalisierten Plasmazelle und damit letztendlich zur Entstehung des Multiplen
Myeloms kommt (64) (vgl. Abbildung 6).

Treiber der klonalen Evolution
Klonaler Wettbewerb
Tumormikroumgebung

Therapie
Immunsystem
— Py
OO0
| | )

Hyperdiploidie
IgH-Translokation

Veranderung der Tumormikroumgebung

Abbildung 6 Pathogenetisches Modell der Entwicklung des Multiplen Myeloms

Sekundare genetische & epigenetische Veranderungen

Die klonale Evolution der entarteten Plasmazellen erlaubt die Entwicklung vom MGUS zur EMD.
EMD: extramedullary disease; GC: germinal center;, MM: multiples Myelom; MGUS: monoclonal
gammopathy of unknown significance; SMM: smoldering multiple myeloma. Abgewandelt nach (126).

Des Weiteren ist zum Uberleben der malignen Plasmazelle im Knochenmark das
Zusammenspiel der tumorumgebenden Zellen wichtig. So finden auf molekularer
Ebene positive Ruckkopplungseffekte zwischen Stromazellen, Osteoblasten, -klasten
und versorgenden Gefalden statt (64). Diese beeinflussen die gesunde Hamatopoese,
verandern den Knochenstoffwechsel, aktivieren die Angiogenese und konnen
Therapieresistenzmechanismen erwirken (66,67). Die weitere genetische Evolution
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der malignen Zellen kann die Migration der Zellen in die Blutstrombahn und damit die
Entwicklung zur Plasmazellleukdmie oder der extramedullaren Erkrankung (EMD)
ermoglichen (64,68). Die Heterogenitat der Entstehungsmechanismen zeigt die
Hurden der Therapie des Multiplen Myeloms und macht die Notwendigkeit neuer
Therapieansatze deutlich. Aktuell wird nur das Multiple Myelom, nicht aber die
Vorstufen MGUS bzw. SMM behandelt. Die Indikation einer Therapie ist durch die
CRAB-Kriterien (vgl. Tabelle 1) gegeben und richtet sich nach dem biologischen Alter
sowie der Komorbiditaten (57). Demnach erfolgt zur Erstlinientherapie entweder zuerst
eine intensivierte Hochdosischemotherapie und darauffolgend eine autologe
Stammzelltransplantation oder verschiedene Kombinationstherapien (57). Allgemein
stehen zur medikamentosen Therapie Immunmodulatoren (wie Lenalidomid),
Proteasom-Inhibitoren (wie Bortezomib), sowie konventionelle Chemotherapeutika
(Alkylantien wie, Melphalan) und Glucocorticoide (wie Dexamethason) zur Verfugung
(567,69,70). Aulerdem sind in Deutschland die monoklonalen Antikorper
Daratumumab, Isatuximab und Elotuzumab zur Therapie zugelassen (57).
Daratumumab ist ein humaner, monoklonaler IgG Antikorper welcher gegen CD38
(vgl. Abbildung 7), einem Oberflachenmarker auf malignen Plasmazellen, gerichtet ist.
Molekularbiologisch ~ wirkt Daratumumab Uber ein komplexes Set an
Wirkmechanismen (71). Therapeutisch zeigt sich in der Kombinationstherapie ein
signifikant verlangertes progressionsfreies Uberleben (72). Auch beim humanisierten
lgG Antikorper Elotuzumab zeigen sich in klinischen Studien ahnliche Erfolge (73,74).
Der CS1-Antikorper wirkt einerseits durch ADCC, anderseits Uber eine Aktivierung von
NK-Zellen (75). Nach der aktuellen Leitlinie werden die beiden monoklonalen
Antikorper  bei  therapierefraktarer und rezidivierender  Erkrankung in
Kombinationstherapien bzw. Daratumumab auch als Monotherapie eingesetzt (57).

1.3.2 Zielstrukturen auf Myelomzellen

Weitere interessante neuartige Immuntherapien ergeben sich durch verschiedene, fur
Zellen des Multiplen Myeloms typische, Oberflachenantigene (vgl. Abbildung 7). Fur
die Zielstrukturen ist vor allem entscheidend, dass diese moglichst spezifisch auf
malignen Plasmazellen und in ausreichender Menge an der Zelloberflache exprimiert
werden. Unter Beachtung der spezifischen Eigenschaften der Myelomzellen und ihrer

Mikroumgebung konnen so vielversprechende Immuntherapien entwickelt werden.



1 Einleitung 13

Das auf Myelomzellen exprimierte B-cell maturation antigen (BCMA) ist ein Beispiel
dafur, wie eine Zielstruktur fur unterschiedliche Therapieformate eingesetzt werden
kann. Der BCMA/CD3 BIiTE- Antikorper konnte in einer Phase | Studie erste Erfolge
verzeichnen (76). Des Weiteren zeigen auch die klinischen Daten zum bispezifischen
Antikorper Teclistamab (CD3xBCMA) therapeutische Erfolge (77,78). Auch ein Format
der CAR-T-Zell-Therapie fur das Multiple Myelom nutzt BCMA als Zielantigen und
zeigte in einer klinischen Studie bei 85 % der Studienteilnehmer mindestens eine
teilweise objektive Tumorreduktion (79). Die Daten, welche im Rahmen der klinischen
Studie KarMMA generiert wurden, fuhrten zur Zulassung von der BCMA-gerichteten
CAR-T-Zell Therapie mit Idecabtagene Vicleucel (21,80). Ciltacabtagene autoleucel
eine CAR-T-Zell Therapie mit zwei Nanobodies gegen BCMA ist ebenfalls zur
Therapie zugelassen (81,82). Gegen die Zielstruktur G Protein-Coupled Receptor
Class C Group 5 Member D (GPRCSD) ist der bispezifische Antikorper Talquetamab
seit 2023 zugelassen (83,84). Abbildung 7 zeigt weitere Beispiele fur Myelom-

assoziierte Antigene, welche als potenzielle Zielstrukturen fir Immuntherapien dienen

CD138 r 5
Cs1 : CMa &
Myelomzelle
CD38 J TACI

~

konnen.

GPRC5D ULBP2

Abbildung 7 Therapeutische Zielstrukturen der Myelomzelle

Beispielhaft sind Oberflachenmolekiile, welche als Zielstrukturen fiir Immuntherapien dienen bzw.
dienen kdnnen, dargestellt. BCMA: b cell maturation antigen; CS1: CD1 subset 2; GPRC5D: G Protein-
Coupled Receptor Class C Group 5 Member D; TACI: transmembrane activator and calcium modulator
and cyclophilin ligand interactor; ULBP2: UL16 binding protein 2. Abgewandelt nach (127).

1.3.2.1 CD138 als Zielstruktur
Syndecan-1 (CD138) stellt eine mogliche Zielstruktur in der Therapie entarteter

Plasmazellen dar und gehort zum Typ | der Familie der Syndecan transmembran
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Proteoglycane (schematische Darstellung vgl. Abbildung 7). Die extrazellulare
Domane bindet Uber Heparan-Sulfat-Ketten, Wachstumsfaktoren oder extrazellulare
Matrix und tragt so zu Zell-Zell-Kontakten bei (85). Die Bindung von Proteinen des
Zytoskeletts an der intrazellularen Domane verleiht der Zelle Stabilitat (85).
Physiologisch wird CD138 von Epithelzellen und mesenchymalen Zellen exprimiert.
Plasmazellen und wenige, unreife B-Zellen sind die einzigen hamatopoetischen Zellen,
welche CD138 exprimieren (86,87). Verschiedene Tumorentitdten wie auch das
Multiple Myelom exprimieren CD138 besonders stark (88,89). CD138 kann das
Wachstum von Myelomzellen als Cofaktor fur bestimmte Wachstumsfaktoren positiv
verandern und Einfluss auf den Knochenstoffwechsel nehmen (90,91). Daher wurden
bereits verschiedene Immuntherapien, welche CD138 als Zielstruktur nutzen,
entwickelt. Ein Beispiel ist der bispezifische Antikorper ULBP2-BB4 (53) (vgl.
Kapitel 1.2.1). AuRerdem befinden sich eine CD138 CAR-T-Zell Therapie sowie der
konjugierte Antikorper Indatuximab-Ravtansine (BT062) in der Entwicklung (92—-94).
Zusammenfassend kann CD138 als geeignete Zielstruktur betrachtet werden- da es
zwar von verschiedenen Geweben exprimiert wird, jedoch speziell auf Myelomzellen
verstarkt exprimiert wird und sich aul3erdem in verschiedenen Modellen bereits als

vielversprechende Zielstruktur bewiesen hat.

1.3.2.2 CS1 als Zielstruktur

CD1 subset 2 (CS1) gehort zur signaling lymphocytic activation (SLAM) Familie und
wird auch CRACC, SLAMF7 oder CD319 genannt (schematische Darstellung vgl.
Abbildung 7). Der Rezeptor kann intrazellular Uber tyrosine-based motifs und das
Adaptermolekul EWS-Fli1-activated transcript-2 (EAT2) phosphoryliert und aktiviert
werden (95). Extrazellular hat CS1 eine Ig-ahnliche V- und C»-Bindungsregion (95).
CS1 ist sein eigener Ligand und wird ausschlieBlich auf hamatopoetischen Zellen, wie
NK-Zellen und CD8" T-Zellen exprimiert (96). So kann CS1 NK-Zellen regulieren und
zytotoxisch aktivieren (97). Die einzigen malignen Zellen, welche CS1 Uberexprimieren
sind Zellen des Multiplen Myeloms (98). Im Mikromillieu der Myelomzellen spielt CS1
wahrscheinlich eine Rolle bei der Interaktion mit Stromazellen und wirkt sich damit
positiv auf das Zellwachstum aus (98). Als geeignete Zielstruktur hat sich CS1 bereits
mit klinisch etablierten, humanisierten Antikorper Elotuzumab bewiesen (vgl. Kapitel
1.3.1,(74,99)). Die Erfolge der Therapie mit Elotuzumab fuhrten zur Entwicklung neuer
Immuntherapieformate. So wurden beispielsweise bispezifische
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CS1-BCMA-CAR-T-Zellen und CS1-CAR-NK-Zellen entwickelt, welche erste
praklinische und klinische Erfolge zeigen (100-102).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Multiple Myelom ist eine Erkrankung des blutbildenden Systems, die auf die
maligne Entartung von Plasmazellen zurtuckzufuhren ist. Trotz vielfaltiger
Therapiestrategien, wie Stammzelltransplantation, Chemotherapie und
Antikorpertherapie, ist das Multiple Myelom, Stand heute, eine unheilbare Erkrankung.
Aus diesem Grund stellen neue Kombinationen mit bereits etablierten Therapien und
neuartigen bispezifischen Antikorperformaten vielversprechende Therapieansatze
dar. Auf Grundlage von eigenen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe soll in der vorliegenden
Arbeit die Hypothese uberpruft werden, ob das NK-Zell Triggermolekil NKG2D in
bispezifischen Antikdrperformaten fur die Therapie des Multiplen Myeloms genutzt
werden konnte und ob eine Kombination mit dem bereits zugelassenen monoklonalen
Antikorper Daratumumab zusatzliche Effekte erzielt. Hierzu wurden bispezifische
Antikorperkonstrukte generiert, welche spezifisch Uber ein Fab-Fragment an die
Zielantigene CS1 bzw. CD138 auf Myelomzellen bindet und gleichzeitig in raumlicher
Nahe NKG2D-exprimierende Effektorzellen, wie NK-Zellen aktiviert. Die biochemische
und funktionelle Charakterisierung sowie der Vergleich der bispezifischen Konstrukte
sollte in der folgenden Zusammenschau die Einschatzung dieses potenziellen

Therapieansatzes ermoglichen.
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FcyRllla

NKG2D
bispezifisches mAk
Antikorperkonstrukt Zytotoxizitat
Synergismus mit
mAk

Abbildung 8 Funktionen des bispezifischen Antikérperkonstrukts

Das bispezifische Antikdrperkonstrukt soll spezifisch Zielantigene auf der Tumorzelle und NKG2D
binden und Immunzellen aktivieren. Dadurch und gegebenenfalls durch den simultanen Einsatz eines
mAk soll die Zytotoxizitat gesteigert werden. Durch die Aktivierung von Immunzellen ware auRerdem
eine Zytokinfreisetzung denkbar. mAK: monoklonaler Antikorper.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Die Auflistungen der verwendeten

Laborgerate, Verbrauchsmaterialien und

Chemikalien findet sich im Anhang (Tabelle 13, Tabelle 14 und Tabelle 16).

Tabelle 2 Puffer und Lésungen

Bezeichnung Substanz Konzentration
TRIS Puffer (pH 10) TRIS 1M
50x TAE- Puffer (pH 7,4) TRIS-Acetat 0,2M
EDTA 10 nM
Agarosegel 1 % 1x TAE-Puffer
Agarose 1%
Coomassie-Farbelésung H-0 60 ml
Methanol 20 ml
5x Roti-Blue 20 ml
Glycin Elutionpuffer (pH 3) Glycin 0,1 M
2x HBS-Puffer (pH 7,05) HEPES 50 mM
NaCl 280 mM
Na;HPO, 1,5 mM
5x Ladepuffer TRIS 313 mM
(nicht reduzierend) SDS 10 % (m/v)
Glycerin 50 % (v/v)

Bromphenolblau

0,05 % (m/v)

5x Ladepuffer (reduzierend) TRIS 313 mM
SDS 10 % (m/v)
Glycerin 50 % (v/v)
DTT 0,5M
Bromphenolblau 0,05 % (m/v)
PBA-Puffer (FACS) 1x PBS
BSA 1 % (m/v)
Natriumazid 0,01 % (m/v)
SDS-PAGE-Laufpuffer TRIS 25 mM
SDS 0,01 %
Glycin 200 mM

SDS-Bis-Tris-Polyacrylamidgel

Acrylamid-Bisacrylamidgemisch

13,4 % (vIv)
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Sammelgel (10 %)

Sammelgelpuffer (pH 6,8)
SDS (10 % (w/v))

APS (10 % (w/v))
TEMED

28 % (vIv)
1% (viv)
1% (viv)
0,1 % (viv)

SDS-Bis-Tris-Polyacrylamidgel
Trenngel (10 %)

Acrylamid-Bisacrylamidgemisch

Trenngelpuffer (pH 8)

33,3 % (VIv)
28 % (v/v)

SDS (10 % (w/v)) 1% (viv)
APS (10 % (w/v)) 1% (viv)
TEMED 0,1 % (v/v)
TBS-Puffer TRIS 50 mM
NaCl 500 mM
TBS-T-Puffer TBS
Tween 20 0,05 % (v/v)
Triton-X-100 0,2 % (vIv)
Trenngelpuffer (pH 8,0) TRIS 1,5M
Sammelgelpuffer (pH 6,8) TRIS 0,5M
2x YT- Medium 2x YT 3,1 % (m/v)
2x YT- Kulturplatten 2xYT 3,1 % (m/v)
Agar 1,8 % (M/v)
Antibiotikum 1:1000
WB Transferpuffer TRIS 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 0,1%

Tabelle 3 Expressionsvektoren

Vektor

Hersteller, Hauptsitz

pSec-Tag2-HygroC

Thermo Fisher Scientific,Waltham, MA,

USA

pSec-CD138-BB4 Lc

AG Peipp (unverdffentlicht)

plres-Rituximab-bi

AG Peipp (unverdffentlicht)

plres-Rituximab-Fd-NKG2D#32

Lutz (unverdffentlicht)

plres-HC-4D5-NKG2D#3

Lutz (unverdffentlicht)

pEx-A2-Huluc66 VH

AG Peipp (unverdffentlicht)

pEx-A2-Huluc63 VL

AG Peipp (unverdffentlicht)

GFP-Plasmid

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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Tabelle 4 Organismen

Bakterienstamm

Hersteller, Hauptsitz

E. coli One Shot Top10

Invitrogen, Carlsbad, USA

One Shot Mach1-T1 chemically competent E. coli

Invitrogen, Carlsbad, USA

Elektrokompetente E. coli XL-1 Blue

laboreigene Herstellung

Tabelle 5 Enzyme

Enzym Puffer Hersteller, Hauptsitz
Nhe | CutSmart NEB, lpswich, MA, USA
Pme | CutSmart NEB, lpswich, MA, USA
PpuM | CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA
Sfil CutSmart NEB, lpswich, MA, USA
T4 DNA-Ligase T4 DNA-Ligase Puffer (10x) Roche, Basel, CH

Tabelle 6 Oligonukleotide (Primer)

Bezeichnung Sequenz

Tm °C OrientierunL

pSEC-CMV GGTAGGCGTGTACGGTGGGAGG 67,5 forward

pSEC-CH1 TAGAAGGCACAGTCGAGG 56,0 forward

pSEC-REV CCTTCCAGGGTCAAGGAAGGCACG 71,0 reverse
Tabelle 7 DNA- und ProteingréRenstandard

Bezeichnung Hersteller, Hauptsitz

Precision Plus Protein Dual Color Standard  Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,

USA

100 bp-DNA Ladder Carl Roth, Karlsruhe
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2.1.1 Antikorper
Tabelle 8 Antikorper fir Immunoblots
Bezeichnung Antigen Isotyp  Antikorperlésung Hersteller,
Hauptsitz
Monoclonal Anti- Kappa-leichte- IgG Antikorperverhaltnis Sigma-Aldrich,
Human-Kappa Kette 1:10000 St. Louis, MO,
Light Chain 1x TBS USA
0,1 % Tween
5 % Blotting Grade
Blocker
Mouse-a-HIS Polyhistidin-Tag  1gG1 Antikorperverhaltnis Qiagen, Hilden
(PentaHIS) 1:1000
1x TBS
3 % BSA
Goat-a-Mouse Leichte und IgG Antikorperverhaltnis Invitrogen,
HRP-gekoppelt  schwere Kette 1:5000 Carlsvad, CA,
Immunglobuline USA

1x TBS

10 % Blotting Grade
Blocker

Tabelle 9 Antikorper fir Durchflusszytometrie

Bezeichnung Antigen Isotyp Hersteller
Anti-human-kappa FITC Kappa Leichte IgG Southern Biotech,
Kette Birmingham, AL, USA

Anti-human-Fc-gamma Fc-Teil humaner Ig 1gG Jackson Immuno Research

FITC Europe Ltd., Ely, UK

CD138 PE CD138 IgG Beckman Coulter, Brea, CA,
USA

Elotuzumab mAb CS1 IgG1 BMS, New York, USA

Isotypkontrolle FITC -- IgG1 Beckman Coulter, Brea, CA,
USA

Isotypkontrolle PE -- IgG1 Beckman Coulter, Brea, CA,
USA

Anti-human-NKG2D-Fc-  CD314 (NKG2D) IgG S. Lutz (unverdffentlicht)

Antikodrper

Anti-human-NKp30-Fc- CD337 (NKp30) IgG S. Lutz (unverdffentlicht)

Antikorper
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Tabelle 10 Antikorper fir ADCC
Bezeichnung Antigen Isotyp Hersteller
Daratumumab CD38 IgG1 Janssen-Cilag GmbH, Neuss
Elotuzumab CS1 IgG1 BMS, New York, USA
Trastuzumab (Herceptin) HER?2 IgG1 Roche, Basel, CH
2.1.2 Zellkultur
Tabelle 11 Zellkulturmedien
Material Substanz Konzentration
CHO-Kulturmedium  CD CHO Medium (1x)
GlutaMax 1% (viv)
HAT-Supplement 1 %(v/Vv)
CHO-Opti- CD OptiCHO 1 % (vIv)
Kulturmedium Pluronic F68 1 % (vIv)
GlutaMax 1% (viv)
HT-Supplement 1 % (v/Iv)

D10* Medium

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

FCS
PenStrep

10 % (v/v)
1% (viv)

MaxCyte Feed-
Stock

CHO CD EfficientFeed A
Yeasstolate Stock Solution
GlutaMAX

Glucose

14 % (vIv)
3,5 % (v/v)
12,4 % (vIv)

McCoys Medium

McCoy’s 5A (modified) Medium
FCS
PenStrep

10 % (v/v)
1 % (v/v)

R10* Medium

RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX
FCS
PenStrep

10 % (v/v)
1 % (viv)
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Tabelle 12 Zelllinien

Bezeichnung

Medium

Zelltyp

CHO-S

(Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

CHO-Kulturmedium

Chinese hamster ovary

CHO-K1 D10 Medium Chinese hamster ovary
(DSMZ no.: ACC 110)

CHO-CD138 D10 Medium Chinese hamster ovary
(Krohn et al. 2022)

CHO-CS1 D10 Medium Chinese hamster ovary
(Krohn et al. 2022)

Lenti-X 293-T D10 Medium Humane embryonale
(DSMZ no.: ACC 635) Nierenzelllinie

L-363 D10" Medium humane

(DSMZ no.: ACC 49) iasmazelleukamie-
MM1.S R10" Medium humane

(DSMZ no.: ACC 758)

Plasmazellleukamie-
Zelllinie

SK-BR-3
(DSMZ no.: ACC 736)

McCoys Medium

Mammakarzinom-
Zelllinie

SKOV-3
(ATCC®HTB-77")

D10* Medium

Ovarialkarzinom-Zelllinie

2.2 Klonierung der Antikorperderivate

2.2.1 Enzymatische Spaltung von DNA mit Restriktionsnukleasen

Die enzymatische Spaltung mit Restriktionsnukleasen ermoglichte das Einsetzten von

DNA-Fragmenten in einen Vektor.

Dafur wurden jeweils 20 Einheiten der

Restriktionsenzyme (vgl. Tabelle 5) mit dem geeigneten Puffer zur Plasmid-DNA

pipettiert. Es wurden 2 ug der Vektor-DNA und 6 pg der Insert-tragenden Vektor-DNA

eingesetzt. Fur ein Gesamtvolumen von 30 pl wurde das entsprechende Volumen an

Aqua dest. hinzugefugt. Die Proben wurden dann bei 37 °C fur 3 Stunden bzw. bei

50 °C Uber Nacht inkubiert. Die Proben wurden mit 10 yl Mineraldl bedeckt, um ein

Verdunsten zu vermeiden, wenn die Inkubation uber Nacht erfolgte.
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2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelektrophorese wurde genutzt, um DNA-Fragmente, nach ihrer Grolde
aufzutrennen. Die erwartete GroRe der DNA-Fragmente wurde anhand des
GroRenstandards gepruft. Dazu wurden dem Restriktionsansatz (vgl. Kapitel 2.2.1)
6 pl 6x DNA-Ladepuffer (Carl Roth) hinzugefugt. Die Gelelektrophorese wurde im 1 %
Agarosegel (vgl. Tabelle 2) und 1x TAE-Puffer bei 120 V fur 45 Minuten durchgefuhrt.
Als GrolRenstandard wurde der 100 bp-DNA Ladder (Carl Roth) genutzt. Zur
Visualisierung der DNA-Fragmente wurde das Agarosegel nach der Elektrophorese
fur 30 Minuten im Ethidium-Bromid-Bad gefarbt. Die DNA-Fragmente wurden mit Hilfe
des UV-Transluminators visualisiert und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die
Dokumentation der Gele erfolgte in der Gel-Dokumentationskammer E.A.S.Y
440K (HeroLab)

2.2.3 DNA-Extrahierung und -Quantifizierung

Die Extraktion der DNA aus den Agarose-Gelstlcken erfolgte mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraction Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben. Im letzten Schritt wurde die
extrahierte DNA in 30 ul sterilem Wasser eluiert. Konzentration und Reinheit der DNA
wurden mittels Absorptionsspektroskopie (BioPhotometer der Firma Eppendorf) bei
260 nm und 280 nm bestimmt. Die Reinheit wurde uber den Quotient E2e0/E2g80
bestimmt. Fur eine reine DNA-Probe gilt der Wert 1,8.

2.2.4 Ligation

Far die Ligation der enzymatisch geschnittenen DNA-Fragmenten wurden 7 pl Vektor-
DNA mit der 10 pl Insert-DNA, sowie 5 Einheiten T4 DNA-Ligase (1 yl) und dem
T4 DNA-Ligase Puffer (2 yl des 10x Puffers) angesetzt. Die Probe hatte ein
Gesamtvolumen von 20 ul und inkubierte Uber Nacht bei 4 °C.

2.2.5 Chemische Transformation

Fur die Aufnahme von Plasmid-DNA in Bakterien sollte die Membran fur DNA
permeabel sein. Dies wurde mittels Hitzeschock von chemisch kompetenten
E. coli One Shot Top10  Bakterien  erreicht. Dazu wurden 4,5yl des
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Ligationsansatzes (vgl. Kapitel 2.2.4) mit den aufgetauten Bakterien vereint. Der
Ansatz wurde fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Hitzeschock
im 42 °C-warmen Wasserbad fur genau 30 Sekunden. Danach wurde die Probe fur
2 Minuten auf Eis inkubiert und mit 250 yl SOC-Medium vermengt. Es erfolgte eine
weitere Inkubation der Probe fur 60 Minuten im Schuttler bei 37 °C und 225 rpm. Zum
Schluss wurden je 10 pl, 50 pl, 100 yl der Bakteriensuspension auf vorgewarmten
2YT-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.6 Elektrische Transformation / Elektroporation

Die elektrische Transformation diente ebenfalls der Aufnahme von Plasmid-DNA in
Bakterien. Die erhdohte Membranpermeabilisierung wurde dafur mittels eines
elektrischen Feldes erreicht. Dafur wurden die aufgetauten elektrokompetenten
E. coli XL-1 Blue mit 1ng Plasmid-DNA vermischt. Die Bakteriensuspension
inkubierte 2 Minuten auf Eis und wurde dann in die vorgekuhlte
Elektroporationskuvette gegeben. Die Elektroporation wurde im MicroPulser (BioRad)
mit 1,8 kV (Ec1) durchgefuhrt. Direkt danach wurden 950 yl SOC-Medium zur
Bakteriensuspension pipettiert. Es folgte eine 60-minutige Inkubation bei 37 °C im
Schuttler. Zum Schluss wurden 10 pl der Bakteriensuspension auf vorgewarmte
2YT-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.7 Isolierung von Plasmid-DNA

Von den Uber Nacht gewachsenen Kolonien auf den 2YT- Ampicillin-Agarplatten
wurden Einzelkolonien gepickt, welche jeweils mit 3 ml 2YT Nahrmedium, und im
Verhaltnis 1:1000 Ampicillin angesetzt wurden. Die Kulturen wurden bei 37 °C und
250 rpm uber Nacht inkubiert. Von diesen Kulturen wurde jeweils 2 ml abgenommen
und fur 30 Sekunden bei 11000 rpm zentrifugiert. Aus dem Bakterienpellet wurde mit
Hilfe des NucleoSpin Plasmid Kit (Machery-Nagel) die Plasmid-DNA extrahiert und in
50 ul sterilem Wasser eluiert. Die Konzentration und Reinheit wurde photometrisch bei
280 nm und 260 nm bestimmt. Bevor die neuen DNA-Fragmente amplifiziert wurden,
wurde eine Kontroll-Restriktion zur Uberpriifung der korrekten Ligation notwendig. Bei
korrekter Ligation und Transformation entstanden DNA-Fragmente welche dieselbe
GroRe, wie die Vektor- bzw. Insert-DNA aufwiesen. Dies wurde mit Hilfe der Agarose-
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Gelelektrophorese visualisiert. Falls die DNA-Fragmente die erwarteten Langen
zeigten, konnte die entsprechende Bakterienkultur weiter mit 250 ml 2YT- Medium und
Ampicillin im Verhaltnis 1:1000 angesetzt werden und Uber Nacht bei 37 °C und
250 rpm schuttelnd inkubiert werden. Aus diesen Kulturen wurden, nach der Anleitung
des Herstellers, entweder mit dem NucleoBond Xtra Maxi-Kit (Macherey-Nagel) oder
endotoxinfrei mit dem NucleoBond PC EF Kit (Macherey-Nagey) die Plasmide isoliert.
Konzentration und Reinheit wurden mittels Absorptionsspektroskopie bestimmit.

2.2.8 Sequenzierung

Abschlielliend wurden die Expressionsvektoren zur Sequenzierung in das Zentrum fur
Molekulare Biowissenschaften der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel gegeben,
um Richtigkeit und Vollstandigkeit der, fur die Antikdrper kodierenden, DNA zu
bestatigen. Hierfur wurden jeweils 3 pl der Vektor-DNA mit einer Konzentration von
100 ng/pl mit je 1 yl der Primer vermischt. Es wurden die Primer (Vgl. Tabelle 6)
pSec-CMYV (forward), -CH1 (forward) und -Reverse genutzt.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Alilgemeines Vorgehen fur die Kultivierung der Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C und 6 % COg kultiviert
und zwei- bis dreimal pro Woche passagiert. Unter einer sterilen Werkbank und mit
sterilen Materialien wurden die Zellen mit entsprechendem Medium (Vgl. Tabelle 11)
passagiert. Adharent wachsende Zellen wurden daftr vor dem Ablosen mit 1x PBS
gewaschen und mit Hilfe von Accutase abgeldst. In Suspension wachsende Zellen und
semi-adharent wachsende Zellen wurden direkt in der empfohlenen Zellzahl in frische
Zellkulturflaschen Uberfuhrt.

2.3.2 Proteinexpression durch Calciumphosphat-Transfektion in Lenti-X 293-T
Zellen

Um Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen einzubringen wurde die Calciumphosphat-
Transfektion genutzt. Die durch diese Methode ausfallenden Calcium-Phosphat-DNA-

Prazipitate werden mittels Endozytose von Lenti-X 293-T Zellen aufgenommen. Dafur
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wurden am Vortag 3 x 108 Lenti-X 293-T pro Kulturschale (45 cm?) ausgeséat. Die

Kultivierung uber Nacht erfolgte, bei 37 °C und 6 % CO2 im Brutschrank. Vor der
Transfektion wurde ein Medienwechsel mit Zugabe von 8 ml neuem D10* Medium
durchgefuhrt. Pro Platte wurde ein Transfektionsansatz mit 20 uyg DNA-
Gesamtmenge, 125 mM CaCl;, 2,5 mM Chloroquin, ad 1 ml sterilem Wasser
verwendet. Die DNA-Gesamtmenge setzte sich aus 10 ug DNA der schweren Kette
und 10 pyg DNA der leichten Kette des jeweiligen Antikorperkonstrukts zusammen. Das
Gemisch des Transfektionsansatzes wurde im Verhaltnis 1:2 in den 2x HBS-Puffer
getropft, wahrend mit einer Pipettierhilfe Gber die Pipettenspitze Luft in den 2x HBS-
Puffer insuffliert wurde. So konnten die Calcium-Phosphat-DNA-Prazipitate ausfallen.
Von dieser Suspension wurden dann langsam je 2 ml pro Platte auf die Zellen getropft.
Die Zellen inkubierten fur 8 Stunden bei 37 °C und 6 % CO2 im Brutschrank. Es wurde
erneut ein Medienwechsel durchgefuhrt mit anschlieRender Inkubation Uber
40 Stunden unter den zuvor genannten Bedingungen. Die Uberstande, welche die
sekretierten Antikorperkonstrukte enthielten, wurden ab dann alle 24 Stunden
gesammelt und frisches D10* Medium (8-10 ml) auf die Platten gegeben. Die
Uberstande wurden steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

2.3.3 Proteinexpression durch large scale Elektroporation in CHO-S Zellen

FuUr die Produktion groRerer Mengen eines Proteins wurde die Plasmid-DNA mittels
Elektroporation in CHO-S Zellen eingebracht. Die benotigten CHO-S Zellen wurden
2 Wochen zuvor aufgetaut und mit einer Zelldichte von 3 x 10° Zellen/ml in Zellkultur-
Kolben im Horizontalschuttler bei 125 rpm, 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit
im Inkubator kultiviert. Am Tag vor der Transfektion wurde die Zellzahl auf
2 x 10° Zellen/ml eingestellt. Fir jedes Antikérperkonstrukt wurden 10 Ansatze mit je
80 x 10° Zellen bendtigt. Diese wurden auf zehn 50 ml Falcons verteilt und 5 Minuten
bei Raumtemperatur und 1600 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet wurde aufgeklopft und mit 4 ml MaxCyte
Elektroporationspuffer gewaschen. Derselbe Vorgang wurde noch einmal wiederholt.
Das Zellpellet wurde dann in 400 pl MaxCyte Elektroporationspuffer aufgenommen.
Pro Ansatz wurden je 60 ug Plasmid-DNA der leichten Kette und der schweren Kette
des zu transfizierenden Antikorpers eingesetzt. Die insgesamt 120 ug Plasmid-DNA
wurde zu den Zellen pipettiert. Die gesamte Zell-DNA-Mischung wurde dann in die
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MaxCyte Elektroporationskuvette (OC-400) pipettiert und in der STX-Einheit, nach
Herstellerangaben, elektroporiert. Fur die anschlielende 30-minutige Inkuabtion bei
37 °C und 6 % CO2wurden die elektroporierten Zellen auf eine 6-well-Platte gegeben.
Nach Zugabe von 150 ml Opti-CHO-Kulturmedium wurden die Zellen in Zellkultur-
Kolben bei 37 °C, 6 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit uber Nacht kultiviert. Dann
erfolgte die Zugabe von 1 nM Sodiumbutyrat. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen
im Horizontalschuttler bei 32 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Es
erfolgte eine tagliche Zugabe von 5,25 ml Feed-Stock pro Kulturflasche, sowie die
Bestimmung der Zelldichte und der Vitalitat. Die Kultivierung wurde nach circa
14 Tagen und bei einer Zellvitalitat von < 50 % abgebrochen. Dazu wurde die
Zellsuspension zweimal bei 4 °C und 4000 rpm fur 15 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde jeweils gesammelt, steril filtriert und bei 4 °C gelagert. Des Weiteren
wurde ein zusatzlicher Ansatz mit einem green Fluorescence Protein-(GFP)-Plasmid
transfiziert und diente so als Positivkontrolle. Die GFP-Expression wurde nach
24 Stunden mittels Durchflusszytometrie (Navios, Beckman Coulter) bestatigt.

2.3.4 Proteinreinigung

Die Proteinreinigung erfolgte uber die CH1-Domane der Antikorper-Konstrukte aus
den Uberstdnden der in Kapitel 2.3.2 und 2.3.3 beschriebenen Methoden. In die
Ubersténde, wurden im Verhaltnis 1:1000 CH71-XL Affinity Matrix, Uber Nacht, bei 4 °C
eingeriihrt. Die Uberstand-Matrix-Suspension wurde dann 10 Minuten bei 2000 rpm
und 4 °C zentrifugiert, um so die Matrix mit den gebundenen Proteinen zu isolieren.
Diese wurden in einer Poly-Prep-Chromatographie-Saule zweimal mit 10 ml PBS
gewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte in 6 Fraktionen mit jeweils 1 ml Glycin
1 M (pH 3). Durch die Ansauerung mit Glycin wurde die Bindung zwischen Protein und
Matrix aufgehoben. Das Eluat wurde mit 200 yl TRIS-Puffer (pH 8) neutralisiert. Jede
Fraktion wurde anschlie3end in Dialysierschlauche gegeben und in 2 | PBS bei 4 °C
dialysiert. Das PBS wurde dreimal gewechselt, bevor die Proteine steril filtriert wurden.
Die Matrix wurde zweimal mit PBS gewaschen, damit sie fur eine zweite Aufreinigung
in den Uberstand eingerlhrt werden konnten. Die zweite Aufreinigung erfolgte analog
zum bereits beschriebenen Verfahren. Uber SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate
polyacrylamide gel elektrophoresis) wurden diejenigen Fraktionen, welche die
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Antikorper enthielten, bestimmt. Diese wurden nach der Dialyse steril filtriert und bei

4 °C gelagert.

2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Bestimmung der
Proteinkonzentration

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde fur die Bestimmung
der Reinheit sowie fur die optische Bestimmung der Konzentration der Antikorper
genutzt. Die Proben wurden dafur im Verhaltnis 1:5 mit dem Ladepuffer vermischt, im
Heizblock bei 95 °C denaturiert und auf ein 10 % SDS-Polyacrylamidgel (vgl. Tabelle
2) zusammen mit 5yl des GroRenstandards Precision Plus Protein Dual Color
Standard (Bio-Rad Laboratories Inc.) aufgetragen. Unter reduzierenden Bedingungen
wurde zu den Proben zusatzlich Dithiothreitol (DTT) hinzugefugt, welches zum Zerfall
der Disulfidbricken fuhrte. Die Gelelektrophorese wurde mit 80 V fur 10 Minuten
gestartet und bei 125 V fur 50 Minuten weitergefuhrt. Fur die Farbung der Proteine im
Gel wurde dieses Uber Nacht in die Coomassie-Farbelosung (vgl. Tabelle 2) eingelegt.
Das Entfarben erfolgte danach fur mehrere Stunden mit Wasser. Fur die
Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde die Bandenintensitat der
Antikorperkonstrukte im  Vergleich zur Bandenintensitdt einer bekannten
Standardreihe mit Rituximab optisch analysiert. AulRerdem erfolgte die Bestimmung
der Proteinkonzentration mittels des Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher

Scientific).

2.3.6 Immunoblotting

Das Immunoblotting wurde zur weiteren Charakterisierung der Antikdrper genutzt. Fur
die Detektion der Proteine der schweren bzw. leichten Kette der Antikdrper wurde, wie
zuvor beschrieben, ein SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt.
Die Proteine im SDS-Gel wurden im Semi-Dry-Blotter auf die Polyvinylidendifluorid
(PVDF)-Membran bei 15V, fur 60 Minuten transferiert. Dafur wurde die PVDF-
Membran far 30 Sekunden in Methanol aktiviert und dann mit deionisertem Wasser
gewaschen. Das SDS-Gel, die PVDF-Membran und das Filterpapier wurden vor dem
Blot-Vorgang in Transferpuffer eingeweicht. Im Semi-Dry-Blotter wurden von der
Anode zur Kathode 2 Schichten Filterpapier, die PVDF-Membran, das SDS-Gel und
zwei weitere Filterpapiere geschichtet. Um den unspezifischen Hintergrund zu
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blockieren wurde die PVDF-Membran, auf welcher die schwere Kette des Antikorpers
nachgewiesen wurde, mit der Antikorperlosung fur den Mouse-a-HIS-Antikdrper und
die der leichten Kette des Antikorpers mit der AntikOperlosung des Human-a-kappa-
Antikorpers geblockt. Diese Blockierlosungen inkubierte jeweils fur eine Stunde bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C. Der primare Antikdrper (Mouse a-HIS bzw.
Mouse anti-human kappa) wurde, wie in Tabelle 8 angegeben, direkt auf die Membran
mit der Blockierlosung gegeben und bei 4 °C uber Nacht bzw. bei Raumtemperatur fur
eine Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran jeweils mit der entsprechenden
Blockierlosung zweimal fur 10 Minuten gewaschen und anschlieRend mit 1x TBS fur
5 Minuten gewaschen. Der sekundare HRP-gekoppelte Goat-a-Mouse Antikorper
wurde entsprechend Tabelle 8 mit der Antikorperldsung bei 4 °C Uber Nacht bzw. bei
Raumtemperatur fur eine Stunde auf der Membran inkubiert. Zur Visualisierung der
Proteinbanden wurde die Membran mit dem SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben vorbereitet.
SchlieRlich wurde das Signal im ChemiDoc™ XRS+ System (BioRad) und mit dem
Programm QuantityOne detektiert und dokumentiert.

2.3.7 Durchflusszytometrie

Die Bindung der fluoreszenzmarkierten Konstrukte an die Antigene der Zielzellen
konnte mit Hilfe der Durchflusszytometrie veranschaulicht werden. Fur die

Bindungsanalyse an das entsprechende Zielantigen wurden pro Ansatz 3 x 10° Zellen
verwendet. Als Primarantikorper wurden die Antikorperkonstrukte in einer
Konzentration von 25 pg/ml oder in einer mit 1xPBA erstellten Verdunnungsreihe
(Verdunnungsfaktor 2) eingesetzt. Die Inkubation mit 50 pyl Antikbrpersuspension
erfolgte fur 60 Minuten bei 4 °C. Der fluoreszenzmarkierte sekundare anti-human-
kappa FITC Antikorper (vgl. Tabelle 9) wurde nach dreimaligem Waschen mit je 1 ml
PBA, im Verhaltnis 1:20 eingesetzt und fur 30 Minuten bei Dunkelheit inkubiert.
Zwischen den Waschschritten wurden die Zellen bei 10000 rpm in der Tischzentrifuge
fir 30 Sekunden zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden verworfen. Fir die
durchflusszytometrische Detektion wurden die Zellen in 500 ul PBA resuspendiert.

Um die bispezifische Bindung, simultan an der Zielzelle und an den Effektorzellen zu
analysieren wurde zusatzlich der Antikorper gegen den Fc-Teil des NKG2D-Fc
Konstrukts (vgl. Tabelle 9) eingesetzt. Es wurde analog zum Bindungsnachweis
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vorgegangen. Nach der Inkubation mit dem Primarantikorper (Antikorperkonstrukt),
wurde zusatzlich das NKG2D-Fc Protein in der Konzentration 100 pg/ml eingesetzt
und eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Der fluoreszenzmarkierte Antikorper wurde dann,
wie oben beschrieben, im letzten Schritt zu den Zellen gegeben. Die Messungen der
Fluoreszenzintensitat erfolgten bei 520 nm (Emissionsmaximum von FITC) bzw. bei
578 nm (Emissionsmaximum von PE) und wurden mit Hilfe der Kaluza Analysis
Software (Beckman Coulter) analysiert. Die Analysen der Fluoreszenzintensitat
wurden immer im Vergleich zu einer Probe, welche ohne Primarantikorper inkubierte,
interpretiert. Fur die dosisabhangigen Bindungsanalysen wurden ebenfalls
Verdunnungsreihen, wie oben beschrieben, erstellt und analysiert. Um die
Dissoziationskonstante (Kp) sowie die mittlere effektive Konzentration (ECso) zu
errechnen und die entsprechenden Graphen zu erstellen wurde GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc.) genutzt.

2.3.8 Isolation humaner Effektorzellen aus Vollblut

Effektorzellen sind mononukleare Zellen (MNC), welche aus peripherem Blut gesunder
Spender gewonnen wurden. Dazu wurden auf 6 ml FICOLL 7 ml Blut langsam
aufgeschichtet. Fur die Dichtegradientenzentrifugation wurde das aufgeschichtete Blut
fur 20 Minuten bei 2.500 rpom ohne Bremse zentrifugiert. Der MNC-Ring wurde
abgenommen und dreimal mit 1x PBS gewaschen und dabei mit 1.800 rpm fur
5 Minuten zentrifugiert. Bei Vorhandensein von Erythrozyten im MNC-Pellet wurde
eine Erythrozytenlyse durchgefuhrt. Dafur wurden 45 ml 4 °C-kaltes, destilliertes
Wasser zu den MNC gegeben. Nach 30 Sekunden wurde 5 ml 10x PBS hinzugefugt
und die Zellen pelletiert. Je nach bendtigtem Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis, wurden

die Zellen im fur die Zielzellen entsprechenden Medium aufgenommen.

2.3.9 Antikorper-abhingige zell-vermittelte Zytotoxizitat (ADCC) mit 5'"Chrom-
Freisetzungsversuch

Der Chrom-Freisetzversuch soll die AntikOrper-abhangige Zell-vermittelte Zytotoxizitat
von antigen-positiven Zellen zeigen. Die Zelllinie L-363 wurde als Zielzellen verwendet
und als Effektorzellen dienten MNC. Zu den Zielzellen (L-363) wurde im
Verhaltnis 1:12000 5'Chrom pipettiert. Der Ansatz inkubierte zunachst flir 2 Stunden
bei 37 °C und wurde im Folgenden dreimal mit je 7 ml R10* Medium gewaschen. Die



2 Material und Methoden 31

chromierten Zellen wurden dann in einer 96-well-Platte mit 6 x 103 Zielzellen pro well
ausgesat und in absteigender Konzentration mit 10 pyl Antikdrper in PBS behandelt. Im
folgenden Schritt wurden die chromierten Zielzellen zu den Effektorzellen pipettiert.
Fur den Maximal-Release (MR), welcher den Wert fur 100 % abgestorbene Zellen
anzeigt, wurde 1 % (v/v) Triton-X100 auf Zielzellen gegeben. Die basale Freisetzung
(basal release BR) wurde durch Zielzellen ohne Effektorzellen und ohne Antikorper
bestimmt. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37 °C und 6 % CO2 wurden die Platten bei
2000 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurden je 25 uyl Probenuberstand pro
well mit je 125yl Szintillations-Super-Mix vermengt und in die Counter-Platte
Ubertragen. Die Messung der freigesetzten ®'Chrommenge erfolgte im Szinillations-
und Luminesenz Counter 1450 MicroBetaTriLux (PerkinElmer). Folgende Formel
wurde fur dich Berechnung der Lyse verwendet:
cpm(Probe)- cpm(BR)

in 0/ — . 0
Lyse in % Spm(MR)- cpm(BR) 100 %

2.4  Statistische Analysen

Die Ergebnisse der oben genannten Methoden wurden statistisch und graphisch mit
dem Programm GraphPad PRISM 4.0 (GraphPad Software) oder dem Programm
Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter) analysiert. Der Bonferroni PostTest und
two-way-Anova wurden zur Berechnung der p-Werte angewendet. Bei
p-Werten < 0,005 wurde die Nullhypothese verworfen.
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3. Ergebnisse

NKG2D spielt bei der Immunabwehr von kanzerosen Zellen eine wichtige Rolle. Dies
bildete die Grundlage fur die Generierung neuartiger NKG2D-gerichteter
Antikorperformate, welche einen neuen erganzenden Therapieansatz fur das Multiple
Myelom darstellen konnte. Die Antikorper sollen uber das Fab-Fragment an Myelom-
assoziierte Antigene binden und uber die Bindung des fusionierten scFv NKG2D-
exprimierende Effektorzellen rekrutieren, sodass Effektormechanismen gegen
Myelomzellen aktiviert werden. In den folgenden Versuchen wurden die hergestellten
Antikorperderivate biochemisch charakterisiert sowie deren Funktionalitat getestet.

3.1 Aufbau der Antikorper

Das Antikorperkonstrukt wurde als Fab-Fragment gerichtet gegen CS1 bzw. CD138,
welches Uber einen flexiblen Glycin-Serin-Linker mit einem scFv gegen NKG2D
verbunden wurde, konstruiert. Das scFv soll NKG2D-exprimierende Effektorzellen
binden und diese in der raumlichen Nahe der Zielzellen aktivieren. So sollen
Immunantworten gegen Myelomzellen aktiviert werden. Mit Hilfe der Phagen-Display-
Methode wurden NKG2D-bindende scFv-Klone identifiziert (Yumab, Braunschweig)
und in unserem Labor charakterisiert (55). Fur die Konstruktion der, im Folgenden
beschriebenen Fusionsproteine, wurde mit dem scFv-Klon #32 weitergearbeitet.
Dieser wurde auf Grund seiner potenten NK-Zell-Aktivierung ausgewahlt (55). Die
Sequenzanalyse des Klons #32 zeigte die Vy bzw. V. Framework-Kombination aus
den V-Regionen IGHV3/IGLV3. Das Fab-Fragment besteht aus einer modifizierten
schweren Kette mit konstanter und variabler Doméane (Vi und Ch1), ohne die Ch2 und
Chs Domanen. Die Cuhi-Domane ist Uber einen Glycerin-Serin-Linker mit der V-
Domane des scFv verbunden, wie in Abbildung 9 A dargestellt. Die leichte Kette
entspricht im Aufbau der leichten Kette eines I1gG Antikorpers (Abbildung 9 B).
Schwere und leichte Kette des Fab-Fragments sind Uber Disulfidbricken miteinander
verbunden (Abbildung 9 C). Es wurde zum einen das Fab-Fragment des bereits
klinisch genutzten monoklonalen Antikorpers Elotuzumab (Huluc63), welcher gegen
das Antigen CS1 gerichtet ist, fusioniert (Abbildung 9 grun). Fur das zweite Konstrukt
wurde ein Fab-Fragment verwendet, welches spezifisch gegen das klinisch validierte
Antigen CD138 gerichtet ist (Abbildung 9 blau). Zusatzlich wurde ein HER2-gerichtetes
Antikorperkonstrukt analog zu den anderen hergestellt. Dieses enthielt das Fab-
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Fragment des klinisch eingesetzten monoklonalen Antikorpers Trastuzumab (Klon
welches HER2 bindet

4D5),

Mammakarzinoms

(Abbildung 9 grau) und zur

eingesetzt wird (103). Im Folgenden

Antikorperkonstrukte CD138xNKG2D, CS1xNKG2D und 4D5xNKG2D genannt.

A

Derivate der schweren Ketten

Therapie des

werden

CMV

anti-CD138

NKG2DscFv

myc

his6é

//;

Leader l
(@]
I
-

Linker

CMV

‘—-> anti-CS1

Linker

Vi

Vi

Linker

NKG2DscFv

Linker

Vi

Vi

myc his6

Linker

NKG2DscFv

B Leichte Ketten

Vi

Vi

his6é

—

myc

Linker

CS1xNKG2D

CM{"_, anti-CD138

//_ C. ///

[ Leader |

CMvV

Jf—

anti-CS1

Co 7/

ml

CMV. anti-4D5

| Co 7/

/—

[Leader]

Abbildung 9 Schematische Darstellung der Antikérperkonstrukte

(A) Die Derivate der schweren Ketten sind gegen CD138 (blau) oder CS1 (griin) gerichtet. Als
Negativkontrolle ist 4D5 (grau) gegen HER2 gerichtet. Vu: variable Doméane der schweren Kette;
Chi: konstante Doméne der schweren Kette; V.:variable Domane der leichten Kette;
CMV: Cytomegalievirus-Promotor; Leader: murine lg-k-chain-leader Sequenz; myc: c-myc Epitop;
his6: Polyhistidine tag; Linker: Linker unterschiedlicher Lange. (B) Aufbau der leichten Ketten;
Cv: konstante Domane der leichten k-Kette. (C) Schematischer Aufbau des Antikdrperkonstrukts. Hier
beispielhaft fiir CS1xNKG2D.
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3.2 Klonierung der Expressionsvektoren

Fur die Herstellung der Fusionsproteine wurde der pSEC-Expressionsvektor
verwendet, welcher die Proteinproduktion in Saugerzellen erlaubte. In diesen wurde
das Fg-Fragment der modifizierten schweren Kette gegen CD138 aus dem Vektor
pSEC-CD138VH, uber eine enzymatische Spaltung mit den
Restriktionsendonukleasen PpuM | und Nhe | kloniert. Analog dazu wurde das Fg-
Fragment, welches gegen CS1 gerichtet war, aus dem Vektor pEX-A2-Huluc63VH und
das Fq -Fragment gegen HER2 aus dem Vektor pIRES-HC-4D5-NKG2D#3 in den
pSEC-Expressionsvektor kloniert. So wurden die Expressionsvektoren pSEC-CD138,
pSEC-CS1 und pSEC-4D5 generiert. In einem zweiten Schritt sollten die DNA-
Plasmide um die Sequenz des scFv NKG2D#32 erweitert werden. Dafur wurde aus
dem Vektor pIRES-Rituximab-Fd-NKG2D#32 mit Hilfe der Restriktionsenzyme
PpuM I, Nhel und Sfil das DNA-Fragment NKG2D#32 isoliert und in die
Expressionsvektoren pSEC-CD138, pSEC-CS1 und pSEC-4D5 kloniert. Abbildung 10
zeigt das zugehorige Agarosegel nach der enzymatischen Spaltung mit PpuM |, Nhe |
und Sfi I. Dabei zeigte sich auf HOhe der 900 Bp (Basenpaare) das anti-NKG2D scFv-
Insert und bei 5.000 Bp der Expressionsvektor ohne Insert (vgl. Abbildung 10, weil3e
Pfeile). Es wurden jeweils 6 Klone evaluiert, welche alle das scFv-Insert in der
erwarteten Grof3e zeigten. So konnte davon ausgegangen werden, dass das scFv-
Insert korrekt in das Plasmid kloniert wurde. Die enzymatische Spaltung der
Ursprungsvektoren pSEC-CD138 und pSEC-CS1 zeigte im Agarosegel kein
zusatzliches DNA-Fragment (Abbildung 10 A). Es ist anzunehmen, dass die
Ursprungsvektoren dadurch linearisiert wurden und damit fur die verwendeten Enzyme
keine anderen Schnittstellen im Plasmid vorliegen. Alle Klonierungsschritte wurden
durch enzymatische Spaltungen mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
kontrolliert und die Ergebnisse mithilfe von Agarosegelen visualisiert. Die
Bandengrof’e wurde anhand des GroRenstandards bestimmt. Klone, die nach der
Kontroll-Restriktion mit den entsprechenden Restriktionsenzymen die erwarteten
Banden im Agarosegel zeigten, wurden zur Validierung der Sequenz mittels Sanger-
Sequenzierung uberpruft. Die Expressionsvektoren mit den DNA-Sequenzen der
leichten Ketten der verschiedenen Fab-Fragmente wurden durch Vorarbeiten vom
Labor zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 10 Expressionsplasmide enthalten das NKG2D scFv-Insert

Die  Expressionsplasmide (A) pSEC-CD138-NKG2D, pSEC-CS1-NKG2D und (B)
pSEC-4D5-NKG2D wurden mit den Restriktionsenzymen PpuM |, Nhe | und Sfi | enzymatisch
gespalten und auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen. Dabei wurden jeweils 6 Klone untersucht.
Die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte Uber die Inkubation mit Ethidiumbromid. Als Kontrolle
dienten die Ursprungsplasmide pSEC-CD138 bzw. pSEC-CS1, bei welchen, ohne NKG2D-scFv,
kein Insert vorhanden ist (A). Die relevanten DNA-Fragmente sind mit weilten Pfeilen markiert.
St: GroRenstandard, Bp: Basenpaare.

3.3 Herstellung und Reinigung der Fusionsproteine

Die Herstellung der Antikorper wurde zunachst in HEK-293T-Zellen mittels
Calciumphosphat-Transfektion durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen transient mit den
Expressionsvektoren der leichten Kette und der Derivate der schweren Kette des
Antikorperkonstrukts transfiziert. Um die produzierte Proteinmenge zu erhdhen, wurde
die weitere Produktion der Antikorperkonstrukte mit Hilfe der MaxCyte-Transfektion in
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CHO-Zellen durchgefuhrt. Hierbei wurden die Expressionsvektoren beider Ketten
mittels Elektroporation in die Zellen transfiziert. Der Zelliberstand, mit den sekretierten
Antikérperkonstrukten wurde affinitatschromatographisch Uber die Cni-Doméne
spezifisch aufgereinigt und das so gewonnene Protein konnte mittels SDS-PAGE und
anschlieRender Coomassie-Farbung detektiert werden. In Abbildung 11 A-C sind auf
den abgebildeten Coomassie-Gelen unter reduzierenden Bedingungen jeweils
Banden auf Hohe der 55 kDa und der 25 kDa Markierung des Proteinstandards zu
sehen. Durch die Reduktion der Disulfidbricken zerfallen die Antikdrperkonstrukte in
die leichte Kette und Derivate der schweren Kette. Die 55 — 60 kDa Bande entspricht
dem Derivat der schweren Kette und die 25 kDa Bande entspricht der leichten Kette
des Antikorperkonstrukts. Des Weiteren wurde auch eine Coomassie-Farbung unter
nicht-reduzierender Bedingung durchgefuhrt, welches dementsprechend, bei intakten
Disulfidbricken, die Derivate der schweren und der leichten Ketten zusammen
darstellt und die Proteinbanden oberhalb der 75 kDa Markierung zeigt (Abbildung 11
D). Dies entspricht etwa der errechneten Gesamtmolekularmasse von ca. 80 kDa.
Optisch sind in keiner der Spuren zusatzliche Banden zu sehen, sodass das
Vorhandensein von Verunreinigungen ausgeschlossen werden konnte. Auf Grundlage
der Ergebnisse des SDS-PAGE, wurde davon ausgegangen, dass sich die Derivate
der schweren und der leichten Kette korrekt zusammengesetzt haben. Die
Verdlinnungsreihe einer bekannten Konzentration des Antikdrpers Rituximab diente
zur Konzentrationsabschatzung. Diese lag je nach Art der Transfektion, Aufreinigung
und Fusionsprotein  zwischen 250 yg/ml und 2mg/ml. Die optische
Konzentrationsbestimmung konnte durch das Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) bestatigt werden (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 11 Analyse der Reinheit, Molekulargewicht und Konzentration der Antikdrperkonstrukte

Fir das SDS-PAGE wurden 10 pl des CS1-Antikorpers (A), 4 ul des CD138-Antikorpers (B) und 2,5 pl
des 4D5-Antikorpers (C) auf das Gel aufgetragen, sowie der GréRenstandard und eine bekannten
Rituximab-Verdiinnungsreihe. Anschliefend wurden die Proteinbanden des Gels mit der Coomassie-
Farbung visualisiert. (A-C) Reduzierende Bedingungen wurden durch die Zugabe von DTT erreicht. (D)
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung unter nichtreduzierender Bedingung. St: GroéRRenstandard, HC:
heavy chain, schwere Kette, LC: light chain, leichte Kette. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment.
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FUr die weitere Charakterisierung wurde ein Immunoblot durchgefuhrt. Das Derivat der
schweren Kette wurde mittels des Antikorpers gegen die Polyhistidin-Region (Anti-His,
vgl. Abbildung 12), die leichte Kette mittels des Antikorpers gegen die kappa-Region
detektiert (Anti-kappa) (Abbildung 12). Die detektierten Banden zeigten, neben den
erwarteten BandengrofRen, ebenfalls die korrekte Auftrennung der Disulfidbricken
(Abbildung 12). Die Detektion der Proteine bestatigte sich, da auch der im Blot
verwendete Kontroll-Antikorper die erwarteten Banden aufwies. Aulderdem sind,
ebenso wie im SDS-PAGE, auch im Immunoblot keine zusatzlichen Banden zu sehen,
sodass davon ausgegangen wurde, dass keine Protein-Fragmente oder
Abbauprodukte vorhanden waren.
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Abbildung 12 Die Identitat der Derivate der schweren und leichten Kette kbnnen im Western Blot
bestatigt werden

Dargestellt sind Immunoblots, nach SDS-PAGE unter reduzierender Bedingung. Es wurden jeweils 2 ug
der Antikdrper und der GroRRenstandard auf das Gel aufgetragen. Das Derivat der schweren Kette wurde
mit Anti-HIS und das der leichten Kette mit Anti-kappa detektiert. Die dargestellten Banden sind
koharent mit den erwarteten GrofRen. Als Positivkontrolle zeigt der Kontroll-AK ebenfalls die erwarteten
Banden. Kontroll-AK: Kontroll-Antikorper, kDa: Kilo-Dalton. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass alle AntikOrperkonstrukte homogen
hergestellt werden konnten, sodass die weiteren biochemischen Charakterisierungen
durchgefuhrt werden konnten.

3.4 Untersuchung des Bindungsverhaltens

3.4.1 Untersuchung der spezifischen Bindung

Weiterhin wurde das Bindungsverhalten der Antikorper auf verschiedenen Zelllinien
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Fir den Nachweis der Bindung an das
Zielantigen wurden Ovarial-Zellen des Zwerghamsters sog. CHO-Zellen, welche zuvor
mit den Antigenen CD138 bzw. CS1 stabil transfiziert wurden, eingesetzt. In diesem
Versuch sollte die Bindung an das Zielantigen gezeigt werden, da es sich bei den
CHO-Zellen um nicht-humane Zellen handelt und somit nur eine Bindung uber das
transfizierte Antigen maoglich sein sollte. Zunachst wurden CHO-CD138 Zellen bzw.
CHO-CS1  Zellen mit CD138xNKG2D und dem anti-human-kappa FITC
Sekundarantikorper inkubiert und die Fluoreszenzintensitat mittels
Durchflusszytometrie ermittelt (Abbildung 13 A). Im Vergleich zur Kontrolle, die nur mit
dem Sekundarantikdrper inkubiert wurde, zeigte sich auf den CD138-CHO Zellen eine
Erhohung der Fluoreszenzintensitat und auf den CHO-CS1 Zellen zeigte sich kein
Unterschied zur Kontrolle (Abbildung 13 A). Das CD138xNKG2D Konstrukt konnte nur
auf CD138-exprimierenden Zellen binden und zeigte damit das erwartete
Bindungsverhalten. Analog dazu erfolgten Ansatze mit dem CS1xNKG2D
Antikorperkonstrukt. Hier zeigte sich ebenfalls das erwartete Bindungsverhalten,
insofern, dass die Inkubation mit CS1xNKG2D nur auf den CS1-CHO Zellen eine
Erhdhung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich mit der Kontrolle ergab (Abbildung
13 B). Die Versuchsansatze, bei welchen die Inkubation mit dem direkt gekoppelten
CD138-PE Antikorper erfolgte, zeigten, dass die transfizierten CHO-Zellen das Antigen
CD138 nachweislich exprimieren (Abbildung 13 C). Bei den CS1-transfizierten CHO-
Zellen erfolgte die Inkubation mit Elotuzumab und dem sekundaren anti-human-kappa
FITC Antikorper, sodass CS1 auf der Zelloberflache nachgewiesen werden konnte.
Die Inkubation mit den Antikorperkonstrukt CS1xNKG2D zeigte dabei ahnliche
Fluoreszenzintensitatsverstarkungen, wie Elotuzumab. Somit konnte auf die Spezifitat

der monovalenten Bindung der Antikorperkonstrukte an ihr jeweiliges Zielantigen,
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geschlossen werden. Entsprechend konnte in Versuchen mit den nicht-transfizierten
CHO-K1-Zellen gezeigt werden, dass es zu keiner Fluoreszenzintensitatsverstarkung
beim Einsatz der AntikOrperkonstrukte kam (Daten nicht dargestellt, vgl. Abbildung 13).
So konnte sowohl fur CD138xNKG2D als auch fur CS1xNKG2D gezeigt werden, dass

diese spezifisch an ihr entsprechendes Zielantigen binden.

CHO-CD138 CHO-CS1
A
[[] CD138xNKG2D ] CD138xNKG2D
o] [ FITC-Kontrolle [0 FITC-Kontrolle
100
504
S0
0 T T T 0 T T T
10° 10! 100 10° 10° 10! 10° 10°
B
) [7] CS1xNKG2D [] CS1xNKG2D
o [] FITC-Kontrolle 1004 [ FITC-Kontrolle
50 <o
Y,
0 T T T 0 T T LN f
a o 0 102 10° 10 10 10° 10°
C ]
1% [C]CD138-PE [[] Elotuzumab
[[]1 PE-Kontrolle 100 [ FITC-Kontrolle
100
[} 50
B 501
c
2
o
w 1] ¥ T T 0 T T T
10° 10° 10° 10° 10° 10° 108 10

Fluoreszenzintensitat

Abbildung 13 CD138xNKG2D und CS1xNKG2D binden spezifisch an ihre Zielantigene

Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit CHO-CD138-Zellen und CHO-CS1-Zellen. Es
wurden jeweils 3 x 10° CHO-CD138-Zellen bzw. CHO-CS1-Zellen mit 25 ug/ml CD138xNKG2D (A), mit
25 pg/ml CS1xNKG2D (B) oder mit CD138-PE bzw. 25 pug/ml Elotuzumab (C) inkubiert. Die Kontrollen
(FITC- bzw. PE-Antikdrper (rot)) zeigen jeweils die unspezifische Hintergrundfluoreszenzintensitat an.
Die gezeigten Daten sind reprasentative Abbildungen von drei unabhangigen Experimenten.
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3.4.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens an Plasmazellleukamie-Zellen

Die folgenden Analysen erfolgten an den beiden humanen Plasmazellleukamie-
Zelllinien L363 und MM1.S. Beide Zelllinien exprimieren sowohl CD138 als auch CS1.
Um die Bindungsfahigkeit des 4D5-Antikorperkonstrukts zu verifizieren wurde die
Ovarialkarzinom-Zelllinie SKOV-3 eingesetzt. Diese Zelllinie exprimiert HER2 und
aullerdem das CD138-Antigen (104). Zunachst wurde die Bindung der Antikorper an
das entsprechende Antigen auf der Zielzelle durchflusszytometrisch untersucht. Bei
den Versuchsansatzen mit den AntikOrperkonstrukten kam es jeweils zu einer
Erhohung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur FITC-Kontrolle, wenn diese mit
den Zelllinien, welche das entsprechende Antigen exprimieren, inkubierten (Abbildung
14). Das CD138xNKG2D Fusionsprotein zeigte daher auf allen Zelllinien eine deutliche
Erhdhung der Fluoreszenzintensitat, weil alle verwendeten Zelllinien CD138
exprimieren (Abbildung 14, Zeile 1). Die Inkubation von CS1xNKG2D mit der Zelllinie
MM1.S bzw. L363 zeigte ebenfalls eine Erhdhung der Fluoreszenzintensitat, welche
auf das von diesen Zellen exprimierte, Antigen CS1 zurtckzufuhren ist (Abbildung 14,
Zeile 2). In gleicher Weise wies 4D5xNKG2D nur bei der Inkubation mit SKOV3-Zellen
eine erhohte Fluoreszenzintensitat auf (Abbildung 14, Zeile 3). So konnte die Bindung
an das entsprechende Antigen fur alle drei Antikdrperkonstrukte gezeigt werden.
Analog dazu wiesen, in allen Kombinationen, die Inkubationen der
Antikorperkonstrukte mit denjenigen Zellen, welche das Antigen des eingesetzten
Konstruktes nicht trugen, eine Fluoreszenzintensitat auf, welche der Kontrolle
entsprach. Damit konnte gezeigt werden, dass es nicht zu unspezifischen Bindungen
der Antikorperkonstrukte kam. Zusammenfassend konnte fur alle drei
Antikorperkonstrukte eine spezifische, Bindung an die verwendeten Tumorzelllinien

gezeigt werden, die das sprechende Zielantigen tragen.
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Abbildung 14 Antikdrperkonstrukte binden spezifisch auf Tumorzelllinien mit Zielantigen-Expression

Es wurden jeweils 3 x 10° Zellen der Zelllinien L363, MM1.S und SKOV3 Zelllinie verwendet. Diese
wurden mit 25 pg/ml des jeweiligen Antikorpers inkubiert. Ein fliir humane kappa Leichtketten
spezifischer Antikdrper wurde als Sekundarantikorper eingesetzt. Die Daten dieser Abbildung sind
beispielhaft fir eines von drei unabhangigen Experimenten.

In weiteren Experimenten wurde zur Ermittlung der mittleren effektiven Konzentration
(ECs0 Wert) dosisabhangige Bindungskurven in Bezug auf die Antigenbindung auf
L363-Zellen durchgefuhrt und analysiert (Abbildung 15). Dazu wurden fur die drei
Antikorperkonstrukte  Verdunnungsreihen erstellt und durchflusszytometrische
Messungen durchgefuhrt. Der ECso-Wert fUr das Antikorperkonstrukt CS1xNKG2D
betrug 57,49 ug/ml (95%-Konfidenzintervall (95%-Kl) 49,45 -66,83). Fur
CD138xNKG2D konnte ein ECso-Wert von 39,95 pg/ml (95%-KI 32,63 - 48,91)
errechnet werden. So sind bei dem Konstrukt CD138xNKG2D bereits mit einer

Konzentration von 39,95 ug/ml 50 % aller moglichen Bindungen gesattigt, wahrend
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dafur bei CS1xNKG2D eine Konzentration von 57,49 pug/ml benétigt wirde. Es konnte
fur beide Antikorperkonstrukte eine konzentrationsabhangige Dosis-Bindungskurve
beschrieben  werden. Dabei  zeigte  CS1xNKG2D eine  signifikante
konzentrationsabhangige Bindung an L363-Zellen und damit an dem Zielantigen CS1
gegenuber dem Antikorperkonstrukt 4D5xNKG2D (Abbildung 15 A). Ebenso bestatigte
sich eine signifikante konzentrationsabhangige Bindung fur CD138xNKG2D
gegenuber 4D5xNKG2D (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15 CD138xNKG2D und CS1xNKG2D zeigen an L363-Zellen konzentrationsabhangige
Bindung

Konzentrationsabhangige Bindung von (A) CS1xNKG2D (griin) und (B) CD138xNKG2D (blau) im
Vergleich mit dem Konstrukt 4D5xNKG2D (grau). 3 x 10° L363-Zellen wurden mit steigender
Antikdrperkonzentration fiir eine Stunde inkubiert. Fir die Verdiinnungsreihen wurden Konzentrationen
von 0,098 pg/ml bis 400 pg/ml eingesetzt. Im Graphen sind die Mittelwerte + Standardfehler der MFI
gegen die Proteinkonzentration (ug/ml) aufgetragen. Um signifikante Unterschiede zu verifizieren wurde
der two-way-ANOVA Test angewandt. Dabei wurde jede Konzentration von CS1xNKG2D bzw.
CD138xNKG2D mit den Konzentrationen von 4D5xNKG2D verglichen. **** p < 0,0001. Die Daten
wurden aus drei unabhangigen Experimenten errechnet. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat.

Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten (Kp) wurden die mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) aus Abbildung 15 normalisiert und eine
Bindungssattigungskurve erstellt, die einen hyperbolen Verlauf sowohl flr
CD138xNKG2D als auch fir CS1xNKG2D zeigte (Abbildung 16 A-B). Die Kp zeigt die
Antikorper-Liganden-Wechselwirkung und damit die Affinitat des Antikorperkonstrukts
zum jeweiligen Antigen an. Das Antikorperkonstrukt CS1xNKG2D ergab einen Kp-
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Wert von 1,476 uM. Fur CD138xNKG2D wurde der Kp-Wert von 0,940 uM errechnet.

Dabei sprechen niedrigere Kp-Werte fur eine hohere Affinitat des

Antikorperkonstruktes.
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Abbildung 16 Dosisabhangige Sattigungskurven

In A und B sind die Daten aus Abbildung 15 normalisiert (rel. MFI = Standardfehler) und gegen die
Proteinkonzentration (ug/ml) aufgetragen. Dafiir wurden 3 x 10° L363-Zellen mit steigender
Antikoérperkonzentration fiir eine Stunde inkubiert und mit dem Goat-Anti-Human-kappa FITC Antikérper
durchflusszytometrisch detektiert. Fir (A) CS1xNKG2D (griin) und (B) CD138xNKG2D (blau) ergab
sich eine hyperbole Sattigungskurve. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Experimenten
errechnet. Rel. MFI: relative mittlere Fluoreszenzintensitat in %.

Zusammenfassend konnte fur die Bindung an Plasmaleukamiezellinien gezeigt
werden, dass die Antikorperkonstrukte antigenspezifisch binden, es kam nicht zu
unspezifischem Bindungsverhalten und es konnten ECso- sowie Kp-Werte berechnet

werden.

3.4.3 Untersuchung der bispezifischen Bindung

Zusatzlich wurde die simultane Bindung des Antikorpers an das Zielantigen, sowie an
der Bindungsstelle fur NKG2D untersucht. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 17
schematisch dargestellt. Die L363-Zellen wurden in verschiedenen Ansatzen mit den
Antikorperderivaten inkubiert. Danach wurde das NKG2D-Fc Fusionsprotein

hinzugefugt. Dieses bindet an den scFv des bispezifischen Antikorpers. Die
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bispezifischen Bindungen an den Zielzellen (L363) und an das NKG2D-Fc wurden
dann mit Hilfe eines anti-human-Fc-y-FITC Antikdrpers durchflusszytometrisch
detektiert.

,\ anti-human-NKG2D-Fc

anti-NKG2D-scFv | | \

Fab-Fragment

Zielzelle
A o

Abbildung 17 Schema fiir den Nachweis der bispezifischen Bindung

anti-human-Fc-y-FITC

Zielzellen exprimieren das Zielantigen, an welchen das Fab-Fragment binden kann. Danach wurde
NKG2D-Fc hinzugefligt, welches spezifisch an den scFv der Antikdrperkonstrukte binden kann. Der
Antikdrper anti-human-Fc-y-FITC ist fluoreszenzgekoppelt, sodass es nur bei der simultanen Bindung
der Antikérperkonstrukts mit den Antigenen zu einem Fluoreszenzsignal kommen kann.

In Abbildung 18 A sieht man, sowohl bei der Inkubation mit CD138xNKG2D als auch
bei der Inkubation mit CS1xNKG2D zusammen mit dem anti-human-NKG2D-Fc
Protein, eine Erhohung der Fluoreszenzintensitat. Dabei zeigte sich jedoch eine
lediglich schwache Bindung an CS1-positive Zellen. Im Vergleich dazu zeigte das
Antikorperkonstrukt 4D5xNKG2D keine Veranderung der Fluoreszenzintensitat. Die
Zelllinie L363 exprimierte kein Her2, sodass es in den Proben mit 4D5xNKG2D, zwar
zur Bindung mit NKG2D-Fcr oder zellularen NKG2D-Liganden kommen konnte, es
jedoch nicht zu einer Antikorper-Antigen-Bindung des Fab-Fragments an der
Zelloberflache kommen konnte. Die Inkubation mit NKp30-Fc diente als Negativ-
Kontrolle und zeigte bei allen Antikorperkonstrukten keine Erhdohung der
Fluoreszenzintensitat (Abbildung 18 B). Dies zeigte, dass die Antigenbindungsstelle
des scFv spezifisch NKG2D bindet. Damit kann in der Zusammenschau davon
ausgegangen werden, dass die Antikorperkonstrukte NKG2D spezifisch binden und

ebenso, dass es zu einer simultanen, bispezifischen Bindung kommt.



3 Ergebnisse 46

A L363

100 *f 100
LL(I) 50 ! | 80
g 50 IH 04 |
) | [
X 40 | 40+
: i I

0 N 20

j*”a_&”"; e j—%& I

B

NKp30-Fc
Ereignisse
.
3 3
3
=

100 10° 10 100 100 10° 10 10 10°

T T T
10° 10 0 0
»
L4

Fluoreszenzintensitat

[[]cD138xNKG2D | |CS1xNKG2D [ |4D5xNKG2D [ FITC-Kontrolle

Abbildung 18 CD138xNKG2D und CS1xNKG2D binden simultan und bispezifisch.

Die L363-Zellen wurden mit 3 x 10° Zellen in verschiedenen Ansatzen mit 25 pug/ml der jeweiligen
Antikdrperderivate, (A) dem NKG2D-Fc-Antikérper und dem a-human-Fc-y-FITC inkubiert. (B) In
weiteren Ansatzen wurden die Antikérperderivate mit NKp30-Fc und a-human-Fc-y-FITC
inkubiert. Die Diagramme sind exemplarisch fiir ein Experiment aus drei unabhangigen
Experimenten.

Zusammenfassend konnte fur die Untersuchungen des Bindungsverhaltens gezeigt
werden, dass die Antikorperkonstrukte sowohl spezifisch das entsprechende
Zielantigen binden als auch dass simultan bispezifisch das scFv und das Fab
gebunden werden konnen, ohne dass unspezifische Bindungen zu beobachten waren.
Damit kann in weiteren Versuchen die zytotoxische Funktionalitdt der

Antikorperkonstrukte getestet werden.

3.5 Untersuchung der Zytotoxizitat
Im  %'Chrom-Freisetzungsversuch wurde die zytotoxische Aktivitat der
Antikorperkonstrukte CD138xNKG2D und CS1xNKG2D untersucht. 4D5xNKG2D
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wurde als Negativkontrolle in denselben Experimenten mitgefuhrt. Aus Vollblut
gesunder Spender wurden MNC isoliert, welche als Effektorzellen dienten. Als
Zielzellen wurde die Plasmaleukamiezelllinie L363 eingesetzt, welche sowohl CD138
und CS1, als auch CD38 auf der Zelloberflache exprimiert (71,98). Die Effektorzellen
und die Zielzellen wurden in verschiedenen effector zu target (E:T) Verhaltnissen

eingesetzt und inkubierten zusammen mit einem der AntikOrperderivate.

20+

Antikérper CD138 CS1 4D5 -

Abbildung 19 Die Antikdrperkonstrukte zeigen zusammen mit Effektorzellen keine erhdhte Lyse

Das Balkendiagramm zeigt die im Chrom-Freisetzungsversuch mit E:T 40:1 erreichte Lyse, durch
Effekte der Effektorzellen allein und mit dem Einsatz der Antikérperkonstrukte CD138xNKG2D,
CS1xNKG2D bzw. 4D5xNKG2D. Als Effektorzellen wurden MNC gesunder Spender und als Zielzellen
wurden L363-Zellen eingesetzt. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Experimenten errechnet.

Die Lyse, in Prozent, beim Einsatz der Antikrperkonstrukte allein sind in Abbildung
19 dargestellt. Dabei zeigen alle drei Antikorperkonstrukte keine Unterschiede in der
Tumorzelllyse untereinander und im Vergleich zu keiner Antikorperzugabe auf.
Aufgrund der fehlenden Wirksamkeit der Antikorperkonstrukte allein wurden diese in
weiteren Experimenten in Kombination mit dem bereits zugelassenen monoklonalen
Antikérper Daratumumab (71,72) eingesetzt und die Tumorzelllyse mittels >'Chrom-
Freisetzungsversuch untersucht. Sowohl die titrierte Zugabe von CD138xNKG2D als
auch von CS1xNKG2D zeigten dosisabhangige Lyseraten der Zielzellen, die im
Vergleich zur Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von Daratumumab allein,
bei hohen Konzentrationen, signifikant waren. Bei der Kombinationsinkubation
Daratumumab mit CS1xNKG2D bzw. CD138xNKG2D zeigten sich signifikante
Unterschiede (vgl. Abbildung 20). So konnten die Lyseraten bei einem E:T-Verhaltnis
von 20:1 durch die Zugabe von 2 pg/ml CS1xNKG2D von 12,59 % (Daratumumab
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allein) auf 18,70 % signifikant erhoht werden. Die Lyserate erhohte sich bei der Zugabe
von 2 ug/ml CD138xNKG2D zu Daratumumab, in geringerem Male, von 12,59 %
(Daratumumab allein) auf 15,69 %, bei gleichen Versuchsbedingungen. Die Erh6hung
des Anteils an Effektorzellen durch ein E:T-Verhaltnis von 40:1 ergaben insgesamt
hohere Lyseraten. So konnte zum Beispiel die Lyserate von Daratumumab, nach
Zugabe von 2 pg/ml CS1xNKG2D von 24,84 % auf 30,12 % signifikant gesteigert
werden. Im Vergleich dazu ergab die Zugabe von 4D5xNKG2D, fur beide E:T-
Verhaltnisse, sehr gering erhdhte Lyseraten bei einer nahezu parallelen, leicht
oberhalb verlaufenden, dosisabhangigen Lysekurve im Vergleich zu Daratumumab.
Die alleinige Inkubation mit einem der Antikorperkonstrukte zeigte dagegen keine
dosisabhangige Lysekurve (Daten nicht dargestellt, vgl. Abbildung 19).
Zusammenfassend zeigten sowohl die Antikorperkonstrukte mit Bindungsfahigkeit auf
L363-Zellen (CD138xNKG2D, CS1xNKG2D) als auch das Konstrukt ohne
Bindungsfahigkeit (4D5xNKG2D), keine zusatzlichen Effekte Uber diejenigen Effekte
der MNC hinaus. Jedoch ergaben sich positive Effekte im 35'Chrom-
Freisetzungsversuch in Kombination mit Daratumumab. Die Zugabe von
CD138xNKG2D bzw. CS1xNKG2D in hoheren Konzentrationen zum monoklonalen
Antikorper Daratumumab ergab so einen zusatzlichen zytotoxischen Effekt. Neben der
ADCC-Aktivitat uber den Fc-Teil von Daratumumab, zeigte die zusatzliche Aktivierung
von Effektorzellen Uber NKG2D damit eine insgesamt hohere ADCC-Aktivitat, wenn

auch in einem geringen Ausmalp.
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Abbildung 20 Dosisabhangige ADCC-Induktion in *'Chrom-Freisetzungsversuchen

L363-Zellen wurden mit Effektorzellen (MNC) im E:T Verhaltnis 40:1 (1. Spalte) oder 20:1 (2. Spalte),
sowie steigenden Konzentrationen der Antikdrperkonstrukte und Daratumumab inkubiert. In den
Graphen sind Mittelwerte + Standardfehler der Lyse gegen die Konzentration der Antikdrperkonstrukte
aufgetragen. Die Kombination eines Antikdrperkonstrukts mit Daratumumab wurde mit dem Einsatz von
Daratumumab allein (schwarz) verglichen. Signifikante Lyseraten (*p < 0,05) sind mittels two-way-
ANOVA berechnet. Alle Werte wurden mit der Bonferroni-Konstante korrigiert. Die Daten wurden flr
beide E:T Verhaltnisse aus je drei unabhangigen Experimenten mit MNC von jeweils drei
unterschiedlichen gesunden Spendern berechnet.

In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die
Antikorperkonstrukte hergestellt, aufgereinigt und biochemisch charakterisiert werden

konnten und aulerdem in Lysexperimenten die ADCC zusammen mit dem bereits
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klinisch zugelassenen Antikorper Daratumumab steigern konnte, wenn auch in einem

geringen Ausmald.
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4. Diskussion

Eine unheilbare Erkrankung, wie das Multiple Myelom, welche durch Rezidive immer
wieder therapiebedurftig wird, kann von neuartigen Therapiestrategien profitieren. Fur
die Entwicklung neuer Therapien mussen sowohl etablierte Therapieregime als auch
die molekularen und genetischen Eigenschaften der Myelomzellen in Betracht
gezogen werden. Hinsichtlich der Entwicklung erfolgreicher Antikorper-basierter
Therapien sind vor allem die adressierten Antigene und die Interaktion des Antikorpers
mit dem Immunsystem sowie myelomspezifische Faktoren entscheidend. Die
vielversprechenden Ergebnisse aus Vorarbeiten mit bispezifischen CD20xNKG2D
Antikorpern, gaben die Grundlage fur die in dieser Arbeit entwickelten bispezifischen
Konstrukte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Herstellung der
Antikorperkonstrukte CS1xNKG2D, CD138xNKG2D und 4D5xNKG2D, sowohl als
DNA-Sequenz innerhalb des Expressionsvektors, als auch als Protein moglich ist. Fur
die drei Antikorperkonstrukte konnte auflerdem die Funktionalitat bezuglich der
Zielantigenbindung und simultanen/bispezifischen Bindung bestatigt werden. Des
Weiteren wurde die zytotoxische Funktionalitat der Konstrukte untersucht. Im
Chromfreisetzungsversuch konnte gezeigt werden, dass die Antikorperkonstrukte als
Einzelsubstanz zusammen mit MNC keine zytotoxische Effektorzell-vermittelte Lyse
von Zielzellen auslosen. In der Versuchsreihe, bei welcher zusatzlich zu einem der
Antikorperkonstrukte der monoklonale Antikdrper Daratumumab zum Einsatz kam,
zeigten sich teilweise verstarkende Effekte im Vergleich zum alleinigen Einsatz von
Daratumumab, sodass ein synergistischer bzw. additiver Effekt vermutet werden
konnte. Damit zeigten die Konstrukte CS1xNKG2D und CD138xNKG2D auch
zytotoxische Effekte und konnen so insgesamt als eine mogliche Therapieerweiterung
zu Daratumumab weiter untersucht werden. Aufgrund der bisher eher geringen Effekte
muss dies jedoch in weiteren Untersuchungen bestatigt werden.

4.1 Das bispezifische Antikorperformat

Die  durchflusszytometrischen  Analysen  bestatigten die  Fahigkeit der
Antikorperkonstrukte spezifisch Antigene zu binden. Dabei zeigten sich jedoch
unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten beim Vergleich der monovalenten Bindung
der drei Antikdrperkonstrukte. Ahnliche Unterschiede ergaben sich auch beim
Nachweis der simultanen Bindung an beide Antigene. So weist in allen Experimenten
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das Konstrukt CD138xNKG2D eine hohere Fluoreszenzintensitatsverschiebung als
CS1xNKG2D auf. Dies konnte auf Unterschiede in der Expressionsdichte der Antigene
zurlckzuflhren sein, da auch die Inkubation mit Elotuzumab sowie mit dem CD138-
PE Antikorper ahnliche Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat wie in den
Experimenten mit den Konstrukten zeigen. Des Weiteren zeigen sich Unterschiede fur
den ECso-Wert der Bindung und dem Kp-Wert. Unter den Bedingungen der FACS-
Analysen konnte eine hohere Affinitat von CD138xNKG2D zu CD138, als die Affinitat
von CS1xNKG2D zu CS1 berechnet werden. Das CS1xNKG2D Antikorperkonstrukt
weist zudem eine 30-mal geringere Affinitat als der CS1-gerichtete monoklonale
Antikorper Elotuzumab auf (105). Dies konnte im Antikorperformat begrindet sein. So
zeigten Derocq und Kollegen, fur einen CD5-Antikorper, dass die Affinitat des Fab-
Fragments allein, im Vergleich zum IgG-Antikorper bzw. F(ab“)2, 7 - 13-fach geringer
ist, dies aber nicht die Zytotoxizitat des Fab-Konstrukts einschrankt (106). Dies konnte
in weiterfuhrenden Experimenten fur das vorliegende Antikorperkonstrukt, ebenfalls
vergleichend mit einem F(ab’)2-Tribody untersucht werden. Besonders fur das CS1-
gerichtete Konstrukt konnten sich aus dem Tribody-Format, weitere Vorteile ergeben.
CS1 wird, auller von Zellen des Multiplen Myeloms, auch von NK-Zellen exprimiert.
Elotuzumab kann daher Uber die simultane Bindung von CS1 auf der Zielzelle und auf
einer NK-Zelle, die Zytotoxizitat von NK-Zellen, CD16-unabhangig, uber CS1-CS1-
Interaktionen erhdhen (107). Dabei konnte auch gezeigt werden, dass durch die
alleinige Bindung eines Fab-Fragments an CS1 einer NK-Zelle, keine Zytotoxizitat
ausgelost werden kann, sondern die zytotoxischen Effekte nur durch F(ab”). erreicht
werden konnen (107). In weiteren Versuchen konnte untersucht werden, ob ein
Tribody-Format, mit zwei CS1-gerichteten Fab-Fragmenten und einem NKG2D-
gerichtetem scFv, eventuell Uber Kreuzvernetzungen zytotoxisch noch effektiver sein
konnte und damit gegebenenfalls hohere Lyseraten erreicht werden konnte. Weiter
hatte dieses Format auch den Vorteil, dass die GroRe des Molekuls, im Vergleich zur
Molekulgrofde eines Bibodys, die Halbwertszeit verlangern wirde (34). Dies ist vor
allem von Bedeutung, da in der onkologischen Therapie eine langanhaltende Wirkung
von Vorteil ist und dies auch die klinische Anwendung vereinfacht. Zusammenfassend
ist zukUnftig zu untersuchen ob andere Antikorperformate mit gleicher Antigenspezifitat
dem vorliegenden Format tatsachlich Uberlegen sind und damit in gunstigerer Weise

zytotoxisch wirken konnten.
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4.2 Bispezifische Antikorper im Vergleich mit natlirlichen Liganden

Weiterhin bietet die Antigenspezifitat des Antikdrperkonstrukts Vorteile. Das Ablosen
von NKG2D-L von der Tumorzelloberflache stellt einen Mechanismus des Tumors dar,
der naturlichen Zytotoxizitat des Immunsystems zu entgehen (108,109). So wurde bei
Patienten mit Multiplen Myelom eine erhohte Konzentration von I6slichem MICA
(sMICA), verglichen mit gesunden Probanden, nachgewiesen (110). Das
Antikorperkonstrukt kann, jedoch weiterhin und unabhangig davon, tumorspezifisch
Uber CS1 bzw. CD138 die Oberflache mit dem NKG2D-scFv fur entsprechende
Immunzellen markieren und die Aktivierung der NKG2D-Achse erwirken. Aul3erdem
bietet das Antikdrperkonstrukt gegenuber dem naturlichen NKG2D-NKG2D-L-System
den Vorteil, dass es unabhangig der individuellen NKG2D-L-Polymorphismen bindet.
Die natirlichen Liganden von NKG2D weisen eine hohe Anzahl an Polymorphismen
auf, welche unter anderem auch deren Oberflachenexpression auf Tumorzellen
beeinflusst (111). Des Weiteren konnen Polymorphismen auch die Affinitat zu NKG2D,
das Ablésen der Liganden von Oberflachen und letztlich die zytotoxischen Effekte
andern (111). In Zukunft kdnnten dann Patienten mit einem onkologisch ungunstigen
Polymorphismus der NKG2D-L, eine individualisierte Behandlung, welche die
naturlichen NKG2D-L  umgeht, erhalten. So  konnten bispezifische
Antikorperkonstrukte, wie CD138xNKG2D oder CS1xNKG2D, bei diesen Patienten

bevorzugt zum Einsatz kommen.

4.3 Aktivierung von Effektorzellen und Kreuzvernetzungen

In Experimenten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Bindung des
NKG2D-Bibodys dazu fuhrt, dass NK-Zellen aktiviert werden (55). Dies wurde anhand
der CD69-Expression von NK-Zellen nach Inkubation mit dem Antikdrperkonstrukt und
CD20* Zielzellen verifiziert. Allerdings konnten diese Ergebnisse bei alleiniger
Inkubation des Antikorperkonstrukts mit NK-Zellen ohne CD20* Zielzellen, nicht
bestatigt werden. Dies fuhrt zu der Annahme, dass die Bindung des NKG2D-scFvs
allein keine NK-Zell-Aktivierung auslosen kann, sondern Kreuzvernetzungen dazu
notwendig sind. So zeigten die Lyseraten im Chromfreisetzungsversuch dieser Arbeit
bei der Inkubation allein mit Effektorzellen im Vergleich mit der Inkubation von
Effektorzellen und einem der Antikorperkonstrukte keinen signifikanten Unterschied.

Damit legen auch die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass die alleinige Aktivierung von
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NKG2D fur die tumorgerichtete Zytotoxizitat in diesem Modell keine signifikanten
Effekte zeigt und die NK-Zellen wahrscheinlich nicht aktiviert werden.

Die Inkubation von Zielzellen, Effektorzellen und dem bispezifischen CD20-gerichteten
Antikorper (CD20xNKG2D) konnte zytotoxische Effekte generieren (55). Dies legt
nahe, dass es in diesen Versuchen zu aktivierenden Kreuzvernetzungen kommt,
welche die Aktivierung der NK-Zellen ermoglicht. In den Versuchen der vorliegenden
Arbeit konnte die Inkubation mit Zielzellen, Effektorzellen und CD138xNKG2D bzw.
CS1xNKG2D keine signifikanten zytotoxischen Effekte zeigen (vgl. Abbildung 19).
Insgesamt ist jedoch die Vergleichbarkeit der beiden Versuchsansatze nur bedingt
gegeben, als dass verschiedene Zellarten, in diesem Fall CD20*-Zellen und
Plasmazellleukamiezellen, unterschiedlich sensitiv gegenuber zytotoxischen Effekten
sind. Dies zeigt sich ebenso im Vergleich mit den relativen Lyseraten der Lyse-
Experimente mit Hinzunahme eines monoklonalen Antikorpers (vgl. (55) und
Abbildung 20).

44 CD138xNKG2D und CS1xNKG2D zeigen allein keine zytotoxische
Aktivitat

Die Antikorperkonstrukte allein zeigten in den Lyse-Experimenten, wie zuvor diskutiert,
keinen Effekt, sodass davon ausgegangen werden kann, dass diese auch gesundes
Gewebe nicht schadigen. Vor einem mdglichen in vivo Einsatz, musste dies jedoch in
entsprechenden Versuchen bestatigt werden. Insbesondere CD138 wird physiologisch
von Epithelzellen sowie mesenchymalen Zellen exprimiert und ist damit multilokular in
vielen verschiedenen Organsysteme exprimiert (86,87). Gerade aus diesem Grund ist
die Schonung gesunden Gewebes eine Voraussetzung fur die Vertraglichkeit der
Therapie. So konnte der Einsatz von CD138xNKG2D, zwar das gesunde Gewebe
schonen, jedoch beim gleichzeitigen Einsatz von Daratumumab, tumorzellspezifisch,
die zytotoxische Wirkung von Daratumumab verstarken, was als Dual-Dual Targeting
bezeichnet wird, da durch diese Kombination zwei Zielantigene auf Tumorzellen und
zwei aktivierende NK-Zell-Rezeptoren adressiert werden. Die
Chromfreisetzungsversuche mit Daratumumab und 4D5xNKG2D konnten einen
Hinweis darauf geben. So wurden in diesen Ansatzen ebenfalls L363-Zellen
verwendet, welche kein HER2 exprimieren. Das Antikorperkonstrukt 4D5xNKG2D
konnte in diesen Ansatzen also nicht an den Zielzellen binden. Unerwarteterweise

zeigten sich in diesen Ansatzen zusammen mit Daratumumab eine minimale
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Steigerung der Zelllyse. Ein Erklarungsansatz konnte sein, dass Effektorzellen, dual,
uber NKG2D und den FcR stimuliert wurden und die Zelllyse etwas gesteigert werden
konnte. Andere Arbeiten konnten diesen Effekt nicht zeigen (112), sodass diese
Hypothese in weiterfUhrenden Experimenten untersucht werden musste. Dabei
musste auch evaluiert werden, ob sich bei den Konstrukten CD138xNKG2D und
CS1xNKG2D ahnliche Effekte zeigen lassen, indem entsprechend CD138Me9atve pzy.

CS1negative Zglllinien eingesetzt werden.

4.5 Zusatzliche Effekte durch die bispezifischen Antikorper und mogliche
Kombinationstherapien

In Zytotoxizitats-Experimenten wurde simultan mit jedem der Antikorperkonstrukte der
monoklonale Antikorper Daratumumab eingesetzt. Es zeigten sich signifikante
Unterschiede, verglichen, zum alleinigen Einsatz von Daratumumab. So konnten
simultan verschiedene Effektormechanismen aktiviert werden bzw. ADCC Uber zwei
verschiedene Signalwege verstarkt werden. Daratumumab kann NK-Zellen Uber den
FcR und den ITAM-abhangigen nachgeschalteten Signalweg aktivieren. Die Bindung
an NKG2D, uber eines der Antikorperkonstrukte, aktiviert dagegen ITAM-unabhangig,
PK3l und Gbr2. Damit konnte in diesen Chrom-Freisetzungsversuchen gezeigt
werden, dass durch die Zugaben des Antikorperkonstrukts CS1xNKG2D bzw.
CD138xNKG2D die ADCC gesteigert wird. Dieses sogenannte Dual-Dual-Targeting
zeigte auch in anderen Arbeiten bereits Erfolge. So konnte dies fur den rekombinanten
CD20- und ULBP2-gerichteten Immunliganden gezeigt werden (54,112,113). Ebenso
zeigten die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe mit dem Antikorperkonstrukt CD20xNKG2D,
dass der Einsatz eines Antikorperkonstrukts zusammen mit Daratumumab
synergistisch wirkt (55). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass der simultane
Einsatz von zwei monoklonalen Antikorpern keine zusatzliche ADCC-Steigerung ergibt
(114). Wahrscheinlich waren dadurch die FcyR-Effektormechanismen in gegenseitiger
Konkurrenz (113). In Zukunft miussten die Effekte des Dual-Dual-Targeting, wie zuvor
fur andere rekombinante Konstrukte gezeigt, fur CS1xNKG2D bzw. CD138xNKG2D
mit Patientenproben und letztendlich auch in einem geeigneten Maus-Modell bestatigt
werden. Des Weiteren konnten in vivo Modelle, zeigen, ob die Kombination auch im
Tumormikromillieu entsprechende Erfolge zeigt. Die Kombinationstherapie mit
Daratumumab ist auch aus klinischen Aspekten interessant, da Daratumumab bis

heute die einzige Antikorpertherapie ist, welche in der Erstlinientherapie zugelassen
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ist (115). AuBerdem ist zusatzlich zur Kombination von Daratumumab mit
CS1xNKG2D bzw. CD138xNKG2D, die Kombination von Wirkstoffen anderer
etablierter Therapieschemata interessant. So konnte der simultane Einsatz von
Bortezomib die NK-Zell-vermittelten anti-Tumor Effekte verbessern, wie im
Mausmodell gezeigt werden konnte (116). Die Ergebnisse von Yu et al. zeigen
zusatzliche zytotoxische Effekte fur die Kombination des monoklonale Antikorper
VIS832, welcher gegen CD138 gerichtet ist, mit Bortezomib oder Lenalidomid, sowohl
in vitro als auch in vivo (117). Es ware also zu untersuchen, ob diese Effekte in
Kombination mit Bortezomib oder Lenalidomid und den Konstrukten der vorliegenden
Arbeit erreicht werden konnen. Weiterhin musste auch untersucht werden, ob auch die
klinisch eingesetzten drei- bzw. vierfach Therapien durch die Antikorperkonstrukte
optimiert werden konnten.

Eine andere denkbare Kombinationstherapie ware mit BCMA-CD3-gerichteten
bispezifischen Antikorpern wie Teclistamab oder GPRC5D-CD3-gerichteten
Talquetamab, welche bereits zur Therapie zugelassen wurden (78,83,118). In
Versuchen mit dem CD20-NKG2D-gerichtetem bispezifischen Antikorpern in
Kombination mit dem CD19xCD3-gerichteten Blinatumomab, konnte die T-Zell-
vermittelte Lyse signifikant gesteigert werden (55). So konnte in entsprechenden
Versuchen mit einem BCMA-CD3 gerichteten bispezifischen Antikorper wie
Teclistamab und CS1xNKG2D bzw. CD138xNKG2D ebenso untersucht werden, ob
die T-Zell-vermittelte Lyse gesteigert werden kann.

Ein anderer Ansatz ware die Erweiterung der CAR-T-Zell Therapie mit den
Antikorperkonstrukten CD138xNKG2D oder CS1xNKG2D. Die zugelassenen CAR-T-
Zell Therapien mit Ciltacabtagene autoleucel sowie ldecabtagene vicleucel sind beide
gegen BCMA gerichtet. BCMA wird jedoch heterogen exprimiert. Sowohl innerhalb
eines Patientenkollektivs als auch innerhalb unterschiedlicher Myelom-Subgruppen
eines Patienten kann die BCMA-Expression von BCMA"%t% bis BCMAP" 9" reichen
(119). Damit kann die BCMA-gerichtete CAR-T-Zell-Therapie auch bei langer CAR-T-
Zell-Persistenz wahrscheinlich nicht alle Myelomzellen erreichen. Die Kombination mit
CS1xNKG2D oder CD138xNKG2D koénnte daher gegen BCMAnegatvidim popylationen
zusatzlich zytotoxisch wirken. Weiterhin zeigte sich auch, dass nach einer BCMA-
gerichteten Therapie, als Umgehungsmechanismus, die BCMA-Expression auf
malignen Plasmazellen reversibel herunter reguliert wird (120). Die
Kombinationstherapie mit Daratumumab und CD138xNKG2D bzw. CS1xNKG2D
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konnte damit als Therapie bis zur moglichen Re-Exposition mit der BCMA-gerichteten
CAR-T-Zell-Therapie genutzt werden. Diese und weitere Uberlegungen kénnten nach
sorgfaltiger Prufung in vitro und in vivo zukunftig die Therapiestrategie fur das Multiple

Myelom erweitern und somit der Therapieverbesserung einen Schritt naherkommen.

4.6 Optimierung durch IL-2 und IL-15

Andere weiterfuhrende Versuche konnten die Funktionalitat der Antikorperkonstrukte
weiter charakterisieren. Fur die Antikorperkonstrukte CD138xNKG2D und
CS1xNKG2D gibt es keine Daten zu Zytotoxizitats-Experimenten mit stimulierten NK-
Zellen. In verschiedenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen
durch IL-2 und IL-15 stimuliert, expandiert und aktiviert werden konnen (121,122). Des
Weiteren wurde auch die Zytokinausschuttung zum Beispiel von NK-Zellen durch die
Interaktion mit den Antikorperkonstrukten noch nicht untersucht. Chan und Kollegen
konnten mit einem &ahnlichen bispezifischen CS1-NKG2D gerichteten Antikorper
vielversprechende Ergebnisse zeigen. Die NK-Zellen, der in diesen Versuchen
verwendeten MNC wurden zuvor mit IL-2 aktiviert (123). Damit konnten die Lyseraten
im Vergleich zur Kontrolle signifikant gesteigert werden (123). Das in der vorliegenden
Arbeit hergestellte Antikorperkonstrukt CS1xNKG2D zeigte auch ohne IL-2 mit MNC
und Daratumumab teilweise signifikant erhohte Lyseraten. Eventuell konnten diese
Ergebnisse durch die Stimulation von MNC mit IL-2 noch verbessert werden. Des
Weiteren konnten Chan und Kollegen zeigen, dass mit den IL-2-aktivierten MNC und
dem bispezifischen Konstrukt die Produktion von Interferon-y (IFN-y) angeregt wurde.
Dabei kann die Freisetzung von IFN-y durch NK-Zellen sowohl die Expression von
TNF-related-apoptosis-inducing Ligand (TRAIL), als auch die Sensibilisierung
desselben bewirken (124). Dies konnte ebenfalls ein Effekt des CS1xNKG2D
Konstrukts sein und konnte in einem ahnlichen Versuch untersucht werden. Mit dem
CD16-BCMA gerichteten innate cell engager (ICE) konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass durch Hinzugabe von IL-15, die Zytotoxizitat gesteigert werden konnte (125).
Dabei ware eine Kombination mit den hier verwendeten bispezifischen
Antikorperkonstrukten ein weiterer interessanter Aspekt, um gegebenenfalls noch

bessere Lyseraten zu erzielen.
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Die NKG2D-gerichteten bispezifischen Antikorperkonstrukte zeigten in dieser Arbeit
nicht nur ihre Funktionalitdt, sondern werfen auch neue Fragestellungen zur
Verbesserung der Antikorperkonstrukte auf. In Zukunft werden weiterfUhrende in vitro
und in vivo Versuche notig sein, um die Effektivitat abschlielend zu bewerten und
damit klinische Studien in Aussicht zu stellen. Nach sorgfaltiger Prafung kdnnten
CS1xNKG2D und CD138xNKG2D einen neuartigen Therapieansatz darstellen oder
etablierte Therapien erweitern. Dies konnte in Zukunft dann der Schlussel zu
verbesserten, klinischen Langzeitergebnissen sein und letztendlich moglicherweise
zur Heilung des Multiplen Myeloms beitragen.



5 Zusammenfassung 59

5. Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine unheilbare, maligne Erkrankung, welche durch Rezidive
gekennzeichnet ist. Die Therapie dieser hamatologischen Neoplasie umfasst, neben
der Hochdosischemotherapie mit anschlieRender autologer Stammzelltransplantation
und verschiedener Chemotherapiekombinationen auch immuntherapeutische
Ansatze. Das Potential der Immuntherapie konnte durch die Entwicklung neuartiger
Strategien noch weiter ausgeschopft werden. Dies ist vor allem in Hinblick auf die
Therapieresistenzmechanismen notwendig. Dabei gewinnen bispezifische Antikorper
immer mehr an Bedeutung. Bispezifische Antikorper konnen gezielt
Effektorpopulationen in die raumliche Nahe der Tumorzellen bringen und durch
Effektormechanismen die Zelllyse auslosen. Aktuell werden in klinischen Studien
Therapieansatze mit bispezifischen Antikdrpern, welche auf die Rekrutierung von T-
Zellen zielen, Uberpruft. Triggermolekule, wie NKG2D konnen sowohl NK-Zellen als
auch T-Zellen rekrutieren und somit Immunantworten modulieren oder aktivieren.

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit NKG2D als Triggermolekdl in
bispezifischen Antikdrpern zur Aktivierung von Effektorzellen eingesetzt und damit
spezifisch gegen Myelomzellen gerichtet werden kann. Dazu wurden NKG2D-
gerichtete bispezifische Antikorper, die zusatzlich gegen die Antigene CD138 bzw.
CS1 auf Zellen des Multiplen Myeloms gerichtet sind, hergestellt und charakterisiert.
Die beiden bispezifischen Antikorperkonstrukte konnten erfolgreich in Saugerzellen
hergestellt werden und zeigten spezifische mono- bzw. bivalenten Bindungen an ihre
Zielantigene CD138, CS1 und NKG2D. In Analysen zur Zytotoxizitat mit Tumorzellen
und mononuklearen Zellen (MNC) =zeigten beide AntikOrperkonstrukte als
Einzelsubstanz keine Verstarkung der NK-Zell-vermittelten Lyse. Der simultane
Einsatz des klinisch eingesetzten monoklonalen Antikorpers Daratumumab im selben
Versuchsaufbau mit jeweils einem der Antikorperkonstrukte zeigte jedoch signifikant
erhohte Lyseraten. Die Lyseraten wurden dabei mit dem alleinigen Einsatz von
Daratumumab verglichen.

Die positiven Ergebnisse geben Hinweise, dass das Adressieren von zwei
verschiedenen aktivierenden Signalwegen eine =zusatzliche Steigerung der
Effektorzell-vermittelten Lyse bewirken kann. Somit konnte gezeigt werden, dass
NKG2D als Triggermolekul effektiv eingesetzt werden kann. Es sind jedoch weitere
Versuche zur naheren Charakterisierung der vermittelten Mechanismen notwendig.

Aulerdem konnen die Ergebnisse darauf hinweisen, dass das Potential der klinischen
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Therapie mit Daratumumab noch weiter ausgeschopft werden konnte, da durch den
simultanen Einsatz des bispezifischen Antikdrperkonstrukts der untersuchte
Effektormechanismus gesteigert werden konnte. NKG2D-gerichtete bispezifische
Antikorper, die Myelomzellen adressieren, sind damit ein moglicher Ansatz, der durch
weiterfiUhrende in vitro und in vivo Untersuchungen verfolgt werden muss. Zukunftig
konnten dann diese oder ahnliche Antikorperformate die Effektivitat der Therapie des
Multiplen Myeloms in ihrer Wirkung verstarken und erfolgreich klinisch angewendet
werden.
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Tabelle 13 Laborgerate

Bezeichnung

Hersteller, Hauptsitz

Autoklav VX150

Systec, Linden

AF 206 Eismaschine

Scotsman Ice Systems,Chicago, IL, USA

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Blockheater

Bibby Scientific, Stone, UK

ChemiDoc™ XRS + System

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

Certomat BS-T Schiuttelinkubator

Satorius Stedim Biotech, Géttingen

Durchflusszytometer (Epics/Navios 10/3)

Beckmann Coulter, Brea, CA, USA

E.A.S.Y 440K Gel-
Dokumentationskammer

HeroLAB, Wiesloch

Eppendorf Reference Pipette

Eppendorf, Hamburg

Galaxy Mini Zentrifuge

VWR, Darmstadt

Gel-GieR-Vorrichtung (PAGE)

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

Glasplatten und Kamme

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

Gefrierschrank Kendro Typ HFU 686 Top

Heraeus, Hanau

Hera Cell 240 Brutschrank

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Hera safe Reinluftbank

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Biofuge fresco

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Multifuge Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

HeroLab Transilluminator

HeroLAB, Wiesloch

HAT infors Schittelinkubator

Infors HAT, Einsbach

Kihlschrank

Liebherr, Bulle

Laboport Pumpe

KNF Neuberger, Freiburg

Lichtmikroskop (Axiovert
40c/Axiostarplus)

Carl Zeiss, Oberkoche

Magnetrihrer RCT basic

Merck, Darmstadt

MAXCyte STX-Einheit

Maxcyte, Inc., Gaithersburg, MA, USA

MicroBeta TriLux 1450 LSC &
Luminescence Counter

PerkinElmer, Waltham, MA, USA
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Micro Pulser Electroporator

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

Mikrowelle

Continent, Bordeaux, FR

MilliQ A10

Merck, Darmstadt

Neubauer Zahlkammer 0,1 mm

Paul Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda-
Kdnigshofen

pH 211 Microprocessor pH Meter

Hanna instruments, VOhringen

Pipetus

Hirschmann, Eberstadt

PowerPac HC Universal Power Supply

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

Schittler 3006

GFL, Burgwedel

Thermocycler PTC-200 (Peltier Thermal
Cycler)

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

Universal Hood Il Imager

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

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY,
USA

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Wide Mini-Sub Cell GT
Agarosegelkammer

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

Wide Mini Protean 3 Cell

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

XB 2200C Waage Prescisa

PESA, Wetzikon, CH

Tabelle 14 Labormaterialien

Bezeichnung

Hersteller, Hauptsitz

Becherglaser

Schott, Mainz

Biosphere Fil. Tips farblos (10/ 100/ 1250

ul)

Sarstedt, NiUmbrecht

Dialysierschlauch, Cellulose Typ

Roth, Karlsruhe

Drigalskispatel

Sarstedt, NiUmbrecht

Einwegskalpell

Feather, Osaka, JPN

Elektroporationskiivette Gene Pulser
Cuvette

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

Erlenmeyerkolben

Schott, Mainz

Elektroporationskivetten fur MAXCyte (OC-

400)

Maxcyte, Inc., Gaithersburg, MA, USA

FACS-Ro6hrchen, 5 ml

Sarstedt, NiUmbrecht
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Extra Thick Blot Filter Paper

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

Flaschen mit Schraubverschluss

Schott, Mainz

Handschuhe Latex (peha-soft, puderfrei)

Hartmann Group, Bellevue, WA, USA

Handschuhe Nitril (nitra-tex)

Ansell Healthcare, Richmond, AUS

Kanilen

Becon Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA

Kulturschalen

Sarstedt, NiUmbrecht

Kivetten, UVette 220-1600 nm

Eppendorf, Hamburg

Messzylinder

Kartell, Noviglio, |

Micro-Schraubréhrchen, 1,5 ml/ 2 ml)

Sarstedt, NiUmbrecht

Parafilm Verschlussfolie

Bemis, Neenah, Wisconsin, USA

Pipettenspitzen, 10/ 200/ 1250 pl

Sarstedt, NiUmbrecht

Plateseal Folie

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Poly-Prep-Chromatographie Tropfsaule

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

PVDF-Membran, Amershan Hybond-P

GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Rohrchen, 15/ 50 ml

Sarstedt, NiUmbrecht

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

Sarstedt, NiUmbrecht

Serologische Pipetten, 2/ 5/ 10/ 25/ 50 ml,

steril

Sarstedt, NiUmbrecht

S-Monovette, 8.2 ml, 9 NC

Sarstedt, NiUmbrecht

Sterilfilter Millipore Express Plus, (grof3)
0,22 ym

Merck, Darmstadt

Sterilfilter Acrodisc Syringe (klein) 0,22 ym

Pall, Part Washington, NY, USA

Vernichtungsbeutel

Sarstedt, NiUmbrecht

Vivaspin 6 Ultrafiltrationssaulen

Sartorius, Géttingen

Zellkulturflaschen CHO-S

Corning, Corning, NY, USA

Zellkulturflaschen mit Filter

Sarstedt, NiUmbrecht

Zellsieb

Becon Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA

6-, 10-, 96-well Platte (flacher und runder
Boden)

Sarstedt, NiUmbrecht

Tabelle 15 Zellkulturmaterialien

Bezeichnung

Hersteller, Hauptsitz

Accutase solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

CD CHO Medium (1x)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
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CD OptiCHO

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

CHO CD EfficientFeed

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Fetales Kalber Serum (FCS)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Glucose Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

GlutaMAX Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

HAT Supplement Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

HT Supplement Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

MaxCyte-Elektroporationspuffer

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

McCoy's 5A (modified) Medium

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Penicillin und Streptomycin (PenStrep)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Pluronic F68

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

Medium 1640 (1x) + GlutaMAX

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Sodium Butyrate

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypan Blue solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Yeastolate TC UF

Becon Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA

Tabelle 16 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller, Hauptsitz

Agar

Carl Roth, Karlsruhe

Agarose

Lonza, Basel, CH

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)

Carl Roth, Karlsruhe

Albumin

Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Ampicillin

Carl Roth, Karlsruhe

Blotting-Grade Blocker

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

Bromphenolblau

Carl Roth, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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CH1-XL Affinity Matrix Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
>'Chromium Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
Comassie Birilliant Blue R 250 Carl Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT) Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe
Ethylendiaminintetraacetat (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe

Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Gel Loading Dye Purpel NEB, Ipswich, MA, USA

Glycin Carl Roth, Karlsruhe

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
ethansulfonsaure (HEPES)

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

Methanol Merck, Darmstadt

Mineraldl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin Merck, Darmstadt

(TEMED)

Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt

Natriumazid Merck, Darmstadt

Natriumbutyrate (1 mM) Carl Roth, Karlsruhe

Roti Blue Carl Roth, Karlsruhe

S.0.C. Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Steriles Wasser Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Szintillationslésung (Optiphase Hisafe 3) PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Merck, Darmstadt

Triton-X-100 Merck, Darmstadt

Tween 20 Merck, Darmstadt

2x YT Carl Roth, Karlsruhe

10x PBS Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

6x DNA-Ladepuffer Carl Roth, Karlsruhe
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Tabelle 17 Verwendete Kits

Artikel

Hersteller, Hauptsitz

Detection Kit WB

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

NucleoSpin Plasmid Kit

Machery-Nagel, Diren

NucleoBond Xtra Maxi Kit

Machery-Nagel, Diren

NucleoBond PC EF Kit (AX 2000, Mega)

Machery-Nagel, Diren

Pierce "™ BCA Protein Assa y Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

QIAquick Gelextraction Kit

Qiagen, Venlo, NL
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