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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Multiple Myelom

Das multiple Myelom ist ein B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, charakterisiert durch eine maligne
Expansion monoklonaler Plasmazellen (Terpos et al. 2018). Die Myelomzellen zeichnen sich durch eine
Infiltration des Knochenmarks und Produktion monoklonaler Immunglobuline oder ihrer Fragmente
aus (Rajkumar 2018; Fachgesellschaft zur Diagnostik und Therapie hdmatologischer und onkologischer

Erkrankungen 2019b).

1.1.1 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz in Deutschland von etwa 5/100.000 jahrlich ist das Multiple Myelom eine seltene
Erkrankung, gehort aber zu den haufigsten malignen hamatologischen Erkrankungen (Krebs in
Deutschland 2021). Es macht etwa 10% aller malignen hamatologischen Erkrankungen und etwa 1%
aller Krebserkrankungen aus (Rajkumar 2020; Rajkumar et al. 2014). Beim multiplen Myelom handelt
es sich um eine Erkrankung des alteren Menschen. Das mittlere Erkrankungsalter bei Diagnose betragt
bei Mannern 72 Jahre und bei Frauen 74 Jahre (Krebs in Deutschland 2021). In Zukunft ist aufgrund
der Veranderung der Bevolkerungsstruktur mit steigender Lebenserwartung mit einer zunehmenden
Pravalenz zu rechnen (Herold 2018; Fachgesellschaft zur Diagnostik und Therapie hamatologischer und
onkologischer Erkrankungen 2019b; Surveillance, Epidemiology, & End Results [SEER] 2019; Krebs in
Deutschland 2021). Die Zahlen zu Prognose und Uberlebensraten variieren je nach Datenbasis
(Rajkumar 2020). Prognose und Uberlebenszeit sind vom Stadium der Erkrankung, prognostischen
zytogenetischen Markern, Alter und Allgemeinzustand der Patienten sowie dem Therapieansprechen
abhangig (Rajkumar 2020; Herold 2018). Innerhalb der letzten 20 Jahre konnten durch die Einflihrung
der Stammezelltransplantation und neuer Medikamente erhebliche Fortschritte in der Therapie erzielt
werden, sodass die Uberlebenszeiten gestiegen sind und voriibergehende Remissionen hiufiger
erreicht werden kénnen (Cazaubiel et al. 2020). Trotz dieser Fortschritte ist die Prognose nach wie vor
eher ungiinstig mit relativen 5-Jahres-Uberlebensraten in den Jahren 2017 - 2018 von 54% bei Frauen
und 56% bei Mannern (Krebs in Deutschland 2021). Zudem kann auch mit maximaler Therapie bisher
keine dauerhafte Heilung des Multiplen Myeloms erzielt werden. Durch aktuelle Therapien ist lediglich

eine Verzoégerung der Progression moglich (Herold 2018; Cazaubiel et al. 2020).

1.1.2 Atiologie und Einteilung
Die Atiologie des Multiplen Myeloms ist derzeit ungeklirt, obgleich es Hinweise auf eine genetische

Disposition gibt. Es wird angenommen, dass es Risikofaktoren gibt, die die Entwicklung eines Multiplen
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Myeloms begilinstigen. Diskutiert werden etwa ionisierende Strahlung, Pestizide sowie Produkte der
Petrochemie und Gummiverarbeitung, Adipositas und chronische Infektionen (Fachgesellschaft zur
Diagnostik und Therapie hamatologischer und onkologischer Erkrankungen 2019b). Ausgang fir die
Entwicklung eines Multiplen Myeloms ist eine zunachst asymptomatische Vermehrung klonaler
Plasmazellen. Lassen sich monoklonale Immunglobuline laborchemisch als sogenanntes M-Protein
oder Paraprotein nachweisen, spricht man von einer monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz
(MGUS). Diese stellt eine Vorstufe fir die Entwicklung eines Multiplen Myeloms dar, wahrend eine
intermediare Stufe zwischen MGUS und Multiplen Myelom als Smouldering Myelom (englisch: to
smoulder - schwelen, glimmen) bezeichnet wird. Eine Klassifikation des Multiplen Myeloms erfolgt
anhand des Isotyps des produzierten monoklonalen Immunglobulins. Den groRten Anteil machen IgG-
und IgA-Myelome aus (ca. 80 %), gefolgt von Leichtkettenmyelomen (ca. 20 %). Myelome vom IgD-
und IgE-Typ und asekretorische Myelome sind selten (van de Donk et al. 2021; Fachgesellschaft zur

Diagnostik und Therapie hamatologischer und onkologischer Erkrankungen 2019b, 2019a).

1.1.3 Symptome und Diagnostik

Beim Ubergang einer asymptomatischen MGUS in ein Multiples Myelom entstehen Symptome, die der
Proliferation maligner Plasmazellen im Knochenmark sowie dem Anfall groRer Mengen monoklonaler
Immunglobuline oder Immunglobulinbestandteile geschuldet sind. Die fiir das Multiple Myelom
typischen Osteolysen bedingen Knochendestruktion mit Frakturneigung und Hyperkalzamie. Eine
hamatopoetische Insuffizienz durch die Verdrangung der Hamatopoese duBert sich in Andamie,
Thrombozytopenie, Leukopenie und Infektneigung, mitbedingt durch den Mangel an
funktionstiichtigen Antikérpern. Durch Ablagerung der kompletten oder inkompletten monoklonalen
Immunglobuline kann eine AL-Amyloidose entstehen, die prinzipiell jedes Organ betreffen kann, aber
am haufigsten zu renalen Funktionsstérungen fiihrt (Fachgesellschaft zur Diagnostik und Therapie
hamatologischer und onkologischer Erkrankungen 2019b; Herold 2018; Rajkumar 2020).
Die Diagnosekriterien wurden von der International Myeloma Working Group (IMWG) erstellt und
umfassen den Knochenmarksbefall durch klonale Plasmazellen von 10% oder mehr sowie Zeichen der
Endorganschadigung im Sinne von Hyperkalzamie, renale Insuffizienz, Andmie oder Knochenlasionen,
zusammengefasst unter dem englischen Akronym CRAB-Kriterien (hypercalcaemia, renal
failure, anaemia, bone lesions). Die Diagnosekriterien wurden 2014 durch die IMWG um weitere
Biomarker erweitert, welche stark mit dem nahe bevorstehenden Auftreten von Symptomen der

CRAB-Kriterien assoziiert sind (Rajkumar et al. 2014).

1.1.4 Therapie
Die Einleitung einer Therapie erfolgt nach den Kriterien der International Myeloma Working Group

(Rajkumar et al. 2014). Die Art der Therapie richtet sich nach dem Alter und der kérperlichen
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Verfassung der Patienten. Patienten, die fiir eine Hochdosischemotherapie geeignet sind, kbnnen eine
autologe Stammzelltransplantation erhalten. Bei Hochrisikopatienten ist eine allogene
Stammzelltransplantation eine Option, die sich in der Erprobung befindet und nur im Rahmen von
klinischen Studien empfohlen wird (Gemeinsamer Bundesausschuss 2017; Gahrton et al. 2020).
Demgegeniiber stehen verschiedene medikamentdse Kombinationstherapien zur Induktions- und
Erhaltungstherapie fir Patienten, deren koérperliche Verfassung keine Stammzelltransplantation
zulasst. In der Therapie kommen Glukokortikoide wie Dexamethason und Prednison zum Einsatz. Des
Weiteren spielen Zytostatika aus der Gruppe der Alkylantien (z. B. Melphalan, Cyclophosphamid) und
Anthrazykline (z. B. Doxorubicin) eine Rolle. Zu den relativ neuen Substanzen gehéren die Proteasom-
Inhibitoren (z. B. Bortezomib, Carfilzomib, Ixazomib) und immunmodulierende Substanzen wie
Thalidomid, Lenalidomid und Pomalidomid, die das Uberleben der Patienten erheblich verbessert
haben (Kazandjian 2016; Dimopoulos et al. 2020; Gulla & Anderson 2020).
Eine neue Entwicklung in der Therapie des Multiplen Myeloms sind Immuntherapien, zum Beispiel
unter Einsatz von monoklonalen Antikdrpern (Rasche et al. 2020). Die therapeutischen Antikdrper
Daratumumab, Elotuzumab und neuerdings auch Isatuximab befinden sich bereits im klinischen
Einsatz (Gulla & Anderson 2020). Der humane CD38-Antikdrper Daratumumab war der erste
monoklonale Antikorper, der fir die Therapie des Multiplen Myeloms zugelassen wurde (Lonial et al.
2016; Lokhorst et al. 2015). Elotuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen das
Zelloberflachenantigen signaling lymphocytic activation molecule F7 (SLAMF7; alternative Namen: CD2
subset-1, CS1; CD319), der kurz darauf (2015 in den USA und 2016 in der EU) zur Therapie des Multiplen
Myeloms zugelassen wurde (Lonial et al. 2015; Dimopoulos et al. 2018). Neben Daratumumab wurden
weitere CD38-gerichtete Antikorper entwickelt, zu denen der kiirzlich zugelassene Isatuximab und der
sich in klinischer Entwicklung befindende MOR202 gehdren (Martin et al. 2019; Raab et al. 2020; van
de Donk & Usmani 2018).

1.2 Antikorper in der Tumortherapie

Monoklonale Antikorper spielen heutzutage eine wichtige Rolle in der Therapie vieler maligner
Erkrankungen und haben die Therapieoptionen der Patienten deutlich verbessert (Carter & Lazar
2018). Sowohl fiir hamatologische als auch fiir solide Tumore wurden inzwischen zahlreiche
therapeutische Antikdrper gegen verschiedene Zielantigene entwickelt. Derzeit sind in der EU 33 bzw.
in den USA 40 monoklonale Antikorper fiir die klinische Anwendung in der Onkologie zugelassen (Stand
21.12.2020) und weitere befinden sich in der Zulassungsprifung (The Antibody Society 2020).
Gleichzeitig sind monoklonale Antikorper auch fiir die Therapie von Autoimmunerkrankungen,
inflammatorischen und degenerativen Erkrankungen unverzichtbar (The Antibody Society 2020;

Elgundi et al. 2017; Heliopoulos & Patousi 2018; Samaan et al. 2019; McGregor et al. 2019).
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Stoffwechselerkrankungen und Virusinfektionen oder auch bakterielle Infektionen zahlen ebenfalls zu
den Anwendungsgebieten monoklonaler Antikorper (The Antibody Society 2020; Jacob et al. 2020;
Greig 2016; Rosenson et al. 2018). Ein prominentes Beispiel eines therapeutischen Antikorpers ist
Rituximab, ein chiméarer CD20-Antikérper, der zur Behandlung von diversen B-Zell-Lymphomen und
Leukdmien eingesetzt wird (Salles et al. 2017). In der Behandlung von Brustkrebs sowie von weiteren
HER2-positiven soliden Tumoren nimmt Trastuzumab, ein gegen das Antigen human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2) gerichteter, humanisierter Antikérper, einen festen Platz ein (Albanell &
Baselga 1999). Der chimare Antikérper Cetuximab richtet sich gegen den epidermal growth factor
receptor (EGFR) und wird unter anderem in der Darmkrebstherapie eingesetzt (Scott et al. 2012;

Weiner et al. 2012).

1.2.1 Antikorperstruktur

Antikorper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, bilden eine Familie von Glykoproteinen (Cooper 2015).
Antikorper zeichnen sich speziell durch ihre Fahigkeit aus, ein spezifisches Antigen zu binden.
Immunglobuline werden von B-Lymphozyten produziert und kénnen als I6sliche Antikorper oder
membranstindig als Bestandteil des B-Zellrezeptors auf Zelloberflichen von B-Lymphozyten
vorkommen. Losliche Antikorper werden von Plasmazellen, dem letzten Differenzierungsstadium der
B-Lymphozyten, sezerniert. Es unterscheiden sich fiinf Antikorperklassen bzw. -isotypen, die
unterschiedliche Eigenschaften wie Struktur und Funktion aufweisen: IgA, IgD, IgE, I1gG und IgM (Goulet
& Atkins 2020). Humane Antikorper der Klasse 1gG kommen am haufigsten vor. Sie bestehen aus je
zwei identischen schweren und zwei identischen leichten Aminosaureketten, welche Uber
Disulfidbricken miteinander verbunden sind (Edelman et al. 1969; Silverton et al. 1977). Die schweren
und leichten Ketten besitzen jeweils einen konstanten und einen variablen Teil. Man unterscheidet
leichte Ketten vom Typ k und A. Die variablen Domanen der schweren (Vu) und leichten Kette (V)
bilden zusammen die Antigenbindestelle eines Antikorpers: Hier bilden drei hypervariable Regionen
die sogenannte complementarity-determining region (CDR 1-3), welche mit dem Epitop in Verbindung
tritt. Die konstanten Doménen (analog als C.und Cy 1-3 bezeichnet) sind fir die Vermittlung von
Effektorfunktionen verantwortlich (Bournazos et al. 2017). Eine weitere Unterteilung erfolgt in zwei
Fragmente der Antigenbindung (fragment antigen-binding, Fab) oberhalb der Gelenkregion und das
kristallisierbare Fragment (fragment crystallisable, Fc). Die Fc-Region besitzt verschiedene Funktionen
und interagiert u.a. mit Bestandteilen des Komplementsystems und Fc-Rezeptoren auf der
Zelloberflache von Immuneffektorzellen. Durch diese Interaktionen werden wichtige Effekte von
Antikorpern vermittelt. Die Antikdrperklasse 1gG lasst sich weiterhin in die Subklassen 1gG1, 1gG2, IgG3
und 1gG4 unterteilen, welche sich in der Aminosduresequenz ihrer konstanten Regionen

unterscheiden. Diese weisen jeweils unterschiedliche Bindungsverhalten zu Fcy-Rezeptoren und Clqg
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auf, sodass sich fiir jede Subklasse ein eigenes Effektorfunktionsmuster ergibt (Nimmerjahn & Ravetch
2008; Vidarsson et al. 2014; Murphy & Weaver 2018). Ein Antikorper der Klasse 1gG ist in Abbildung 1

schematisch dargestellt.

Fab

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines IgG1-Antikorpers.

Die Domanen eines IgG1 sind hier schematisch dargestellt. Ein IgG1 besteht aus zwei schweren Ketten (Vh, Cxl,
CH2, Cu3) und zwei leichten Ketten (Vi, C). Die variablen Doménen sind blau und die konstanten Doménen sind
grau dargestellt. Disulfidbriicken verbinden die beiden schweren Ketten in der Gelenkregion (Hinge-Region)
miteinander sowie jeweils die konstanten Domadnen Cnl der schweren Ketten mit den konstanten Domdnen C.
der leichten Ketten (nicht dargestellt). Abgewandelt nach (Goulet & Atkins 2020).

1.2.2 Formate monoklonaler Antikorper

Der erste therapeutische Antikérper Muromonab-CD3 wurde 1986 zugelassen und war murinen
Ursprungs (Wang et al. 2022; Kohler & Milstein 1975). Murine Antikdrper verursachen als
korperfremde Proteine im Menschen eine Immunreaktion mit Bildung von humanen anti-Maus-
Antikorpern (HAMAs, human anti-mouse antibodies), welche durch ihre neutralisierende Wirkung den
therapeutischen Effekte erheblich einschranken (Wang et al. 2022; Meeker et al. 1985). Um den
Problemen der Immunogenitat muriner Antikorper zu begegnen, wurden Antikorper entwickelt, die in
ihrer Struktur menschlichen Immunglobulinen stirker &dhneln: Chiméare Antikérper enthalten
konstante Regionen humanen Ursprungs und variable Regionen murinen Ursprungs (Wang et al. 2022;
Morrison et al. 1984), (Abbildung 2). Da auch chimare Antikérper durch ihre Immunogenitat das
Entstehen von HAMAs auslosen konnen, wurden im Verlauf der Jahre humanisierte Antikdrper
entwickelt, indem mit Ausnahme der Aminosauresequenzen der CDR alle Anteile durch humane
Strukturen ersetzt wurden (Wang et al. 2022; Jones et al. 1986). Mithilfe der Phagen-Display
Technologie konnten schlussendlich auch vollstandig humane Antikdrper in groRem Stil hergestellt und
charakterisiert werden (Wang et al. 2022; Clackson et al. 1991). Das transgene Mausmodell stellt eine

weitere Methode fiir die Herstellung humaner Antikorper dar (Wang et al. 2022; Lonberg 2005).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung und Nomenklatur von Antikérperformaten.
Murine Anteile sind rot, humane Anteile griin dargestellt. Abgewandelt nach (Wang et al. 2022).

1.3 Wirkmechanismen therapeutischer Antikdrper

Zur Wirkung therapeutischer Antikérper auf ihre Zielstrukturen und Zielzellen tragen unterschiedliche
Mechanismen bei (Carter & Lazar 2018). Direkte Effektorfunktionen sind Effekte, die allein durch die
Antikorperbindung an das entsprechende Antigen entstehen. Indirekte Effekte werden Uber die Fc-

Rezeptor-Bindung von weiteren Bestandteilen des Immunsystems vermittelt.

1.3.1 Direkte Wirkmechanismen

Die Bindung eines Antikdrpers an ein Zelloberflachenantigen kann durch Blockade oder Aktivierung
von Rezeptoren oder Signalproteinen direkte Effekte auf Zielzellen auslésen. Antagonistische Aktivitat
eines Antikorpers auf einen Wachstumsrezeptor, beispielsweise eine direkte Blockade der
Bindungsstelle eines essenziellen Wachstumsfaktors, kann zur Inhibition von Zellproliferation oder zu
Apoptose fiihren. Umgekehrt kdnnen Antikoérper signalisierend wirken, indem sie durch Bindung an
Zelloberflachenrezeptoren Signalkaskaden auslésen, die zum Zelltod fiihren oder die Zellproliferation
inhibieren. Des Weiteren kdnnen Antikorper die Neutralisation von Enzymen und den Abbruch einer
Signaltransduktion bewirken. Konjugierte Antikorper, die mit einem Zellgift gekoppelt sind, kénnen

durch Bindung dieses der Tumorzelle zielgerichtet zufiihren. (Scott et al. 2012; Redman et al. 2015)

1.3.2  Fc-vermittelte Wirkmechanismen

Auch indirekte Effektorfunktionen sind wichtige Mechanismen zur Eliminierung von Tumorzellen
(Redman et al. 2015). Sie entstehen nach Antikérper-Antigen-Bindung durch die Aktivierung weiterer
Komponenten des Immunsystems Uber die Fc-Domadne des Antikérpers. Zu den Fc-abhangigen
Effektormechanismen gehdren die komplementabhdngige Zytotoxizitdt (complement-dependent
cytotoxicity, CDC) sowie die Rekrutierung von Effektorzellen liber Fc-Rezeptoren zur Induktion der

antikdrperabhéngigen zellvermittelten Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity,
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ADCC) oder der antikdrperabhingigen zelluldren Phagozytose (antibody-dependent cell-mediated

phagocytosis, ADCP).

ADCP i ;
G ' ~ . | Makrophage
L
NK-Zelle
4»\,‘\‘; J
ADCC
v
' Zytotoxine Tumorzelle

Abbildung 3: Schematische Darstellung wichtiger Fc-abhdngiger Effektormechnismen.

Antigene auf der Zelloberflache einer Zielzelle (hier Tumorzelle, grau) werden durch Antikorper erkannt und
gebunden, es entstehen Antigen-Antikérper-Komplexe. Rekrutierung von Effektorzellen: Uber die Fc-Regionen
der Antigen-bindenden Antikorper gelangen Effektorzellen mit Hilfe ihrer membranstandigen Fc-Rezeptoren in
Kontakt zur Zielzelle und werden tiber Weiterleitung intrazellularer Signalkaskaden aktiviert. ADCC: Die aktivierte
Effektorzelle (hier NK-Zelle, gelb) schittet Zytotoxine aus und schadigt somit die Zielzelle bis hin zum Zelltod.
ADCP: Die Effektorzelle (hier Makrophage, violett) beginnt nach ihrer Aktivierung mit der Phagozytose und
anschlieRend Lyse der Zielzelle. CDC: An die Antigen-Antikérper-Komplexe lagern sich die Komplementfaktoren
Clg, Clr und Cls an. Diese bilden zusammen den Cl-Komplex, mit dem der klassische Weg der
Komplementkaskade startet. Am Ende der Komplementkaskade steht die Bildung eines
Membranangriffskomplexes, der zu Lyse der Zielzelle fiihrt. Abbildung abgewandelt nach (Vukovic et al. 2021)

1.3.2.1 Fc-Rezeptoren

Fc-Rezeptoren gehéren zur Superfamilie der Immunoglobuline und werden von einer Vielzahl
hdamatologischer Zellen exprimiert. Zu diesen Effektorzellen gehoren Lymphozyten, wie zum Beispiel
natlirliche Killerzellen (NK-Zellen), sowie myeloische Zellen wie Monozyten, Granulozyten,
Makrophagen oder dendritische Zellen. Fc-Rezeptoren binden Immunkomplexe, die aus Antigen und
Antikorper bestehen. Durch Kreuzvernetzung (crosslinking) bewirken sie verschiedene Signalwege in
den Effektorzellen, wobei der resultierende Effekt abhangig von der Art des Fc-Rezeptors ist. Fcy-
Rezeptoren interagieren mit der Fc-Region von Antikdrpern der Klasse IgG. Es existieren drei Klassen
von Fcy-Rezeptoren, welche mit unterschiedlicher Affinitdt an die verschiedenen IgG-Subklassen
binden und aktivierend oder inhibierend wirken kénnen (Tabelle 1). (Nimmerjahn & Ravetch 2008;

Cohen-Solal et al. 2004)
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Tabelle 1: Humane Fcy-Rezeptoren

FcyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIC FcyRIIIA FcyRIIIB

(CD64) (CD32a) (CD32b) (CD32¢) (CD16a) (CD16b)
Effekt aktivierend aktivierend inhibierend aktivierend aktivierend aktivierend
Affinitat hoch niedrig niedrig niedrig niedrig niedrig
Expression = Monozyten Monozyten Monozyten Monozyten NK-Zellen Granulozyten

Makrophagen Makrophagen = Makrophagen = Makrophagen = Monozyten

Granulozyten Granulozyten Granulozyten NK-Zellen Makrophagen

Dendritische B-Zellen

Zellen

Tabelle der humanen Fcy-Rezeptoren, abgewandelt nach (Nimmerjahn & Ravetch 2008; Murphy & Weaver 2018)

Die Aktivierung von Fcy-Rezeptoren tragt entscheidend zur Antitumoraktivitdt von therapeutischen
Antikorpern bei. Sowohl aktivierende als auch inhibierende Fcy-Rezeptoren beeinflussen die von
Antikorpern vermittelten Effekte. Experimente mit genetisch manipulierten, Fcy-defizienten Mausen
verdeutlichen die Rolle der FcyR-abhangigen Wirkmechanismen von Antikorpern. Bei Mausen ohne
funktionierenden inhibitorischen FcyRIIB zeigten therapeutische Antikdrper eine erhdhte ADCC.
Umgekehrt induzierten Antikdrper in Knockout-Mausen ohne aktivierende Fcy-Rezeptoren schlechtere
Anti-Tumor-Effekte (Clynes et al. 2000). Das zytotoxische Potential eines Antikorpers wird durch seine
Bindungsaffinitdt zu aktivierenden und inhibierenden Fcy-Rezeptoren bestimmt (Nimmerjahn &
Ravetch 2005). Klinisch wurde die Bedeutung der Fcy-Rezeptoren fiir die therapeutische Effektivitat
monoklonaler Antikorper durch die Auswirkung von Polymorphismen der Fcy-Rezeptor-Gene auf das
Ansprechen deutlich. Es wurden funktionelle Allelvarianten des FcyRIIIA (158 V/F) und des FcyRIIA (131
H/R) identifiziert, die aufgrund unterschiedlich ausgepragter Affinitdten zu 1gG1l und 1gG2 die
Wirksamkeit von therapeutischen Antikérpern beeinflussen (Weng & Levy 2003; Dall’Ozzo et al. 2004).
Das FcyRllla-158V-Allel und das FcyRIIA-131H-Allel zeigen héhere ADCC-Aktivitat in vitro und sind in
klinischen Studien mit besseren Ansprechraten auf Antikorpertherapien assoziiert (Musolino et al.
2008; Mellor et al. 2013). Angesichts dieser Beobachtungen erscheint die Entwicklung von Antikdrpern
mit optimierten Fc-Domanen flir hdhere Bindungsaffinitaten zu den aktivierenden Fcy-Rezeptoren und
niedrigere Bindungsaffinitaten zum inhibierenden FcyRIIB fiir eine verbesserte Antitumoraktivitat

aussichtsreich (Nimmerjahn & Ravetch 2008).

1.3.2.2 Indirekte Wirkmechanismen

Die komplementabhdngige Zytotoxizitdt (complement-dependent cytotoxicity, CDC) ist ein indirekter,
Fc-vermittelter Effektormechanismus. Die CDC wird durch Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen
auf der Zelloberflache induziert. An die gebundenen Antikdrper bindet das Komplementprotein Clq,

wodurch der klassische Weg der Komplementkaskade gestartet wird, an dessen Ende die Lyse der
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Zielzelle durch einen Membran-angreifenden Komplex und die Freisetzung proinflammatorischer
Stoffe stehen (Golay & Introna 2012; Dunkelberger & Song 2010; Redman et al. 2015).
Die antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity,
ADCC) und die antikorperabhidngige zelluldre Phagozytose (antibody-dependent cell-mediated
phagocytosis, ADCP) sind Mechanismen, die Uber die Rekrutierung von Immuneffektorzellen
entstehen. Die ADCC ist wahrscheinlich fir die Wirkung von therapeutischen Antikérpern in der
Krebstherapie von groBer Bedeutung (Haij et al. 2010). Eine besonders wichtige Rolle bei der ADCC-
Vermittlung spielen die NK-Zellen, aber auch Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile und
eosinophile Granulozyten kdnnen ADCC vermitteln (Golay & Introna 2012; Wang et al. 2015; Redman
et al. 2015). Die Aktivierung von NK-Zellen erfolgt Giber die Fcy-Rezeptoren FcyRIIA und FcyRIIC. Mit
Antikorpern opsonierte Zielzellen werden (ber die Bindung zwischen Fc-Teilen und Fcy-Rezeptoren
erkannt und die NK-Zelle aktiviert. Der NK-Zell-Aktivierung folgt die Freisetzung von Zytokinen und
Degranulation zytotoxischer Enzyme, wie den Perforinen und Granzymen, welche zur Perforation der
Zellmembran und zur Lyse und Apoptose der Zielzellen fiihren (Golay & Introna 2012; Wang et al. 2015;
Redman et al. 2015).

Auch die Phagozytose durch Makrophagen leistet einen wichtigen Beitrag zur antikorperabhangigen
Tumorzelleliminierung (Gul & van Egmond 2015). Die ADCP von antikérperopsonierten Tumorzellen
durch Makrophagen erfolgt tiber den hochaffinen FcyRI und die niedrigaffinen FcyRIIA und FcyRIIIA
(Munn et al. 1991).Uber die Interaktion zwischen dem Fc-Teil der Antikdrper und den Fcy-Rezeptoren
erlangen Makrophagen Kontakt zu den Tumorzellen und phagozytieren und verdauen diese. Unter
Antikorpertherapie kénnen hierbei Makrophagen Tumorzellen durch ADCP effektiv eliminieren (Gul et
al. 2014). In der Tumortherapie erfolgreich eingesetzte Antikdrper wie Rituximab und Trastuzumab
entfalten ihre Wirkung unter anderem Uber die effektorzellvermittelten Mechanismen ADCC und ADCP

(Manches et al. 2003; Cartron et al. 2004; Collins et al. 2012; Valabrega et al. 2007).

1.3.2.3 Makrophagen als Effektorzellen

Makrophagen exprimieren alle Klassen von Fcy-Rezeptoren und die durch sie vermittelte ADCP ist
vermutlich von groRRer Bedeutung in der antikorpervermittelten Tumorzelleliminierung (Weiskopf &
Weissman 2015). Da Makrophagen nicht im Blut zirkulieren, sind sie schwer zugénglich und kénnen
nicht in ausreichenden Mengen fiir Experimente isoliert werden. Ersatzweise kbnnen Monozyten aus
dem Blut isoliert und Uber mehrere Tage in Kultur zum Beispiel mit Stimulatoren wie M-CSF zu
Makrophagen differenziert werden. Mit diesen generierten Makrophagen kénnen dann in vitro
Phagozytose-Experimente durchgefiihrt werden (Munn & Cheung 1990; Becker et al. 1987).

Die Gruppe der Monozyten und Makrophagen zeichnet sich insbesondere durch ihre Diversitat und

Plastizitat aus (Sica & Mantovani 2012). Die Rekrutierung von Makrophagen wird durch Stimulatoren
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in Form von Zytokinen oder mikrobiellen Stoffen in der Mikroumgebung der Zellen beeinflusst (Ribatti
et al. 2014; Mantovani et al. 2002). Je nach Art und Zusammensetzung der Stimulatoren entwickeln
sich Makrophagen mit unterschiedlicher Aktivierung bzw. unterschiedlicher Polarisierung. Aufgrund
ihrer Oberflachenantigene und Funktionen werden Makrophagen grob in M1 (klassisch aktiviert) und
M2 (alternativ aktiviert) kategorisiert, wobei der Ubergang zwischen diesen funktionellen
Aktivierungszustanden flieRend ist und auch hier wiederum Subpopulationen unterschieden werden
konnen (Ribatti et al. 2014; Martinez 2008). Die Aktivierung zu M1-Makrophagen wird typischerweise
durch IFN-y und LPS begilinstigt. M1-Makrophagen sind in der Lage, proinflammatorische Zytokine zu
sezernieren und zeichnen sich funktionell durch ihre verstdarkte Phagozytoseaktivitdt und ihre
Fahigkeit, intrazelluldre Erreger zu eliminieren und TH1-Antworten herbeizufiihren, aus (Martinez
2008). Interleukine wie IL-4, IL-13 und IL-10 hingegen fordern die Aktivierung von M2-polarisierten
Makrophagen (Mantovani et al. 2002), die TH2-Antworten unterstiitzen und auRerdem eine Rolle bei
der Auflésung von inflammatorischem Geschehen spielen (Martinez 2008). Bei der ex vivo-
Differenzierung von Monozyten mit M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) werden
Makrophagen generiert, die erhéhte Level von FcyRIIIA (CD16A) und FcyRI (CD64) exprimieren und sich
durch eine hohe Plastizitdt, also das Potential, durch weitere Stimulatoren polarisiert zu werden,
auszeichnen (Ambarus et al. 2012).

In der Pathologie des Multiplen Myeloms spielen tumorassoziierte Makrophagen eine tragende Rolle,
die dem Profil der M2-polarisierten Makrophagen dhneln (Mantovani et al. 2002). Bei einem aktiven
Myelom rekrutieren und aktivieren die Plasmazellen myelomassoziierte Makrophagen im
Knochenmark, die wiederum die Myelomzellen zu Proliferation stimulieren und vor Apoptose schiitzen

(Ribatti et al. 2014; Zheng et al. 2009).

1.4 CD38 als Zielantigen

CD38 ist ein Molekdil, das erstmals 1980 als T10 auf Thymozyten und T-ALL-Zellen beschrieben wurde
(Reinherz et al. 1980). Es handelt sich um ein Typ lI-Transmembran-Glykoprotein von 46 kDa (Malavasi
et al. 1994). In seiner Funktion als Rezeptor spielt CD38 zusammen mit seinem Liganden CD31 eine
Rolle bei der Lymphozytenadhasion und -migration (Deaglio et al. 1998). Weiterhin ist CD38 durch
seine enzymatische Funktion in Form von Zyklase- sowie Hydrolaseaktivitit am NAD*- und NADP*-
Metabolismus und somit an der Ca%*-Mobilisation beteiligt, die wiederum wichtig fir die zellulire
Signaltransduktion ist (Howard et al. 1993). Im gesunden Gewebe wird CD38 auf lymphatischen und
myeloischen Zellen exprimiert, darunter B-Vorlauferzellen, Plasmazellen, Thymozyten, zirkulierende
NK-Zellen und einige Monozyten. Niedrige Expressionslevel sind auch auf Erythrozyten und
Thrombozyten sowie einigen nicht-hdmatologischen Geweben vorhanden (van de Donk et al. 2016;

Funaro et al. 2000). Eine (iberméaRige CD38-Expression geht mit einigen Tumorerkrankungen einher,
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insbesondere mit malignen hamatologischen Erkrankungen wie dem Multiplen Myelom, chronisch
lymphatischer Leukdmie (CLL), akuter lymphoblastischer Leukdamie (ALL), akuter myeloischer Leukdmie
(AML) oder der Plasmazellleukdmie (PCL) (van de Donk et al. 2016; Deaglio et al. 2001). Insbesondere
die neoplastischen Plasmazellen des Multiplen Myeloms zeichnen sich durch eine hohe CD38-
Expression aus, sodass sich CD38 hier als gutes Zielantigen fur die Entwicklung therapeutischer

Antikorper anbot (Lin et al. 2004).

1.5 Daratumumab

Daratumumab ist ein humaner monoklonaler IgG1k-Antikorper gegen das CD38-Antigen, welcher zur
Behandlung des Multiplen Myeloms verwendet wird (Lonial et al. 2016). Der Antikoérper wurde von
Genmab entwickelt und wird von Janssen Biotech unter dem Produktnamen DARZALEX® hergestellt
(Weers et al. 2011). Die Zulassung von Daratumumab erfolgte 2015 durch die Food and Drug
Administration (FDA) in den USA und 2016 durch die European Medicines Agency (EMA) in Europa als
Monotherapie bei rezidivierter und refraktarer Erkrankung (Lonial et al. 2016). Ein Jahr spater wurde
die Zulassung auf eine Kombinationstherapie mit Bortezomib/Dexamethason oder
Lenalidomid/Dexamethason bei vorbehandelten Patienten erweitert (Palumbo et al. 2016;
Dimopoulos et al. 2016). Seit August 2018 darf Daratumumab auch in der Erstlinientherapie in
Kombination mit Bortezomib/Melphalan/Prednison verwendet werden, sodass von da an auch neu
diagnostizierte, fiir eine Stammzelltransplantation ungeeignete Patienten von dem Antikdrper
profitierten (Mateos et al. 2018). Die haufigsten Nebenwirkungen der Therapie mit Daratumumab sind
infusionsbedingte Reaktionen, des weiteren Hamatotoxizitdt, die sich vor allem in Neutropenie,
Thrombozytopenie, Andmie und Infektionen duRern kann (Fachgesellschaft zur Diagnostik und
Therapie hamatologischer und onkologischer Erkrankungen 2019b; Fachinformation DARZALEX®
2023). Im Vergleich zu den klassischen Chemotherapeutika hat Daratumumab ein ginstiges
Nebenwirkungsprofil und die Kombination mit bisherigen Therapeutika fihrt zu keiner zusatzlichen
Toxizitdt (Im & Pavletic 2017). Neben seiner erfolgreichen Anwendung in der Therapie des Multiplen
Myeloms, wird die Wirkung von Daratumumab bei anderen CD38-positiven malignen hamatologischen
Erkrankungen untersucht, unter anderem bei T-ALL (Bride et al. 2018; Vogiatzi et al. 2019), CLL (Matas-
Céspedes et al. 2017) und verschiedenen weiteren Subtypen der Non-Hodgkin-Lymphome (Salles et
al. 2019). Auch Autoimmunerkrankungen kommen als mogliche Anwendungsgebiete von

Daratumumab in Frage (Cole et al. 2018).

1.5.1 Wirkmechanismen von Daratumumab
Daratumumab wurde durch Immunisierung von human-IgG-transgenen Mausen mit rekombinantem

CD38 entwickelt und aufgrund seiner starken CDC-Induktion aus einem Panel von 42 CD38-Antikdrpern
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ausgewahlt (Weers et al. 2011). Der Anti-Tumor-Effekt von Daratumumab beruht unter anderem auf
Fc-vermittelten Wirkmechanismen, zu denen sowohl effektorzellabhidngige (ADCC, ADCP) als auch —
unabhangige (CDC, PCD) Mechanismen gehdren. Gleichzeitig tragen Fab-abhangige Wirkungen auf das
Zielantigen zu dem Effekt bei. Der Beitrag dieser individuellen Mechanismen zur therapeutischen

Wirksamkeit im Patienten ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden.

1.5.1.1 Fc-vermittelte Wirkmechanismen

In in vitro Versuchen induzierte Daratumumab CDC sowohl von Daudi-Zellen als auch von frisch
isolierten Myelomzellen aus dem Knochenmark von Myelompatienten. Zudem vermittelte
Daratumumab ADCC von CD38-positiven Myelomzelllinien im Beisein von NK-Zellen, ebenso ADCC von
Patientenmyelomzellen im autologen und allogenen Setting (Weers et al. 2011). Die Effektivitat von
ADCC und CDC unterschied sich hierbei nicht zwischen neu diagnostizierten Patienten und vielfach mit
Lenalidomid und Bortezomib vorbehandelten Patienten mit refraktarer Erkrankung. Dagegen hatte das
CD38-Expressionslevel einen Einfluss auf die Daratumumab-vermittelte ADCC und CDC (Nijhof et al.
2015). Die ADCP ist ein weiterer Mechanismus, tUber den Daratumumab zur Tumorzelleliminierung
beitragt. Wie Overdijk et al. zeigen konnten, induzierte Daratumumab die Phagozytose von
Myelomzelllinien und Burkitt-Lymphomlinien sowie von Myelomzellen aus Patientenproben durch
humane Makrophagen. Der Beitrag von ADCP zur Anti-Tumor-Aktivitdt von Daratumumab konnte

auBerdem in Xenograft-Mausmodellen gezeigt werden (Overdijk et al. 2015).

1.5.1.2 Fab-vermittelte Wirkmechanismen

Dariber hinaus zeigt Daratumumab Fab-vermittelte Wirkungen. Durch Ligandenblockade von CD38
fihrt der Einsatz von Daratumumab zu einer Proliferationsinhibition der Tumorzellen. AuBerdem
moduliert Daratumumab die enzymatische Aktivitdt von CD38: die Zyklaseaktivitdt wird herabgesetzt
und die Hydrolaseaktivitat verstarkt (van de Donk et al. 2016). Uber eine Fcy-Rezeptor-vermittelte
Kreuzvernetzung kann Daratumumab zudem die direkte Apoptose (PCD) von CD38-exprimierenden
Myelomzellen induzieren (Overdijk et al. 2016). Nicht zuletzt zeigt Daratumumab
immunmodulatorische Effekte. Durch Elimination CD38-positiver Suppressorzellen wie regulatorischer
T-Zellen, regulatorischer B-Zellen und myeloider Suppressorzellen in der Tumormikroumgebung fiihrt

Daratumumab zu einer gesteigerten Anti-Tumor-Immunitat (Krejcik et al. 2016).

1.6 Strategien zur Optimierung therapeutischer Antikdrper

Der Einsatz monoklonaler Antikérper ermdoglicht in vielen Fallen eine sehr gezielte und spezifische
Therapie verschiedener Erkrankungen. Um die Vorteile der Antikdrpereigenschaften fiir die Therapie
auszureizen und sie zu optimieren und zu verstarken, wurden vielfaltige Antikdrperformate und -

derivate entwickelt. Uber Protein-Engineering und Glyko-Engineering kénnen gezielte Veranderungen
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am Antikorper vorgenommen und somit sowohl Effektorfunktionen als auch pharmakokinetische
Eigenschaften beeinflusst werden (Goulet & Atkins 2020). Das Fc-Engineering, die gezielte
Veranderung des Fc-Teils eines Antikorpers, zielt darauf ab, Antikbrper mit verstarkten
Effektorfunktionen wie CDC, ADCC oder ADCP durch gesteigerte Bindungsaffinitdten zu Komplement
oder aktivierenden Fc-Rezeptoren zu generieren (Kellner et al. 2014). Im Vergleich zu Antikdrpern in
ihren natirlich vorkommenden Formen haben Antikorperfragmente aufgrund ihres reduzierten
Molekulargewichts den Vorteil einer erhohten Diffusionsrate ins Gewebe und somit hoherer
Bioverfligbarkeit (Goulet & Atkins 2020, 2020; Xenaki et al. 2017). Gleichzeitig bedingt die geringere
Grole eine schnellere Elimination. Haufig genutzte Formen der Antikorperfragmente sind Fab-
Fragmente oder das scFv (single chain Fv), welches aus den variablen Domé&nen Vy und V| besteht, die
mit einer Peptidkette verbunden sind (Abbildung 4). Der aus dem fehlenden Fc-Teil resultierende
Verlust von Effektormechanismen macht die Fragmente interessant fir Therapien, bei denen keine
Immunaktivierung erwiinscht ist (Goulet & Atkins 2020). Antikérpermultimere wiederum haben den
Vorteil einer erhéhten Bindung zum Antigen, sind jedoch aufwandiger in der Herstellung und bringen
ein hohes Molekulargewicht mit sich (Goulet & Atkins 2020). Antikdrperkonjugate kombinieren
Antikorper oder Antikdrperfragmente mit weiteren Wirkstoffen wie Immunstimulatoren, Toxinen oder
wiederum Antikorperfragmenten, wodurch die Wirkung verstarkt oder Eigenschaften wie Stabilitat
verbessert werden kénnen (Goulet & Atkins 2020; Shin et al. 2021). Besonders Antikdrper-Wirkstoff-
Konjugate mit Toxinen sind interessant flr anti-neoplastische Therapien, da sie die zytotoxische
Wirkung mit der Spezifitat des Antikorpers vereinen (Ponziani et al. 2020). Fusionsproteine sind eine
weitere Kategorie der Antikdrperkonjugate, sie verbinden die erwiinschten Eigenschaften des
Antikorpers mit den biologischen Wirkungen des konjugierten Proteins. Unter anderem kdnnen auch
Biomolekiile aus Grinden der Stabilisierung und Verlangerung der Halbwertszeit mit
Antikorperfragmenten wie Fc kombiniert werden (Goulet & Atkins 2020; Jafari et al. 2017).
Multispezifische Antikdrper resultieren aus der Kombination unterschiedlicher Antikérperdoméanen
und sind ein vielversprechendes Feld der Immuntherapie. Bispezifische Antikdrper besitzen zwei
verschiedene variable Fragmente und kénnen somit zwei Epitope binden. Die Bispezifitat ermdglicht
das gleichzeitige Blockieren zweier Signalwege oder eine spezifischere Bindung bestimmter Zelltypen
(Fan et al. 2015). Bispecific T cell engagers (BiTE) kombinieren ein gegen CD3 gerichtetes
Einzelkettenfragment der variablen Regionen (scFv) mit einem scFv gegen ein Tumorantigen. Dadurch
bringen BiTE-Molekiile wie Blinatumomab Antikérper, T-Zellen und Tumorzellen zusammen, um T-Zell-
Zytotoxizitat gegen die malignen Zellen hervorzurufen (Im & Pavletic 2017; Fan et al. 2015). Ebenfalls
eine interessante Entwicklung sind die sogenannten CAR T-Zellen (Chimeric Antigen Receptor T-Cells).
Es handelt sich um genetisch so modifizierte T-Zellen, welche auf ihrer Oberflaiche einen

Antigenrezeptor fir ein spezifisches Tumorantigen exprimieren, wodurch eine HLA-unabhangige
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Tumorerkennung, verstarkte T-Zell-Aktivierung und somit eine langanhaltende Antitumor-Aktivitat im

Patienten erzielt werden kann (Im & Pavletic 2017; Maus et al. 2014). Auch fiir die Therapie des

Multiplen Myeloms sind diese Strategien bereits zugelassen (Nishida & Yamada 2019).

Antikorper Antikorper-Wirkstoff- 1gG-like bispezifischer scFv
original Konjugat bispezifischer Antikorper
Antikorper

Abbildung 4: Schematische Darstellung verschiedener Antikérperformate und -derivate.

Links abgebildet ist ein originaler Antikérper vom Typ IgG. Ein Antikorper-Wirkstoff-Konjugat entsteht durch
Kopplung mit einem zumeist zytotoxischen Agenz am Fc-Teil. Bispezifische Antikdrper kdnnen das Format eines
vollstandigen Antikoérpers enthalten (IgG-like bispezifischer Antikorper) oder sich aus scFv zusammensetzen.
Abgewandelt nach (Wang et al. 2022).

1.6.1 Fc-Engineering zur Optimierung von monoklonalen Antikérpern

Eine Strategie zur Optimierung von Antikorpereffekten stellt die gezielte Verdnderung der Fc-Doméane
dar, um die Bindungsaffinitaten zu Fc-Rezeptoren und somit die Effektorfunktionen eines Antikorpers
zu beeinflussen und zu verbessern. Ziel dieses sogenannten Fc-Engineerings ist es, eine erhohte
Affinitat zu aktivierenden Fcy-Rezeptoren und eine verminderte Affinitat zum inhibitorischen FcyRIIB
zu erreichen (Kellner et al. 2014; Cartron et al. 2004). Sowohl die Aminosduresequenz des Fc-Teils als
auch die Glykosylierung bestimmen die Bindungsstarken zu den verschiedenen Fc-Rezeptortypen
(Shields et al. 2001; Wright & Morrison 1997). Durch gezieltes Fc-Engineering in diesen Bereichen
kénnen einzelne oder mehrere Effektormechanismen verstarkt werden. Antikérper gegen bestimmte
Antigene wie zum Beispiel CD19, die als native IgG1-Molekile bisher wenig Effekte zeigen, kénnen
durch Fc-Engineering der Tumortherapie zuganglich gemacht werden (Kellner et al. 2018). Ein Vorteil
des Fc-Engineerings ist zudem, dass optimierte Antikérper bei unterschiedlich hohen Expressionslevel
des Ziel-Antigens und auch bei geringer Antigenexpression eine Verstarkung der antikrperabhangigen
Zytotoxizitdt bewirken konnen (Lazar et al. 2006). Da Verdnderungen einer Fc-Bindestelle oft

wiederum Auswirkungen auf die Funktion anderer Bindestellen haben, ist es schwierig alle
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Effektormechanismen gleichzeitig zu steigern. Jedoch konnen Antikdrper mit verschiedenen
Wirkprofilen erstellt werden (Lazar et al. 2006).

Modifikationen im Bereich der Kohlenhydratketten werden als Glyko-Engineering bezeichnet. Hier
fiihrt beispielsweise ein reduzierter Fucose-Gehalt im Fc-Teil zu einer verbesserten ADCC-Induktion
(Shinkawa et al. 2003). Der CD20-Antikérper Obinutuzumab ist ein glyko-optimierter monoklonaler
Antikorper, der zur Therapie von B-Zell-Lymphomen eingesetzt wird. Er zeichnet sich durch eine durch
das Fc-Engineering erzielte erhéhte ADCC-Funktion aus. Aufgrund des gebundenen CD20-Epitops
induziert der Antikorper zusatzlich Zelltod, besitzt aber eine verminderte Komplementbindung und
CDC-Funktion (Im & Pavletic 2017; Mdssner et al. 2010).

Protein-Engineering hingegen bezeichnet Modifikationen im Bereich der Aminosduresequenz. Shields
und Kollegen identifizierten verschiedene Aminosdurereste im Fc-Teil von 1gG, die zu verstarkten
Bindungen zu einzelnen oder mehreren Fcy-Rezeptoren fihrten oder auch die Bindung zu bestimmten
Fcy-Rezeptoren verstarkten und gleichzeitig zu anderen Fcy-Rezeptortypen reduzierten (Shields et al.
2001). Fc-Varianten mit erhéhter FcyRINA-Bindung zeigten auch eine erhohte ADCC-Aktivitat (Shields
et al. 2001). Durch Protein-Engineering kénnen also Antikérper mit optimalen Effektorfunktionen
generiert werden. Lazar et al. generierten durch Aminosaureaustausch an der FcyR-Bindestelle eine
Fc-Variante mit verbesserten Effektorfunktionen. Die Fc-Variante S239D/1332E besaR eine stark
erhohte Affinitat zu FcyRllla sowie erhohte Affinitat zu FcyRlIla und FcyRllb. Im Vergleich zum Wildtyp
zeigte sie verbesserte ADCC- und ADCP-Funktionen bei unverminderter CDC-Funktion, welches an
PBMC von Spendern mit den FcyRllla-Varianten V158 und F158 getestet wurde (Lazar et al. 2006).
Inzwischen wurden einige Fc-optimierte Antikorper der Variante S239D/1332E hergestellt, darunter
der CD19-Antikoérper Tafasitamab (MOR208, XmAb5574). Tafasitamab konnte die ADCC gegen B-
Lymphom- und Leukamiezelllinien im Vergleich zum Wildtyp stark vervielfachen (Horton et al. 2008),
zeigte sowohl ADCC-Aktivitdt gegen ALL-Zellen von Patienten (Kellner et al. 2013) als auch eine
effiziente B-Zell-Depletion in vivo (Zalevsky et al. 2009) und fiihrte zu einer Eradikation von aus
Patienten stammenden ALL im Xenograft-Modell (Schewe et al. 2017). Auch in einer klinischen Phase-
Ila-Studie zeigte MOR208 Effektivitdt bei B-NHL-Patienten, insbesondere in Kombination mit
Lenalidomid (Jurczak et al. 2018), sodass diese Kombinationstherapie 2020 zur Behandlung
erwachsener Patienten mit rezidiviertem oder refraktarem DLBCL zugelassen wurde. Dem ebenfalls
Fc-optimierten CD133-Antikdrper 293C3-SDIE konnte eine gesteigerte ADCC gegen CD133-positive
AML-Zellen (Koerner et al. 2017) und gegen Kolonkarzinom-Zelllinien (Schmied et al. 2019b)
nachgewiesen werden. Wie diese Beispiele belegen, demonstriert die Fc-Variante $239D/I332E eine
vielversprechende Wirkung und stellt eine potenzielle Méglichkeit dar, Antikbrper mit verschiedenen

Zielantigenen insbesondere hinsichtlich ihrer ADCC-Funktion zu optimieren.
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Sowohl Glyko-Engineering als auch Protein-Engineering eignen sich zur Optimierung von Antikoérpern.
Beide Strategien kénnen auch erfolgreich miteinander kombiniert werden. Hiervon zeugen ein doppelt
Fc-optimierter CD20-Antikorper (Wirt et al. 2017) und doppelt optimierte CD19-Antikdrper (RoRBkopf
et al. 2020).

1.7 Synergistische Verstarkung von Antikorpereffekten durch Signalblockade

Bisher wurden vor allem Strategien zur Verbesserung der antikdrpervermittelten
Effektormechanismen dargestellt, die auf Verdanderung der Antikorperstruktur basieren. Eine weitere
Strategie zur Verbesserung der Antikérperwirkung besteht in der Kombination des Antikorpers mit
synergistisch wirkenden Substanzen, die in inhibitorische Signalwege der Immunantwort eingreifen,
also sogenannte Immun-Checkpoints angreifen. Die Interaktion des myeloischen inhibitorischen
Immunorezeptors signal regulatory protein a (SIRPa) und seines Bindungspartners CD47 stellt ein
inhibitorisches Signal dar, das die Phagozytose durch Makrophagen hemmt. Die Blockade dieses
antiphagozytotischen ,Don’t-eat-me‘-Signals bietet eine Moglichkeit, die durch Antikorper vermittelte

Phagozytose von Tumorzellen zu erhéhen (Barclay & van den Berg 2014).

1.7.1 SIRPa und CD47

CD47 ist ein auf allen Zellen, inklusive Erythrozyten und Thrombozyten, exprimiertes Protein mit finf
Transmembranregionen und einer Ig-ahnlichen Domane, die mit SIRPa interagiert (Barclay & van den
Berg 2014). SIRPaq, auch bezeichnet als SHPS-1 oder CD172a, erstmals 1996 beschrieben (Fujioka et al.
1996), besitzt drei Ig-dhnliche extrazellulare Doméanen, eine Transmembranregion und ein ITIM-Motiv
in der zytoplasmatischen Region, iiber welches es seine inhibierende Signalwirkung generiert. Uber die
N-terminale extrazelluldre V-Domane findet die Bindung zum Liganden CD47 statt. (Barclay & van den
Berg 2014; Matlung et al. 2017; van den Berg et al. 2004; Liu et al. 2007). Obwohl CD47 auf allen Zellen
vorkommt, variiert die CD47-Expression je nach Immunstatus oder Krankheit. Himatopoetische
Stammzellen und Vorlduferzellen zeigen eine hohe CD47-Expression, die bei Mobilisierung noch steigt.
Die Hochregulierung von CD47 senkt die Wahrscheinlichkeit fiir diese Zellen phagozytiert zu werden
(Jaiswal et al. 2009). Hohe CD47-Level wurden aber auch auf vielen verschiedenen Krebszellen
festgestellt, sowohl hdmatologischen (Jaiswal et al. 2009; Majeti et al. 2009) als auch nicht-
hdamatologischen Ursprungs (Willingham et al. 2012). Hohe CD47-Level scheinen von Bedeutung fur
das Uberleben der Krebszellen zu sein (Chao et al. 2010a; Majeti et al. 2009), wihrend eine
Herunterregulierung von CD47, wie sie bei der Hamophagozytischen Lymphohistiozytose auf
hdamatopoetischen Stammzellen stattfindet, bewirkt, dass diese Zellen eher phagozytiert werden
(Kuriyama et al. 2012). Im Gegensatz zu CD47, lassen sich bei SIRPa stabile und selektive

Expressionslevel beobachten (Adams et al. 1998). Die Expression von SIRPa findet sich vorwiegend auf
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myeloischen Zellen (Fujioka et al. 1996), darunter Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und
dendritische Zellen, aber auch auf neuronalen Zellen (Adams et al. 1998).

Friih wurde CD47 als Ligand des SIRPa identifiziert, zunachst als an der Zelladhasion beteiligte
Interaktion (Seiffert et al. 1999). Den Hinweis auf die Rolle von CD47 in der Homdostase
hamatopoetischer Zellen gaben Versuche mit CD47-defizienten Erythrozyten, die, nachdem sie
Wildtyp-Mausen infundiert wurden, innerhalb von Stunden durch Milzmakrophagen eliminiert
wurden (Oldenborg 2000; Barclay & van den Berg 2014). Auf normalen Erythrozyten verhinderte CD47
diese Eliminierung durch die Bindung von SIRPa auf den Makrophagen (Oldenborg 2000; Barclay & van
den Berg 2014). Der CD47-SIRPa-Interaktion wurde dementsprechend eine wichtige Rolle bei der
Hamostase und der immunologischen Selbsterkennung zugeschrieben (van den Berg & van der Schoot
2008). Es besteht ein relevanter Zusammenhang des CD47-SIRPa-vermittelten ,Don’t-eat-me’-Signals
und Krebserkrankungen (Matlung et al. 2017; Zhao et al. 2011). CD47-Uberexpression auf Tumorzellen
ist mit einer gesteigerten Pathogenitat und schlechteren Prognose assoziiert (Majeti et al. 2009; Chao
et al. 2010a; Jaiswal et al. 2009) und steht zudem im Zusammenhang mit einem schlechteren
Ansprechen auf eine tumorgerichtete Antikdrpertherapie (Zhao et al. 2011; Chao et al. 2010a; Majeti
et al. 2009; Willingham et al. 2012). Die CD47-Blockade durch einen CD47-gerichteten Antikorper
fliihrte bei verschiedenen Malignomen zu gesteigerter Phagozytose von Tumorzellen durch
Makrophagen, darunter hamatologische Malignome wie AML (Majeti et al. 2009), ALL (Chao et al.
2011; Majeti et al. 2009) und NHL (Chao et al. 2010a) und solide Malignome (Willingham et al. 2012).
Auch Zellen des Multiplen Myleoms Gberexprimieren CD47 und blockierende CD47-Antikorper zeigten
hier eine Anti-Tumor-Wirkung. Gegen RPMI 8226-Myelomzellen eingesetzt erhohten sie die
Phagozytose und hemmten das Myelomzellwachstum in vitro und in vivo Xenograft-Mausmodellen
(Kim et al. 2012). Ein blockierender CD47-Antikorper steigerte die Phagozytose von NHL-Zellen durch
Makrophagen und die Kombination mit Rituximab fuhrte zur Eliminierung von NHL im Xenograft-
Model. Der Synergismus schien dabei sowohl FcyR-abhangig als auch —unabhangig zu funktionieren
(Chao et al. 2010a). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die CD47-SIRPa-Achse vielversprechende
Zielstrukturen zur Verbesserung der Tumortherapie mit therapeutischen Antikérpern enthilt.
Untersuchungen der Kombinationen aus CD47/SIRPa—Blockade und klinisch eingesetzten Antikérpern
wie Rituximab, Trastuzumab und Cetuximab kénnen bereits gute Ergebnisse vorweisen (Weiskopf et
al. 2013; Chao et al. 2010a; Zhao et al. 2011). Der humanisierte 1gG4-CD47-Antikorper HuU5F9-G4
bewirkte in Kombination mit Rituximab die Eliminierung von AML und NHL im Xenograft-Model (Liu et
al. 2015a). Die Blockierung von CD47 durch Hu5F9-G4 in Kombination mit Rituximab resultierte in
kompletten Remissionen bei NHL-Patienten in einer klinischen Phase-I-Studie (Advani et al. 2018),
sodass weitere klinische Studien folgten (Sikic et al. 2019) und der Antikorper auch in Kombination mit

Cetuximab und als single-agent getestet wird (Weiskopf 2017). Die Unterbindung des CD47/SIRPa-
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vermittelten Signals erweist sich also als effektiv und vielversprechend in der Kombination mit
Tumorantikérpern, nicht nur vom IgG-Typ, sondern auch vom IgA-Typ (Treffers et al. 2020).
Die Arbeitsgruppe um Petrova und Kollegen erstellten ein Fusionsprotein SIRPaFc TTI-621, welches die
N-terminale V-Doméane des humanen SIRPa mit einer humanen IgG1-Fc-Region verbindet (Petrova et
al. 2017). TTI-621 zeigte potente Anti-Tumor-Aktivitat in vitro und in vivo, die einerseits auf die CD47-
Blockade des SIRPa, zu einem beachtlichen Teil aber auch auf die Fc-vermittelten Effektorfunktionen
der 1gG1-Region zurlickzufiihren ist. Eine weitere Untersuchung zeigte, dass TTI-621 eine gesteigerte
Phagozytose durch tumorassoziierte Makrophagen unterschiedlicher Polarisation bewirkt, sowohl
durch Makrophagensubpopulationen mit Expression hochaffiner FcyR als auch durch Subpopulationen
mit Expression niedrigaffiner FcyR (Lin et al. 2017). Da CD47 auf allen Geweben exprimiert wird, kann
der Einsatz eines CD47-Antikorpers mit funktionellem Fc-Teil, der FcyR-abhangie
Effektormechanismen wie CDC-, ADCC- oder ADCP-Aktivitdt hervorruft, problematische
Nebenwirkungen fiir gesunde Korperzellen mit sich bringen. Vor dem Hintergrund dieser
Uberlegungen wurden andere potentielle Therapeutika zur Blockade der CD47-SIRPa-Interaktion
entwickelt, darunter CD47- und SIRPa-Antikorper, rekombinante Proteine und Fab-Fragmente oder
bispezifische Antikorper, die nicht mehr mit FcR interagieren und deren Effekt allein auf der
Zielantigenbindung beruht (Weiskopf 2017; Zhao et al. 2011; Ring et al. 2017). Ein bivalentes sinige-
chain Antikorperfragment gegen CD47 demonstrierte in vivo Aktivitat gegen Myelomzellen auch durch
Apoptoseinduktion (Kikuchi et al. 2005). Die Antagonisierung von CD47 durch SIRPa-Varianten zeigte
ausgepragte synergistische Anti-Tumor-Wirkung mit diversen tumorspezifischen Antikorpern, aber
allein zeigten die SIRPa-Varianten keine Phagozytose-Induktion (Weiskopf et al. 2013). Die
Unterbindung von CD47-SIRPa-Interaktionen verstarkt die Eliminierung von Tumorzellen mittels
Phagozytose durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten insbesondere in Kombination mit
therapeutischen Antikérpern (Barclay & van den Berg 2014). Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die
CD47-SIRPa-Blockade liber eine verbesserte Antigenprdsentation auch die T-Zell-Antwort und damit
die Anti-Tumor-Immunitat unterstitzt (Matlung et al. 2017; Tseng et al. 2013; Liu et al. 2015b). Die
Verbesserung der spezifischen Antikorpertherapie konnte eine Reduzierung anderer
Tumormedikamente, wie Chemotherapeutika oder auch Bestrahlung erleichtern. Dies ist
insbesondere im Hinblick auf die Tatsache, dass Chemotherapien Leukopenien verursachen und somit
das Immunsystem und die zellvermittelten Effektorfunktionen von Antikdrpern schwachen, von
Interesse (Barclay & van den Berg 2014). Bei der CD47-SIRPa-Blockade handelt es sich also um eine
vielversprechende Strategie, mit der der klinische Effekt von therapeutischen Antikérpern und

moglicherweise die Tumortherapie insgesamt erheblich verbessert werden kénnte.
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1.8 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Therapeutische Antikdrper finden heutzutage unverzichtbare Anwendung in der Therapie vieler
maligner Erkrankungen. lhre Vorteile gegenliber anderen Therapieformen liegen in ihrer
Zielgenauigkeit und ihrem vergleichsweise glinstigen Nebenwirkungsprofil. Der therapeutische CD38-
Antikorper Daratumumab erzielt seit seiner Zulassung fir das Multiple Myelom groBe Erfolge.
Allerdings profitieren nicht alle Patienten gleichermalRen von der Therapie mit Daratumumab und das
Multiple Myelom gilt nach wie vor als unheilbar, weshalb weitere Verbesserungen in der
Antikdrpertherapie notig sind.

Zur Wirkung von Daratumumab tragen Fc-vermittelte Effektormechanismen wie CDC, ADCC oder ADCP
entscheidend bei. Daratumumab besitzt im Vergleich zu anderen CD38-Antikdrpern bereits eine
herausragende CDC-Aktivitat. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Strategien zur Verstarkung der
ADCC- und ADCP-Aktivitat untersucht. Diese Strategien basierten zum einen auf der Modifizierung des
Antikorpers durch Fc-Engineering und zum anderen auf der Blockade eines inhibitorischen
sogenannten ,Don’t-eat-me‘-Signals auf Makrophagen.

Zur Steigerung der ADCC sollte durch Protein-Engineering ein Fc-optimierter CD38-Antikdrper durch
Einfihrung der Aminosauresubstitution DE (S239D/1332E) hergestellt werden. Dieser sollte hinsichtlich
seines Bindungsverhaltens, seiner Zytotoxizitdt und seiner ADCP-Vermittlung mit dem klinisch
eingesetzten nativen IgG1-Antikorper Daratumumab verglichen werden.

Um die durch Daratumumab hervorgerufene ADCP zu steigern, sollte zusatzlich ein Fusionsprotein aus
einer SIRPa-Domaéne und einer nicht mit FcyR interagierenden Variante der IgG2-Fc-Domane generiert
werden, um die Interaktion zwischen dem inhibitorischen Rezeptor SIRPa auf Makrophagen und
seinem Liganden CD47 zu blockieren. Auf diese Art sollte der durch die SIRPa-CD47-Interaktion
vermittelte anti-phagozytotische Signalweg gehemmt werden. Das Fusionsprotein sollte auf sein
Bindungsverhalten und sein Potential zur Verbesserung der Daratumumab-vermittelten ADCP getestet
werden.

Mithilfe der so erzielten Ergebnisse sollten neue potenzielle therapeutische Antikorper und
Antikorper-Protein-Kombinationen zur Behandlung des Multiplen Myeloms und anderen CD38-

positiven Malignomen bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkulturmedium und —zusatze

Tabelle 2: Zellkulturmedium und -zusatze

Dulbecco’s Modified Eagle Medium gibco®, Life technologies™, Darmstadt, Deutschland
(DMEM)

Fetales Kdlberserum (FCS) gibco®, Life technologies™, Darmstadt, Deutschland
M-CSF R&D Systems, Minneapolis, USA

Monocyte Attachment Medium PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA
Roswell Park Memorial Institute Medium  gibco®, Life technologies™, Darmstadt, Deutschland
(RPMI) 1640

XVIVO 15 Lonza, Verviers, Belgien

2.1.2  Zelllinien
Tabelle 3: Zelllinien

CHO-K1 Chinesischer D10*
Hamster, Ovar

CHO-CD38 Chinesischer 1:10 D10*
Hamster, Ovar, stabil + Geneticin
CD38-transfiziert 500ug/ml

L363 Human, 1:.2-1:3, R10*
Plasmazellleukdmie  0.5x 10°- 1.5 x 10°

Zellen/ml

Lenti-X™ 293T Human, embryonale | 1:10 D10*
Nierenzellen, HEK 3x10%-40x10°
293-Subclon Zellen/175 cm?

Raji Human, Burkitt 1:5, R10*
Lymphom, EBV- 0.5x 10°-1x 10°
positiv Zellen/ml

RPMI 8226 Human, Multiples 1:2-1:3, R10*
Myelom 0.5x108-1x10°

Zellen/ml

DSMZ

(Puck et al. 1958;
Kao & Puck
1968; Ham 1965)
M. Peipp,
unpubliziert

DSMZ

(Diehl et al.
1978)

DSMZ

(DuBridge et al.
1987; Rio et al.
1985; Pear et al.
1993)

DSMZ
(Pulvertaft 1964)

DSMZ
(Matsuoka et al.
1967)

* D10*: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 % inaktiviertem (d. h. 56 °C fir 20 min)

fetalem Kalberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin

** R10*: Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 mit 10 % inaktiviertem (durch Erhitzen

auf 56 °C fiir 20 min) fetalem Kalberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin

DSMZ: Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
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2.1.3 Bakterienstamme

Tabelle 4: Bakterienstimme

Material und Methoden

E. coli One Shot Top 10 Competent cells
E. coli XL1 Blue Chem. Competent Cells

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 5: Chemikalien und Reagenzien

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

100 bp DNA ladder
2 x YT Agar

2 x YT Medium
2-Propanol
51Chrom (Na,CrO,)

7-AAD Viability Dye

Accutase

Acrylamid/Bisacrylamid 30 %, 37,5:1
Albumin Bovin Serum, Fraktion V
Ampicillin

Blotting-Grade Blocker

CaCl;

CaptureSelect™ human IgG-Fc Affintiy
Matrix
CaptureSelect™ IgG-CH1 Affintiy Matrix

Chloroquindiphosphat

DPBS (10X) Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline

DPBS (1X) Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline

Ethidiumbromidlosung 1 %

Ficoll-Paque™ PLUS
Flow-Count™ Fluorespheres
Gel Loading Dye Purple (6x)
Glycin

H20

H,O Distilled Water

Intratect® 50 g/I|

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,

Deutschland

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA

Thermo Fisher Scientific, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

gibco®, Life technologies™, Darmstadt,
Deutschland

gibco®, Life technologies™, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Little Chalfont, GB
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
New England BioLabs® Inc., Ipswich, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

gibco®, Life technologies™, Darmstadt,
Deutschland

gibco®, Life technologies™, Darmstadt,
Deutschland

Biotest, Birmingham, GB
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Mineralol

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-
ethansulfonsaure (HEPES)
Na;HPO,

NacCl

Natriumdodecylsulfat (SDS)

OmniPur® TEMED

OptiPhase SuperMix

Precision Plus Protein™ Standard

Precision Plus Protein™ Standard Dual Color
Restriktionspuffer NEBuffer™ 2.1 10X
Roti®-Blue

S.0.C. Medium

SeaKem® GTG™ Agarose

SeaKem® LE Agarose

SuperSignal® West Dura Extended Duration
Substrate
TRIS(hydroxymethyl)aminomethane

Triton X-100
Trypan Blue solution
Trypsin-EDTA

Tween 20

2.1.5 Puffer und Losungen

Tabelle 6: Puffer und Lésungen

Material und Methoden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
PerkinElmer,Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

New England Biolabs GmbH, Ipswich, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA
Lonza, Basel, Switzerland

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland
Thermo FisherScientific GmbH, Waltham, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

gibco®, Life technologies™, Darmstadt,
Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

1 x TAE

1xTBS

1 x TRIS

2 x HBS

5 x Proteinladepuffer (reduzierend)

40 mM TRIS-Acetat
1 mM EDTA

7,7 mM TRIS

150 mM NaCl

pH: 7,5

1 M TRIS

pH: 8,0

50 mM HEPES

280 mM NacCl

1,5 mM Na;HPO,
pH: 7,05

313 mM TRIS

10 % w/v SDS

0,05 % Bromophenolblau
50 % v/v Glycerin
0,5 M DTT
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Elutionspuffer Human-Fc-Affinitatsmatrix

Laufpuffer (SDS-Gel)

PBA (Protein blocking agent)

TBS-T

Transferpuffer (Western Blot)

2.1.6 Kits
Tabelle 7: Kits

Material und Methoden

0,1 M Glycin

pH: 3,0

25 mM TRIS

192 mM Glycin

0,1 % w/v SDS

pH: 8,3

1 x PBS

1 % Bovines Serum
7,7 mM Tris

150 mM Nacl

0,1 % v/v Tween 20
pH: 7,5

25 mM TRIS

192 mM Glycin

20 % v/v Methanol
pH: 8,3

Cell Proliferation Kit | (MTT)

CFSE Cell Division Tracker Kit

IncuCyte® pHrodo® Red Cell Labeling Kit
NucleoBond® Xtra Maxi

NucleoSpin® Plasmid

PKH 67 Green Fluorescent Cell Linker Kit
QlAquick Gel Extraction Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

2.1.7 Einmalmaterialien

Roche Holding AG, Basel, Schweiz
BioLegend®, San Diego, USA

IncuCyte®, Essen BioScience, Ann Arbor, USA
Macherey-Nagel GmbH, Diren, Deutschland
Macherey-Nagel GmbH, Diiren,Deutschland
SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Life
Corporation, Carlsbad, USA

Technologies

Die verwendeten Einmalmaterialien wurden von Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht, Deutschland) oder

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) bezogen, sofern nicht anders angegeben.

Tabelle 8: Einmalmaterialien

Cell Scraper 25 cm

Costar®Assay Plate, 96 Well
Counterplatte ADCC

Einwegskalpel

Parafilm M®

Poly-Prep® Chromatrography Columns
S-Monovette® 8.2 mL 9NC

Sarstedt, Inc., Newton, USA

Corning Inc., Corning, USA

Perkin-Elmer, Waltam, USA

Feather®, Osaka, Japan

Bemis®, Neenah, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland
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Acrodisc® Syringe Filters
Steritop®

TopSeal™-A Plus

Vivaspin® 6

Extra Thick Blot Filter Paper
Immuno-Blot® PVDF-Membran

ZelluTrans Dialyseschlauch

2.1.8 Laborgerate und -utensilien

Tabelle 9: Laborgerdte und -utensilien

Material und Methoden

Pall Corporation, Port Washington, New York, USA
Merck Millipore, Billerica, USA

PerkinElmer, Waltham, USA

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

5075 EL Autoklaviergeriit

AF 206

Bio Vortex V1

BIOFUGE pico

Block heater SBH130D

Heraeus T12 Inkubator

Centrifuge 5417R

Certomat® BS-T Schiittelinkubator
Consort E143

Cytosperm 2 Brutschrank
DryEase® Gel Drying System

E.A.S.Y®Doc UV Transilluminator

ECOM-P 4153 Absaugpumpe

ED Heating Immersion Circulator
Function Line Brutschrank
Galaxy Mini

GVM20 GelVue UV Light Box
HERAsafe Sicherheitswerkbank

LB 124 Kontaminationsmonitor

Megafuge 1.0 R
Milli-Q® Synthesis A10®

Mini-PROTEIN® 3 Cell
Multifuge 3 S-R
Multifuge 35+
Pipetboy acu

Pipetus®

Systec GmbH, Linden, Deutschland
Scotsman Ice Systems USA, Vernon Hill, USA
Lab4You GmbH, Berlin, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Stuart®, Stone, GB

Heraeus, Hanau, Deutschland

eppendorf, Hamburg, Deutschland

B. Braun Biotech, Melsungen, Deutschland
Consort, bvba, Turnhout, Belgium

Heraeus, Hanau, Deutschland
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch,
Deutschland
eppendorf, Hamburg, Deutschland

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
VWR International, Radnor, USA
Syngene, Cambridge, GB

Heraeus, Hanau, Deutschland

Berthold Technologies GmbH & Co KG, Bad
Wildbad,Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Millipore Corporation, jetzt Merck, Millipore,
Burlington, Massachusetts, United States
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham, USA
Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Hirschmann Laborgerate GmbH
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PowerPacTM HC
RCT basic Magnetriihrgerdt
Shaker 3006

Sorvall®RC 6 Zentrifuge
TE 1502S Waage
Thermomixer comfort
Thermomixer compact
Titramax 101

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Vacusafe comfort Vakuumpumpe
Waterbath WNB 45

XB 2200C Waage
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

PowerPac™ HC

2.1.9 Messgerate

Tabelle 10: Messgerdte

Material und Methoden

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
IKA®, Staufen im Breisgau, Deutschland

Gesellschaft flr Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham, USA

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
eppendorf, Hamburg, Deutschland
eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Schwabach,
Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal, Germany

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland
Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Schweiz

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

1450 MicroBeta TriLux

BioPhotometer

HI 2211 pH/ORP Meter

Navios™ Flow Cytometer

Neubauer Zadhlkammer

Gel Doc™ XR+ Gel Documentation System
Sunrise™ Photmeter

Axiovert 40 C Mikroskop

IncuCyte® Live-Cell Analysis System

2.1.10 Enzyme

Tabelle 11: Enzyme

PerkinElmer, Waltham, USA

eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hanna Instruments, Woonsocket, USA
Beckman Coulter, Brea, USA

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Tecan Group Ltd., Madnnedorf, Schweiz
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

IncuCyte®, Essen BioScience, Ann Arbor, USA

T4 DNA-Ligase
Restriktionsenzym BsrGl

Restriktionsenzym Nhel

Roche Holding AG, Basel, Schweiz
New England Biolabs GmbH, Ipswich, USA
New England Biolabs GmbH, Ipswich, USA
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Material und Methoden

2.1.11 Antikorper

Tabelle 12: Konjugierte Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

CD138-PE
CD14-APC
CD14-FITC
CD16-FITC
CD16-PE

CD172a (SIRPa)-PE

CD19-PE
CD32-PE
CD47-PE

CD64-FITC
CD64-PE
CD86-PE

Fluorescein (FITC)
AffiniPure F(ab'),
Fragment Goat Anti-
Human IgG, Fcy
fragment specific
1gG1-FITC

IgG1-PE
I1gG2a-APC
IgG2a-FITC
IgG2a-PE

REA Control (S)-PE

IgG1 Maus, Klon B-A38
IgG2a, Maus, Klon RM052
IgG2a, Maus, Klon RMO52
IgG1, Maus, Klon 3G8

IgG1, Maus, Klon 3G8
Humaner IgG1, Klon REA144

IgG1, Maus, Klon J3-119
IlgG2a, Maus, Klon 2E1
humaner IgG1, Klon REA170

1gG1, Maus, Klon 22
IgG1, Maus, Klon 22
1gG2b, Maus, Klon HA5.2B7
F(ab'), Fragment, polyklonal

Maus, Klon 679.1Mc7
Maus, Klon 679.1Mc7
Maus, Klon 7T4-1F5

Maus, Klon 7T4-1F5

Maus, Klon 7T4-1F5
humaner IgG1, Klon REA293

Tabelle 13: Konjugierte Antikorper fiir den Western Blot

Goat anti-Human IgG HRP

Monoclonal anti-human kappa

light chains HRP

Puffer:

Verdiinnung: 1:2000

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, INC., West Grove, USA

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

TBS + 5.0 % Blotting-Grade

Blocker

Puffer:

Verdiinnung: 1:2500

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BS+3.2%BSA+2.0%
Blotting-Grade Blocker
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Tabelle 14: Unkonjugierte Antikérper

4D5-DE

4D5-1gG2c

CD3-1gG2c

B6H12
(TH-69)

Cetuximab

Dara-DE

Daratumumab
Rituximab

Rituximab-DE

SIRPa-IgG20
(SIRPa-Fco)

Trastuzumab

monoklonal, mutierter 1IgG1, S239D/1332E,
anti-HER2

monoklonal, modifizierter IgG2,
V234A/G237A/P238S/H268A/V309L/A330S/P331S,
anti-HER2

monoklonal, modifizierter IgG2,
V234A/G237A/P238S/H268A/V309L/A330S/P331S,
CD3

monoklonal, murin, 1IgG1, CD47

monoklonal, murin, IgG1, CD7

Erbitux® chimar, monoklonal, IgG1, anti-EGFR

monoklonal, mutierter 1IgG1, S239D/I332E, CD38

Darzalex®, human, monoklonal, 1gG1, CD38
MabThera®, chimar, monoklonal, IgG1, CD20

monoklonal, mutierter 1IgG1, S239D/I332E, CD20

monoklonal, modifizierter IgG2,
V234A/G237A/P238S/H268A/V309L/A330S/P331S,
SIRPal118mer (V2, AS 31-148)

Herceptin®, humanisiert, monoklonal, IgG1, anti-
HER2,

Material und Methoden

M. Peipp, unpubliziert

M. Peipp, unpubliziert

M. Peipp, unpubliziert

eBioscience™

(Baum et al. 2003)
Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

N/A

Janssen Pharmaceutical,
Beerse, Belgien

Roche Holding AG, Basel,
Schweiz

M. Peipp, unpubliziert

N/A

Roche Holding AG, Basel,
Schweiz

2.1.12 Plasmide

Tabelle 15: Plasmide

pSEC-SIRPa-IgG2 K.O. (o)

pEx-SIRPa for 1gG2 K.O.(0)
pSec-CD3 (=UCHT1)-HC-1gG2 K.O.(o)

(#750)

pSEC-CD3(=UCHT1)-light chain

(#737)

pSec-HC-RTX Leader-Dara-V90

(#853)

pSec-VL-RTX Leader-Dara-VL

(#852)
pSec-Trastuzumab-LC
(#135)

pSec-HC-4D5-1gG2 K.O.(o)

Vektor zur Herstellung von SIRPa-Fco
Vektor zur Herstellung von SIRPa-Fco

Vektor zur Herstellung der schweren Kette von CD3-
1gG20

Vektor zur Herstellung der leichten Kette von CD3-1gG20
Vektor zur Herstellung der schweren Kette von Dara-DE
Vektor zur Herstellung der leichten Kette von Dara-DE

Vektor zur Herstellung der leichten Kette von 4D5-DE

Vektor zur Herstellung der schweren Kette von 4D5-DE

(der Arbeitsgruppe M. Peipp, Sektion fiir Antikorperbasierte Immuntherapie, Innere Klinik I, UKSH Kiel

vorliegend)
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2.1.13 Softwareprogramme

Tabelle 16: Softwareprogramme

Material und Methoden

EasyWin 32
GraphPad Prism 8.1.2

IncuCyte® Analysis Software

Kaluza Analysis-Software v.1.1

Microsoft Excel
Microsoft PowerPoint
Microsoft Word

Quantity 1-D Analysis Software

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, Deutschland
GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
IncuCyte®, Essen BioScience, Ann Arbor, Michigan, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA nach ihrer MolekulgroRe erfolgte mittels Gelelektrophorese im 1%igen (w/v)
Agarosegel. Die DNA wurde mit Farbstoff (Gel Loading Dye Purple (6x), New England BiolLabs® Inc.)
versetzt und neben einer DNA-Standardleiter (100 bp DNA ladder, Carl Roth GmbH & Co. KG) auf das
Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V fiir ca. 40 Minuten. Als Laufpuffer diente 1 x TAE.
Das Gel wurde 30 Minuten in Ethidiumbromidlésung inkubiert, um die DNA-Banden mithilfe eines
UV-Transilluminators (Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, Deutschland) sichtbar zu machen und zu

dokumentieren.

2.2.2  Restriktionsverdau

Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsendonukleasen in lineare DNA-Fragmente gespalten, um in
einer Ligationsreaktion neu rekombiniert zu werden. Ein Restriktionsansatz beinhaltete jeweils
10 Einheiten zweier Restriktionsenzyme auf 2 ug DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Es wurden
die vom Hersteller empfohlenen Restriktionspuffer verwendet. Auf den Restriktionsansatz wurden
20 ul Mineraldl als Verdunstungsschutz geschichtet und fiir 4 h bei 37 °C inkubiert. Es erfolgte eine

Auftrennung der Restriktionsprodukte mittels DNA-Gelelektrophorese.

2.2.3 Gel-Exktraktion von DNA-Fragmenten

Die entsprechenden DNA-Produkte des Restriktionsverdaus wurden aus dem Gel geschnitten und mit
dem QIAquick Gel Extraktion Kit (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers extrahiert. Eine Probe der
extrahierten DNA wurde mittels DNA-Gelektrophorese Gberprift, bevor sie fiir eine Ligationsreaktion

verwendet wurde.

2.2.4 Ligation von linearer DNA
Fiir eine Ligationsreaktion wurde ein Ansatz aus 7 pl Vektor-DNA, 10 pl Insert-DNA, 1 ul T4 Ligase
(Roche) und 2 pl 10x Ligasepuffer erstellt und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgte die

Transformation in E. coli Bakterien.

2.2.5 Transformation von Plasmid-DNA

Transformation bezeichnet die Einschleusung freier DNA in Bakterienzellen. Durch das
Bakterienwachstum wird die eingeschleuste Plasmid-DNA vervielfdltigt. Fir eine Transformation
wurden chemisch kompetente E. coli-Zellen (XL1-Blue Competent Cells, Agilent Technologies, Santa
Clara, USA oder One Shot Top 10 Competent Cells) auf Eis aufgetaut, mit 10 pg der entsprechenden
Plasmid-DNA oder 4 pul eines Ligationsansatztes gemischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es

folgte ein Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C fir 30 Sekunden. Im Anschluss daran wurden 200 pl
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Material und Methoden

S.0.C. Medium (Raumtemperatur) hinzugegeben und die Bakterien eine Stunde bei 37 °C geschiittelt
(250 U/min). Die Bakterien wurden zur Selektion auf Ampicillin-haltigen (100 pug/ml) 2X YT-Agarplatten

ausgestrichen und liber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.6 Analyse von Klonierungsprodukten

Einzelne Klone wurden ausgewahlt und in 3 ml Ampicillin-haltigem 2X YT Medium fiir 4 h bei 37 °Cim
Schittler (250 U/min) kultiviert. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA mit dem NucleoSpin® Plasmid
Kit (Macherey-Nagel GmbH, Diren, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers aus den
transformierten Bakterien isoliert. Die klonierte DNA wurde mittels Restriktionsverdau und

anschlieRender DNA-Gelelektrophorese liberprift.

2.2.7 lsolation von Plasmid-DNA

Fir die Vervielfaltigung von Plasmid-DNA zum weiteren Gebrauch wurde ein Bakterienklon mit der
gewdiinschten Plasmid-DNA auf eine 200 ml-Kultur mit Ampicillin-haltigem 2X YT-Medium expandiert
und fir 18 h bei 37 °C geschittelt (225 U/min). Die Plasmid-DNA wurde mithilfe des NucleoBond® Xtra
Maxi Kits (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers aus den
Bakterienzellen isoliert. Die Konzentration der DNA wurde durch Absorptionsmessungen im

BioPhotometer bei 260 nm bestimmt, wobei die Ratiozso/280 zur Abschatzung der Reinheit diente.

2.2.8 DNA-Sequenzanalyse
Eine genaue Analyse der die Klonierung erhaltenen DNA-Konstrukte erfolgte mittels Sanger-
Sequenzierung und wurde vom Institut fir Klinische Molekularbiologie der Christian-Albrechts-

Universitat zu Kiel durchgefiihrt.

2.2.9 Zellkultur

Alle verwendeten Zellen und Zelllinien wurden bei 37 °C und 6 % CO,-Atmosphare in Zellkulturflaschen
der Firma Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht, Deutschland) kultiviert. Zelllinien in Suspension wurden
zweimal pro Woche, adhdrente Zelllinien einmal pro Woche passagiert. Um adharente Zellen zu
passagieren, wurden die Zellen zuerst mit PBS gewaschen und anschlieRend mit Accutase oder Trypsin-
EDTA abgelost. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Medium beendet und die gewiinschte Zellzahl
in neue Kulturflaschen ausgesat. Die verwendeten Medien und die Passagierverhiltnisse sind in
Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Auszdhlung von Zellen erfolgte nach Anfarbung mit Trypanblau in einer

Neubauer-Zahlkammer.

2.2.10 Expression mittels Kalziumphosphat-Transfektion
Die Einschleusung von DNA in eukaryote Zellen wird als Transfektion bezeichnet. Es wurde eine

Kalziumphosphat-Transfektion mit Chloroquin an Lenti-X 293T-Zellen durchgefiihrt, um Antikérper
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Material und Methoden

und Proteinkonstrukte zu exprimieren. Fiir die Transfektion wurden auf 50 bis 100 Zellkulturschalen
(Durchmesser: 10 cm) jeweils 3 x 10° Lenti-X 293T-Zellen in 10 ml D10*-Medium ausgesit und fiir 24 h
im Zellinkubationsschrank ruhen gelassen. Am nachsten Tag fand vor der Transfektion ein
Mediumwechsel mit Zugabe von 8 ml Frischmedium statt. Es wurde ein Transfektionsansatz mit 1 ml
Gesamtvolumen angefertigt, der je Kulturschale 20 pug Plasmid-DNA, 100 ul CaCl, (2,5 mol/I) und 5 ul
Chloroquin (100 mmol/l) und H,0 enthielt. Der Ansatz wurde dann sehr langsam zu einem gleichen
Volumen 2x HBS-Puffer hinzugefiigt, indem im Puffer mit einer Pipette stdndig vermischt und der
Transfektionsansatz darauf getropft wurde. Vom fertigen Transfektionsmix wurden nun 2 ml je Schale
auf die Zellen gegeben und vorsichtig verteilt. Die Platten wurden 8 h inkubiert, danach erfolgte ein
Mediumwechsel. Alle zwei Tage wurden die Uberstinde der transfizierten Zellen gesammelt und die
Zellen mit frischem Medium versorgt. Die Uberstinde wurden zur Reinigung von Zellbestandteilen
abzentrifugiert (3287 x g, 20 min bei 4 °C), Gber einen Steritop®-Filter steril filtriert und bei 4 °C bis zur

Proteinreinigung gelagert.

2.2.11 Proteinreinigung

Die Reinigung von exprimierten Proteinen erfolgte Uber Affinitditschromatographie mit einer
CaptureSelect™ Affintiy Matrix (Thermo Fisher Scientific). Die aus der Transfektion gewonnenen und
zusammengefiihrten Losungsiberstande wurden auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt. Pro Liter
Uberstand wurde 1 ml CaptureSelect™ Affintiy Matrix (iber Nacht langsam bei 4 °C eingeriihrt. Am
nachsten Tag wurde die Antikérper gebundene Matrix durch wiederholte Zentrifugation bei 830 x g
fiir 10 Minuten gesammelt. Um Verluste zu vermeiden, wurden Reste durch Nachspiilen mit geringen
Mengen PBS aufgefangen. AnschlieBend wurde die Matrix auf eine mit PBS kalibrierte Poly-Prep-
Chromatographiesaule aufgetragen. Es wurden zwei Waschschritte mit 10 ml kaltem 1 x PBS
durchgefihrt. 100 pl TRIS (1 mol/l, pH 8) wurden in EppendorfgefaRe vorgelegt und es erfolgte die
Elution mit 5 ml kaltem Elutionspuffer (0,1 mol/l Glycin, pH 3,0) in 10 Fraktionen a 500 pl. Die Protein-
haltigen Fraktionen wurden anschlieBend mittels Gelelektrophorese identifiziert und vereinigt. Sie
wurden gegen 1x PBS (64.000.000-fach) dialysiert, liber eine Vivaspin®-Saule konzentriert und steril
filtriert. Die Proteinkonzentration wurde mittels Gelelektrophorese durch Vergleich von
VerdlUnnungsreihen mit einem Protein dhnlicher GroRe ermittelt und die Ergebnisse mittels BCA-
Proteinbestimmung verifiziert, welche mit einem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) nach Anleitung des Herstellers (Mikrotitierplattenverfahren) durchgefiihrt wurden.

Genaue Angaben (ber die jeweils verwendete CaptureSelect™ Affintiy Matrix und die

Vergleichsproteine zur Konzentrationsbestimmung sind in Kapitel 3.1.1 und 3.3.2 zu finden.
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2.2.12 Protein-Gelelektrophorese

Proteine wurden mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
ihrer molekularen Grof3e aufgetrennt. Die Zusammensetzung der verwendeten Gele ist in Tabelle 17
aufgefiihrt. Die Proteine wurden durch reduzierenden Ladepuffer (5 x) und Erhitzen auf 95 °C fiir
10 min denaturiert und neben 5 pl Protein-Standard (Precision Plus Protein™ Standard Dual Color)
aufgetragen. Zum Passieren des Sammelgels wurde zunéchst eine Spannung von 120 V fiir 10 Minuten
angelegt, die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei einer Spannung von 140 V. Das Gel wurde lber
Nacht zur Visualisierung der Proteinbanden in Coomassie-haltiger Roti®-Blue-L6sung (Carl Roth GmbH

& Co. KG) gefarbt und das Ergebnis mit dem Gel Doc™ XR+ Geldokumentationssystem festgehalten.

Tabelle 17: Zusammensetzung von 10%igen Polyacrylamidgelen, Ansatz fir zwei Gele

Trenngel Sammelgel
H,O 3,252 ml 2,292 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 30 % 2,668 ml 0,667
TRIS (1,5 mol/l) 2,001 ml -
TRIS (0,5 mol/l) - 1,000 ml
SDS 10 % 80 40 pl
APS 10 % 60 ul 20 ul
TEMED 6 ul 4l

2.2.13 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mittles
Elektrophorese auf PVDF-Membranen transferiert und durch Peroxidase-gekoppelte Antikdrper
nachgewiesen. Zur Vorbereitung des Elektrotransfers wurden das Gel und zwei Filterpapiere (Bio-Rad)
in Transferpuffer eingelegt. Eine Immuno-Blot® PVDF-Membran (Bio-Rad) wurde fiir eine Minute in
Methanol getaucht, anschlieBend mit destilliertem Wasser abgespilt und ebenfalls in Transferpuffer
gelegt. Nun wurde das Gel auf die PVDF-Membran gelegt und beide zwischen den Filterpapieren
angeordnet. Der Proteintransfer erfolgte in einer Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) bei
15 V fir eine Stunde. Um freie Bindesstellen fiir Proteinbindung zu blockieren, wurde die Membran
fiir eine Stunde mit Blockierlésung unter Schwenken inkubiert. Die Blockierlésungen unterschieden
sich je nach verwendetem Antikorper und sind in Tabelle 13 aufgefiihrt. Es folgten drei Waschschritte
mit TBS-T und anschlieend die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Antikdrper zum
direkten Proteinnachweis. Zur Visualisierung wurde fiir 90 Sekunden mit SuperSignal® West Dura
Extended Duration Substrate (Thermo Fisher) inkubiert und das Ergebnis mit dem Molecular Gel Doc

XR+ system (Bio-Rad) festgehalten.
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2.2.14 Durchflusszytometrie
Die Immunfluoreszenzanalysen wurden mit einem Navios™ Durchflusszytometer (Beckman Coulter,

Fullerton, USA) durchgefihrt.

2.2.14.1 Direkte Markierung von Oberflachenantigenen

Fiir die direkte Markierung zellularer Oberflachenantigene wurden 500.000 Zellen in ein Messréhrchen
iberfiihrt, mit 2 ml PBA gewaschen und 5 Minuten bei 544 x g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen in 40 pul PBA und 10 pl IVIg (Intratect®, zu 10 mg/ml mit PBS verdiinnt)
resuspendiert. Nun wurden je 10 ul der gewliinschten an ein Fluorochrom gekopppelten Antikérper
hinzugegeben und mit PBA auf ein Gesamtvolumen von 100 pl aufgefillt. Die Ansatze wurden gut
gemischt und 30 Minuten auf Eis und in Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend wurden 400 ml PBA

hinzugegeben und die Proben im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.14.2 Indirekte Messung

Die Bindung von Antikdrpern bzw. Proteinen auf bestimmten Zellen wurde indirekt mithilfe von
fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorpern gemessen. Analog zur direkten Messung wurden
500.000 Zellen in einem Messrohrchen mit PBA gewaschen und der Uberstand verworfen. Nun folgte
die Inkubation mit dem Priméarantikorper bei einer Konzentration von 100 pg/ml in 50 ul PBA fiir eine
Stunde auf Eis. Danach wurde mit 4 ml PBA gewaschen (5 min Zentrifugation bei 544 x g bei 4 °C), der
Uberstand verworfen und es folgte die Inkubation mit dem Fluorochrom-gekoppelten
Sekundarantikérper, 1:20 verdiinnt in 30 ul PBA, fiir 30 Minuten in Dunkelheit auf Eis. Nach einem
weiteren Waschschritt mit 4 ml PBA wurden 500 pl PBA hinzugegeben und die Proben im
Durchflusszytometer analysiert.

Wenn nicht anders erwdhnt, wurden in jeder Probe 10.000 Ereignisse gemessen. Tote Zellen und
Zellmaterial wurden aus allen Messungen durch entsprechende Analysefenster Gber den Forward- und

Sidewardscatter (Vorwarts- und Seitwartsstreulicht) ausgeschlossen.

2.2.15 Praparation von Mononuklearen Zellen

Mononukleare Zellen (MNC) wurden aus dem peripheren Blut freiwilliger Spender, die ihr schriftliches
Einverstandis gegeben hatten, isoliert. Das periphere Blut wurde in Form von Vollblut in Citrat-
Monovetten und aus Leukozytenreduktionssystem(LRS)-Kammern erhalten. LRS-Kammern enthalten
Blut mit einem hohen Anteil MNC, welches bei routinemaRigen Thrombozytenspenden durch
Abtrennung von den Thrombozyten anfallt. Die Isolierung der MNC erfolgte durch
Dichtegradientenzentrifugation unter Verwendung von Ficoll-Hypaque-L6sung, bei der die

Blutbestandteile anhand ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit aufgetrennt werden.
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2.2.15.1 MNC-Praparation aus Citrat-Vollblut

Zur Praparation von MNC aus Citrat-Vollblut wurden jeweils 7 ml Blut vorsichtig auf 6 ml Ficoll-Paque™
PLUS ohne Vermischung aufgeschichtet und 20 Minuten bei 1320xg ohne Bremsvorgang
zentrifugiert. Die Auftrennung der Blutbestandteile wurde mit folgenden Schichten von oben nach
unten sichtbar: Blutplasma, mononukledre Zellen, Ficoll-Hypaque, polymorphkernige Leukozyten,
Erythrozyten. Nach Entfernung der Plasmaschicht wurden die als schmale, weiliche Schicht
erkennbaren mononukleadren Zellen entnommen. Sie wurden dreimal mit 50 ml PBS gewaschen, bei
544 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet aufgeklopft. Die Kontamination
mit Erythrozyten wurde durch eine hypotone Lyse minimiert. Dafiir wurden die Zellen mit 45 ml
eiskaltem destillierten Wasser gemischt und fiir maximal 30 Sekunden inkubiert. Die Lyse wurde durch
5 ml 10 x PBS gestoppt. Die erhaltenen MNC wurden gezahlt und in R10*-Medium zu gewiinschter

Konzentration aufgenommen.

2.2.15.2 MNC-Praparation aus LRS-Blut
Blut aus LRS-Kammern wurde zur Praparation zunachst verdiinnt, indem es mit PBS auf ein Volumen
von 40 ml aufgefillt wurde. Auf 15 ml Ficoll-Paque™ PLUS wurden dann 10 ml des verdiinnten Blutes

aufgeschichtet. Die weitere Prdparation erfolgte analog zur Praparation aus Citrat-Vollblut.

2.2.16 Differenzierung von MNC zu Makrophagen

Um Makrophagen zu erhalten, wurden die Monozyten aus MNC isoliert und zu Makrophagen
differenziert. Die Isolierung der Monozyten erfolgte durch ein physikalisches Verfahren, das die starke
Adhérenz der Monozyten an Oberfldchen nutzt. Es wurden 80 x 1068 MNC in 10 ml Attachmentmedium
in 75 cm?-Zellkulturflaschen ausgesat und fir 30 Minuten bei 37 °C zur Adhision am Flaschenboden
inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium abgezogen und verworfen und die Zellen dreimal mit
10 ml PBS abgespiilt, womit schwacher haftende Lymphozyten entfernt wurden. Die Kultivierung
erfolgte zunachst in 10 ml XVIVO15-Medium (1 % Penicillin/Streptomycin). Nach 24 h und nach 72 h
erfolgten Medienwechsel mit erneutem Abspilen der Zellen mit PBS. Zur Differenzierung wurde dem
XVIVO15-Medium M-CSF (50 ng/ml auf 10 ml) beigefiigt. Die Makrophagen wurden 7 Tage nach dem
Aussden flr funktionale Analysen verwendet. Im Zuge der Experimente wurde regelmaRig die
Expression von Fc-Rezeptoren und anderen Makrophagen-Antigenen durchflusszytometrisch

untersucht.

2.2.17 Verwendung von Makrophagen flr experimentelle Analysen
Um die Makrophagen aus den Kulturflaschen herauszulésen, wurden sie zuerst mit PBS gewaschen
und dann mit Accutase behandelt. War das Ablosen der Makrophagen mit Accutase allein nicht

moglich, wurde zusatzlich sehr vorsichtig ein Zellschaber verwendet. Die Makrophagen wurden in
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R10*-Medium aufgenommen, gezahlt und bei 544 x g fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Das Pelett wurde

in R10*-Medium suspendiert und die Makrophagen fiir Experimente verwendet.

2.2.18 >'Chrom-Freisetzungsversuch

Die ADCC wurde in *Chrom-Freisetzungsversuchen bestimmt. Radioaktives *'Chrom in Form von
Natriumchromat wird von Zellen aufgenommen und beim Tot der Zellen durch Zelllyse ins Medium
freigesetzt. Die Radioaktivitit des freigesetzten *'Chroms kann mit einem Szintillationszdhler

detektiert werden und dient als Mal3 der Zelllyse.

2.2.18.1 Chromierung der Zielzellen

Fiir eine Versuchsplatte wurden 1,2 x 10° Zielzellen in ein 50 ml-Falcon tberfiihrt und bei 850 x g fir
5 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet vorsichtig aufgeklopft. Die
Zellen wurden mit 100 pl >Chrom versetzt und fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal mit 7 ml Medium gewaschen und 5 Minuten bei 670x g
zentrifugiert, und anschlieBend in 10 ml Medium aufgenommen. Bei einem Verlust von 0,2 x 10° Zellen

(20 %) durch die Prozedur resultierte eine Zielzellsuspension mit 10° Zellen/ml.

2.2.18.2 Versuchsdurchfihrung

Die >!Chrom-Freisetzungsversuche wurden in 96-Well-Mikrotitierplatten mit einem Effektorzell-
Zielzell (E:T)-Verhaltnis von 40:1 und einem Endvolumen von 200 pl durchgefiihrt. In die Wells wurden
zunachst 100 pl R10*-Medium vorgelegt und Antikdrper in vorgesehener Konzentration pipettiert,
danach wurden 200.000 Effektorzellen und 5.000 chromierte Zielzellen in jeweils 50 pl Medium
hinzugegeben. Um die Maximalfreisetzung (Maximallyse) zu bestimmen, wurden die Zielzellen mit
100 pl Triton X-100 versetzt. Die basale Freisetzung (Basallyse) wurde ohne Zusatz von Effektorzellen
und Antikorpern bestimmt. Der Versuch wurde fir 4 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach
Abschluss der Inkubationszeit wurde die Platte fiir 5 Minuten bei 830 x g zentrifugiert. Auf eine
Counter-Platte (PerkinElmer, Waltham, USA) wurden 125 ul OptiPhase SuperMix pro Well vorgelegt.
Dann wurden 25 pl der Versuchsiiberstiande auf die Counterplatte (ibertragen und diese mit Folie
(TopSeal™-A Plus, PerkinElmer) verschlossen und 15 Minuten auf einem Schittler inkubiert. Die
Messung erfolgte anschlieRend in einem Szintillations- und Lumineszenzzéhler 1450 MicroBeta TriLux
(PerkinElmer). Zur Berechnung der spezifischen Lyse wurden Maximallyse und Basallyse
herangezogen:

% L _ Messwert [cpm] — Basallyse [cpm] 100
oLyse = Maximallyse [cpm] — Basallyse [cpm]
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2.2.19 Detektion von Phagozytose mittels Durchflusszytometrie

2.2.19.1 Detektion von ADCP durch Analyse der Makrophagen

Die Detektion von ADCP gelang durch Analyse der Makrophagen und ihrer Phagozytoseaktivitat im
Durchflusszytometer. In diesen Phagozytoseversuchen wurden die Zielzellen zunachst mit einem
fluoreszierenden Membranfarbstoff markiert und anschlieBend mit den Makrophagen inkubiert. Nach
Ablauf des Phagozytoseversuchs wurden zwei weitere Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung der
Makrophagen (CD14-APC) und zur Markierung der Zielzellen (Myelomzellen: CD138-PE, Raji-Zellen:
CD19-PE) angewendet. So konnten die Makrophagen mittels Fluoreszenzanalyse nach ihrer
Beteiligung an der Phagozytose unterschieden werden. Fiir einen Phagozytoseversuch wurden auf eine
24-Well-Platte 100.000 Makrophagen in 300 ml R10*-Medium je Well pipettiert. Die Makrophagen
wurden bei 37° C ruhen gelassen, wahrend die Zielzellen mit den fluoreszierenden
Membranfarbstoffen PKH67 (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, USA) oder CFSE (BioLegend®, San Diego,
USA) angefarbt wurden. Die Farbung erfolgte nach Herstellerprotokoll des PKH67 Fluorescent Cell
Linker Kit bzw. nach Herstellerprotokoll des CFSE Cell Division Tracker Kit (Farbung der Zellen in 0,1 uM
CFSE-Losung). Die Antikoérper wurden in gewiinschter Konzentration auf die Versuchsplatte pipettiert
und 300.000 membrangefarbte Zielzellen in 100 ml Medium hinzugegeben, sodass ein
Gesamtvolumen von 400 ml und ein E:T-Verhdltnis von 1:3 resultierte. Der Versuch wurde fiir 2 h bei
37 °Cin Dunkelheit inkubiert. Danach wurde der gesamte Inhalt jedes Wells abgezogen, jeweils in ein
FACS-Messrohrchen tberfiihrt und auf Eis gestellt. Um moglichst alle adharenten Makrophagen aus
den Versuchsansatzen zu erhalten, wurden die Wells mit je 1 ml PBS ausgesplilt, das ebenfalls in den
Messrohrchen gesammelt wurde. Zum Abldsen der verbliebenen Makrophagen wurde 5 Minuten bei
37 °C mit 300 ml Accutase behandelt und diese ebenfalls mit den vorherigen Uberstinden
zusammengefiihrt. Den gesammelten Uberstinde der jeweiligen Probenansitze wurden 2 ml PBA
hinzugefiigt und die Réhrchen bei 535 x g bei 4 °C fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Die Uberstande
wurden verworfen und die Zellen fiir die Immunfluoreszenzanalyse vorbereitet und gemessen (siehe
Abschnitt 2.2.11 Durchflusszytometrie). Fir die Auswertung der FACS-Analyse wurden durch
entsprechende Analysefenster nur die CD14-positiven Makrophagen betrachtet. Es wurde dann der
prozentuale Anteil der Makrophagen ermittelt, die ein Signal im grinen (PKH67) bzw. gelben (CFSE)
Spektrum emittierten, aber kein Signal im hellroten PE-Kanal. Somit gingen Makrophagen in die
Auswertung mit ein, die im Versuch membrangefarbte Zielzellen phagozytiert hatten, wahrend alle

Makrophagen, die Zielzellen an ihrer Oberflache gebunden hatten, ausgeschlossen wurden.

2.2.19.2 Detektion von ADCP mittels Quantifizierung der Zielzellen
Die Detektion von ADCP durch Quantifizierung der Zielzellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Zur

Quantifizierung der Zielzellen diente Flow-Count™ (Beckmann Coulter), das eine definierte
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Konzentration an fluoreszenzgekoppelten Beads enthalt. Diese Beads kdnnen im Durchflusszytometer
zeitgleich mit den Zielzellen detektiert werden. Durch definierte, einheitliche Messzeiten kénnen die
Zellzahlen der Proben gemessen und verglichen werden. Der Einsatz des Farbstoffes 7-AAD
ermoglichte zudem die Unterscheidung zwischen intakten und nicht-viablen Zellen.
Ein Depletionsversuch wurde in einer 96-Well-Mikrotitierplatte durchgefiihrt. Je Well wurden 50.000
Makrophagen in 100 pl R10*-Medium ausgesaht. Die Zielzellen wurden mit dem PKH67 Fluorescent
Cell Linker Kit nach Anleitung des Herstellers gefarbt. Die Antikérper wurden in gewdinschter
Konzentration pipettiert und 10.000 Zielzellen in 100 ul Medium hinzugegeben, sodass ein
Endvolumen von 200 ul und ein E:T-Verhaltnis von 5:1 resultierte. Der Versuch wurde 20 h bei 37 °Cin
Dunkelheit inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden aus jedem Well 180 ul des Ansatzes
entgenommen und in FACS-Messrohrchen tberfihrt. Fir die Analyse im Durchflusszytometer wurden
die Zellen wie in Abschnitt 2.2.11 (Durchflusszytometrie) beschrieben mit den fluoreszenzgekoppelten
Antikorpern CD14-APC und CD138-PE sowie dem Farbstoff 7-AAD (10 ul pro Messrohrchen)
vorbereitet. Vor der Messung wurden in jedes Messrohrchen 180 pl Flow-Count gegeben. Jede Probe
wurde 5 Minuten lang im Durchflusszytometer gemessen und die Menge der CD14-negativen

Zielzellen in erfasst.

2.2.20 Detektion von Phagozytose mittels Life Cell Imaging

Im Life Cell Imaging wird die Entwicklung und das Verhalten von lebenden Zellen mit mikroskopischen
Aufnahmen verfolgt. Die Versuche wurden in einem IncuCyte® Live-Cell Analysis System (IncuCyte®,
Essen BioScience, Ann Arbor, Michigan, USA) durchgefiihrt, das fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Versuchsansatze in regelmafSigen Abstanden ermdglichte. Daflir wurden die Zielzellen
vor der Inkubation mit dem pH-reaktiven Fluoreszenzfarbstoff pHrodo (IncuCyte® pHrodo® Red Cell
Labeling Kit, Essen BioScience) gefarbt. Der Farbstoff zeichnet sich dadurch aus, dass seine Fluoreszenz
im sauren Milieu deutlich zunimmt. Somit verstarkt sich das Signal einer phagozytierten Zelle, die mit
dem sauren Milieu im Phagolysosom der Makrophagen in Kontakt kommt. Die ADCP wurde
quantifiziert, indem die fluoreszierende Bildfliche (ber die Zeit ermittelt wurde.
Die Versuche erfolgten in 96-Well-Mikrotitierplatten mit einem Makrophagen-Zielzellverhaltnis von
3:1 und einem Gesamtvolumen von 200 ul in R10*-Medium. Die Farbung der Zielzellen mit IncuCyte®
pHrodo® erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die Versuchsansdtze wurden {iber 8 h in

Zeitintervallen von 15 bis 30 Minuten mikroskopisch dokumentiert.

2.2.21 Proliferationsversuche
Die Beeinflussung der Zellproliferation durch Antikérper wurde in MTT-basierten
Zellproliferationsassays getestet. Das gelbe Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid) wird durch metabolisch aktive Zellen unter Beteiligung der Co-Faktoren
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NADH und NADPH reduziert und es enstehen violette Formazankristalle. Durch photometrische
Absorptionsbestimmung kann somit die metabolische Aktivitdt von Zellen erfasst und indirekt
Riickschliisse auf die Zellmenge gezogen werden.

In eine 96-Well-Mikrotitierplatte wurden 25.000 Zellen je Well in 100 pl Kulturmedium gegeben. Die
gewinschten Antikorperverdiinnungen wurden hinzupipettiert. Ansdtze ohne Antikdrperzugabe und
reine Mediumansatze dienten als Referenzwert sowie Kontrolle und erhielten zusatzlich 4 pl 1 x PBS.
Der Versuch wurde 72 h bei 37 °C und 6 % CO,-Gehalt inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen nach
Herstellerprotokoll des Cell Proliferation Kit | (MTT) (Roche Holding AG, Basel, Schweiz) behandelt und
die Absorption bei 570 nm Wellenldnge mit einem Sunrise™-Photometer (Tecan Group Ltd.,

Mannedorf, Schweiz) bestimmt.

2.2.22 Statistische Analyse

Die statistische Analyse und graphische Darstellung der Experimente erfolgte mithilfe der GraphPad
Prism 8.1.2 Software (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte und
deren Standardfehler (SEM, standard error of the mean) oder im Einzelfall auch mit
Standardabweichung (SD) dargestellt. Datensatze wurden unter Verwendung von gepaartem bzw.
ungepaartem, zweiseitigem t-Test oder ein- bzw. zweifaktorieller Varianzanalyse (Analysis of variance,
ANOVA) auf Unterschiede hin analysiert. Fir multiple Vergleiche zwischen den Datensatzen wurden
die Bonferroni-Korrektur oder der Tukey post-hoc Test verwendet. Unterschiede zwischen
Datensatzen wurden bei einem p-Wert von p <0,05 als statistisch signifikant anerkannt und in den

Abbildungen gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Fc-optimierten CD38-Antikorpers Dara-DE

3.1.1 Herstellung von Dara-DE mittels eines konstruierten Expressionsvektors

Zu Beginn dieser Arbeit wurde der Fc-optimierte Antikérper Dara-DE hergestellt. Der rekombinante
Antikorper besitzt die variablen Doméanen des klinisch etablierten CD38-Antikdrpers Daratumumab,
welche mit einer modifizierten Fc-Domane kombiniert wurden. Die modifizierte Fc-Domane IgG1lk
besitzt  durch  Einfihrung von  Aminosduresubstitutionen  (5239D/1332E)  verbesserte
Immuneffektorfunktionen (Lazar et al. 2006). Die Expressionsvektoren mit den kodierenden
Sequenzen fiir die leichten und schweren Ketten des Antikorpers Dara-DE wurde fiir diese Arbeit zur

Verfligung gestellt. Der Antikorper wurde durch transiente Transfektion in Lenti-X Zellen exprimiert.

3.1.2 Proteinexpression und Reinigung von Dara-DE

Die erfolgreiche Expression des Fc-optimierten CD38-Antikorpers Dara-DE und dessen Reinigung lber
Affinitatschromatographie mit der CaptureSelect™ IgG-CH1 Affintiy Matrix wurde mittels SDS-PAGE
und anschlieRender Comassiefarbung oder im Western Transfer-Experiment nachgewiesen. Abbildung
5 zeigt das Ergebnis der Protein-Gelelektrophorese von Dara-DE im Vergleich zum klinisch eingesetzten
Antikorper Daratumumab unter reduzierenden Konditionen. Im Coomassie-gefarbten Gel wurden
zwei Banden mit gelelektrophoretischen Mobilitdten von 50 kDa bzw. 25 kDa nachgewiesen. Die
bestimmten molekularen Massen entsprachen den erwarteten, anhand der Aminosauresequenz
berechneten molekularen Massen der schweren bzw. leichten Ketten der Antikdrper. Im Western
Transfer-Experiment wurde die Identitdit der Proteinbanden mit spezifischen Antiképern
nachgewiesen (Abbildung 5 B). Die Farbung mit einem gegen humane k-Leichtketten gerichteten
Antikorper erzeugte Signale bei 25 kDa und die Farbung mit einem Antikorper gegen humanes IgG

erzeugte Signale bei 50 kDa.
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Abbildung 5: Analyse des gereinigten Antikdrpers Dara-DE mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse.
Coomassie-Farbung der reduzierten Antikorper im SDS-Gel (A) und Immundetektion auf PVDF-Membranen zum
Nachweis der schweren Kette mit einem Anti-Human 1gG Antikdrper und Nachweis der leichten Kette mit einem
Antikorper gegen die humane k-Leichtkette (B). Fiir den Vergleich mit dem urspriinglichen Antikorper wurde
Dara-DE (Dara-DE) neben Daratumumab (Dara) getestet. St: Standard.

3.1.3 Analyse der Bindungseigenschaften von Dara-DE

Mittels Durchflusszytometrie wurde das Bindungsverhalten von Dara-DE mit dem von Daratumumab
verglichen. Die Bindung der Antikdrper an das spezifische Antigen CD38 wurde an transfizierten
CD38-exprimierenden CHO-Zellen bei verschiedenen Konzentrationen getestet. Die Ergebnisse sind in
Form von Bindungskurven in Abbildung 6 dargestellt. Dara-DE und Daratumumab wiesen eine dhnliche
Avidititat zu ihrem Antigen CD38 auf. Die mittlere effektive Konzentration ECsp als MaR fir die Avidititat
eines Antikérpers betrug bei Daratumumab 3,0 ug/ml (95%-KI: 2,5 bis 3,5 ug/ml) und bei Dara-DE
2,3 ug/ml (95%-KI: 2,0 bis 2,7 ug/ml). Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Fir
beide Antikérper konnte zudem nachgewiesen werden, dass auf CD38-negativen CHO-Zellen keine
Bindung stattfand (nicht dargestellt), die Bindung der Antikorper war also CD38-abhangig und Antigen-

spezifisch.
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Abbildung 6: Antigenbindung von Dara-DE auf mit CD38 transfizierten CHO-Zellen.

Getestet wurde das Bindungsverhalten von Dara-DE im Vergleich zu Daratumumab. Trastuzumab diente als
Negativkontrolle. Der Nachweis erfolgte mit einem Sekundarantikorper, dem FITC gekoppelten F(ab'), Fragment
Goat Anti-Human IgG. Dargestellt ist die normalisierte MFl in % (bezogen auf den hochsten erreichten Wert). Die
Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte mit SEM zweier unabhdngiger Experimente.

3.2 Vermittlung von Effektorzellmechanismen durch Dara-DE

3.2.1 Untersuchung der ADCC-Vermittlung durch Dara-DE

3.2.1.1 ADCCvon Tumorzelllinien

Der Fc-optimierte CD38-Antikérper Dara-DE wurde in **Chromfreisetzungsversuchen auf sein Potential
ADCC zu induzieren getestet und mit dem bereits erfolgreich zur Myelomtherapie klinisch eingesetzten
nativen IgG1-Antikorper Daratumumab verglichen. Sowohl fiir zwei Myelomzelllinien (Abbildung 7) als
auch fir eine Burkitt-Lymphom-Linie (Abbildung 8 A) konnte nachgewiesen werden, dass die Fc-
optimierte Variante Dara-DE im Vergleich zum unveranderten Daratumumab signifikant hhere Lysen
der Tumorzellen bewirkt. Abbildung 7 A zeigt die ADCC-Testung an der Myelomzelllinie RPMI 8226 mit
humanen MNC als Effektorzellen. Dara-DE und Daratumumab vermittelten beide eine dosisabhangige
Lyse der malignen Plasmazellen. Die maximale durch Dara-DE vermittelte Lyse lag zwischen 19 - 21 %
bei Konzentrationen von 0,4 und 2,0 ug/ml und war damit hoher als die durch Daratumumab
vermittelte Maximallyse (13 - 15 %). Die hoheren Lyseraten von Dara-DE waren ab einer Konzentration
von 0,08 ug/ml statistisch signifikant gegentiber der durch Daratumumab erzielten Zelllyse. Die
ECso-Konzentration von Dara-DE (0,03 ug/ml, 95%-Kl: 0,01 bis 0,07 pug/ml) war niedriger als die von
Daratumumab (0,11 pg/ml, 95%-KI: 0,02 bis 0,53 ug/ml). Die als Kontrollen eingesetzten Antikorper
Trastuzumab und 4D5-DE waren nicht effektiv.

Die ADCC-Testung an der Myelomzelllinie L363 ist in Abbildung 7 B dargestellt. In diesen Experimenten
erreichte Dara-DE ebenfalls ab einer Konzentration von 0,08 pg/ml signifikant hGhere Lyseraten als
Daratumumab. Die maximale durch Dara-DE vermittelte Lyse betrug bei 0,4 ug/ml etwa 16 %, wahrend

Daratumumab etwa 11 % maximale Lyse erreichte. Die als Negativkontrollen eingesetzten Antikoérper

41



Ergebnisse

blieben wirkungslos. Die ECso-Konzentration von Dara-DE (0,01 pg/ml, 95%-KI: 0,00 bis 0,27 ug/ml) lag

wiederum unter der von Daratumumab (0,03 pg/ml, 95%-KI: 0,00 bis 15,89 pug/ml).
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Abbildung 7: Ergebnisse der 5!Chromfreisetzungsversuche zur Testung der ADCC-Induktion durch Dara-DE an
Myelomzelllinien.

Die Experimente wurden an zwei verschiedenen Myelomzelllinien durchgefiihrt, RPMI 8226 (A) und L363 (B). Als
Effektorzellen dienten aus frischem Vollblut isolierte MNC gesunder Spender. Die Effektor-Zielzell-Ratio betrug
40:1. Trastuzumab und seine Fc-optimierte Variante (4D5-DE) dienten als Negativkontrollen. Gezeigt sind
Mittelwerte und SEM von jeweils 5 unabhadngigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zwischen Dara-DE
und Daratumumab sind mit * (p < 0,05) gekennzeichnet.

Das CD38-Antigen wird auch bei anderen Non-Hodgkin Lymphomen exprimiert und kénnte auch bei
diesen Erkrankungen eine Zielstruktur fiir eine Antikorpertherapie darstellen. Daher wurde die
Fahigkeit von Dara-DE zur ADCC-Induktion zudem an der Burkitt-Lymphom-Linie Raji untersucht
(Abbildung 8 A). Um die Effektivitat von Dara-DE und Daratumumab hier besser abschatzen zu kénnen,
wurden zusatzlich der fiir die Lymphomtherapie zugelassene CD20-Antikdrper Rituximab und seine Fc-
optimierte Variante Rituximab-DE in vier von sechs ADCC-Experimenten eingesetzt (Abbildung
8Abbildung 8 B). Alle vier Antikdrper vermittelten eine dosisabhdngige Lyse der Lymphomzellen mit
MNC als Effektorzellen. Ein signifikanter Unterschied zwischen Dara-DE und Daratumumab bestand
bereits ab einer Konzentration von 0,016 pg/ml. Die durch Dara-DE vermittelte Lyse erreichte ihr
Maximum von 25 - 28 % bei Konzentrationen von 0,4 pg/ml und Uberstieg die maximale Lyse von
Daratumumab, die bei 20 % lag. Rituximab-DE vermittelte dhnlich hohe maximale Lyseraten von 29 %,
wahrend Rituximab in diesen Experimenten eine deutlich geringere Maximallyse von 12 % erreichte.
Die Negativkontrollen Trastuzumab und 4D5-DE blieben auch hier wirkungslos. Die

ECso-Konzentrationen von Dara-DE (0,01 pug/ml, 95%-KI: 0,00 bis 0,05 pg/ml) und Daratumumab
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(0,06 pg/ml, 95%-KI: 0,01 bis 0,25 pg/ml) verhielten sich dhnlich wie in den ADCC-Expermimenten mit

Myelomzelllinien.
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Abbildung 8: Ergebnisse der 5!Chromfreisetzungsversuche zur Testung der ADCC-Induktion durch Dara-DE an
Raji-Zellen.

Die ADCC-Induktion durch Dara-DE im Vergleich zu Daratumumab wurde an der Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji
getestet (A). Zusatzlich wurden der CD20-Antikorper Rituximab und seine Fc-optimierte Variante Rituximab-DE
an Raji getestet (B). Als Effektorzellen dienten aus frischem Vollblut isolierte MNC gesunder Spender. Die
Effektor-Zielzell-Ratio betrug 40:1. Trastuzumab und seine Fc-optimierte Variante (4D5-DE) dienten als
Negativkontrollen. Gezeigt sind Mittelwerte und SEM von sechs (A) und vier (B) unabhangigen Experimenten.
Die Negativkontrollen sind in vier Experimenten identisch. Signifikante Unterschiede zwischen Dara-DE und
Daratumumab bzw. Rituximab-DE und Rituximab sind mit * (p < 0,05) gekennzeichnet.

3.2.1.2 ADCC-Induktion mit autologen Effektorzellen

Neben den Testreihen an Tumorzelllinien wurde das Potential von Dara-DE zur ADCC-Induktion auch
in autologen Experimenten untersucht, in denen sowohl die Effektorzellen als auch die Zielzellen von
Myelompatienten stammten. Limitationen der Verflgbarkeit des Patientenmaterials verhinderten hier
allerdings eine umfassendere Antikérperanalyse.

In Abbildung 9 A ist das Ergebnis eines autologen **Chromfreisetzungsversuchs mit NK-Zellen aus dem
peripheren Blut und Tumorzellen aus dem Knochenmark eines Myelompatienten gezeigt, der mit einer
E:T-Ratio von 10:1 und Antikérperkonzentrationen von 10 pug/ml erfolgte. Dara-DE vermittelte mit
59 % eine sichtbar hohere Lyse als Daratumumab (37 %).

In zwei weiteren autologen Zytotoxizitatsexperimenten wurden MNC und Myelomzellen analysiert,
die beide aus dem Knochenmark der Patienten gewonnen wurden, und in einem E:T-Verhaltnis von
80:1 eingesetzt (Abbildung 9 B). Dara-DE bewirkte 15 % antikorpervermittelte Lyse, die damit deutlich

hoéher ausfiel als die der Negativkontrolle Trastuzumab mit 3 %.
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Abbildung 9: Ergebnisse der >'Chromfreisetzungsversuche mit Dara-DE im autologen Setting.

Die ADCC-Induktion von Dara-DE wurde mit Material von Myelompatienten getestet. A) Die Myelomzellen
wurden aus Knochenmark gewonnen und tiber CD138 positiv selektiert. Als Effektorzellen dienten autologe mit
IL-15 (10 ng/ml) stimulierte NK-Zellen (CD56-negative Selektion der MNC) aus peripherem Vollblut. Es handelt
sich um einen Einzelversuch mit einer E:T-Ratio von 10:1 und einer Antikérperkonzentration von 10 ug/ml. Die
Inkubationszeit betrug 3 h. Dargestellt sind die Mittelwerte der 3er-Replikationen und deren
Standardabweichung. B) In zwei unabhénigigen autologen Experimenten wurden aus Knochenmark gewonnene
MNC durch MACS in CD138-positive Myelomzellen und restliche, CD138-negative Zellen sortiert. Die CD138-
negativen MNC wurden mit IL-15 stimuliert und im Verhaltnis 80:1 als Effektorzellen gegen die CD138-positiven
Myelomzellen eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 4 h, die Antikérper wurden in einer Konzentration von
10 ug/ml eingesetzt. Dargestellt ist die antikérperabhdngige Lyse in Form von Mittelwerten und
Standardabweichungen. Signifikante Unterschiede wurden mit p < 0,05 akzeptiert und mit * gekennzeichnet.

3.2.2 Untersuchung der ADCP-Vermittlung durch Dara-DE

Neben NK-Zellen gelten Makrophagen als wichtige Effektorzellpopulation fiir therapeutische
Antikorper in der Tumortherapie (Weiskopf & Weissman 2015). Daher wurde der Fc-optimierte
Antikorper Dara-DE auch auf seine Fahigkeit untersucht, Makrophagen zu ADCP zu aktivieren. Dazu
wurden humane Makrophagen aus Monozyten ex vivo differenziert. Dabei wurde Dara-DE mit dem
klinisch eingesetzten, nativen Antikorper Daratumumab in Phagozytoseversuchen mit Raji-Zellen
verglichen. Da es sich bei Raji-Zellen um eine CD20-positive Burkitt-Lymphom-Linie handelt, wurde
zum weiteren Vergleich der CD20-Antikérper Rituximab eingesetzt, der als therapeutischer Antikorper
bei Lymphomen klinisch zum Einsatz kommt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt. Unter
den Makrophagen bewirkte Dara-DE eine Phagozytoserate von 23 %, Daratumumab sowie Rituximab
bewirkten 25 %. Die Negativkontrollen Cetuximab und 4D5-DE erreichten lediglich 4 % und induzierten
gegeniber einer Kontrollreaktion ohne Antikdrper keine Phagozytose. Es konnte kein statistischer
Unterschied zwischen Dara-DE, Daratumumab und Rituximab festgestellt werden. Das Potential von

Dara-DE zur ADCP-Induktion ist also vergleichbar hoch wie das von Daratumumab.
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Abbildung 10: Untersuchung der ADCP-Induktion von Dara-DE im Vergleich zu Daratumumab und Rituximab.
Die Phagozytoseversuche wurden an Raji-Zellen durchgefiihrt. Als Effektorzellen dienten Makrophagen aus dem
Blut gesunder Spender. Die E:T-Ratio betrug 3:1, die Antikérper wurden mit einer Konzentration von 10 pg/ml
eingesetzt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der an der Phagozytose beteiligten Makrophagen. Cetuximab
und 4D5-DE dienten als Negativkontrollen. Gezeigt sind Mittelwerte und SEM von neun unabhangigen
Experimenten. Signifikante Unterschiede zu den Kontrollantikérpern wurden mit p < 0,05 akzeptiert und mit *
gekennzeichnet.

3.2.3 Analyse der verwendeteten Makrophagen

Das Vorhandensein makrophagentypischer Oberflachenantigene auf den hergestellten Makrophagen
wurde regelmaBig im Durchflusszytometer bestatigt, bevor diese in Phagozytose-Experimenten
verwendet wurden (Abbildung 11). Untersucht wurden die Oberflachenantigene CD14, FcyRI (CD64),
FcyRII (CD32), FcyRIII (CD16), das B7-Molekil CD86 und der inhibitorische Rezeptor SIRPa (CD172a) fiir

CD47. In den Analysen konnten alle Antigene regelhaft auf den Makrophagen nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Analyse der Zelloberflichenantigene der hergestellten Makrophagen.

Mittels Durchflusszytometrie wurden die fir Phagozytose-Experimente verwendeten Makrophagen auf das
Vorhandensein makrophagentypischer Oberflaichenantigene untersucht. Gezeigt ist ein reprdsentatives
Experiment von fiinf unabhdngigen Experimenten. Die Antikdrper gegen das zu detektierende Antigen sind blau
dargestellt. Die graue Farbung entspricht der jeweiligen IgG-Kontrolle.
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3.3 Herstellung und Charakterisierung des Fusionsproteins SIRPa-Fco

Die Blockade der CD47-SIRPa-Interaktion kdnnte einen Ansatz darstellen, die durch CD38-Antikorper
induzierte ADCP von Myelomzellen weiter zu steigern. Zur Blockade dieser inhibitorischen Signalachse
wurde ein SIRPa-Fusionsprotein hergestellt, welches an die SIRPa-Bindestelle von CD47 bindet und sie
fir das membranstandige SIRPa auf Makrophagen unzuganglich macht. Das antiphagozytotische
Signal der CD47-SIRPa-Interaktion sollte so verhindert und die Phagozytose durch Makrophagen

verbessert werden.

3.3.1 Konstruktion eines Expressionsvektors zur Herstellung von SIRPa-Fco

Zu Beginn dieser Arbeit wurde das Fusionsprotein SIRPa-Fco konstruiert. Das rekombinante Protein
besteht aus einer SIRPa-Variante, die mit einer modifizierten Fc-Domane IgG2c kombiniert wurde.
Die kodierende Sequenz der SIRPa-Variante SIRPal18mer (Aminosduren 31-148 der V2-Form von
SIRPa) wurde in Auftragssynthese hergestellt. Die Klonierung in den Expressionsvektor
pSec-CD3-HC-IgG20 erfolgte Uber die Restriktionsenzyme Nhel und BsrGl. Der Expressionsvektor
pSec-CD3-HC-IgG20 enthédlt eine modifizierte Fc-Domane IgG2o, in der durch Einfihrung von
Aminosauresubstitutionen (V234A/G237A /P238S/H268A/V309L/A330S/P331S) die Clg- und FcyR-
Bindung und somit Immuneffektorfunktionen eliminiert worden waren (Vafa et al. 2014). Dadurch
sollte sichergestellt werden, dass das Fusionsprotein selbst keine FcyR aktivieren konnte und nur
Antigen-blockierende Funktionen besaR. Zur Sequenzierung des hergestellten DNA-Vektors wurden
die Primer pSec CMV For (GGTAGGCGTG TACGGTGGGAGG) und pSec poly A Rev (TTCCTCATT TTA
TTAGGAAAGGACAGTGGG) verwendet.

3.3.2 Proteinexpression und Reinigung von SIRPa-Fco

Die erfolgreiche Expression des Fusionsproteins SIRPa-Fco und seine Reinigung (Uber
Affinitatschromatographie mit der CaptureSelect™ IgG-Fc Affintiy Matrix wurde mittels Protein-
Gelelektrophorese nachgewiesen. Abbildung 12 zeigt das Coomassie-gefarbte Gel nach der
Auftrennung von SIRPa-Fco mit Rituximab als Vergleich unter reduzierenden Konditionen. SIRPa-Fco

zeigt sich als Doppelbande mit einer GrofRe von ca. 40 kDa.
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Abbildung 12: Analyse des gereinigten Fusionsproteins SIRPa-Fco mittels SDS-PAGE.
Nach der affinitdtschromatographischen Reinigung wurde SIRPa-Fco in einer Verdiinnungsreihe und unter
reduzierenden Konditionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Rituximab diente als Kontrolle. St: Standard.

3.3.3 Analyse der Bindungseigschaften von SIRPa-Fco

Die Bindung von SIRPa-Fco auf CD47-positiven Zellen konnte mittels Durchflusszytometrie
nachgewiesen werden (Abbildung 13). Die Bindungsanalysen wurden an CD47-exprimierenden
RPMI 8226 und CHO-Zellen als Kontrollpopulation durchgefiihrt. Bei Inkubation von CHO-Zellen mit
SIRPa-Fco fand keinerlei Fluoreszenzanstieg Uber die Negativkontrollen CD3-lgG2c bzw. ohne
Antikorperzugabe hinaus statt. Die Hamsterzellen reagierten somit nicht mit dem humanen
Fusionsprotein SIRPa-Fco. Bei Inkubation von CD47-positiven RPMI 8226 Myelomzellen mit SIRPa-Fco
hingegen lielk sich als Nachweis fiir die Bindung ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitat um

das Hundertfache der Negativkontrollen feststellen.
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Abbildung 13: Bindung von SIRPa-Fco auf Myelomzellen.

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Bindung von SIRPa-Fco auf CD47-exprimierenden RPMI 8226 und CHO-
Zellen getestet. Als Negativkontrolle dienten CD3-IgG20 oder nur mit Puffer behandelte Zellen. Nach der
Inkubation mit den Primdrantikorpern erfolgte der Nachweis mit einem FITC-gekoppelten Ziege-Anti-Human IgG
Sekundarantikorper. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von drei unabhéngigen Experimenten.

3.4 Vermittlung von Effektorzellmechanismen durch SIRPa-Fco

3.4.1 Untersuchung der Effeke von SIRPa-Fco auf die Zellproliferation

Um den Einfluss von SIRPa-Fco auf die Zellproliferation festzustellen, wurden MTT-basierte
Proliferationsversuche an RPMI 8226 durchgefiihrt (nicht gezeigt). Nach 72 h Inkubation bei einer
Konzentration von 10 pg/ml bewirkte SIRPa-Fco eine Inhibition der Zellproliferation mit einer
Reduktion der Zellzahl auf 90 % der Vergleichspopulation, die ohne Antikérperzugabe kultiviert wurde.
Die Inhibition war damit weniger stark ausgepragt als bei einem murinen CD47-1gG1-Antikorper, der
die Zellzahl auf 73 % viable Zellen reduzierte. Die Reduktion der Zellzahl durch den CD47-Antikorper
wurde zudem bereits ab einer Konzentration von 1 ug/ml sichtbar, wahrend SIRPa-Fco bei dieser
Konzentration keine Effekte zeigte. Die mitgefiihrten Proteine CD3-IgG2c und ein muriner CD7-1gG1-
Antikorper wiesen als Negativkontrollen keine Inhibition der Zellproliferation auf. Insgesamt war eine
Tendenz zu erkennen, dass SIRPa-Fc die Zellviabilitat weniger beeinflusst als der CD47-Antikorper. Die
Unterschiede in der Proliferation zwischen den Versuchsgruppen waren jedoch statistisch nicht

signifikant.

3.4.2 Untersuchung der ADCP-Vermittlung durch SIRPa-Fco
3.4.2.1 ADCP von Tumorzelllinien
Das Fusionsprotein SIRPa-Fco bindet CD47 und bewirkt so eine Blockade des Phagozytose-

inhibierenden Signals auf Makrophagen. In ADCP-Experimenten mit Raji und RPMI 8226 wurde
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untersucht, ob die Kombination von Daratumumab mit SIRPa-Fco mehr Phagozytose bewirkt als der
Antikorper oder das Fusionsprotein allein. In einer Versuchsreihe mit Analyse der Makrophagen auf
stattgefundene Phagozytose im Durchflusszytometer wurde der Effekt von SIRPa-Fco bei
verschiedenen Dosierungen von Daratumumab untersucht (Abbildung 14). Da die Versuche an CD20-
positiven Raji-Zellen durchgefiihrt wurden, wurde auBerdem die Kombination vom CD20-Antikdrper
Rituximab mit SIRPa-Fco getestet. SIRPa-Fco wurde in einer immer gleichen Konzentration von
100 pg/ml eingesetzt, da moglichst alle CD47-Molekiile blockiert sein sollten.

Daratumumab und Rituximab allein zeigten wie zu erwarten eine dosisabhangige Steigerung der
Phagozytoserate unter den Makrophagen im Vergleich zur Negativkontrolle Cetuximab und erreichten
beide ihre maximale Phagozytoserate ab einer Konzentration von 1 pug/ml.

Ab einer Antikdrperkonzentration von 0,1 ug/ml lieR die Kombination von Rituximab mit SIRPa-Fco
eine Steigerung der Phagozytoserate im Vergleich zu Rituximab allein erkennen. Die maximale
Phagozytoserate von Rituximab (26 %) erhohte sich mit SIRPa-Fco auf 31 %, allerdings konnte keine
statistische Signifikanz auf dem 5 %-Niveau erreicht werden. Der Kurvenverlauf von Daratumumab
lasst vermuten, dass eine Kombination mit SIRPa-Fco die Phagozytose im niedrigeren
Konzentrationsbereich von ca. 0,1 ug/ml bzw. im halbmaximalen Konzentrationsbereich verbessern
konnte, ein Effekt auf die maximale Phagozytoserate blieb in diesen Experimenten jedoch aus (beide

21 %). Unter Cetuximab als Negativkontrolle wurde eine Phagozytoserate von 3 % erreicht.
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Abbildung 14: Untersuchung der ADCP-Verstarkung durch Kombination von Daratumumab sowie Rituximab
mit SIRPa-Fco mittels Durchflusszytometrie.

Die Phagozytoseversuche wurden mit Zellen der Burkitt-Lymphom-Linie Raji und Makrophagen aus dem Blut
gesunder Spender durchgefiihrt. Die E:T-Ratio betrug 3:1. SIRPa-Fco wurde in einer Konzentration von 100 pg/ml
eingesetzt. Cetuximab diente als Negativkontrolle. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der an der Phagozytose
beteiligten Makrophagen. Gezeigt sind Mittelwerte und SEM von 6 unabhangigen Experimenten. Signifikante
Unterschiede zwischen Rituximab und Rituximab + SIRPa-Fco bzw. Daratumumab und Daratumumab + SIRPa-
Fco wurden mit p < 0,05 akzeptiert und mit * gekennzeichnet.

Weitere ADCP-Versuche an der Raji-Zelllinie wurden ausschlieflich mit der hochsten
Antikorperkonzentration durchgefiihrt, um einen zusatzlichen Effekt von SIRPa-Fco auf die maximale
Phagozytoserate zu untersuchen. Eine Ubersicht der  ADCP-Experimente mit
Antikorperkonzentrationen von 10 pg/ml wurde erstellt und ist in Abbildung 15 zu sehen. Die
Verteilung der Datenpunkte zeigt, dass der Einsatz von Daratumumab und Rituximab sowie deren
Kombination mit SIRPa-Fco eine grolRe Spannbreite von Phagozytoseraten bei den verschiedenden
Blutspendern ergibt. Die Kontrollen Cetuximab (nativer IgG1-Antikérper) und keine Antikérperzugabe
bzw. SIRPa-Fco allein und dessen Negativkontrolle allein zeigten keinen Effekt und wiesen bei basalen
Phagozytoseraten von 4% eine deutlich kleinere Spannbreite der Datenverteilung auf. Die
Phagozytoserate von Rituximab lag im Mittel bei 25,5 % und konnte durch Kombination von Rituximab
mit SIRPa-Fco auf 29,8 % gesteigert werden. Die durch Daratumumab vermittelte Phagozytose wurde
durch Kombination von SIRPa-Fco gering von 23,5 % auf 24,6 % und ohne statistische Signifikanz
gesteigert. SIRPa-Fco allein zeigte keinen Effekt auf das Phagozytoseverhalten der Makrophagen im
Vergleich zu seiner Kontrolle (CD3-1gG20 oder 4D5-gG2c), was der Anforderung an das

Fusionsprotein, keine Immuneffektorfunktionen zu vermitteln, entsprach.

51



Ergebnisse

60+

e ) 60—

S
o
1

40

204 =

Phagozytose [%]

—
Q—|—o|e o
l—H [ N ]
e
e
23N
Phagozytose [%]

F LN L P S e;'& & &
RO ST S SR CIPC AP C ISP CIR VL )
N QT N o > 3
& & SRRV R g
F © < x‘b\ & +o° é&' > &
N o0 X Q o X
8 & &P & P
Sl & &
S S
RPN N
L & &
F

Abbildung 15: Zusammenfassung der ADCP-Experimente mit Raji-Zellen.

A) Die Ergebnisse aller ADCP-Experimente an der Raji-Zelllinie mit SIRPa-Fco mit Makrophagen gesunder Spender
sind hier dargestellt. Der Vollstandigkeit halber werden auch die bereits vorgestellten Versuche mit Dara-DE aus
Abbildung 14 mit aufgefiihrt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der an der Phagozytose beteiligten
Makrophagen. Die Antikérper wurden in Konzentrationen von 10 pg/ml eingesetzt, SIRPa-Fco und seine
Negativkontrolle (Kontr-lgG2c: CD3-1gG20 oder 4D5-1gG20) in einer Konzentration von 100 pg/ml. Dargestellt
sind einzelne Datenpunkte (bunte Kreise) sowie deren Mittelwerte (schwarze Querstriche) und SEM. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zu den Kontrollen (Negativkontrollen: ohne Antikorper, Cetuximab, 4D5-DE,
sowie SIRPa-Fco und Kontr-IgG2c) mit p < 0,05 ist bei allen Antikérperkombinationen gegeben, aber der
Ubersichtlichkeit halber nicht eingezeichnet. B) Ausschnitt aus A: Die gestrichelten Linien verbinden die
zusammengehorigen Datenpunkte der einzelnen Experimente. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Mittelwerten der Daten wurden mit * (p<0,05) gekennzeichnet. (n=9 fur Rituximab + SIRPa-Fc
n=8 fiir Dara-DE und Daratumumab + SIRPa-Fc.)

In ADCP-Experimenten an Zellen der Myelomlinie RPMI 8226, die mittels Life Cell Imaging erfolgten,
wies die Kombination von Daratumumab mit SIRPa-Fco eine deutliche Verstarkung der Phagozytose
auf. Die Experimente wurden mit einem IncuCyte® Live-Cell Analysis System durchgefiihrt. Abbildung
16 zeigt zwei Experimente, in denen die phagozytierten Zielzellen (iber die Zeit ermittelt wurden. In
beiden Experimenten stieg die Menge der aufleuchtenden Zielzellen in den ersten Stunden an, bis sie
nach etwa 5 h in Experiment 1 (Abbildung 16 A) bzw. 4 h in Experiment 2 (Abbildung 16 B) ein Plateau
erreichte. Die Kombination von Daratumumab mit SIRPa-Fco resultierte bereits ab einer Stunde
Inkubationszeit in einer vermehrten Phagozytose der Zielzellen im Vergleich zu Daratumumab allein
sowie Daratumumab in Kombination mit CD3-lIgG20 als Kontrolle. Die Steigerung im Plateaubereich
lag in beiden Experimenten bei etwa 40 % und mehr in Bezug auf die Phagozytose durch Daratumumab

allein. Durch SIRPa-Fco allein konnte im Vergleich zu CD3-1gG20 und der Negativkontrolle Cetuximab
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kein Effekt auf die Phagozytose nachgewiesen werden, obwohl die Rate in Experiment 2 hoher ausfiel
als erwartet. Gleichzeitig wies Daratumumab allein und in Kombination mit CD3-lgG20 keine signifikant

hohere ADCP als Cetuximab auf.
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Abbildung 16: ADCP-Verstarkung durch Kombination von Daratumumab mit SIRPa-Fco im Life Cell Imaging.
Die Experimente wurden mit RPMI 8226 und Makrophagen gesunder Spender mit einer E:T-Ratio von 3:1
durchgefiihrt. Ermittelt wurde die rot fluoreszierende Bildflache liber die Zeit, welche den phagozytierten
Zielzellen entspricht. Die Antikdrper und SIRPa-Fco wurden mit 10 pg/ml eingesetzt. Gezeigt sind zwei
unabhangige Experimente in ihrem zeitlichen Verlauf. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte und SEM.
Signifikante Unterschiede wurden mit p < 0,05 akzeptiert und mit * gekennzeichnet.

3.4.2.2 ADCP in autologen Versuchen

Auch im Falle von SIRPa-Fco bot sich die Moglichkeit, Effekte auf die ADCP im autologen Setting zu
testen. Dazu standen gereinigte Tumorzellen eines Myelompatienten und MNC desselben Patienten
zur Herstellung von Makrophagen zur Verfligung, sodass ein Experiment mit Analyse der Makrophagen
(Abbildung 17 A) und ein Experiment mit Ermittlung der Zielzelldepletion (Abbildung 17 B)

durchgefiihrt werden konnte. Diese beiden Experimente konnten zwei Wochen spater mit neuem
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Material desselben Patienten wiederholt werden (Abbildung 17 C und D). Wegen der unterschiedlich
ausgepragten basalen Phagozytose wurden die Ergebnisse jeweils getrennt abgebildet.
Im ersten Versuch mit Analyse der Makrophagen resultierte ein leichter Anstieg der Phagozytose,
wenn SIRPa-Fco mit Daratumumab kombiniert wurde (51 %), im Vergleich zu Daratumumab allein
(47 %) oder mit CD3-1gG20 als Kontrolle (47 %). Dieser Effekt zeigte sich auch im zweiten Experiment,
wo durch SIRPa-Fco eine Steigerung der durch Daratumumab vermittelten ADCP von 25 % auf 32 %
beobachtet werden konnte. SIRPa-Fco allein zeigte im ersten Experiment eine geringgradig héhere
Phagozytose (29 %) als CD3-gG20 (26 %), jedoch auf deutlich niedrigerem Niveau. Im zweiten
Experiment hingegen war kein Unterschied feststellbar.

Die Resultate der Experimente mit Ermittlung der Tumorzelldepletion unterstiitzten die zuvor
genannten Ergebnisse. Durch Kombination mit SIRPa-Fco konnte die Depletion der Myelomzellen
durch Daratumumab induziert von 56 % auf 40 % und in der Wiederholung des Versuchs von 42 % auf
19 % verstarkt werden, allerdings ohne statistische Signifikanz. Die Kombination mit CD3-IgG20 als
Kontrolle zeigte derweil keinen oder geringeren Effekt. SIRPa-Fco allein bewirkte in beiden Versuchen

ebenso wie CD3-1gG20 und die Negativkontrolle Cetuximab bzw. Trastuzumab keine Depletion.
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Abbildung 17: SIRPa-Fco in Kombination mit Daratumumab in autologen ADCP-Experimenten an
Myelomzellen.

Verwendet wurden Tumorzellen aus dem Pleuraerguss eines Myelompatienten und Makrophagen desselben
Patienten. Getestet wurde der Effekt von Daratumumab in Kombination mit SIRPa-Fco im Vergleich zu
Daratumumab allein bzw. mit CD3-IgG2c als Kontrolle. 4D5-DE diente als Negativkontrolle. Gezeigt sind
Mittelwerte und SEM von vier Einzelexperimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit p < 0,05 akzeptiert und
mit * gekennzeichnet. A) Erster ADCP-Versuch mit Analyse der Makrophagen auf stattgefundene Phagozytose.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der an der Phagozytose beteiligten Makrophagen. B) Erster ADCP-Versuch
mit Ermittlung der Zielzelldepletion. Dargestellt ist die Zahl der Zielzellen in Relation zur Inkubation ohne
Antikorper. C) Zweiter ADCP-Versuch mit Analyse der Makrophagen auf stattgefundene Phagozytose, zwei
Wochen nach dem ersten Versuch mit Material desselben Patienten. D) Zweiter ADCP-Versuch mit Ermittlung
der Zielzelldepletion, zwei Wochen nach dem ersten Versuch mit Zellmaterial desselben Patienten.
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4 Diskussion

Die letzten Jahre haben erhebliche Verbesserungen in der Therapie des Multiplen Myeloms
hervorgebracht und die Uberlebenszeiten von betroffenen Patienten signifikant verlingert. Trotz der
verbesserten Therapiemdoglichkeiten gibt es allerdings Patientengruppen, die nicht oder nur gering von
den neuen Therapieoptionen profitieren. So sind bestimmte Hochrisikomutationen wie zum Beispiel
die del(17p)-Mutation weiterhin mit einer schlechten Prognose assoziiert (Corre et al. 2021; Chalopin
et al. 2021). Auch bei gutem Ansprechen auf die neuen Therapien sind Rezidive und die Entwicklung
von Resistenzen haufig (Moreau & Wit 2017). Aus diesen Griinden ist es wichtig, neue Therapieansatze
zu schaffen, um mehr Patienten ein rezidivfreies Uberleben zu erméglichen.

Der Einsatz von monoklonalen Antikdrpern verbuchte in unterschiedlichen Bereichen der Medizin
groRe Erfolge. Unabhangig vom Einsatzgebiet weisen therapeutische monoklonale Antikorper
besondere Vorteile auf: eine hohe Spezifitat, eine prazise Wirkung sowie eine lange Halbwertszeit,
welche die Verabreichung in groReren Abstdanden moglich macht (Hansel et al. 2010). So wurde fir
den Antikorper Daratumumab eine Halbwertszeit von mehreren Tagen bis etwa drei Wochen,
abhangig von der Infusionsh&ufigkeit, ermittelt (Lokhorst et al. 2015). Monoklonale Antikorper
hingegen werden in der Regel gut vertragen. Unerwiinschte Nebenwirkungen therapeutischer
Antikorper fallen in der Regel geringer aus als die konventioneller Tumortherapien (Chemotherapien,
Radiotherapie und operative Therapien) und kdnnen sich unter anderem in Immunreaktionen duBern,
weshalb Methoden zur Reduktion der Immunogenitat entwickelt wurden (Presta 2008). Infektionen
als Nebenwirkungen einer Antikdrpertherapie sind oft der Funktion des spezifischen Liganden
geschuldet, welcher durch die Therapie eliminiert wird (Hansel et al. 2010). Durch eine Optimierung
der monoklonalen Antikérper konnten Nebenwirkungen insgesamt weiter reduziert werden, was sich
in hohen Zulassungsraten widerspiegelt (Kaplon et al. 2023; The Antibody Society 2020).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Strategien zur Verbesserung der Antikorpertherapie beim Multiplen
Myelom analysiert. Ansatze zur Optimierung der Wirkung therapeutischer monoklonaler Antikérper
wurden in Form der Methode des Fc-Engineerings und der synergistisch wirkenden Signalblockade
verfolgt. Hieraus gingen der Fc-optimierte CD38-Antikdrper Dara-DE und das Fusionsprotein SIRPa-Fco
hervor, welche jeweils charakterisiert und hinsichtlich ihres Bindungsprofils und ihrer Wirkung in in
vitro Studien untersucht wurden.

Daratumumab bindet als humaner monoklonaler IgG1-Anktikdrper das Antigen CD38. Die
Uberexpression von CD38 auf Myelomzellen macht CD38 zu einem attraktiven Zielantigen in der
Tumortherapie. Seit seiner Zulassung 2016 kommt Daratumumab in der Myelomtherapie in Europa

zum Einsatz (Goldsmith et al. 2021).
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In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte der Fc-optimierte CD38-Antikérper Dara-DE im
Vergleich zum bereits etablierten Daratumumab ein erhéhtes Potential zur ADCC-Induktion bei ebenso
guter Phagozytose-Induktion.

Das Antigen CD47 ist in Interaktion mit dem vorwiegend auf myeloischen Zellen vorkommenden SIRPa
an einem Phagozytose-hemmenden Signalweg beteiligt. Zur Unterbrechung dieses Signalweges wurde
das Fusionsprotein SIRPa-Fco erstellt. Die Untersuchungen dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die
Kombination von Daratumumab mit SIRPa-Fco eine gesteigerte antikérpervermittelte Phagozytose

von Tumorzellen bewirken kann.

4.1 Protein-Engineering als Strategie zur Optimierung therapeutischer
Antikorper

Das Fc-Engineering wird zur Optimierung therapeutischer Antikorper zunehmend genutzt (Liu et al.
2020). Durch gezielte Veranderung des Antikdrpers konnen bestimmte Bindungseigenschaften und
Wirkungsprofile erzielt werden. Eine Strategie des Fc-Engineerings besteht in der Veranderung der
Aminosaurestruktur eines Antikorpers, bezeichnet als Protein-Engineering. Eine erste Arbeit hierzu
lieferten Shields et al. Sie tauschten alle exponierten Aminosauren der IgG1-Fc-Doméane durch Alanin
aus und identifizierten Varianten mit verschieden FcR-Bindungsprofilen (Shields et al. 2001). Dem
Austausch einzelner Aminosauren gegenliber steht der Austausch ganzer Aminosdurestrange, wie
beim Cross-Isotyp-Engineering angewandt. Auf diese Weise kénnen beispielsweise Kombinationen aus
IgA und IgG erstellt werden (Kelton et al. 2014). Als weitere Strategie des Fc-Engineerings steht das
Glyko-Engineering zur Verfligung. Durch gezielte Veranderung der Zuckerreste eines Antikorpers
kénnen Bindungseigenschaften beeinflusst werden. Das Resultat ist eine Auswahl einiger Antikorper
mit verbesserten Funktionen, wie z.B. einem veranderten Fc-Rezeptor-Bindungsprofil und daraus
folgende verbesserte Effektorfunktionen. Beide Strategien, Protein-Engineering und Glyko-
Engineering kdnnen auch kombiniert werden (RoRRkopf et al. 2020).

Die Anforderungen an die Funktionen therapeutischer Antikérper sind unterschiedlich, je nachdem,
welche Zielstruktur sie binden. Ein Antikorper, der gegen ein Tumorantigen gerichtet ist, sollte
Immunzellen rekrutieren, um seine Wirkung zu entfalten. Demgegeniiber gibt es Antikérper, deren
Wirkung auf der Antigenbindung beruht, beispielsweise in der Neutralisation des Antigens. Hier ware
es in der Regel von Nachteil, wenn neutralisierende Antikérper Immunreaktionen hervorrufen. Von
Vorteil ware in diesem Fall hingegen ein Antikorper ohne weitere Fc-Funktion, um unerwiinschte
Nebenwirkungen durch Immunreaktionen zu vermeiden (Kellner et al. 2017). Letztendlich ist jedoch
der Effekt therapeutischer Antikérper im Individuum nicht absehbar. Fiir die Tumortherapie erscheint

es daher sinnvoll, moglichst viele Effektorfunktionen gleichzeitig zu optimieren und in einem
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optimierten Antikdrper zu vereinen, um so zu einem Medikament zu gelangen, welches in moglichst
vielen Individuen eine therapeutische Wirkung entfaltet (Kellner et al. 2017; Natsume et al. 2008).
Die Effektivitat eines Antikorpers muss als ein komplexes Zusammenspiel aus Bindungsaffinitaten und
Induktion verschiedener Mechanismen betrachtet werden, die sowohl komplementabhangig als auch
effektorzellvermittelt sein konnen. Verdanderungen an der Aminosduresequenz und somit Struktur
eines Antikorpers, die zur Verstarkung eines Wirkmechanismus fiihren, haben Auswirkungen auf die
weiteren Bindungseigenschaften des Antikorpers. Dies kann wiederum Auswirkungen auf andere
Funktionen des Antikérpers haben und flihrt so mitunter sogar zu einer EinbulSe des Potentials zur
Vermittlung anderer Wirkmechanismen. Beispielsweise kann der Austausch von Aminosduren,
welcher zu einer starkeren Clg-Bindung und somit zu verstarkter CDC fihrt, gleichzeitig in einer
verminderten ADCC-Induktion resultieren (Kellner et al. 2017; Moore et al. 2014). Solche
Wechselwirkungen miissen bedacht und beachtet werden, wenn moglichst viele Effektorfunktionen
verbessert werden sollen. Die nicht-fukosylierte EFTAE-Fc-Variante eines CD20-Antikorpers erzielte
durch die Kombination aus Protein- und Glyko-Engineering gute Ergebnisse. Sie wies eine verbesserte
CDC-Funktion und verbesserte ADCC-Funktion bei gesteigerter C1g-Bindung und FcyRllla-Bindung auf
(Wirt et al. 2017). Das Beispiel dieses CD20-Antikdrpers verdeutlicht, dass es sinnvoll sein kann,
verschiedene Strategien zur Antikérperoptimierung zu kombinieren, um mehrere Effektorfunktionen
gleichzeitig zu verbessern.

Wie eingangs beschrieben, besitzt Daratumumab sehr gute CDC-Aktivitat (Weers et al. 2011). Im
Hinblick auf die beschriebene wichtige Rolle der Effektorzellrekrutierung wurde der Fokus dieser Arbeit
auf Ansatze zur Steigerung von ADCC und ADCP gelegt. Aufgrund ihrer gesteigerten ADCC-Induktion
wurde das Profil der $239D/I332E-Variante fir diese Arbeit ausgewahlt (Lazar et al. 2006). Eine glyko-
und proteinoptimierte Variante mit der S239D/I332E Modifikation und reduziertem Fucose-Gehalt
konnte jedoch keine weiter verbesserte ADCC-Aktivitdt aufweisen (Repp et al. 2011). Hier scheint es
eine Grenze zu geben, ab welcher eine weitere Steigerung der ADCC-Aktivitat nicht moglich ist. Ist eine
bestimmte FcyRllla-Bindung Uberschritten, wird zumindest in vitro eine maximale NK-Zell-vermittelte
Lyse erreicht, die durch weitere Erhéhung der FcyR-Affinitat nicht weiter gesteigert werden kann
(Masuda et al. 2007). Diese Bindungsstiarke wird wohl schon allein durch entweder Protein-
Engineering, in diesem Fall durch die Aminosauresubstitution $239D/1332E, oder Fucose-Reduktion
erreicht, sodass eine Kombination beider Strategien keine weitere Verbesserung bringt (Repp et al.
2011; Masuda et al. 2007). Zur Steigerung der ADCC-Induktion reicht also die Umsetzung einer
Optimierungsstrategie. Eine komplexere Produktion von glyko-optimierten Antikérpern kénnte zu
einem Kostennachteil gegenliber Protein-optimierten Antikdrpern fihren (Kellner et al. 2017; Li et al.
2017). Fur dieses Projekt wurde daher ein rein Proteinbasiertes Fc-Engineering durchgefiihrt und eine

$239D/I1332E -Variante von Daratumumab generiert, um eine Verbesserung der ADCC zu erzielen.
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Im direkten Vergleich mit dem IgG1-Wildtyp Daratumumab wurde das Bindungsverhalten von Dara-
DE untersucht. In den Bindungsstudien konnte die unverminderte Bindung der Fc-optimierten
Variante Dara-DE an das spezifische Antigen CD38 im Vergleich zu Daratumumab nachgewiesen
werden. Die Antigenbindungsstelle im variablen Teil des Antikérpers wurde bei der Entwicklung von
Dara-DE nicht verdandert. Daher war eine vergleichbar hohe Affinitat fir das Zielantigen wie beim
Wildtyp Daratumumab zu erwarten, welche in den Bindungsuntersuchungen bestéatigt werden konnte.
Dies bestatigt die Erwartungen, welche vorausgegangene Untersuchungen an Antikérpern der
Mutation S239D/I332E vermuten lieBen: dass die Affinitdt der Antigenbindung durch diese
Veranderung in der Aminosauresequenz nicht beeinflusst wird (Lazar et al. 2006). Diese Erkenntnis
stellte die Voraussetzung fiir weitere Untersuchungen von Dara-DE, da Daratumumab sich durch eine
hohe Affinitdt zu seinem Antigen CD38 auszeichnet und hier ein Zusammenhang zum stark
ausgepragten Potential zur CDC-Induktion hergestellt werden kann (Weers et al. 2011). Die Ergebnisse
der Bindungsstudien decken sich zudem mit dem unverdnderten Bindungsverhalten anderer
Antikorper, die mit der gleichen Aminosauresubstitution S239D/I332E optimiert wurden, wie dem
CD133-Antikorper 293C3-SDIE (Schmied et al. 2019b) oder dem FLT3-Antikorper 4G8-SDIEM (Schmied
et al. 2019a).

Bezliglich der Steigerung der ADCC wies das Profil der $239D/1332E-Aminosduresubstitution bereits
bei verschiedenen Antikérpern positive Untersuchungsergebnisse auf. Der mit der
Aminosauresubstitution S239D/1332E Fc-optimierte CD133-Antikorper 293C3-SDIE zeigt eine
gesteigerte ADCC gegen CD133-positive AML-Zellen (Koerner et al. 2017), Kolonkarzinom-Zelllinien
(Schmied et al. 2019b) und B-ALL-Zellen auf (Riegg et al. 2021). Ein weiterer Fc-optimierter Antikdrper
mit der Aminosauresubstitution $239D/I332E ist der FLT3-Antikérper 4G8-SDIEM, welcher bereits in
einer klinischen Studie bei AML-Patienten erprobt wird und zudem NK-Zell-abhangige ADCC gegen B-
ALL-Zellen induziert (Schmied et al. 2019a). Der Fc-optimierte CD19-Antikérper Tafasitamab mit der
Aminosauresubstitution $239D/1332E wies ebenfalls Wirksamkeit in klinischen Studien nach. Seine
Wirksamkeit konnte bei Leukdmien und Lymphomen gezeigt werden (Horton et al. 2008). Die
Forschungsgruppe um Schewe und Kollegen konnte nachweisen, dass ein Tafasitamab Surrogat-
Antikorper (,,CD19-DE”) die MRD von aus Patienten stammenden ALL im Xenograftmodell eradizierte
(Schewe et al. 2017). Tafasitamab wurde fiir die FcyR-Bindung optimiert, die CDC-Aktivitat fehlt jedoch
(Kellner et al. 2013). Die positiven Eigenschaften flihrten dazu, dass Tafasitamab von der FDA fir eine
Kombinationstherapie mit Lenalidomid fiir das Diffuse groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) zugelassen
wurde (Salles et al. 2020). Was fiir herkdmmlich konfigurierte Antikoérper gilt, konnten Raab und
Kollegen auch fir ein Fusionsprotein NKG2D-lgG1l zeigen. Das Fusionsprotein mit der

Aminosauresubstitution S239D/I332E in seiner Fc-Domdadne vermittelte verstarkt ADCC gegen
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Brustkrebszellen (Raab et al. 2014). Eine deutliche Steigerung der ADCC wies das Fusionsprotein auch
im Zusammenhang mit Leukdmie-Zellen auf (Steinbacher et al. 2015).

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Dara-DE reihen sich in bisherige positive und
erfolgversprechende Studienergebnisse zu Antikdrpern mit der S239D/1332E-Aminosauresubstitution
ein. In vitro Experimente an Tumorzelllinien zeigten in Chromfreisetzungsversuchen signifikant hohere
Lyseraten, welche auf die $239D/I332E-Mutation zuriickgefihrt werden kénnen. Es ergab sich sowohl
eine gesteigerte Effektivitat als auch Potenz der ADCC-Vermittlung (im Mittel ca. 3 bis 6-fach im
Vergleich zum Wildtyp Daratumumab). Die schon bei anderen mit dieser Mutation optimierten
Antikorpern nachgewiesene gesteigerte ADCC-Induktion wurde somit auch beim CD38-Antikorper
Dara-DE bestatigt. In einigen Experimenten konnten Tumorzellen von Myelompatienten mit
Patienteneigenen Effektorzellen inkubiert werden. Diese autologen Experimente zur ADCC-Induktion
von Dara-DE geben Hinweise darauf, dass die ADCC-Induktion durch die Optimierung mittels
$239D/I1332E-Mutation auch in diesem Setting der Wildtyp-Variante Gberlegen ist. Fur verldssliche
Ergebnisse muissten diese allerdings in umfangreicheren Experimenten erhartet werden.

Beim Betrachten der Ergebnisse zur Dara-DE induzierten ADCC fallt auf, dass die absoluten Lyseraten,
die in den durchgefiihrten Untersuchungen erreicht wurden, im Vergleich zu den Untersuchungen
anderer Forschungsgruppen eher gering erscheinen. Bei den Untersuchungen handelt es sich um
dynamische Experimente mit Immunzellen verschiedener Spender. Eine nachgewiesene Auswirkung
auf antikérpervermittelte Effektorzellmechanismen haben bestimmte genetische Polymorphismen. So
zeigt der Polymorphismus 158F/F des FcyRllla eine hohere Affinitat zu IgG1 und fuhrt in der Folge bei
Myelompatienten zu einem besseren Ansprechen auf die Therapie mit Daratumumab (Mata-Molanes
et al. 2022). Mogliche genetische Varianten unter den Blutspendern kdnnen fiir eine breite Streuung
der Lyseraten in den ADCC-Experimenten sorgen. Nachtrdglich eruieren lasst sich dies fir die
durchgefiihrten Versuche jedoch nicht.

Bei Antikorpern wie Tafasitamab (Horton et al. 2008) oder dem CD19-EFTAE (RoRkopf et al. 2020) zeigt
sich der Effekt durch das Fc-Engineering besonders deutlich, da diese CD19-Antikorper in der
jeweiligen Wildtyp-Variante nicht effizient ADCC oder CDC vermitteln. Daratumumab besitzt als
klinisch erprobter Antikdrper bereits eine hohe Wirksamkeit, weshalb hier geringere Unterschiede in
der ADCC-Induktion zwischen der Fc-optimierten Variante und Daratumumab zu erwarten waren. Dies
erklart die zwar statistisch signifikante, aber vergleichsweise geringere Steigerung der Maximallyse
durch das Fc-Engineering. Jedoch ist das MaR an Auswirkung des Fc-Engineerings im Patienten nicht
absehbar. Es musste geklart werden, inwieweit die Verbesserungen, die das Fc-Engineering in in vitro
Experimenten zeigt, sich letztendlich klinisch als relevant erweisen. Noch sind die Auswirkungen in der
in vivo Anwendung von Dara-DE nicht absehbar. Generell ist es schwierig, die verbesserte Wirksamkeit

optimierter Antikorper endgliltig zu bewerten, da der direkte Vergleich zu Wildtyp-Varianten in
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klinischen Studien schwierig zu realisieren ist (Kellner et al. 2017). Transgene FcyR-humanisierte Mause
(Bournazos et al. 2014), mit humanen Effektorzellen humanisierte Mause (Lux et al. 2014; Lux &
Nimmerjahn 2013) oder Primaten (Zalevsky et al. 2009) dienen als in vivo Modelle zur Untersuchung
von lgG-Effektorfuntktionen und kdénnten weiterfiihrende Erkenntnisse lber die in vivo Wirkung von
Dara-DE geben.

Die Untersuchungen zur Phagozytose-Induktion bescheinigen der Fc-optimierten Variante Dara-DE
eine unverandert stark ausgeprdgte ADCP-Induktion im Vergleich zum Wildtyp Daratumumab. Die
Auspragung antikdrperabhangiger Effektormechanismen und damit die Tumorzelldepletion ist
abhangig vom Verhaltnis aktivierender und inhibitorischer Fcy-Rezeptorbindung (Nimmerjahn &
Ravetch 2005). Die Mutation S239D/I332E bewirkt neben einer gesteigerten Affinitait zu den
aktivierenden Fcy-Rezeptoren auch eine Affinitatssteigerung zum inhibitorischen Fcy-Rezeptor llb
(CD32b) um ein vielfaches (im Vergleich zum Wildtyp um das 69-fache), wodurch sich erklaren kénnte,
warum Dara-DE ein unverédndertes Potential zur ADCP-Induktion besitzt (Lazar et al. 2006). Auf die
ADCC durch NK-Zellen hat die gesteigerte FcyRIlb-Affinitat vermutlich keine inhibitorischen
Auswirkungen, da NK-Zellen kein CD32b exprimieren (Ernst et al. 2002). Eine Steigerung der
antikérpervermittelten Phagozytose von Tumorzellen durch Makrophagen kann durch eine optimierte
Bindung zum FcyRlla erzielt werden (Richards et al. 2008). Um jedoch simultan sowohl eine Steigerung
der ADCC als auch eine Steigerung der Daratumumab-vermittelten ADCP zu erreichen, erschien es
sinnvoll das Protein-Engineering mit einer weiteren Optimierungsstrategie zu kombinieren. Zur
Steigerung der Daratumumab-vermittelten Phagozytose wurde daher eine zuséatzliche CD47-Blockade

mit dem Fusionsprotein SIRPa-Fco getestet.

4.2 CD47-Blockade zur Steigerung der ADCP-Aktivitat monoklonaler Antikorper

Um eine hohe Tumorzellelimination durch eine Antikdrpertherapie in moglichst vielen Individuen zu
erreichen, konnte es zielfihrend sein, moglichst viele Wirkmechanismen eines Antikorpers zu
optimieren. Eine Optimierung der ADCC-Induktion von Daratumumab wurde Uber das Protein-
Engineering erreicht. Wie eingangs beschrieben, leistet auch die ADCP durch Makrophagen einen
wichtigen Beitrag zur Tumorelimination mittels monoklonaler therapeutischer Antikorper (Weiskopf
& Weissman 2015). Jedoch lieR sich durch das Protein-Engineering mittels der Mutation $239D/I332E
keine gleichzeitige Verstarkung der ADCP erreichen. Um die durch Daratumumab vermittelte
Phagozytose-Induktion zu steigern, wurde daher die Strategie der CD47-Signalblockade angewendet,
welche durch das rekombinant hergestellte Fusionsprotein SIRPa-lgG2c realisiert wurde. Das

Fusionsprotein SIRPa-Fco diente zur Unterbindung des inhibitorischen ‘Don’t-eat-me’-Signals, welches
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durch die CD47-SIRPa-Interaktion ausgeldst wird, und zeigte in den Untersuchungen in Kombination
mit Daratumumab einen ADCP-steigernden Effekt.

Die Blockade der CD47-SIRPa-Achse stellt ein wichtiges, aktuelles Forschungsthema dar, weil Tumoren
verschiedener Genese haufig eine hohe CD47-Expression aufweisen. Die Strategie erwies sich bereits
in einigen Studien als effektiv: Der humanisierte CD47-Antikérper Hu5F9-G4 (Magrolimab) ermoglichte
die Phagozytose und Elimination von Tumorzellen sowohl allein als auch in Kombination mit Rituximab
(Liu et al. 2015a). In einer klinischen Phase-I-Studie fihrte die Kombination von Hu5F9-G4 mit
Rituximab zur kompletten Remission bei NHL-Patienten (Advani et al. 2018). Durch Kombination von
Hu5F9-G4 mit Trastuzumab konnte eine Verstarkung der Phagozytose und damit der Trastuzumab-
vermittelten Effektivitdt gegen HER2-positive Brustkrebszellen erreicht werden, die bereits eine ADCC-
Toleranz gegenuber Trastuzumab erworben hatten (Upton et al. 2021). In einer Phase-Ib/II-Studie
zeigte HU5F9-G4 in Kombination mit Azacitidin und Venetoclax Wirksamkeit bei AML (Daver et al.
2022). Auch die Kombination mit IgA-Antikdrpern erwies sich als vielversprechend (Treffers et al.
2020).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien zeigten eine signifikante Steigerung der durch
Daratumumab vermittelten Phagozytose, die auf die CD47-Blockade durch die Kombination mit SIRPa-
Fco zuriickzufiihren sind. Die Ergebnisse lieferten einen guten Effekt bei Myelomzelllinien und einen
maRigen Effekt bei der untersuchten Lymphomzelllinie. Ob dieser Effekt auch eine biologische
Relevanz besitzt, ist mit den Experimenten nicht zu bewerten. Die Experimente im autologen Setting
zeigten einen Effekt durch SIRPa-Fco und geben einen ersten Hinweis darauf, dass SIRPa-Fca auch hier
eine positive Wirkung haben kdnnte.

Die Phagozytose-Experimente wurden mit ex vivo gereiften Makrophagen durchgefiihrt, da kein
Zugang zu Gewebemakrophagen bestand. Die in vitro Experimente kdnnen eine komplexe
Tumorumgebung nicht abbilden. Tumorassoziierte Makrophagen (TAM) spielen beim Multiplen
Myelom eine bedeutsame Rolle in der Mikroumgebung des Tumors (Sun et al. 2022). Sie kénnen das
Tumorwachstum unterstltzen und sind mitunter mit einer negativen Prognose verbunden (Suyani et
al. 2013; Wang et al. 2019). Die TAM kdnnen jedoch durch Antikérpertherapie aktiviert werden und
zur Tumorelimination beitragen. In Studien am Glioblastom konnte nachgewiesen werden, dass eine
CD47-Blockade die Phagozytose von Tumorzellen durch Tumorassoziierte Makrophagen (TAM) in vitro
steigerte. AuBerdem wurde eine Polarisation der TAM-Phdnotypen von antitumorigenen M1 zu
protumorigenen M2 unter CD47-Blockade in vivo beobachtet (Zhang et al. 2016). Auch das CD47-
blockierende Fusionsprotein TTI-621 steigerte die Phagozytose von Lymphomzellen durch sowohl M1
als auch M2 Maus-TAM (Lin et al. 2017). Die Kombination einer Fc-funktionslosen Variante des CD47-
Antikdrpers Magrolimab mit einer LILRB1-Blockade (LILRB1, /leukocyte immunoglobulin-like receptor

subfamily B member 1) verstarkte die Rituximab-vermittelte Phagozytose von Lymphomzellen, unter
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anderem durch Lymphom-assoziierte Makrophagen (Zeller et al. 2022). Dass auch SIRPa-Fco eine
Auswirkung auf die TAM beim Multiplen Myelom hat, kann vermutet werden. /n vivo Untersuchungen
waren notwendig, um den Effekt von SIRPa-Fco auf die Phagozytose von Tumorzellen genauer zu
untersuchen.

Studienergebnisse zeigen, dass die Antitumorwirkung der CD47-Blockade Uber den Effekt der
gesteigerten ADCP durch Makrophagen hinaus geht. Matlung und Kollegen zeigten, dass eine
Unterbrechung der SIRPa-CD47-Interaktion auch die antikérpervermittelte Trogozytose und
Trogoptose durch Neutrophile verstarken kann (Matlung et al. 2018). Zudem konnte eine Aktivierung
des adaptiven Immunsystems im Rahmen der CD47-SIRPa-Blockade festgestellt werden. Tseng und
Kollegen beobachteten, dass dendritische Zellen abhangig von einer CD47-SIRPa-Blockade Krebszellen
vermehrt phagozytierten. Die dendritischen Zellen rekrutierten CD8-positive T-Zellen, so dass eine
sekundare T-Zell-Antwort initilert wurde, die in den durchgefiihrten Untersuchungen Mause
anschlieRend vor dem Tumor schitzte (Tseng et al. 2013). Die Wirkung einer CD47-Blockade ist also
nicht nur an das native Immunsystem gebunden. Zur vollen Wirkungsentfaltung ist auch das adaptive
Immunsystem von Bedeutung (Liu et al. 2015b). Es wiirde jedoch lber den Rahmen dieser Arbeit
hinaus gehen, diese Effekte fir das Fusionsprotein SIRPa-Fcc im Speziellen nachweisen zu wollen.
Insgesamt zeigten bisher untersuchte CD47-Antikorper eine gute Vertraglichkeit. Untersuchungen zur
Toxizitat zeigten, dass solche CD47-Antikorper, die in der Lage waren Effektorfunktionen zu vermitteln,
Zytotoxizitat aufwiesen, welche sich in vivo in erniedrigten Eyrthrozytenzahlen, Hamatokrit und
Hamoglobinwerten duRerte (Pietsch et al. 2017). Darlber hinaus sind Hamagglutination und
Plattchenaggregation weitere Probleme, die durch aktivierende CD47-Antikérper auftreten (Uno
2007). So zeigte beispielsweise der CD47-Antikérper HuSF9-G4 in einer Phase-lb-Studie in Kombination
mit Rituximab insgesamt eine gute Vertraglichkeit unter den Probanden. Eine Andmie lieR sich durch
eine niedrigere Erstdosis abmildern (Advani et al. 2018). Zu den unerwiinschten Nebenwirkungen der
Phase-I-Studie zur Sicherheit, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Hu5F9-G4 zahlten Fatigue,
Kopf- und Gliederschmerzen, Fieber, Schittelfrost sowie Infusionsreaktionen, auRerdem transiente
Andmie, Hamagglutination und Lymphopenie (Sikic et al. 2019). Dahingegen hatten CD47-Antikorper
ohne Fc-Effektorfunktion kaum einen Einfluss auf diese Werte der Zellzahlen (Pietsch et al. 2017).
CD47-SIRPa-Blockade flihrt zu Apoptosesignalen, Phagozytose und Ausbildung Tumorspezifischer T-
Zell-Antworten. Intakte Zellen ohne weitere Stresssignale jedoch bleiben durch die Phagozytose
weitestgehend verschont: CD47-Blockade auf normalen Zellen I6st scheinbar keine Phagozytose ohne
weitere prophagozytotisch wirkende Signale, wie sie durch Calreticulin, Phosphatidylserin oder FcyR-
Aktivierung vermittelt werden, aus (Russ et al. 2018; Gardai et al. 2005; Chao et al. 2010b). Dies erklart
die geringe Toxizitdt nicht-aktivierender CD47-Antikorper. Mit ALX-148 wurde ein Fusionsprotein

erstellt, bestehend aus zwei hoch CD47-affinen SIRPa-Varianten verbunden mit einer inaktiven Fc-

63



Diskussion

Region von humanem IgG, welches allein keine Phagozytose induzierte, aber in Kombination mit
Antikorpern synergistische Effekte zeigte und bereits in einer klinischen Phase-I-Studie untersucht
wurde (Russ et al. 2018; Weiskopf et al. 2013; Lakhani et al. 2021).

Eine Minimierung der Zytotoxizitdit auf gesunde Zellen war ausschlaggebendes Argument zur
Konzipierung des Fusionsproteins SIRPa-Fco, dessen funktionslose Fc-Komponente (IgG2c) lediglich
zur Stabilisierung des Proteins und zur Verlangerung der Retentionszeit im Blut dienen, um Toxizitat
auf gesunde CD47-positive Zellen weitestmoglich zu umgehen. Eine Wirkung sollte nur in Kombination
mit einem Antikoérper, der durch FcyR-Aktivierung die Makrophagen zur Phagozytose stimuliert,
stattfinden. SIRPa-Fco allein zeigte in den Untersuchungen dieser Arbeit keinen Effekt auf die
Phagozytose von Tumorzellen durch Makrophagen und erfiillte somit diesen Anspruch. In
Proliferations-Assays ergab sich zudem der Hinweis auf eine geringe Toxizitdt des Fusionsproteins. Dies
lasst mutmalen, dass SIRPa-Fco auch in vivo keine GbermafRige Toxizitdt aufweisen kénnte. Zur
besseren Einschatzung der Toxizitdt von SIRPa-Fco missten zundchst umfassendere Prifungen an
gesunden Zellen, vornehmlich Erythrozyten, durchgefiihrt werden, insbesondere im Vergleich zu
aktivierenden CD47-Antikérpern, wobei Nebenwirkungen nur im Tiermodell und letztlich in
umfassenden klinischen Studien zu untersuchen sind.

CD47 wird als anti-phagozytotisch wirkendes Oberflachenprotein ubiquitadr auf gesunden Kérperzellen
exprimiert (Reinhold et al. 1995). Ein Problem bei der CD47-Blockade auf Tumorzellen ist damit der
mogliche herabgesetzte pharmakologische Effekt von CD47-bindenden Agenzien. CD47 als
Oberflachenrezeptor unterliegt dem Prozess der Endozytose. Die Verbreitung des Rezeptors auf
normalen Geweben hat also einen Einfluss auf die Verfligbarkeit des Medikaments, da ein
betrachtlicher Teil des Medikaments auf diesen Geweben gebunden und internalisiert und somit die
Effektivitdt gemindert werden kann (,antigen sink’) (Awwad & Angkawinitwong 2018; Wang et al.
2012). Von einem potenziellen CD47-bindenden Medikament waren also groRe Mengen notwendig,
um genug CD47 auf Tumorzellen zu blockieren. Eine elegante Losung die Problematik des ,antigen sink’
zu umgehen, ist die Entwicklung von bispezifischen Antikorpern. Das Co-Targeting von CD47 und einem
weiteren Tumorspezifischen Oberflichenantigen kann die selektive Bindung an Tumorzellen
erleichtern, was zu mehr Phagozytose von Tumorzellen fiihren kann und moglicherweise auch weniger
toxische Nebenwirkungen auf gesunde Gewebe hatte. So testeten Piccione und Kollegen bereits einen
gegen CD47 und CD20 gerichteten bispezifischen Antikorper fir das Non-Hodgkin-Lymphom mit
reduzierter Affinitat zu CD47, der eine selektive Bindung an die CD47- und CD20-positiven Zellen zeigte
und zu einer Steigerung der Phagozytose von Lymphomzellen fiihrte (Piccione et al. 2015). Ein
dhnlicher Ansatz wurde mit einem bispezifischen Antikérperderivat RTX-CD47 verfolgt, bestehend aus
einem scFv-Fragment gegen CD20 und einem blockierenden scFv-Fragment gegen CD47. Die

resultierende CD20-gerichtete Blockade der CD47-SIRPa-Achse induzierte die Beseitigung von CD20-
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und CD47-positiven Zellen durch Phagozytose und zeigte auBerdem synergistische Verstarkung der
ADCP durch Antikdrper wie Daratumumab, Alemtuzumab (CD52) und Obinutuzumab. Auf CD20-
negative Zellen hatte das bispezifische Antikérperderivat RTX-CD47 derweil keinen Effekt (van Bommel
et al. 2017). Buatois und Kollegen entwickelten einen humanen bispezifischen Antikorper, gerichtet
gegen CD19 und niedrig affin gegen CD47: NI-1701 zeigte in vitro und in vivo hohe Aktivitat gegen B-
Zell-Tumore durch seine Potenz zur ADCP-Induktion. Im Maus-Model lieB sich ein noch starkerer Effekt
auf die Tumorinhibition bis hin zur Regression durch die Kombination mit Rituximab erzielen. Zudem
zeigte sich ein glinstiges pharmakokinetisches Profil durch die selektive Bindung an CD47- und CD19-
positive Zellen und keine hamatologische Toxizitdt aufgrund keiner oder sehr schwacher Bindung an
Erythrozyten, Thrombozyten oder T-Zellen (Buatois et al. 2018). Derartige bispezifische
Therapiekonzepte lassen schlussfolgern, dass die duale Adressierung von CD47 und einem
tumorspezifischen Zielantigen in einem bispezifischen Antikérperkonstrukt auch fiir die zukiinftige

Myelomtherapie eine vielversprechende Strategie fiir mégliche neue Therapien darstellt.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit ein Fc-optimierter CD38-Antikorper und ein
Proteinkonstrukt zur synergistischen Wirkung mit CD38-Antikérpern erstellt und in in vitro Studien
charakterisiert und funktionell getestet. Die Anwendung eines etablierten Protein-Engineering erwies
auch bei dem klinisch eingesetzten CD38-Antikorper Daratumumab eine weitere Steigerung der ADCC-
Aktivitat, wahrend seine ADCP-Aktivitat davon unbeeintrachtigt bleibt. Ein Fusionsprotein SIRPa-Fco
wurde generiert, das die auf das Phagozytoseverhalten von Makrophagen inhibitorisch wirkende
SIRPa-CD47-Interaktion blockierte und so die durch Daratumumab vermittelte ADCP steigerte. Sowohl
der Fc-optimierte CD38-Antikorper Dara-DE als auch das Proteinkonstrukt SIRPa-Fca kénnen fiir einen
potenziellen klinischen Einsatz von groRem Interesse sein. Die hier erlangten in vitro Resultate
rechtfertigen ihre weitere Charakterisierung auch in in vivo Experimenten. Dabei ware es auch
interessant zu untersuchen, inwieweit die Kombination aus Fc-Engineering und CD47-Blockade sich

auf die Tumorelimination auswirkt.
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5 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist ein B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, das zu den haufigsten malignen
hamatologischen Erkrankungen zahlt. Durch antikdrperbasierte Immuntherapien wurden in den
letzten Jahren grolRe Fortschritte in der Therapie des Multiplen Myeloms erzielt. So stellt der
CD38-Antikorper Daratumumab eine erfolgreiche Therapieoption fir die Erkrankung dar. Jedoch
profitieren nicht alle Patienten gleichermallen und das Multiple Myelom gilt nach wie vor als nicht
dauerhaft heilbar, sodass weiterer Forschungs- und Entwicklungsbedarf besteht.

Die Rekrutierung von Effektorzellen durch aktivierende Fcy-Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle in der
Krebstherapie mit monoklonalen Antikdrpern. Die antikdrperabhdngige zellvermittelte Zytotoxizitat
(ADCC) und die antikdrperabhangige zellulare Phagozytose (ADCP) sind Effektorzellmechanismen, die
nachweislich einen wichtigen Beitrag zur Effektivitdt von Daratumumab leisten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden Strategien zur Verstirkung dieser Wirkmechanismen entwickelt, um die CD38-
gerichtete Myelomtherapie zu verbessern.

Durch Modifikation der Fc-Domane (sogenanntes Fc-Engineering) sollte eine optimierte
Fc-Rezeptorbindung und somit eine erhohte ADCC-Aktivitdit von Daratumumab erreicht werden.
Hierflir wurde eine Protein-optimierte Variante Dara-DE mit der zweifachen Aminosauresubstitution
DE (S239D/I332E) generiert. Zur Steigerung der ADCP-Aktivitdit wurde der Antikdrper mit einem
immunmodulatorischen Fusionsprotein kombiniert, welches die Phagozytose-hemmende Interaktion
zwischen dem signal regulatory protein (SIRP) a auf Makrophagen und seinem Liganden CD47
blockiert. CD47 fungiert als sogenanntes ,Don’t eat me’-Signal und wird stark auf Tumorzellen
exprimiert. Fir das Fusionsprotein SIRPa-Fco wurde die V2-Form von SIRPa mit der modifizierten, von
Immuneffektorfunktionen eliminierten Fc-Domane IgG2c kombiniert.

Der Fc-optimierte Dara-DE und das Fusionsprotein SIRPa-Fco wurden mit rekombinanter DNA-Technik
generiert. Die Antikérper und Fusionsproteine wurden in eukaryoten Zellen exprimiert, gereinigt,
charakterisiert und hinsichtlich ihrer in vitro Zytotoxizitdt analysiert. Die Bindungseigenschaften
wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die ADCC durch humane NK-Zellen wurde in >Chrom-
Freisetzungsversuchen untersucht. Die ADCP durch humane Makrophagen wurde mittels
Durchflusszytometrie und Live Cell Imaging analysiert.

Dara-DE zeigte eine spezifische CD38-Bindung. Dara-DE erwies im Vergleich zu Daratumumab eine
signifikant gesteigerte ADCC-Aktivitat gegeniiber zwei Myelomzelllinien und einer Lymphomzelllinie.
Dies zeigte sich sowohl in einer niedrigeren mittleren effektiven Konzentration ECsp als auch in einer
héheren maximalen Zielzelllyse. Einzelne autologe Experimente mit Patientenmyelomzellen gaben
ebenfalls Hinweise auf eine gesteigerte ADCC. Das Potential zur ADCP-Induktion entsprach dem von

Daratumumab.
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SIRPa-Fco zeigte in Kombination mit Daratumumab eine signifikant gesteigerte ADCP maligner
Myelomzellen durch Makrophagen im Live Cell Imaging und eine gering gesteigerte ADCP in der
Durchflusszytometrie. Autologe Phagozytose-Experimente mit Patientenzellen deuteten ebenfalls auf
eine Steigerung der Daratumumab-vermittelten Phagozytose durch SIRPa-Fco hin. SIRPa-Fco allein
zeigte keine zytotoxische Wirkung.

Strategien zur Verstirkung der effektorzellvermittelten Tumorzelleliminierung stellen einen
attraktiven Ansatz zur Optimierung der CD38-gerichteten Immuntherapie dar. Die erzielten Ergebnisse
zur Steigerung der ADCC mittels Fc-Engineerings und zur Steigerung der ADCP mittels CD47-Blockade
zeigen neue Moglichkeiten zur Ergdnzung und damit weiteren Verbesserung der Antikérpertherapie

zur Behandlung des Multiplen Myeloms auf.
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