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1.1 Antikorper

1 Einleitung

1.1 Antikorper

Ende des 19. Jahrhunderts trugen Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato in ihrer
Arbeit ,,Ueber das Zustandekommen der Diphterieimmunitit und Tetanusimmunitét bei
Thieren* einen ersten grundlegenden Schritt zur Entdeckung und Erforschung der
Antikorpermolekiile bei. Nach der Infektion von Versuchstieren mit Tetanus- und
Diphterietoxin konnte das Serum dieser immunisierten Tiere gesunde Tiere vor der
jeweiligen Infektion schiitzen, bzw. erkrankte Tiere heilen. Durch diese passive
Immunisierung, also der Ubertragung des Serums, konnte eine Immunitit erzeugt
werden. Die beiden Forscher gingen davon aus, dass antitoxische Substanzen im Serum

die entsprechenden bakteriellen Toxine neutralisieren oder zerstéren wirden.

Ab 1893 wurde ein Antitoxin fur die Behandlung der Diphterie beim Menschen eingesetzt
und Emil von Behring erhielt 1901 fiir seine Arbeiten den Nobelpreis (Gronski et al.,
1991). Paul Ehrlich pragte in diesem Zusammenhang den Begriff des ,,Antikorpers* fur
das im Serum enthaltene Antitoxin (Ehrlich, 1891). Dartber hinaus erklarte er im Jahr
1900 mit der Seitenkettentheorie die Bildung der Antikorper auf Grund einer Rezeptor-
Liganden-Interaktion zwischen Toxin und korpereigener Zelle. Eine Zelle exprimiert
viele verschiedene Seitenketten. Kommt nun ein Antigen mit der Zelloberflache in
Kontakt und passt, entsprechend nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip, genau zu einer
Seitenkette, fiihrt dies zur erhdhten Produktion dieser speziellen Seitenkette. Werden
diese dann auf Grund der hohen Proliferation von der Zelloberflache ins Blut sekretiert,
konnen die entsprechenden freien Toxine im Blut neutralisiert werden (Ehrlich, 1900).
Fir seine Arbeiten zur Serumtherapie und Grundlagen der Immunologie erhielt er 1908

ebenfalls den Nobelpreis.

In den folgenden Jahren wurden Untersuchungen zur Struktur der Antikorper
durchgefuhrt. So konnten Felton und Bailey 1926 nachweisen, dass es sich bei
Antikorpern um Proteine handelt (Felton and Bailey, 1926). Tiselius und Kabat, die
mittels Elektrophorese die Serumanalyse vorantrieben, gelang die Zuordnung der
Antikorper zur y-Globulinfraktion. Die Serumproteine werden in der Elektrophorese in
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vier Fraktionen aufgetrennt: Albumin, sowie die a-, -, und y-Globulinfraktion. Nach der
Immunisierung von Kaninchen mit Ovalbumin konnte eine starke Erhohung der y-
Globulinfraktion festgestellt werden. Wurden die gebildeten Antikorper mittels Antigen
adsorbiert, kam es einzig bei der y-Globulinfraktion zu einer signifikanten Reduktion
(Tiselius, 1937). Bezuglich der Fragestellung nach der antikdrperproduzierenden Zelle
konnte Astrid Fagraeus 1948 in Milzkulturen zeigen, dass Plasmazellen fur die
Antikorperproduktion von entscheidender Bedeutung sind (Fagraeus, 1948). Der
tatsdchliche Nachweis der Antikérperproduktion in Plasmazellen wurde 1955 mittels
Immunfluoreszenz erbracht (Leduc et al., 1955). Die zelluldare Bedeutung fiir die
humorale Immunantwort und spezifische Proliferation eines Lymphozytenklons erklarte
Frank Macfarlane Burnet wenige Jahre spater mit der von ihm entwickelten klonalen
Selektionstheorie (Burnet, 1959).

1.1.1 Struktur von Antikérpern

In den 1960iger Jahren wurden entscheidende Arbeiten zur Struktur des Igy-Globulins
veroffentlicht. Mit unterschiedlichen Methoden arbeiteten unabhdngig voneinander
sowohl Gerald Edelman, als auch Rodney Porter an der chemischen Strukturaufklarung
des Igy-Globulins. Durch Spaltung des Molekiils in verschiedene Untereinheiten gelang
es, die Struktur im Gesamten nachzuvollziehen. Die beiden Wissenschaftler erhielten im
Jahr 1972 fur ihre Arbeiten den Nobelpreis.

Das Igy-Globulin besitzt eine Y-férmige Struktur und ist symmetrisch aus vier
Polypeptidketten mit einem N- bzw. C-Terminus aufgebaut. Man unterscheidet zwei
leichte, sowie zwei schwere Ketten. Eine leichte Kette L (light chain) ist mit einer
schweren Kette H (heavy chain) (ber eine Disulfidbriicke verbunden, wobei auRRerdem
die beiden schweren Ketten ebenfalls tiber Disulfidbriicken in der sogenannten Hinge-
Region verbunden sind. Die schwere Kette besteht aus vier Doménen, die leichte Kette
aus zwei, womit ein Igy-Molekil aus 12 Domanen aufgebaut ist. Die loopférmige
Doméne aus 110 Aminosauren enthélt ebenfalls eine Disulfidbriicke (Edelman et al.,
1969).

Das Igy-Molekil lasst sich mit dem Enzym Papain in seiner Struktur in drei
Untereinheiten spalten, wobei das Molekul damit in seine funktionellen Einheiten

unterteilt ist. Die Untereinheit, welche verantwortlich fir die Bindung von Effektorzellen
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ist, bezeichnet man als Fc-Fragment. Das Fragment I&sst sich kristallisieren, weshalb es

die Bezeichnung fragment crystallizable, abgekirzt Fc-Fragment, erhielt.

Die zwei antigenbindenden Fragmente werden aufgrund dieser Eigenschaft fragments of
antigenbinding, abgekiirzt Fab-Fragmente, genannt. Das Fab-Fragment enthélt die leichte
Kette mit ihren zwei Doménen, sowie zwei Doménen der schweren Kette. Die fir die
Antigenbindung verantwortliche Domane nennt man variable Domane V, fir die schwere
Kette Vn und fir die leichte Kette V.. Die restlichen Doménen werden als konstante
Domanen C bezeichnet, fur die leichte Kette C. und die Doméne der schweren Kette,
entsprechend nummeriert, als Cul bis Ch3. (Porter, 1959). Fir die Spezifitdt und die
Antigenbindung selbst sind drei bestimmte Bereiche der variablen Domane
verantwortlich. Sie werden als hypervariable Regionen (HV1 bis HV3) oder auch als
complementarity determining regions (CDR1 bis CDR3) bezeichnet. Sie werden von
weniger variablen Gerustregionen (framework region) FR1 bis FR4 begrenzt, deren
Bezeichnung ihrer Eigenschaft zu Grunde liegt, die Konformitdt der Domane zu
bestimmen. Die hypervariablen Regionen aus schwerer und leichter Kette bilden

zusammen die Antigenbindungsstelle des Molekiils (Wu and Kabat, 1970).

Fab C. C.

Abbildung 1.1.1: Schematische Darstellung des Igy-Molekdils

Dargestellt ist die Struktur eines Igy-Molekiils, bestehend aus zwei leichten Ketten (V_und C.),
sowie aus zwei schweren Ketten (Vuund Cul bis Cn3). Die schweren Ketten sind Uber zwei
Disulfidbriicken (S-S) verbunden, sowie die schwere mit der leichten Kette. Die Fab-Fragmente
enthalten die antigenspezifische Einheit (V. und V), wobei die CDR-Regionen (I)
verantwortlich flr die Erkennung des Antigenepitops sind. Die Fc-Region besteht aus den
Domaénen Cnx2 und Cn3
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Das Immunsystem kann durch die humorale Antwort mittels Antikérper spezifisch auf
die Antigene der Umwelt reagieren. Diese hohe Diversitat ist bedingt durch das Prinzip
der somatischen Rekombination, also der Umlagerung der Gensegmente V, D, und J an
dem Genlocus der schweren bzw. leichten Kette. Im Folgenden wird nur die Anzahl der
funktionellen Gensegmente genannt. Auf Chromosom 14 liegen fiir die schwere Kette
38-46 V-Segmente, gefolgt von 23 D-Segmenten und 6 J-Segmenten. Bei der leichten
Kette unterscheidet man zwischen dem Genlocus der k-Leichtkette mit 34 V-Segmenten
auf Chromosom 2 und der A-Leichtkette mit 30 V-Segmenten auf Chromosom 22. Bei
der leichten Kette schlielen sich direkt 4-5 J-Segmente an, die D-Segmente fehlen. Durch
die somatische Rekombination der V(D)J-Segmente innerhalb der schweren und leichten
Kette und der Kombination der schweren und leichten Ketten ergeben sich aus der
kombinatorischen Vielfalt mehrere Millionen verschiedene Antikdrperspezifitaten.
Dariiber hinaus werden bei der V(D)J-Rekombination die nicht bendtigten Gensequenzen
ausgeschnitten und die benétigten Segmente durch regulatorische Proteine verknipft.
Diese verbinden die Segmente durch Hinzufligen oder Ausschneiden von Nukleotiden zu
einem komplementdren DNA-Strang, weshalb sich auch bei Kombination gleicher
V(D)J-Segmente unterschiedliche Produkte ergeben kdnnen. Hier spricht man von der
junktionalen Diversitat, die entscheidend fir die hohe Anzahl maoglicher
Antikorperspezifitaten ist. Diese wird durch somatische Hypermutation noch weiter
erh6ht, womit man insgesamt von einem Antikorperrepertoire von 10*2 bis 10%* ausgeht
(Tonegawa, 1983) (Wardemann and Busse, 2017). Die Expression der variablen Region
wird in der Entwicklungsphase der B-Zellen festgelegt, die V(D)J-Rekombination ist
nicht mehr veranderbar. Ebenfalls auf dem Genlocus der schweren Kette liegen die
Gensegmente Cn. Diese codieren die konstante Region des Antikdrpers und bestimmen

dessen Isotyp.

Entsprechend der Gensegmente Cp, C3, Cys Cy1, Cas, Cy2, Cya, Cg, Cyo, die auch in dieser
Reihenfolge im Genlocus an die J-Segmente anschlieen, werden die fiinf Isotypen, mit
ihren Subklassen unterschieden: IgM, IgD, 1gG (IgG1, 1gG2, 19gG3, 1gG4), IgE, sowie
IgA (IgA1 und IgA2). Fur den Klassenwechsel ist die Interaktion zwischen B-Zellen und
To-Helferzellen entscheidend, auRerdem haben Zytokine wie IL4, TNFa und Interferon y
einen wichtigen Einfluss. Die Isotypen unterscheiden sich strukturell. Sie variieren unter

anderem in der Anzahl ihrer konstanten Domanen und der Lange bzw. dem
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Vorhandensein einer Gelenkregion, sowie der Anzahl der Glykosylierungen (Stavnezer,
1996, Matsuda and Honjo, 1996, Arnold et al., 2007). Dies bedeutet, dass der Isotyp einen
entscheidenden Einfluss auf die spezielle Effektorfunktion des Antikdrpers hat. So kann
er seine Funktion in unterschiedlichen Kompartimenten austiben. Auf die

Wirkungsmechanismen wird im Folgenden genauer eingegangen.

1.1.2 Funktion und Wirkungsweise von Antikérpern

Antikorper sind in 16slicher oder in gebundener Form zu finden. So kdnnen die Isotypen
IgM und IgD auch membrangebunden als B-Zellrezeptor vorliegen. Die Wirkungsweise
von sezernierten, l6slichen Antikérpern wird im Folgenden durch drei Funktionsbereiche

kategorisiert: die Neutralisation, Opsonierung und Komplementaktivierung.

Neutralisation

Krankheitserreger wie Bakterien oder Viren l6sen durch unterschiedliche Mechanismen
eine Zellschadigung aus, die meist mit der Bindung an die Zelloberfl&che initiiert wird.
Viele Bakterien fuhren beispielsweise durch Sezernierung von Toxinen zu
Zellschadigungen. Antikérper verhindern durch die Bindung an Toxine deren Bindung
an eine Zelle und haben damit eine neutralisierende Wirkung. Dies gilt zum Beispiel fur
das Diphterietoxin (Pappenheimer et al., 1972). Die Bindung des Antikorpers an das
Pathogen kann also zum einen die Bindung, und damit oft das Eindringen in die Zelle,
verhindern, sie kann aber auch zu einer funktionellen oder strukturellen Blockade fiihren
und damit das Pathogen unschédlich machen (Corti et al., 2011). Antikdper fihren jedoch
nicht nur extrazellular zur Neutralisierung von Pathogenen, wie am Beispiel von
Adenoviren gezeigt werden konnte. In diesem Fall konnte die Bindung von Antikdrper
am Virus zwar nicht dessen Einschleusen in die Zelle verhindern, fiihrte aber durch die
Bindung am intrazelluldaren Fc-Rezeptor TRIM21 zum Abbau und damit zur
Neutralisierung des Virus. Dieser Prozess wird als ADIN (antibody dependent
intracellular neutralization) bezeichnet (Mallery et al., 2010). Allerdings wirft die
Kopplung an einen intrazelluldren Effektormechanismus die Frage auf, ob es sich hierbei
nicht viel mehr schon um eine Opsonierung handelt. Dieses Prinzip wird im Weiteren
behandelt.
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Opsonierung

Die Neutralisation kann vor Infektion und der Schadigung durch Pathogene schiitzen,
allerdings fihrt sie nicht zur direkten Abtétung und zum Abbau. Opsonierung beschreibt
die Auslosung von Effektormechanismen nach Bindung der Antikorper am Antigen. Die
Erkennung des Antigens erfolgt tiber das Fab-Fragment, wéhrend das Fc- Fragment mit
Fc-Rezeptoren auf Effektorzellen wechselwirkt. Damit verbinden Fc-Rezeptoren die
humorale Antwort des adaptiven Immunsystems mit zellularen Effektoren des
angeborenen Immunsystems. Sie werden auf Phagozyten, also Makrophagen und
neutrophilen Zellen, aber auch auf nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen), Eosinophilen,
Basophilen und Mastzellen exprimiert. Es gibt unterschiedliche, aktivierende und
supprimierende Fc-Rezeptoren, welche in ihrem molekularen Aufbau und in ihren
Subklassen als Gruppen unterschieden werden koénnen. Im Folgenden werden die
wichtigsten, durch Fc-Rezeptorbindung ausgeldsten Effektormechanismen, welche in

Verbindung mit Opsonierung stehen, kurz erldutert.

Ein GroRteil der im Blut zirkulierenden Antikérper sind 1gG-Molekile, die an
aktivierenden Fcy-Rezeptoren (FcyRI, FcyRII-A, Fcy RIII) auf Phagozyten binden.
Monomere, das heil3t nicht am Antigen gebundene Antikdrper, fuhren nicht zu einer
Aktivierung. Diese findet nur statt, wenn Antikdérper an das Antigen gebunden sind und
dadurch multimerisieren (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Auch IgA kann Uber den
FcaRI-Rezeptor (Fca-Rezeptoren: FcaRI, Fca/uR) Phagozytose auslésen. Fce-
Rezeptoren (FceRI, FceRII) binden IgE Molekile und werden auf Eosinophilen,
Basophilen und Mastzellen exprimiert. IgE Molekiile werden als Monomere an den
hochaffinen FceRI Rezeptor gebunden und fiihren bei Quervernetzung durch Bindung
von Antigenen zur Ausschittung der Granula von Mastzellen und damit zur
Entziindungsreaktion (Kraft and Kinet, 2007, Bournazos et al., 2009). Fiir die Regulation
der Immunantwort ist der inhibierende FcyRII-B1 und FcyRII-B2 verantwortlich, der
ebenso auf den Effektorzellen exprimiert wird. Ausgenommen davon sind die NK-Zellen,
die aber den aktivierenden FcyRIII-Rezeptor exprimieren und eine Antikdrpervermittelte
Lyse, ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), Gber die Freisetzung von
Perforin und Granzyme, vermitteln. Sie gehdren zu den wichtigsten Effektorzellen der
ADCC (Caligiuri, 2008, Clynes et al., 2000).
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Komplementaktivierung

Eine weitere Funktion der Antikdrper besteht in der Aktivierung des
Komplementsystems. Dabei handelt es sich um Plasmaproteine, die in einer
kaskadenférmigen Reihe durch proteolytische Spaltung der jeweiligen Vorstufe aktiviert
werden und so wiederum das folgende Protein aktivieren. Sie binden an die Oberflache
eines  Pathogens, losen  Entziindungsreaktionen aus und bilden einen
membranangreifenden Komplex MAC (Membrane Attack Complex), der durch die
Formation von Poren zu Zelllyse fiihren kann. Dies bezeichnet man als

Komplementvermittelte Zytotoxizitat, CDC (complement-dependent cytotoxicity).

Diese Kaskade kann durch drei verschiedene Wege ausgelost werden. Die
antikorperabhangige Aktivierung des Komplementsystems wird als klassischer Weg
bezeichnet. Dabei wird das Protein C1, bestehend aus C1r, Cls und C1q durch die
Bindung am Fc-Fragment der antigengebundenen 1gG oder IgM Molekile aktiviert.
Mindestens zwei gebundene IgG Molekile oder das als Pentamer vorliegende IgM
Molekdil binden an C1q. Dies l6st eine enzymatische Aktivitéat aus, die zur Aktivierung
der Komplementkaskade fiihrt. Auch Immunkomplexe l6sen die Aktivierung des
Komplementsystems aus, dessen Spaltprodukt C3b zur Opsonierung dient und durch
Bindung an Komplementrezeptoren auf Phagozyten den Phagozytose-Prozess unterstiitzt
(Sarma and Ward, 2011, Feinstein et al., 1986).

Das Wissen uber die physiologische Funktion und Wirkmechanismen von Antikérpern
war Grundlage fir eine verbesserte therapeutische Anwendung von Antikdrpern. Der
wichtigste Schritt war dabei die Entwicklung der Hybridomtechnik durch Kéhler und
Milstein 1975. Die medizinische Bedeutung und Weiterentwicklung von therapeutischen

Antikorpern werden in den folgenden Kapiteln naher diskutiert.

1.2 Antikorpertherapie

Historisch bedeutete die Entwicklung der Hybriodmtechnik durch Kéhler und Milstein
1975 zur Herstellung monoklonaler Antikdrper einen wichtigen Meilenstein zur gezielten
therapeutischen Nutzung von Antikorpern. Dabei werden Plasmazellen einer
immunisierten Maus mit Plasmozytomzellen fusioniert. Diese Hybridome kénnen murine

Antikorper gegen das zur Immunisierung gewahlte Antigen produzieren (Kohler and
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Milstein, 1975). 1986 wurde der erste monoklonale murine (-omab) Antikorper
zugelassen. Der Antikdrper Muronomab, gegen das CD3-Molekil auf T-Zellen gerichtet,

sollte nach Nierentransplantationen AbstoRungsreaktionen verhindern.

Allerdings waren weitere Entwicklungsschritte erforderlich, um sowohl die
Immunogenitat als auch die Pharmakokinetik und schliellich insgesamt die
therapeutische Aktivitat von murinen Antikdrpern zu verbessern. Im Folgenden wird auf
Verbesserungen in drei wichtigen Bereichen eingegangen, der Immunogenitat,
Pharmakokinetik und Effektorfunktion.

1.2.1 Immunogenitat

Bei der Applikation muriner monoklonaler Antikorper kann es zur Bildung von humanen
Anti-Mausantikérper (HAMA human anit-mouse antibody) kommen, die die Wirksamkeit
der Antikorpertherapie verringert (Schroff et al., 1985, Shawler et al., 1985). Diese
Reaktion sollte durch die Herstellung chimérer (-ximab) Antikorper herabgesetzt werden.
Mit der rekombinanten Antikorpertechnologie wurden die humanen Gensequenzen mit
den variablen murinen Sequenzen kombiniert, sodass der chimare AntikOrper aus einem
humanen Fc-Fragment mit variablen murinen Doménen bestand (Morrison et al., 1984).
Durch diese Chimérisierung konnte zum einen die Immunogenitét verringert, und zum
anderen die Aktivitat verbessert werden, da humane Fc-Teile besser mit humanen Fc-
Rezeptoren interagieren. Ein weiterer Schritt war die Humanisierung von Antikdérpern
mittels CDR-Grafting. Bei einem so humanisierten (-zumab) Antikdérper sind die
Gensequenzen der CDR-Regionen eines humanen Antikdrpers mit beliebiger Spezifitét

durch murine CDR-Sequenzen ersetzt (Jones et al., 1986, Queen et al., 1989).

Fur die Generierung vollstandig humaner (-umab) Antikérper wird Uberwiegend die
,phage display “ Technologie angewandt. Diese Methode nutzt die Mdglichkeit mittels
gentechnisch verdnderter Bakteriophagen Proteine zu exprimieren (Smith, 1988). Aus
groBen humanen Genbibliotheken kdnnen die Gensequenzen der variablen Region aus
schwerer und leichter Kette als single chain Fragment (scFv), bestehend aus Vy und Vi,
oder im Fab-Format auf den Phagen exprimiert werden. Das exprimierte
Antikorperfragment bindet spezifisch an das entsprechende Antigen (McCafferty et al.,
1990). So kann eine gezielte Selektion gewinschter Antikorperfragmente erfolgen.

Neben der ,,phage display “ Technologie gibt es weitere Displaytechniken, z.B. mittels
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Hefe (yeast display) (Boder and Wittrup, 1997), Ribosomen (ribosome display) (Hanes
and Pluckthun, 1997) oder Zellen (Ho et al., 2006). So kann die Selektion eines
spezifischen Antikdpers ohne Immunisierung erfolgen, allerdings erfolgt hierbei keine

Affinitatsreifung.

Eine alternative Mdoglichkeit der Humanisierung ist die Verwendung ,.humanisierter
Mause®. Bei solchen Mé&usen wird die Sequenz des Genlocus fur Immunglobuline durch
die entsprechende humane Sequenz ausgetauscht, weshalb bei diesen Tieren nach deren
Immunisierung vollstandig humane und auch affinitatsgereifte Antikorper sezerniert

werden (Bruggemann et al., 1989, Osborn et al., 2013).

1.2.2 Pharmakokinetik

Im Folgenden wird die Entwicklung der Optimierung pharmakokinetischer Eigenschafen

in der Antikorpertherapie anhand der Plasmahalbwertszeit betrachtet.

Die Plasmahalbwertszeit ist fur murine therapeutische Antikorper verkdirzt, was auch auf
die bereits beschriebenen HAMAS zurtickzufiihren ist (Larson et al., 1983). Wichtig ist
in diesem Zusammenhang aulRerdem der neonatale Fc-Rezeptor FcRn. In der
Schwangerschaft spielt dieser eine wichtige Rolle, da mittels FcRn und dessen Bindung
an die Fc-Region der Transport des IgG-Molekiils Gber die Plazenta zum Fetus moglich
ist. Darlber hinaus wird allgemein durch Bindung der IgG-Molekile am FcRn deren
Serumhalbwertszeit verlangert. Allerdings bindet der humane FcRn kaum bzw. nur sehr
schwach an murines 1gG (Roopenian and Akilesh, 2007, Ober et al., 2001). Dies erklart
eine Verbesserung der Halbwertszeit und damit verbunden eine hohere Wirksamkeit des
Antikorpers bei Molekiilen mit einer humanen Fc-Region, wie sie durch Chimarisierung
oder Humanisierung erzielt wird. Durch verschiedene Ansétze zur Optimierung der
Bindung am FcRn-Rezeptor konnten weitere Verbesserungen erzielt werden (Zalevsky
et al., 2010, Dall'Acqua et al., 2006). Aber auch Verénderungen in der variablen Region
bis in die CDR-Region zeigten positive Effekte in den pharmakokinetischen
Eigenschaften von Antikérpermolekilen (Igawa et al., 2010, Datta-Mannan et al., 2015).
Dariiber hinaus wird die Elimination des Antikdrpermolekdls durch die Interaktion mit
dem Antigen beeinflusst (Tabrizi et al., 2006). Dieser Effekt (target mediated drug

disposition) kommt besonders bei niedrigen Antikérperdosen zum Tragen. Damit hat die
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Affinitdt zum Zielantigen einen Einfluss auf die pharmakokinetischen Eigenschaften
(Liu, 2018).

1.2.3 Effektivitat

Bei der Anwendung therapeutischer Antikérper ging mit den bereits beschriebenen
Verbesserungen beziglich der Immunogenitat und Pharmakokinetik auch eine erhéhte
Effektivitdt einher. Die Antikorpertherapie ist mittlerweile unentbehrlich in der
Behandlung von Autoimmunkrankheiten, in der Transplantationsmedizin und in der
Onkologie (Schaffner and Kabelitz, 2001). Dabei lag in den letzten Jahren ein
Schwerpunkt auf der Entwicklung von Antikérpern zur Krebstherapie. Allein 2018 waren
80% der in Phase | getesteten Antikorper aus dem Bereich der Onkologie (Kaplon and
Reichert, 2019). Deshalb sollen nun die Wirkungsmechanismen und Optimierung der
Antikorpertherapie im Gebiet der Onkologie n&her beleuchtet werden. Es wird dabei
zwischen direkter und indirekter Zytotoxizitdt, sowie immunmodulatorische

Wirkungsmechanismen auf T-Zellen unterschieden.

Direkte Wirkungsmechanismen

Durch die Bindung des Antikorpers an der Tumorzelle Gber tumorassoziierte Antigene
(TAA) kdénnen antitumorale Effekte ausgeldst werden. Eine Moglichkeit, das Wachstum
solider Tumoren zu hemmen ist die Blockierung von Wachstumsfaktoren zur
Angiogenese, wie beispielsweise durch den 2005 zugelassenen Antikdrper Bevacizumab
(Avastin) (Hurwitz et al., 2004). Dartber hinaus wird tber Konjugat-Antikorper (ADC
antibody-drug conjugat) eine Tumorlyse induziert. Dabei wird ein monoklonaler
Antikorper uber einen chemischen Linker mit einem Toxin verbunden. Nach Bindung an
der Tumorzelle und Internalisierung des Antikorpers wird der Wirkstoff spezifisch in der
Tumorzelle freigesetzt. Der monoklonale Antikérper Brentuximab Vedotin (Adcetris)
bindet an CD30 positiven Tumorzellen und setzt nach Internalisierung das Zellgift
Monomethylauristatin E (MMAE) frei, das als Tubulininhibitor zur Apoptose der
Tumorzelle fuhrt. Adcetris kommt bei der Behandlung des CD30 positiven Hodgkin-
Lymphoms zum Einsatz (Okeley et al., 2010, Younes et al., 2012). Zu den direkten
antitumoralen Wirkmechanismen gehort aulerdem die Rezeptorblockade von

Wachstumsrezeptoren, wie etwa des epidermalen Wachstumsrezeptor HER2. Dieser

10
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kann auf Zellen bei Brustkrebs tberexprimiert werden und geht mit einer schlechten
Wirksamkeit der Hormon- oder Chemotherapie einher. Der Antikdrper Trastuzumab,
Handelsname Herceptin, bindet an den Rezeptor und wirkt antiproliferativ auf die
Tumorzelle. So konnte die Prognose der Patientinnen mit Expression des Rezeptors
deutlich verbessert werden und ist fester Bestandteil der Therapie (Carter et al., 1992,
Senkus et al., 2015). Fur Trastuzumab wird neben der Rezeptorblockierung auch ein
antitumoraler Effekt auf Grund zelluldrer, antikbrpervermittelten Zytotoxizitait ADCC
diskutiert (Varchetta et al., 2007). Diese zahlt zu den indirekten Wirkungsmechanismen

und wird im folgenden Abschnitt erlautert.

Indirekte Wirkungsmechanismen

Uber die Effektorfunktion der Fc-Region des Antikorpers wird eine ,indirekte
Zytotoxizitat vermittelt, da die tatsachliche Lyse der Tumorzellen von Fc-Rezeptor
exprimierenden Zellen abhdngig ist. Die unter 1.1.2 beschriebenen Mechanismen der
zelluldren, antik6rpervermittelten Zytotoxizitdt ADCC, sowie die komplementabhéngige
Zytotoxizitdt CDC, werden fur therapeutische Zwecke genutzt. 1998 wurde mit
Rituximab im Bereich der Onkologie der erste therapeutische Antikorper zugelassen. Der
monoklonale Antikorper besitzt eine Spezifitat fur CD20, ein Oberflachenmolekul, das
auf Zellen vieler maligner B-Zellerkrankungen aber auch auf normalen B-Zellen
exprimiert wird. Rituximab etablierte sich in der Therapie von Lymphomen und der
chronischen lymphatischen Leukdmie und zeigte unter anderem via ADCC sowie CDC
einen antitumoralen Effekt (Reff et al., 1994, Golay et al., 2006, Storz, 2014).
Allgemein konnte die indirekt vermittelte Zytotoxizitat verbessert werden, indem durch
Veranderungen der Fc-Region des IgG-Molekils die fir die ADCC nétige Bindung des
IgG-Molekiils an Fcyllla-Rezeptoren verstérkt, und damit eine erhdhte Wirksamkeit
erzielt wurde. Dies wurde durch Aminoséureaustausch in der Fc-Region erreicht (Lazar
et al., 2006), sowie durch Glykooptimierung (Shields et al., 2002).

Gegen CD20 wurde beispielsweise der Antikdrper Obinutuzumab entwickelt, der durch
Glykooptimierung im Fc-Fragment eine erhohte ADCC, einhergehend mit verbesserter
Effektorfunktion, aufwies (Mdssner et al., 2010). Obinutuzumab ist unter dem
Handelsnamen Gazyvaro in der Behandlung der CLL und des follikularen Lymphoms
zugelassen (European Medicines Agency, 2017a). Neben der ADCC konnte auch die

11
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CDC therapeutischer Antikorper durch erhéhte Bindung der Fc-Region an den
Komplementfaktor C1q verbessert werden (Idusogie et al., 2001, Natsume et al., 2008) .

Die T-Zellfunktion und deren therapeutische Modulierung durch Antikorper
Fcy-Rezeptor exprimierende Zellen stellen zwar eine wichtige Effektorzellpopulation in
der Antikorpertherapie dar, T-Zellen, die in der Regel keinen Fc-Rezeptor tragen, gelten
jedoch als die effizientesten Effektorzellen des Immunsystems.

T-Zellen erkennen mithilfe ihres T-Zellrezeptors (TCR) ein Antigen, allerdings nur wenn
es uber den MHC-Komplex (major-histocompatibility complex) als Peptidfragment
prasentiert wird. Die meisten T-Zellen exprimieren einen T-Zellrezeptor, der aus einer -
Kette, sowie einer B-Kette besteht. Dieses a: f Heterodimer dhnelt dem Fab-Fragment
eines Antikorpers mit einer konstanten, sowie einer fur die Antigenbindung noétigen,
variablen Region. Der TCR ist mit dem Rezeptor CD3 assoziiert, der fur die Weiterleitung
der Signalkaskade zur Differenzierung und Proliferation der T-Zellen verantwortlich ist,
nachdem die Antigenerkennung mittels TCR am MHC-Komplex von
antigenprésentierenden Zellen (APC antigen-presentig cell) stattgefunden hat (Kane et
al., 2000).

T-Zellen kdnnen zun&chst in zwei Populationen unterteilt werden, die sich durch die
Expression der CD4- bzw. CD8-Korezeptoren unterscheiden. CD8 positiven T-Zellen
werden zytolytische Peptide tber MHC 1, CD4 positiven T-Zellen endosomale Peptide
tber MHC |1 prasentiert (Konig, 2002). Die Aktivierung einer naiven T-Zelle durch
Antigenprésentation ist streng restringiert und bendtigt mehrere Signale. Zuné&chst findet
zwischen der APC und der T-Zelle ein schwacher Kontakt tiber Adh&sionsmolekdile statt,
der aber noch kein aktivierendes Signal auslost (Underhill et al., 1999). Der
antigenspezifische Kontakt zwischen MHC:Peptidkomplex, und des TCR/CD3 Komplex,
sowie des entsprechenden Korezeptors CD4/CD8 flhrt schlieBlich zur Aktivierung der
T-Zelle. Zur Differenzierung und Proliferation ist allerdings ein zweites Signal durch
Bindung der APC an kostimulierende Molekile auf der T-Zelle nétig, wie des
Korezeptors CD28, der an das B7-Molekil auf der APC bindet. Weitere mittlerweile
identifizierte kostimulierende Molekdle sind: CD40-Ligand, 4-1BB (CD137) oder OX40.
Diese haben eine aktivierende Wirkung auf die T-Zelle (Chen and Flies, 2013). Die
Aktivierung der T-Zelle geht mit Zytokinproduktion sowohl durch die APC als auch

12
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durch die T-Zelle einher. So wird durch die T-Zelle beispielsweise der Interleukin 2
Rezeptor exprimiert und es erfolgt auch die autokrine Produktion des Zytokins
Interleukin 2 (Acuto and Michel, 2003). SchlieRlich wird die Differenzierung in die
spezifischen Effektorpopulationen maligeblich durch die Freisetzung von Zytokinen
bestimmt (Seder and Ahmed, 2003). Unter den CD4 positiven T-Zellen unterscheidet
man zwischen den inflammatorischen Tnl-Zellen (T-Helferzellen) und den B-
Zellaktivierenden Tn2-Zellen. Bei den CD8 positiven T-Zellen spricht man von den
cytotoxischen T-Zellen (CTL cytotoxic T-Lymphocyte), die mittels Zytotoxine oder
Expression des Fas-Ligand (CD95) spezifisch zur Apoptose der Zielzelle fiihren (Raphael
et al., 2015, Russell and Ley, 2002).

Zur Regulierung der T-Zelle wird auf aktivierten T-Zellen mit der Expression von CD28
auch das Molekul CTLA4 exprimiert, das ebenfalls an den Ligand B7-1 (CD80), sowie
B7-2 (CD86) bindet, damit aber zur Hemmung der T-Zelle fiihrt. Das sogenannte
B7/CTLA4/CD28 System bildet somit ein Gleichgewicht zwischen Aktivierung und
Hemmung der T-Zelle (Greenwald et al., 2005). Ein weiteres wichtiges Molekl zur
Hemmung der Immunantwort ist der PD1-Rezeptor (programmed cell death protein 1),
der tber die Bindung an PDL-1 (B7-H1) und PDL-2 (B7-DC) ebenfalls zur Hemmung
der aktivierten T-Zelle fiihrt (Saresella et al., 2012).

Therapeutisch lassen sich diese Regulationswege in der Krebstherapie nutzen.
Sogenannte Checkpoint-Inhibitoren wurden entwickelt, um durch Blockierung
inhibierender Co-Rezeptoren wie PD-1 und CTLA-4 die Tumorabwehr durch T-Zellen
zu erhohen. Aktuell zugelassene Antikorper sind gegen PD-1 (Pembrolizumab oder
Nivolumab) oder gegen CTLA-4 (Ipilimumab) gerichtet (Heinzerling et al., 2019). Bei
der Behandlung des fortgeschrittenen malignen Melanoms zeigte deren Einsatz
beeindruckende Erfolge. Fir Ipilimumab konnte in einer Metaanalyse ein 3-
Jahresuberleben von 22% festgestellt werden, das bis zu einer Dauer von 10 Jahren
gleichbleibend war (Schadendorf et al., 2015). Mit dem Anti PD-1 Antikdrper
Pembrolizumab konnte gegeniiber Ipilimumab sowohl das progressionsfreie Uberleben,
als auch die 1-Jahrestiberlebensrate noch gesteigert werden (Robert et al., 2015). Auch
Nivolumab zeigte sich gegeniiber Ipilimumab sowohl hinsichtlich des progressionsfreien

Uberlebens (6,9 Monaten gegeniiber 2,9 Monaten), als auch fiur das mediane
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Gesamtuiberleben nach 4 Jahren (36,9 Monaten gegenuber 19,9 Monaten) berlegen.
Noch bessere Ergebnisse konnten mit einer Kombinationstherapie von Nivolumab und
Ipilimumab erzielt werden, allerdings traten bei der Kombinationstherapie auch
Nebenwirkungen am haufigsten auf (Hodi et al., 2018). Trotzdem bedeutete die
Einflhrung der Immun-Checkpoint-Inhibitoren einen Meilenstein, da bei metastasierten
Tumoren erstmals eine langanhaltende Remission erzielt werden konnte. Immun-
Checkpoint-Inhibitoren finden derzeit nicht nur in der Melanomtherapie, sondern auch
bei der Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms (Reck et al., 2016) oder des
Hodgkin Lymphoms (Ansell et al., 2015) Anwendung.

In der Entwicklungsphase sind auflerdem sogenannte Immunzytokine, womit die
Effektivitit des gegen ein Tumorantigen gerichteten Antikorpers gesteigert werden soll.
Dabei wird das Antikorpermolekil mit Zytokinen wie IL2 fusioniert. Zytokine, die
systemisch verabreicht zu schweren Nebenwirkungen fuhren, sollen so lokal am Tumor
zur Aktivierung des Immunsystems filhren (Klein et al., 2017, Bachanova et al., 2015).
Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Applikation von CAR T-Zellen. Es handelt
sich dabei um eine modifizierte Form des adaptiven Zelltransfers. Ex vivo wird in die
DNA autologer T-Zellen mithilfe eines viralen Vektors die Gensequenz fir einen
Fusionsrezeptor insertiert. Die autologen T-Zellen exprimieren daraufhin einen chiméren
Antigenrezeptor (CAR chimeric antigen receptor). Dieser besteht aus einer
extrazellularen Antikorperdoméne, sowie der intrazellularen Signaldoméne des CD3-
Rezeptors und einem kostimulierenden Rezeptor, wie CD28 oder 4-1BB. Die CAR T-
Zellen werden dem Patienten infundiert und kénnen MHC unabhé&ngig stimuliert werden,
sobald eine Bindung uber den Antikorperteil erfolgt ist. Dabei werden die intrazellularen
Signaldoménen aktiviert (Sadelain et al., 2013). 2018 wurden zwei CAR T-Zell
Therapien mit CD19-Spezifitat zugelassen: Tisagenlecleucel (Kymriah) fir refraktare
oder rezidivierte ALL im Kindes- und Jugendalter, aulRerdem auch fir Erwachsene mit
mehrfach  vorbehandelten grof3zelligen B-Zelllymphom (DLBCL), wie auch
Axicabtagene Ciloleucel (Yescarta) (European Medicines Agency, 2018a, European
Medicines Agency, 2018c). Die individualisierte CAR T-Zelltherapie ist mit erheblichem
Aufwand verbunden. Eine weitere und im klinischen Alltag moéglicherweise adaquatere
Maglichkeit zur zielzellrestringierten Rekrutierung cytotoxischer T-Zellen bietet sich

durch die Applikation bispezifischer Antikorper.
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1.2.4 Bispezifische Antikorper

Mittels  bispezifischer ~Antikorper konnen Effektorzellen wie Neutrophile,
Makrophagen oder NK-Zellen Uber deren Fc-Rezeptoren gezielt gegen Tumorzellen
gerichtet werden (Weiner et al., 1995, Valone et al., 1995, Stockmeyer et al., 2000). T-
Zellen, die effektivsten Zellen zur Immunabwehr, tragen keine Fc-Rezeptoren, mittels
bispezifischer Antikdrper mit CD3-Spezifitat ist es aber mdoglich, diese Zellen
zielzellrestringiert zu aktivieren. Die Entwicklungsschritte bispezifischer Antikorper,
aber auch weitere Optimierungspotentiale, werden nun genauer erldutert. Die

beschriebenen Antikorperformate sind in Abbildung 1.2.1 dargestellt.

Die Aktivierung von T-Zellen durch einen monoklonalen CD3 Antikorper konnte 1980
nachgewiesen werden (Van Wauwe et al., 1980). Bei monoklonalen Antikorper gegen
CD3 ist fur die Aktivierung der T-Zelle durch Quervernetzung der TCR/CD3 Komplexe
auf der Zelloberfliche die Immobilisierung der Antikdrper Uber Bindung des Fc-
Fragment auf einer Fcy-Rezeptor exprimierenden Zelle notwendig (Landegren et al.,
1984). Dieses Prinzip liegt auch der Funktionsweise bispezifischer Antikdper zugrunde,
wobei die Immobilisierung durch die Bindung am TAA und gleichzeitig am CD3-
Rezeptor erzielt wird, und damit eine Quervernetzung der TCR/CD3 Komplexe,
verbunden mit einer Aktivierung der T-Zelle, erfolgt. Diese Funktionsweise
bispezifischer Antikorper wurde in Form chemischer Heterokonjugation zweier
monoklonaler 1gG-Antikorper, gerichtet gegen ein TAA sowie gegen den TCR/CD3
Komplex, schon in den 1980er Jahren gezeigt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
zielgerichtete Aktivierung von T-Zellen sowohl durch murine (Staerz et al., 1985), als
auch durch humane T-Zellen (Perez et al., 1985, Jung et al., 1986) zur einer MHC-
unabhéangigen, aber antigenspezifischen Tumorzelllyse fuhrt.

Zur selben Zeit wurde mit der Quadrom- oder Hybrid-Hybridom-Technologie eine
weitere Technologie zur Produktion bispezifischer Antikorper entwickelt. Hierbei
werden zwei Hybridome unterschiedlicher Spezifitat fusioniert, wobei es sich durch die
zufallige Assoziation von leichter und schwerer Kette der beiden Antigenspezifitaten bei
einer aus zehn maoglichen Paarungen um den gewiinschten bispezifischen Antikorper
handelt (Milstein and Cuello, 1983). Bei dem ersten in Europa 2009 zugelassenen

Antikorper Catumaxomab (Removab) handelt es sich um einen trifunktionalen,
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1.2 Antikorpertherapie

bispezifischen Antikdrper, hergestellt mittels Hybrid-Hybridom-Technologie. Er besteht
aus einer leichten und schweren Kette eines 1gG-Molekils aus der Ratte mit CD3-
Spezifitat, sowie aus einer murinen leichten und schweren Kette eines 1gG-Molekiils,
gerichtet gegen das TAA Ep-CAM (epithelial cell adhesion molecule). Die spezifische
Rekrutierung des Immunsystems zum TAA erfolgt zum einen uber die CD3-Spezifitat,
zum anderen Uber die Fcy-Rezeptor-Bindung des 1gG-Molekiils (Zeidler et al., 1999).
Catumaxomab wurde zur Behandlung des malignen Aszites bei Ep-CAM positiven
Karzinomen angewandt (Seimetz, 2011). Aus kommerziellen Griinden wurde der
Antikorper mittlerweile aber vom Markt genommen. Der Ansatz der Hybrid-Hybridom-
Technologie wurde mit der knob-into-hole Technologie weiterentwickelt, wobei durch
Mutationen in der CHz-Doméne die Assoziation der schweren Ketten mit identischer
Antigenspezifitit vermieden werden sollte (Ridgway et al., 1996). Die
Heterodimerisierung zwischen unterschiedlicher leichter und schwerer Kette sollte durch
den Austausch der schweren und leichten Doméne im Fab-Fragment innerhalb einer
Antikorperspezifitat verhindert werden (Schaefer et al., 2011).

Beide vorgestellte Konzepte arbeiteten zunéchst mit einem funktionellen Fc-Teil. Bei
bispezifischen Antikorpern mit CD3-Spezifitdt kann dies aber zu einer off-target
Aktivierung der T-Zellen fiihren. Ohne Anwesenheit von Zielzellen kommt es durch die
Bindung an der Fc-Region zur Quervernetzung und damit Aktivierung der T-Zellen
(Weiner et al., 1994). Jung et al. gelang es durch Generierung von Fc-freien
bispezifischen F(ab‘).-Fragmenten eine zielrestringierte Aktivierung von T-Zellen zu
erzielen (Jung et al., 1991). Die Generierung von single chain Fv-Molekulen (scFv) war
die Basis fir die Entwicklung noch Kleinerer bispezifischer Molekile als F(ab®).-
Antikorper. Bei scFv-Molekilen handelt es sich um die antigenbindende Einheit V4 und
V., verbunden tber einen Peptidlinker (Bird et al., 1988).

Basierend auf scFv-Molekilen wurden in der Folgezeit verschiedene bispezifische
Antikorperformate generiert, eine Auswahl wird nun vorgestellt: Bei bispecific diabodies
handelt es sich um zwei Polypeptidketten, wobei die V -Domane der einen mit der Vu-
Doméne der anderen Antigenspezifitat tber einen kurzen Peptidlinker verbunden ist. Bei
Heterodimerisierung der beiden Ketten kommt es zur Anlagerung der komplementéren
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1.2 Antikorpertherapie

Variablen und eine Antigenbindung ist moéglich (Holliger et al., 1993). Aus der
Entwicklung des bispecific scFv (bsscFv/bssc), bestehend aus zwei scFv-Molekilen
unterschiedlicher Spezifitat (Mallender and VVoss, 1994, Mack et al., 1995) gelang mit der
Auswahl der Antigene CD19 und CD3 mit Blinatumomab der Sprung in die Klinik. Der
2014 zugelassene BITE-Antikorper (bi-specific T-cell enganger) Blinatumomab
(Blincyto) ist aktuell der einzige, therapeutisch angewandte bispezifische Antikorper.
Er wird in der Therapie der CD19 positiven ALL verwendet (Buie et al., 2015). Kleine
bispezifische Molekiile haben allerdings den Nachteil einer stark verkirzten
Halbwertszeit. Hinzu kommt der fehlende Fc-Teil und damit keine Interaktion mit dem
FcRn-Rezeptor, was ebenfalls zu einer verkirzten Halbwertszeit fuhrt (Holliger and
Hudson, 2005, Kontermann, 2009). Im Falle von Blinatumomab, mit einer Halbwertszeit
von circa 1,25 Stunden, erfolgt die Klinische Anwendung deshalb in Form einer
vierwdchigen Dauerinfusion (Topp et al., 2015, Klinger et al., 2012). Neben dem
finanziellen Aspekt stellt vor allem die Belastung der Patienten durch eine solche
Therapieform einen wichtigen Grund zur Entwicklung bispezifischer, funktioneller

Antikorper mit verlangerter Halbwertszeit dar.

Durben et al entwickelte 2015 mit dem FLT3xCD3 Fabsc-Konstrukt ein neues
bispezifisches Antikdrperformat basierend auf den Arbeiten von Coloma und Morrison
(Coloma and Morrison, 1997). Bei dem bispezifische Molekil handelt es sich nun aber
um einen sogenannten ,,halbarm® Antikorper, dargestellt in Abbildung 1.2.1 J. N-terminal
besitzt der Antikorper eine Spezifitat gegen den FLT3-Rezeptor exprimiert auf entarteten
Zellen der myeloischen Reihe, wie bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML). Die
schwere Kette besteht aus der Doméne Cnl und Ch2, welche als Linker zu dem scFv
fungiert, das eine CD3-Antigenspezifitat besitzt. Durch Aminosdureaustausch in der C12
Doméne wurde eine Attenuierung der FcRy-Rezeptorbindung erzielt. Um die
Dimerisierung zweier Fabsc-Molekile zu verhindern, wurden in der Hinge Region
ebenfalls Aminosduren ausgetauscht, sowie die Ch3 Domane fast vollstdndig deletiert.
Dadurch ist keine Bindung an den FcRn-Rezeptor méglich, was mit einer erniedrigten
Halbwertszeit einhergeht. Zwar besitzt das Fabsc-Molekul mit 90 kDa ein hoheres
Molekulargewicht als das 50kDa schwere FLT3xCD3 bssc-Molekil, es weist allerdings
keine wesentliche Verbesserung in der Halbwertszeit auf. Diese lag lediglich bei circa 3

Stunden (Durben et al., 2015). Durch Coloma und Morrison wurde in ihrer Arbeit zur
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1.2 Antikorpertherapie

Generierung eines bispezifischen, tetravalenten 1gGsc-Antikorpers ebenfalls die Fusion
von scFv-Fragment an der schweren Kette beschrieben, allerdings bei einem IgG-
Molekil am C-Terminus der CHs. Domdne bzw. in der Hinge-Region (Coloma and
Morrison, 1997).

Auf Grundlage der beiden vorgestellten Formate wurde durch Zekri et al ein tetravalentes,
bispezfisches 1gGsc-Konstrukt entwickelt, abgebildet uner 1.2.1 E. Wie das beschriebene
Fabsc-Molekdl enthdlt es einen attenuierten Fc-Teil in der Ch2 Domane. Da es sich um
ein vollstandiges 1gG-Molekil mit Cx3 Domane handelt, besitzt das IgGsc-Molekiil eine
deutlich verlangerte Halbwertszeit (Zekri et al., 2021). C-Terminal an der schweren Kette
ist das 1gG-Konstrukt jeweils mit einem single-chain Fragment (scFv) gegen CD3
fusioniert. In der vorliegenden Arbeit soll das FLT3xCD3 Fabsc-Format in Form eines
FLT3xCD3 I1gGsc-Molekuls zur Behandlung der akuten myeloischen Leukdmie
optimiert werden. Ziel war die Generierung eines bispezifischen Antikorpers gegen die
akute myeloische Leukémie, der, anders als das Fabsc-Konstrukt, durch eine langere
Serumhalbwertszeit flr die klinische Anwendung besser geeignet ist. Im Folgenden wird
zungchst auf die AML mit dem Zielantigen FLT3 und auf verschiedene

Behandlungsansétze eingegangen.
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Abbildung 1.2.1: Antikorperformate

A: monospezifisches IgG-Molekil

B: bispezifisches chemisches Heterokonjugat aus zwei IgG-Molekilen

C: bispezifisches 1gG-Molekil, hergestellt mittels Hybrid-Hybridom-Technologie
D: knob-into-hole Format

E: bispezifisches tetravalentes IgGsc-Molekil

F: bispezifisches chemisch konjugierte F(ab),-Molekil

G: single-chain Fragment scFv

H: bispecific scFv

I: bispecific diabody

J: bispezifisches Fabsc-Molekul (,,halbarm* Antikorper)
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1.3 Akute myeloische Leukimie

Bei Leukdmien handelt es sich um eine Krebsform des h&matopoetischen Systems. Eine
gestorte Differenzierung und unkontrollierte Teilung einer Stamm- oder Progenitorzelle
im Knochenmark fiihrt zur Beeintrachtigung der Blutbildung. Es kommt in der Regel zur
Ausschwemmung der unreifen, nicht funktionsfahigen Zellen, sogenannte Blasten, in das
Blut. Dabei wird zwischen der Entartung der lymphatischen Stammzellreihe
(Lymphozyten) und der myeloischen Stammzellreihe (Erythrozyten, Thrombozyten,
Granulozyten, Monozyten) unterschieden. AulRerdem erfolgt eine Differenzierung
zwischen der chronischen und der akuten Leukdmie. Knochenmarkserkrankungen wie
die myeloproliferativen Erkankungen und myelodysplastischen Erkrankungen kdnnen in
eine Leukamie bergehen. Ab einem Blastenanteil tiber 20% im peripheren Blut oder im
Knochenmark spricht man per definitionem von der akuten myeloischen Leukamie
(Réllig et al., 2018).

Epidemiologie

In Deutschland erkranken jahrlich 3,05 Personen/100.000 Einwohner im
Erwachsenenalter an der akuten myeloischen Leuk&mie (AML); die Inzidenzrate fir
Leukdmieneuerkankungen liegt nur fir die chronische lymphatische Leukdmie (CLL)
hoher. Die AML ist eine Erkrankung des hoheren Erwachsenenalters, der Altersgipfel
liegt mit 47,7% bei Patienten alter als 70 Jahren. Die Prognose fir das relative 5-Jahre-
Uberleben ist fir die AML mit 24,1% deutlich schlechter als bei anderen
Leukdmieformen. Hinzu kommt, dass bei AML Patienten tiber 70 Jahren, die den gréRten
Anteil der Betroffenen bilden, nur 8% ein relatives 5-Jahres-Uberleben aufweisen
(Nennecke et al., 2014).

Klassifikation

Bei der akuten myeloischen Leukdmie handelt es sich um eine Erkrankung mit grofRer
biologischer Heterogenitat. Verschiedenste molekular-zytogenetische Veranderungen,
wie chromosomale Aberrationen und Genmutationen, sind kennzeichnend fir die AML.
Deshalb ist neben der mikroskopischen und immunphanotypischen Analyse auch eine
zytogenetische und molekularbiologische Untersuchung bei  Diagnosestellung
notwendig. Diese sind entscheidend fur die Einteilung nach WHO-Klassifikation, die die

morphologische Einteilung nach der FAB (French-American-British)-Klassifikation in
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der Klinik mittlerweile abgel6st hat (Arber et al., 2016). Aullerdem lassen sich aufgrund
zytogenetischer und molekularer Veranderungen nach der ELN (European Leukemia
Network)-Klassifikation ~ Risikogruppen  bilden, die  Einfluss auf die
Therapieentscheidung nehmen und eine Einschatzung zur Prognose liefern. Deshalb
sollte neben zytogenetischen Veranderungen, wie Translokationen, etwa t(8;21) und
(15;17), oder der Inversion inv(16), immer eine genetische Analyse der Gene NPM1,
CEBPA und RUNX1 (Transkriptionsfaktoren), FLT3 (Signaltransduktion), ASXL1
(Chromatinmodifikator), sowie TP53 (Tumorsuppressorgen) erfolgen (Doéhner et al.,
2017). Entscheidend fir die Zuordnung in die gunstige, intermedidre oder ungunstige
Risikogruppe sind Mutationen im Gen NPM1 sowie die interne Tandemduplikation im
FLT3-Gen (FLT3-ITD). Genmutationen von RUNX1, ASXL1 und TP53 fuhren zur
Zuordnung in die ungunstige Risikogruppe. Im Weiteren wird die Therapie und der
Einfluss der molekular-zytologischen Diagnostik beschrieben. Abzugrenzen davon ist die
akute promyelozytdre Leuk&mie, die mit einem anderen Therapieschema als das im
weiteren Verlauf beschriebene, und damit verbunden einer ginstigeren Prognose
einhergeht (Rollig et al., 2018).

Therapie

Fir das Therapieschema ist neben molekular-zytogenetischen Faktoren auch die
Unterscheidung zwischen jungen und é&lteren Patienten Gber 65 Jahren zu
beriicksichtigen. Zu Therapiebeginn erfolgt eine Induktionstherapie mit dem Ziel, eine
Komplettremission (CR complete remission) zu erreichen. Daran soll sich dann eine
Konsolidierungstherapie anschlieRen, um die CR zu erhalten. Die Induktionstherapie
erfolgt meist in dem sogenannten ,,7+3-Schema‘ mit Cytarabin und einem Anthrazyklin;
das genaue Therapieschema ist altersabhangig. Wichtig ist hier FLT3-Mutationen zu
beachten, da dann zusétzlich ein Multikinaseinhibtor, Midostaurin, verwendet wird. Wird
nach der Induktionstherapie eine Komplettremisson erreicht, erfolgt die
Postremissionstherapie bzw. Konsolidierungstherapie. Hier ist die Zuordnung der
Risikogruppe entscheidend. Fir Patienten der unglnstigen Risikogruppe ist eine
hochdosierte Chemotherapie nicht ausreichend, sondern es muss eine allogene
Stammzelltransplantation erfolgen (Réllig et al., 2018, Spiekermann and Shen, 2019).
Zusammengefasst zeigt sich also die prognostische therapeutische Bedeutung der
molekularen und zytogenetische Analyse im klinischen Alltag am Beispiel des FLT3-
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Gens besonders deutlich. Prognostisch ist eine Mutation des FLT3-Gens wie die ITD-
Mutation ungiinstig, da diese mit einem erhéhten Rezidivrisiko einhergeht (Thiede et al.,
2002, Whitman et al., 2001). Allerdings gibt es in diesem Fall auch neue Therapieansatze:
so kann durch die Anwendung des Multikinaseinhibitors Midostaurin (Rydapt) bei FLT3
Mutationen das Gesamtiiberleben verlangert und die 4-Jahres-Uberlebensrate erhoht
werden (Stone et al., 2017). Es ist seit 2017 in Kombination mit der Standard-
Induktionschemotherapie oder in Kombination mit Chemotherapie in der
Konsolidierungsphase zugelassen (European Medicines Agency, 2017b). Wegen seiner
prognostischen Bedeutung fur die AML-Erkrankung soll nun der FLT3-Rezeptor genauer

beleuchtet werden.

1.3.1 FLT3-Rezeptor

Der FLT3-Rezeptor (FMS-like tyrosine kinase 3 Receptor) ist auch bekannt als FLK-2
(fetal liver kinase-2), STK-1 (human stem cell kinase-1) oder als CD135. FLT3 gehort zu
der Familie der Klasse 111 Rezeptortyrosinkinasen, wie c-KIT (stem cell factor receptor)
oder PDGFR (platelet-derived-growth factor recptor) und weist den typischen

strukturellen Aufbau auf.

Struktur und Expression des FLT3-Rezeptors

Die extrazellulare Region besteht aus funf immunglobulingdhnlichen Doménen,
verbunden uber eine Transmembrandoméne zu der intrazelluldaren Juxtamembrandomane
(JM) und einer geteilten Kinase-Domane (Rosnet et al., 1993, Agnes et al., 1994). Durch
Bindung des FLT3-Liganden kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors und durch
Transphosphorylierungen der JM zur Konformationsdnderung und Aktivierung der
Kinaseaktivitdt (Griffith et al., 2004). Dies fihrt zur Induktion wvon
Signaltransduktionskaskaden die zur Proliferation und Differenzierung der Zelle fuhren
(Choudhary et al., 2005). So ist der FLT3-Rezeptor fur die Proliferation und
Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen von groRer Bedeutung (Lyman et al.,
1993). Er wird auf CD34 positiven hdmatopoetischen Stammzellen exprimiert, sowie auf
unreifen Vorlauferzellen der myeloiden Reihe und der B-Zellreihe (Turner et al., 1996,
Rosnet et al., 1993). Er ist aulerdem in sehr niedriger Expression auf Monozyten zu
finden (Rappold et al., 1997, Hofmann et al., 2012), sowie auf Zellen der Plazenta, Leber
oder des Thymus (Rosnet et al., 1993). Dariiber hinaus wird der FLT3-Rezeptor bei akuter
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Leuk&dmie, sowohl bei der ALL als auch vor allem bei der AML auf rund 90% der
malignen Zellen liberexprimiert, was durch Bindung des FLT3-Liganden zum Uberleben

und Proliferation der malignen Zelle fihren kann (Carow et al., 1996, Birg et al., 1992).

Mutationen des FLT3-Rezeptors

Wie bereits beschrieben, erfolgt bei Diagnostik der AML eine molekulare Analyse des
FLT3-Gens. Bei etwa 20-25% der AML-Patienten l&sst sich eine interne
Tandemduplikation (ITD) in der Gensequenz, codierend fiir die juxtamembrane Domane,
finden (Nakao et al., 1996). Bei ca 7% liegt eine Punktmutation in der Tyrosinkinase vor
(Spiekermann et al., 2005). Die Mutationen bedingen eine konstitutive Aktivierung des
Rezeptors und damit eine Auslésung aktivierender Signalkaskaden in der malignen Zelle
(Hayakawa et al., 2000, Yamamoto et al., 2001). Wie schon beschrieben, lassen sich
durch die Inhibierung dieser Signaltransduktionen bei Mutationen im FLT3-Gen mit dem
Multikinaseinhibitor Midostaurin therapeutische Erfolge erzielen. Midostaurin z&hlt zur
ersten Generation der FLT3-Inhibitoren, die ebenso Kinasen wie c-Kit oder PDFR
inhibieren. FLT3-Inhibitoren der neuen Generation, wie Crenolanib oder Gilterinib,
richten sich spezifischer gegen die FLT3 Tyrosinkinase, wovon man sich eine hohere
Wirksamkeit verspricht (Short et al., 2019). Neben Tyrosinkinaseinhibitoren werden
weitere innovative Therapiemdglichkeiten der AML entwickelt, wie beispielsweise die

Antikorpertherapie.

1.3.2 Antikorpertherapie bei der Behandlung der AML

Checkpoint-Inhibitoren haben in den letzten Jahren eine groRe Bedeutung in der
Onkologie gewonnen (vgl. 1.2.3). Auch in der Behandlung der AML gibt es
vielversprechende klinische Studien mit Checkpoint-Inhibitoren (Berger et al., 2008,
Davids et al., 2016). Darlber hinaus werden zur Therapie der akuten myeloischen
Leukdmie verschiedene Antikorperformate mit unterschiedlichen Zielantigenen
entwickelt. Dabei werden verschiedene, mit der Erkrankung assoziierte Molekile, wie
CD33, CD123 (Interleukin-3 Rezeptor), CLEC12A (CLL1 c-type lectin-like molecule-1)
oder der bereits vorgestellte FLT3 Rezeptor als Zielantigen verwendet (Beyar-Katz and
Gill, 2018). Fur die Behandlung der AML ist aktuell nur der monospezifische
Konjugatantikdrper Gentuzumab ozogamicin (Mylotarg) zugelassen. Gerichtet gegen das
Oberflachenmolekul CD33 wird nach Internalisierung das konjugierte Toxin
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Calicheamicin freigesetzt und wirkt zytotoxisch auf die Zelle. Nachdem die im Jahr 2000
erlassene Zulassung 2010 wiederrufen worden war, konnten Studien mit einer
niedrigeren, fraktionierten Dosierung die Wirksamkeit, bezogen auf ein verlangertes
ereignisfreies Uberleben, nachweisen (Castaigne et al., 2012). Gentuzumab ozogamicin
ist seit 2018 in der Behandlung neu diagnostizierter, unbehandelter, CD33 positiver AML
bei Erwachsenen und Kindern ab flinfzehn Jahren in der Kombination mit Daunorubicin
und Cytarabin zugelassen (European Medicines Agency, 2018b). Ein bispezifischer
CD33xCD3 Antikdrper (AMG 330) im BiTE-Format befindet sich in einer Phase 1 Studie
(Krupka et al., 2014). Bei CD33 handelt es sich allerdings um einen panmyelozytéren
Marker, der unter anderem auch stark auf Monozyten im Blut und auf Makrophagen im
Gewebe exprimiert wird (Griffin et al., 1984, Hoyer et al., 2008). Gegen weitere
Zielantigene befinden sich derzeit ebenfalls bispezifische und monospezifische
Antikorper in klinischen Studien, wie beispielsweise gegen CD123 gerichtete Antikorper
(Uy et al., 2017, Akiyama et al., 2015, Kovtun et al., 2018). Es gilt aber zu bedenken,
dass CD123 auch auf basophilen und eosinophilen Granulozyten exprimiert wird (Valent,
1994). Wie unter 1.3.1 beschrieben handelt es sich hingegen bei dem FLT3-Rezeptor um
ein  Oberflaichenmolekil ~mit einem  restringierten  Expressionsprofil.  Ein
monospezifischer Fc-optimierter FLT3 Antikorper (FLYSYN) (Hofmann et al., 2012)
befindet sich aktuell in einer Phase 1 Studie, aulierdem konnte in ex vivo Experimenten
mit AML-Zellen bereits die Wirksamkeit des unter Kapitel 1.2.4 beschriebenen
bispezifischen FLT3xCD3 Fabsc-Antikorper nachgewiesen werden (Durben et al., 2015).
Bei FLT3 handelt es sich also um ein vielversprechendes Zielantigen der
Antikorpertherapie. Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit FLT3 als
Zielantigen fir das unter Kapitel 1.2.4 beschriebenen IgGsc-Konstrukt ausgewahlt. So
sollte ein bispezifischer Antikorper mit verlangerter Halbwertszeit zur Behandlung der

AML entwickelt werden.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war vor dem oben geschilderten Hintergrund die Optimierung eines
bispezifischen FLT3xCD3 Antikdrpers zur Behandlung der akuten myeloischen
Leuk&mie. Es wurde in folgender Weise vorgegangen:

1. Vergleich der Affinitat des Fabsc- und IgGsc-Molekils
Unter 1.2.4 wird das bispezifische Fabsc-Format, sowie das durch Zekri et al
optimierte 1gGsc-Format vorgestellt. Es erfolgte die Charakterisierung und
Analyse der Fahigkeit zur Rekrutierung der Zielzellen des tetravalenten
bispezifischen FLT3xCD3 IgGsc-Antikorper im Vergleich mit dem FLT3xCD3
Fabsc.

2. Optimierung der Affinitat des IgGsc-Molekiils
Affinitatsveranderungen des 1gGsc-Molekiils an CD3 werden auf deren Einfluss
beziiglich Bindung und Zielzelllyse untersucht. Ebenso wird die Wirkung der
Affinitatsveranderung zum Tumorzielantigen FLT3 analysiert. So sollte neben
dem Format auch die Affinitat des Antikorpers zu Ziel- und Effektorzellen

optimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Applied Biosystems® 7500

Fast Real-Time PCR System

Akta pure

Brutschrank Heraeus function line
Brutschrank APT.line® CB
Dispensor Multipette

DryEasy Mini-Gel Drying System
Durchflusszytometer FACSCalibur
Durchflusszytometer FACSCanto 11
Durchlicht-Mikroskop Axiovert 25

Einkanal Durchfluss-UV-Monitor UV-1

Einkanalschreiber Rec101
Heizrihrer MR 2002
MicroBeta Counter 1450 Plus

MicroBeta2 2450 Microplate Counter

NanoDrop™ 1000
Peristaltikpumpe P-1
pH-Messgerat Seven Multi
Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Schdttler Multitron

SMART SYSTEM
Sterilbank Tecnoflow
Thermocycler PTC-100
Trockenschrank Heraeus ET
UV-Tisch FLX-20M und TFX-20M
Vortexer Vibro-Fix VF2

ThermoFisherScientific, Schwerte

GE Healthcare, Munchen
Thermo Electron, Waltham, USA
Binder, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Novex, San Diego, USA

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Zeiss, Jena

GE Healthcare, Munchen

GE Healthcare, Minchen
HeidolphlInstruments, Schwabach
PerkinElmer, Rodgau
PerkinElmer, Rodgau
ThermoFisherScientific, Schwerte
GE Healthcare, Minchen
Mettler-Toledo, Giessen
Abimed, Langenfeld

Integra Biosciences, Chur, CH
Infors, Bottmingen, CH

GE Healthcare, Minchen

Integra Biosciences, Chur, CH
BioRad, Waltham, USA

Thermo Electron, Waltham, USA
Vilber Lourmat, Eberhardzell

Ika Labortechnik, Staufen
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Waagen (Fein- und Tischwaage)
Wippe Rocky RT-1

Zell-Harvester ICH-110-96
Zentrifugen

Heraeus Biofuge A und Biofuge fresco
Heraeus Megafuge 1.0 und 2.0R
Rotina 420R

Sorvall RC 50 Plus

2.1.2 Glas und Plastikwaren

Becherglaser, Glas

Becherglaser, Plastik

Bottletop Filter (0,22pum Porengrof3e)
Combitips

Cryordhrchen 2 ml

Cryobox

Einmalpipetten Plastik

Iml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml
Einmalpipetten Plastik 50 ml
Einmalspritzen Plastik
Erlenmeyerkolben Simax 500ml, 1 1
Filtermatten Melti Lex A

Glasflaschen 250 ml, 500 ml, 11, 2|
Messzylinder Plastik

100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 1
Mikrokonzentratoren Amicon Ultra-15
Neubauer Zell-Zahlkammer
Pasteurpipetten, Long size
PCR-Softtubes 0,5 ml

Pipettenspitzen

Satorius, Gottingen
Frobel, Lindau
Inotech, Dottikon, CH

Thermo Electron, Waltham, USA
Thermo Electron, Waltham, USA
Hettich, Tuttlingen

Thermo Electron, Waltham, USA

Schott, Mainz

Vitalab, GroRostheim

Millipore, Schwalbach
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg

Corning, Kaiserslautern

BD, Heidelberg

Bohemia Cristal, Selb

Perkin Elmer Wallac, Turku,
Finnland

Schott, Mainz

Vitalab, GroRostheim

Millipore, Schwalbach
Brand, Weinheim
WU, Mainz

Biozym, Oldenburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
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2.1 Material

20 pl, 200 pl, 1000 pl

Pipettenspitzen 10 pl

Pipettenspitzen, gefiltert

10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl

PP-R6hrchen 50 ml

PP-R6hrchen 15 ml

Prézisions-Kivetten Suprasil® halbmikro
ReaktionsgefaRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
Spritzenfilter Millex-GV, Millex-GP 0,22 um
Zellkulturflaschen 250 ml, 500 ml
Zellkulturplatten 96-well flat / round bottom
Zentrifugenbecher 500 ml
Zentrifugenréhrchen SS34

Zentrikon Amicon Ultra 10 kDa und 30 kDa

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

3[H]-methyl-Thymidin (1 mCi/ml)

Agarose

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

-Mercaptoethanol 14,3 M
Bromphenolblau

Chloroform
Desoxynucleotid-Triphosphate (ANTPS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylformamid (DMF)

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (DPBS)
Essigséaure (100 %)

Biozym, Oldendorf
Biozym, Oldendorf

Greiner Bio-One, Frickenhausen
BD, Heidelberg

Hellma, Basel, CH

Eppendorf, Hamburg

Millipore, Schwalbach

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Nalgene, Hereford, UK
Nalgene, Hereford, UK
Millipore, Schwalbach

Hartmann Analytic,
Braunschweig
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Peqlab, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Lonza, Basel, CH
Merck, Darmstadt
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2.1 Material

Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)

Ethanol, vergéllt (96 %)
Ethanol, zur Analyse (100 %)
Ethidiumbromid (EtBr) 10 mg/ml

FACS-Clean, FACS-Flow, FACS-Rinse
HiLoad ® 16/600 Superdex® 200 pg

Glucose
Glycerin

Isopropanol

Lymphocyte Seperation Media LSM1077

Methanol

Mineraldl

Natriumacetat
Natriumacetat (wasserfrei)
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumhydroxid-Platzchen
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat

Orange G

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

Phytohemagglutinin (PHA-L)
Propidiumiodid (PI)

Rekombinantes Protein A, Agarose-immobilisiert
Superdex™ 200 Increase 10/300 GL

Szintillationscocktail Ultima Gold
Triton® X-100

Trizma Base (Tris-Base)
Trypanblau (0,4%)

Tuerk’sche Losung

Tween 20

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
BD, Heidelberg

GE Healthcare, Munchen
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Lonza, Basel, CH
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare Miinchen
Perkin Elmer, Rodgau
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim
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2.1 Material

2.1.4 Puffer und Medien

Zellkulturlésungen und Reagenzien

Fotales Kalberserum (FCS)

IMDM

L-Glutamin (200 mM)
MEM-non-essential amino acids (100x)
Natrium-Pyruvat (100mM)

RPMI 1640

Zellkulturmedien

Einfriermedium

RPMI-Komplettmedium

Serumfreies RPMI

Trypan-Blau

Lonza, Basel, CH
Lonza, Basel, CH
Lonza, Basel, CH
PAA Pasching, A
Merck, Darmstadt
Lonza, Basel, CH

90 % FCS (hitzeinaktiviert)
10 % DMSO

RPMI 1640

10 % FCS (hitzeinaktiviert)
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1x Natrium-Pyruvat

1x MEM-NEAA

1x 50 uM B-Mercaptoethanol

RPMI 1640

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1x Natrium-Pyruvat

1x MEM-NEAA

1x 50 uM B-Mercaptoethanol

0,1 % Trypan-Blau in DPBS
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2.1 Material

Puffer und Medien fur die Molekularbiologie

Ampicillin-Stocklésung (100 mg/ml)
dNTP-Stockldsung

DNA-Ladepuffer (6x)

DNA-Ladepuffer Orange G (6x)

EtBr-Stocklosung [10 mg/ml]

LB-Medium (flissig)

LB-Medium (Platten)

Orange G (10x)

TAE-Puffer (50x)

Ampicillin in H2O (bidest.)
dATP, dCTP, dGTP, dTTP [je 10
mM]

in H20 (bidest)

30 % Glycerin

0,25 % Bromphenolblau
10 mM Tris-Base

1 mM EDTA

in H20 (bidest, pH 7,6)

0,6 ml Orange G (10x)
1,8 ml Glycerin
3,6 ml TAE-Puffer (1x)

Roth, Karlsruhe

10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt
5 g NaCl

H20 (bidest.) ad 1 |

10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt
15 g Bacto-Agar

H20 (bidest.) ad 1 |

1 ml Ampicillin-Stockldsung

200 mg Orange G in 5 ml H20
(bidest.)

2 M Tris-Base
1 M Essigsaure
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2.1 Material

Ttbl

Ttbll

Puffer flr die SDS Page

10x Tris/Glycin/SDS Puffer
2x Laemmli Sample Puffer

Coomassie Brilliant Blue Farbeldsung

50 mM EDTA
n H20 (bidest.), pH 8,5

30 mM Kaliumacetat
(CH3COOK)

50 mM MnCI2

100 mM KCI

10 mM CaCl2

15% (wi/v) Glycerin

mit 0,2 M Essigssaure auf pH 5,8
eingestellt

sterilfiltriert

10 mM MOPS pH 7
75 mM CacCl2

10 mM KCI

15% (wi/v) Glycerin

sterilfiltriert

Bio-Rad, Miinchen
Bio Rad, Miinchen
0,1% Brilliant Blue
10% Essigsaure
40% Methanol

50 H20 (bidest.)
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Chromatographische Verfahren

0,1 M Glycin-Puffer 0,1 M Glycin
pH 2,5 in H20 (bidest.)
mit HCI auf pH 2,3 justiert

Durchflusszytometrie

FACS-Puffer 1% FCS (hitzeinaktiviert)
0,02% NaN3
in DPBS

FACS-Puffer 11 1% FCS (hitzeinaktiviert)

0,02% NaN3
50 pg/ml humlgG (Flebogamma)
7-Aminoactinomycin (7-AAD Viability staining Biolegend, Fell

solution)
2.1.5 Enzyme
Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP) New England Biolabs, Frankfurt
KAPA HiFi Polymerase KAPA BIOSYSTEMS, Boston,
USA
Restriktionsenzyme, diverse New England Biolabs, Frankfurt
T4-DNA-Ligase (5 U/ul) Roche, Mannheim

2.1.6 Groflenmarker fiir die Gelelektrophorese

1kB Plus Marker und 100 bp Marker New England Biolabs, Frankfurt

1kB+ Gene Ruler ThermoFisher Scientific,
Schwerte

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to ThermoFisher Scientific,

180 kDa Schwerte
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2.1.7 Gebrauchsfertige Kits

BD™ Anti-Mouse Ig, kappa /Negative control
(FBS) Compensation Particles Set
Mini-PROTEAN® TGX 10% Precast Gele
ExpiCHO™ Expression System Kit

BioTrap Gelelutions-Starterkit

2x Laemmli Sample Puffer

10x Tris/Glycin/SDS-Puffer

PROTEOSTAT® Thermal shift stability assay
kit

QIAGEN® Plasmid-DNA Maxiprep Kit
QIAGEN® Gel Extraction Kit

QIlAprep® Spin Plasmid-DNA Miniprep Kit

2.1.8 Software

CellQuest Pro
FlowJo

GATC Viewer
GraphPad Prism 5

MS Excel 2010

MS Powerpoint 2010

MS Word 2010

7500 Fast Software v2.0.6

2.1.9 Oligonukleotide

pGHL1 insert forward

pGHL1 insert reverse

BD Biosciences, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Schleicher & Schuell, Dassel
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Enzo Life Sciences (ELS) AG,
Lausen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

BD, Heidelberg

TreeStar Inc., Ashland, USA
GATC Biotech, Konstanz
GraphPad Software, Inc., La
Jolla, USA

Microsoft, Muchen

Microsoft, Munchen

Microsoft, Munchen
ThermoFisherScientific, Schwerte

5¢-cgccaccagacataatagctga-3°

5¢-cagatggctggcaactagaagg-3¢
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2.1 Material

2.1.10 Bakterienstimme

E.coli DH50, MBI Fermentas, St. Leon Rot.

2.1.11 Plasmide

Fir die Expression des FLT3xCD3 IgGsc-Antikdrpers in ExpiCHO-S Zellen wurde der
Vektor pGH1.2-HC-NP-(h10B3_PSMA)CO(UCHT-1)VL-VH benétigt. Dieser wurde
fur die Klonierung der schweren Kette, verbunden mit dem CD3 single-chain-fragment
verwendet. Die variable Doméne fir PSMA, flankiert von PSPOMI und BamHI, wurde
mit dem Insert der variablen Domane mit muriner FLT3-Spezifitat des Plasmids pGH1.2-
FLT3 4G8 _SDIE_CDSL (iber die bereits genannten Schnittstellen PSPOMI und BamH
ausgetauscht. Fir die Expression der leichten Kette mit muriner FLT3-Spezifitat wurde
der Vektor pGH1-LC_4G8kappa verwendet.

2.1.12 Antikorper

Die in der Arbeit verwendeten Antikérper werden in den folgenden Tabellen 2.1-1 und
2.1-2 beschrieben. Es wird unterschieden zwischen konjugierten und nicht konjugierten
Antikorper.
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Tabelle 2.1-1: Unkonjugierte Antikorper

Bezeichnung | Spezifitat Format Spezies Bezugsquelle

Ccc2 murines FLT3 und | IgGsc chimarer selbst hergestellt
humanisiertes CD3 Maus/Mensch AK

M8 murines FLT3 und | IgGsc chimarer Dr. Martin Pfllgler
hum. CD3 Maus/Mensch AK

M18 murines FLT3 und | IgGsc chimarer Dr. Martin Pfliigler
hum. CD3 Maus/Mensch AK

K74D murines FLT3 und | IgGsc chimarer Dr. Martin Pfligler
hum. CD3 Maus/Mensch AK

Fabsc murines FLT3 und | Fabsc chimarer Dr. Martin Pflgler
hum. CD3 Maus/Mensch AK

hCC2 hum. FLT3 und | IgGsc humanisiert Dr. Martin Pfllgler
hum. CD3

hextCC2 hum. FLT3 und | IgGsc humanisiert Dr. Martin Pflligler
hum. CD3

I55A hum. FLT3 und | IgGsc humanisiert Dr. Martin Pfliigler
hum. CD3

MOPC unbekannt und | IgGsc/Fabsc | humanisiert Dr. Martin Pfllgler
hum. CD3

Flebogamma | polyklonal human Grifols international

S.A.
Tabelle 2.1-2: Konjugierte Antikorper

Spezifitat Konjugat | Klon Isotyp Bezugsquelle

humanes CD4 PacificBlue | OKT4 Maus Igy2b, Biolegend, Fell

humanes CD4 FITC HP2/6 Maus Igy2a, K Abteilung flir Immunologie

humanes CD8a APC/Cy7 HIT8a Maus Igyl, Biolegend, Fell

humanes CD8 FITC OKTS8 Maus Igy2a, K Abteilung flr Immunologie

humanes CD14 | APC/Cy7 HCD14 Maus Igyl, Biolegend, Fell

humanes CD14 Pe/Cy7 HCD14 Maus Igyl, Biolegend, Fell

humanes CD19 PacificBlue | HIB19 Maus Igyl, K Biolegend, Fell

humanes CD33 | APC WM53 Maus lgy1, BD Biosciences, Heidelberg

humanes CD45 | Amcyan 2D1 Maus Igyl, k BD Biosciences, Heidelberg

humanes CD69 PE FN50 Maus Igyl, K Biolegend, Fell

humanes CD117 | PeCy7 104D2 Maus Igy1, Biolegend, Fell

humanes 1gG, | RPE Ziege F(ab')2 | Jackson Immuno Research,

Fcy spez. Fragment West Grove, USA
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.1.13 Zelllinien

Alle in der Arbeit verwendeten Zelllinien werden in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2.1-3: Zelllinien

Name Beschreibung Bezugsquelle

Jurkat humane akute T-Zellen-Leukdamie DSMZ Braunschweig
Nalm-16 humane B-Vorlauferzellen-Leukdamie DSMZ Braunschweig
REH humane B-Vorlauferzellen-Leukdamie DSMZ Braunschweig
ExpiCHO-S Subklon aus Ovarialzellen eines ThermoFisher Scientific,
cells chinesischen Hamsters Schwerte

2.1.14 Primare humane Zelllinien

Blutproben gesunder Spender (Votum 156/2012B01, Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Tlbingen) wurden mit deren Einverstandnis
bearbeitet.

Blutproben von AML-Patienten (Votum 13/2007V, Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Universitdt Tdbingen) wurden von Prof. H. Salih (Klinische
Kooperationseinheit  Translationale Immunologie, Deutsches Konsortium  fir
Translationale Krebsforschung, Department fir Innere Medizin, Universitatsklinikum

Tubingen) zur Verfligung gestellt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Der Restriktionsverdau der DNA wurde fir die Analyse oder Praparation von DNA-
Sequenzen benétigt. Sowohl der analytische Verdau als auch der praparative Verdau
erfolgte bei optimaler Temperatur und je nach Restriktionsendonuklease im
entsprechenden Puffer.

Analytischer Restriktionsverdau
Damit Bakterienklone auf die Insertion des entsprechenden DNA Fragments in ein
Plasmid Uberprift werden konnten, war ein analytischer Verdau noétig.

Die analytische Reaktion erfolgte in einem VVolumen von 10 ul fir 30-60 Minuten.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Plasmid-DNA 1ul

10x Reaktionspuffer 1l
Restriktionsendonuklease 10 U
H-O (bidest.) ad 10 pul

Praparativer Restriktionsverdau

Ein préaparativer Verdau war noétig, um DNA-Fragmente aus bereits bestehenden
Vektoren zu isolieren. Hier erfolgte die analytische Reaktion in einem Volumen von 100
wl und wurde mit Mineraldl tberschichtet. Es folgte eine Inkubation fir mindestens 14-
16 Stunden.

Plasmid-DNA 10 pl
10x Reaktionspuffer 10 pl
Restriktionsendonukleasen 10 U
H-O (bidest.) ad 100 pl

2.2.2 Agarosegelelektrophorese zur analytischen und praparativen

Auftrennung von DNA

Uber die Agarosegelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente ihrer GroRe nach in
einem elektrischen Spannungsfeld auftrennen und werden mit Markerbanden verglichen,
die entsprechend ihrer elektrischen Ladung Richtung der Anode wandern. Fir die
Auftrennung wurde ein 1% (w/v) Agarosegel in 1x TAE mit Ethidiumbromid benétigt.
Zundachst wurde die aufzutrennende DNA-L&sung mit einem 6-fach Ladepuffer (Gel
Loading Dye, Purple, New England Biolabs) versetzt. AuBRerdem wurde ein
GrolRenmarker von 1kb plus und als Laufpuffer 1x TAE verwendet. Die Auftrennung
erfolgte fur das praparative Gel bei 100 V, bei 120 V fir das analytische Gel.

Durch Interkalation des Ethidiumbromids in die DNA-Helix konnten die DNA-Banden

Uber Fluoreszenz unter UV-Licht visualisiert werden.

2.2.3 Aufreinigung von DNA-Fragmente aus einem Agarosegel

Zunéchst wurden die DNA-Fragmente mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten. Da die Lange der Fragmente 10kB nicht Uberschritt, konnten diese

mithilfe des QIAquick® Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben aus der Agarose
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2.2 Molekularbiologische Methoden

isoliert werden. Ein Teil der gewonnenen DNA wurde direkt weiterverwendet, der nicht

benotigte Anteil konnte bei -20°C Uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden.

2.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Klonierung eines DNA-Fragments in einen Expressionsvektor mussten zunachst
sowohl der Vektor, als auch das Insert mit dem gleichen Restriktionsenzym geschnitten
werden, sodass komplementire DNA-Uberhdnge fir die zu ligierenden Elemente
vorhanden waren. Anschlielend wurde die verdaute DNA aufgereinigt und fir die
Ligation Insert-DNA mit Vektor-DNA im molaren Verhaltnis 5:1 angesetzt. Da auch das
Langenverhéltnis berlcksichtigt werden musste, wurde zur Berechnung der Menge an

Insert-DNA folgende Formel benutzt:
Masseinsert [Ng] = 5 X Massevektor [Ng] X LaNgeinsert [Dp]/Langevektor [bP]

Die entsprechenden VVolumina wurden mit 10x T4 DNA Ligasepuffer und 1ul T4-DNA-
Ligase (5U/ul) angesetzt, und auf ein Volumen von 20 pl mit H>O (bidest.) aufgefullt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Reaktion

vor der Verwendung zur Transformation kompetenter Bakterien bei -20°C aufbewahrt.

2.2.5 Aufreinigung von Plasmiden

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA wurden Kits der Firma Quiagen (Hilden)
verwendet, basierend auf der Grundlage der alkalischen Lyse. Die Aufreinigung erfolgte
nach Herstellerangaben. Entsprechend der gewtinschten Menge an Plasmid-DNA wurde
entweder das QIAprep® Spin Plasmid-DNA Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) oder das
QIAGEN® Plasmid-DNA Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden) benutzt.

2.2.6 Herstellung von kompetenten Bakterien

Kompetente Bakterien sind Bakterien, die freie DNA aufnehmen kdnnen. Fir diesen
Zweck wurden zur Herstellung kompetenter Bakterien aus einem Glycerol-Stock des
E.coli Stammes DH5a Bakterien auf einer LB-Blatte ausgestrichen. Es folgte die
Inkubation bei 37°C (ber Nacht. Einzelklone wurde anschliefend erneut bei 37°C und
250 rpm Uber Nacht in 5 ml LB Medium inkubiert. Daraufhin mussten davon 50 ul in 5
ml LB-Medium ubertragen werden, und bei 37°C und 250 rpm fiir zwei Stunden in Kultur
bleiben. AnschlieRend wurden weitere 95 ml LB-Medium hinzugegeben und es schloss
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sich eine Kultivierung an, bis eine optische Dichte (OD550nm) von 0,2-0,3 erreicht
wurde. Nach dem Zentrifugieren der Zellen bei 1560 x g und 4°C fiir 10 Minuten wurden
die Zellpellets in 20 ml Tfbl-Puffer auf Eis resuspendiert und nach einer 20-mintigen
Inkubation auf Eis wieder zentrifugiert. SchlieBlich wurden die Zellen erneut auf Eis in 4
ml Tfbll-Puffer aufgenommen und Aliqouts a 100 ul bei -80 °C eingefroren und

aufbewahrt.

2.2.7 Transformation von kompetenten Bakterien

Ein Aliquot kompetenter E.coli Bakterien des Stammes DH5a, aufbewahrt bei -80° C,
wurde auf Eis aufgetaut, woraufhin zur Bakteriensuspension Plasmid DNA oder der
Ligationsansatz gegeben wurde. Nach einer 30-minitigen Inkubationszeit auf Eis schloss
sich ein Hitzeschock fiir eine Minute bei 42°C an. Anschliefend wurden 300 ul LB
Medium hinzugefugt und es folgte eine weitere Inkubation fir 1h, nun bei 37°C und 180
rpm. SchlieBlich wurde der Transformationsansatz in unterschiedlichen Verdinnungen
auf einer LB-Ampicillin-Platte ausgestrichen. Es sollten so Einzelklone der
transformierten Bakterien gewonnen werden, die ein ampicillinresistentes Plasmid

aufgenommen hatten. Die LB-Platte wurde bei 37°C tber Nacht inkubiert.

2.2.8 Anlegen von Bakterienkulturen

Mithilfe einer sterilen Pipettenspitze wurden differenzierbare Einzelklone auf eine LB-
Platte (Masterplatte) Gberflihrt und tber Nacht bei 37°C inkubiert. AuRerdem wurde mit
derselben Pipettenspitze ein Ansatz aus 5 ml LB Medium und 5 pl Ampicillin fir die
Mini-Plasmid-Préparation angesetzt, worauf eine Inkubation bei 37°C und 200 rpm fir
12-16 h auf einem Horizontalschiittler folgte.

Das Ansetzen von Maxikulturen lief ab wie zuvor beschrieben, allerdings bedurfte es
eines Ansatzes von 250 ml LB —Ampicillin —L6sung, da eine gréRere Anzahl an Bakterien

notig war.

2.2.9 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgte extern tber die Firma GATC Biotech (Konstanz).
Die Sequenzierung basiert auf der von Sanger et al. publizierten Kettenabbruchmethode
(Sanger et al., 1977). Im Unterschied dazu werden aber heute fluoreszenzmarkierte, statt

radioaktivmarkierte Didesoxynukleotide verwendet.
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Fir die Sequenzanalyse wurde ein Ansatz mit einem Forward-Primer sowie ein Ansatz
mit Reverse-Primer bendtigt, um die gesamte eingefligte DNA zu sequenzieren. Es
wurden jeweils 2,5 ul Primer mit jeweils 0,5 pug DNA versetzt und mit H.O auf 10ul
aufgefillt. Per Post wurden die Proben zur Analyse an GATC Biotech verschickt.

2.3 Zellbiologische Methoden eukaryotischer Zellen

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden standardgeméR in einem
Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.3.1 Passagieren und Ernten von Zellen

Es wurden Suspensionszellen und leicht adhdrent wachsende Zellen benutzt. Solche
Zellen losten sich durch leichtes Klopfen seitlich an der Zellkulturflasche. Nach dem
Resuspendieren der Zellsuspension wurde je nach Zelldichte ein Teil des Volumens

belassen und mit frischem Medium angereichert.

2.3.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde eine Probe Zellsuspension in dem
Verhaltnis 1:2, 1:4 oder 1:10 mit 0,1 %-Trypanblauldsung gemischt. Durch die gestorte
Membranintegritat toter Zellen gelangt der Farbstoff in die Zelle, weshalb unter dem
Lichtmikroskop tote Zellen blau erscheinen. So kdnnen diese von lebenden Zellen
unterschieden und nicht mitgezéhlt werden. Das Auszéhlen erfolgte mithilfe der
Neubauerzahlkammer, wobei vier Groflquadrate ausgezéhlt wurden. Die

Zellkonzentration l&sst sich mit folgender Formel berechnen:

Zellzahl/ml Zellsuspension = Arithmetischer Mittelwert lebender Zellen pro

GroRquadrat x Verdinnungsfaktor (Trypanblau) x Kammerfaktor (10%)

2.3.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur kurzzeitigen Lagerung wurden Zellen bei -80°C aufbewahrt. Hierfur wurden, wie
unter Kapitel 2.3.1 beschrieben, die Zellen geerntet und anschlieBend abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 4°C kaltem Einfriermedium (90 % hitzeinaktiviertem FCS, 10 %

DMSO) aufgenommen, sodass pro Kryoréhrchen 1 ml Medium mit einer
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Zellkonzentration von 2-10 x 10° Zellen Gberfiihrt werden konnte. Die Zellen wurden in
einem Isopropanonkihler bei -80°C eingefroren, um eine gleichmaRige Abkuhlung
(1°C/min) zu gewahrleisten. Nach 24h konnten die Zellen diesem entnommen werden
und wurden entweder kurzzeitig bei -80°C, oder langfristig bei -196°C in fliissigen
Stickstoff gelagert.

Um Zellen aufzutauen, wurde das Kryoréhrchen zunéchst kurz im Wasserbad bei 37°C
erwarmt und anschlieRend die Zellsuspension in 40 ml Zellkulturmedium Uberflhrt. Es
schloss sich eine Zentrifugation bei 300 x g fir 5 min an, um dann das Zellpellet zu

resuspendieren und in eine Zellkulturflasche zu Gberfihren.

2.3.4 Isolation von peripheren mononukleiren Zellen des Blutes

Humane periphere mononukledre Zellen des Blutes (PBMCs peripheral blood
mononuclear cells) dienten in verschiedenen Experimenten als Effektorzellen. Diese
wurden mithilfe der Dichtegradientenzentrifugation aus heparinisiertem Vollblut
gesunder Spender gewonnen.

Die im Folgenden verwendete Biocoll-Trennlésung (Biocoll™ Separation Solution,
Merck) besitzt einen Dichtegradienten von 1,007g/ml. Tote Zellen, Granulozyten und
Erythrozyten sedimentieren aufgrund der hdéheren Dichte als die Trennldsung bei
Zentrifugation durch die Trennschichten, wahrend Thrombozyten und Plasma im
Uberstand zu finden sind. Lymphozyten und Monozyten sammeln sich dagegen in der
Interphase und kdnnen dort isoliert werden.

Dafir wurde heparinisiertes VVollblut mit DPBS im Verhaltnis 1:2 verdinnt. In einem 50
ml Plastikzentrifugationsrohrchen wurden auf 15 ml Biocoll Lésung 25 ml des
verdlnnten Vollbluts geschichtet. Daran schloss sich eine Zentrifugation tiber 30 Minuten
bei 560 x g und ausgeschalteter Bremse an. Dann wurde die Interphase mit einer 10 ml
Glaspipette abgenommen, in ein neues Plastikzentrifugationsrohrchen Ubertragen und
einmal bei 300 x g, dann bei 200 x g fiir je 10 Minuten gewaschen. So sollte sichergestellt
werden, dass Reste der Biocoll Lésung, sowie Erythrozyten und Thrombozyten entfernt
wurden. Die isolierten PBMCs wurden in Vollmedium aufgenommen und deren
Lebendzellzahl mit Trypanblau, beziehungsweise die Anzahl der Leukozyten mit

Tuerk‘scher Losung (10 pl Zellsuspension + 90 ul Tuerk‘sche Lésung), bestimmt.
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2.4 Chromatographische Verfahren

2.3.5 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

Bei der transienten Transfektion kommt es nicht zu einer chromosomalen Integration der
DNA in das Genom der Zielzelle, allerdings verbleibt die DNA bis zur néchsten
Zellteilung im Zellkern und kann so abgelesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) verwendet. Da fiir die Expression der leichten und
schweren Kette zwei unterschiedliche Vektoren benutzt wurden, wurden diese im
Verhéltnis schwere Kette zu leichter Kette von 6:4 (229 pl: 164 pl) verwendet. Die
Transfektion der CHO Zellen und Kultivierung erfolgte mit dem ExpiCHO™ Expression

System Kit nach Herstellerprotokoll.

2.3.6 Inaktivierung von Tumorzellen

Um in funktionellen Tests die Proliferation der Effektorzellen messen zu kdnnen, musste
die Proliferation der Zielzelle, also der Tumorzelle, inhibiert werden. Die Bestrahlung
durch eine ¥’Casiumquelle mit einer Strahlendosis von etwa 130 Gy fiihrte zur

Inaktivierung der Tumorzelle.

2.4 Chromatographische Verfahren

Bei der Affinitdtschromatographie handelt es sich um ein Verfahren der
Adsorptionschromotographie. Ein bestimmter Stoff aus einem Gemisch soll Gber eine
stationdre Phase isoliert werden. Ein Ligand, gebunden an ein Tragermaterial, bindet mit
hoher Affinitdt zum Beispiel an den zu isolierenden Antikorper und adsorbiert diesen
somit von anderen Proteinen, die in der gleichen Ldsung enthalten sind. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde zur Aufreinigung von Antikorpern Protein A verwendet.

2.4.1 Aufreinigung bispezifischer Antikorper aus Zelliiberstand mittels

Affinitatschromatographie an Protein A

Der Uberstand der transfizierten CHO-Zellen wurde mit der AKTA pure (GE Healthcare)
auf eine Protein-A Sdule aufgetragen, anschliefend mit PBS gewaschen und mit 0,1 mM
Glycin pH 2,5 eluiert. Im Anschluss wurde das Eluat zur préparativen
GroRenaufreinigung auf eine HiLoad 16/600 aufgetragen und das Eluat fraktioniert.

Fraktionen, die das Monomer des Antikdrpers enthielten, wurden dann gepoolt, mit einem
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Spritzenvorsatzfilter (0,22um) steril filtriert und die sterile Antiképer-LAsung in einem

Kryordhrchen bei 4°C aufbewahrt.

2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésung mittels NanoDrop

Mithilfe eines NanoDrop™ 1000-Spektrophotometers (Extinktionskoeffizient ,,19G*)
wurde die Konzentration der Antikorper-Losung gemessen. Dabei wurde aus drei

gemessenen Proben der arithmetische Mittelwert der Konzentration des Eluats ermittelt.

2.5 Analytische Methoden

2.5.1 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration dient dazu, die aufgereinigten Antikérperlésungen auf deren
Homogenitdt, Molekulargewicht beziehungsweise Aggregation und Degradation zu
uberprifen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das UHPLC-System ,,Dionex Ulti-Mate
3000 BioRS* mit der Sdule ,,Superdex 200 Increase 10/300 GL* gebraucht. Dabei wurden
ca. 15 ug Antikorper in einem maximalen VVolumen von 50 ul aufgetragen. Die Retention
der Proteine auf der Sdule wurde bei einer Adsorption von 220 nm gemessen, wobei eine
Eichkurve mit Proteinen einer definierten Grof3e (Standard Bio-Rad) benutzt wurde, um

das Molekulargewicht der Proteine zu ermitteln.

2.5.2 Diskontinuierliche SDS Gelelektrophorese

Um die Reinheit und das Molekulargewicht der Antikdrper zu ermitteln, wurde die
diskontinuierliche SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) angewandt. Durch
die Verwendung von SDS (Natriumdodecylsulfat) wird die Eigenladung der Proteine
Uberlagert, weshalb sich die gleich geladenen Proteine in der Elektrophorese dann nur
nach Molekulargewicht auftrennen. Fir die elektrophoretische Trennung wurden 10 %
Mini-PROTEAN® TGX Precast Gele sowie eine Mini- PROTEAN®TetraCell verwendet.
Zunéachst wurden die entsprechenden Proben mit SDS Ladepuffer (2x) angesetzt und fur
5 Minuten bei 95° denaturiert. Um neben nicht reduzierten Proben auch reduzierte Proben
zu analysieren, wurde dem Ladepuffer der reduzierten Proben noch B-Mercaptoethanol
zugefligt. Weil dadurch die Disulfidbricke reduziert wird, dissoziieren leichte und

schwere Kette des Antikorpers. Die Proben wurden im Gel bei 120 V fir circa 80 Minuten
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2.5 Analytische Methoden

getrennt und anschlielend das Gel auf dem Plattenschittler fir etwa eine Stunde in
Coomassie Brilliant Blue Farbeldsung inkubiert. Durch die Waschung mit H2O (bidest.)
wurde die Hintergrund-Farbung des Gels entfernt, wahrend die Proteinbanden durch die

Féarbung visualisiert werden konnten.

2.5.3 Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunktbestimmung wurde durchgefiihrt, um die Temperatur zu ermitteln, bei
der das Protein in einer denaturierten Form vorliegt, und damit an Funktionalitat verliert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierfir das PROTEOSTAT® Thermal Shift Stability
Assay Kit verwendet. Die Probe des Proteins wird mit einem fluoreszierenden Farbstoff
versetzt und in einem Fast Real-Time PCR Cycler von 30°C auf 99°C schrittweise erhéht.
Im komplett denaturierten Zustand kann sich das maximale Volumen an Farbstoff
anlagern, was tiber eine maximale Fluoreszenz detektiert wird. Die Durchfiihrung erfolgte

nach Herstellerprotokoll.

2.5.4 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kdnnen kleinste Teilchen, wie zum Beispiel Zellen, in
einem laminaren Flussigkeitsstrom uber ihre GroRe, Oberflacheneigenschaften und
Granularitat anhand der Absorption und Streuung eines Laserstrahls unterschieden
werden. Bei der durchflusszytometrischen FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)
Analyse wird dieses Prinzip, basierend auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion, die tber
Fluorochrom-markierte Antikorper detektiert wird, angewandt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden direktkonjugierte und unkonjugierte Antikdrper verwendet. Die Inkubation mit
den Antikorpern fand im Dunkeln bei 4°C statt. Fur die folgenden Schritte wurde FACS-
Puffer verwendet. Um eine unspezifische Bindung an Fc-Rezeptoren zu blockieren,
wurde der FACS-Puffer mit humanen Ig (FleboGamma) & 50 pg/ml versetzt, allerdings

nur, wenn kein human-spezifisches Detektionsreagenz gebraucht wurde.

Fir die Analyse wurden pro Messpunkt 0,1-0,5x108 Zellen in 200 pl in einer 96-well
Rundbodenplatte verwendet. Diese wurden fiir 3 Minuten bei 600 x g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen in 50 pl der jeweiligen

Antikorper-Losung in der erforderlichen Verdinnung, je nach Herstellerangaben, fur 30
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2.6 Funktionelle Charakterisierung von Antikérpern

Minuten bei 4°C inkubiert. Daran schlossen sich zwei Waschungen in 200 pl FACS-
Puffer, bei einer Zentrifugation von 3 Minuten bei 600 x g, an.

Wurden unkonjugierte Antikorper verwendet, folgte die Farbung mit 50 pl RPE-
konjugierten Sekundérantikorper, verdinnt in FACS Puffer im Verhéltnis 1:200. Nach
einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C erfolgten, wie bereits beschrieben, zwei
Waschungen. SchlieBlich wurden die Zellen in FACS-Puffer mit 7AAD (0,5 pg/ml)
aufgenommen, um dartber die viablen Zellen zu identifizieren.

Wurden konjugierte Antikorper verwendet, konnten die Zellpellets nach den Waschungen
direkt nach der Inkubation in 200 pl in FACS-Puffer mit 7AAD resuspendiert werden.
Um die Fc-rezeptorabhdngige, unspezifische Bindung zu kontrollieren, wurden

entsprechende Isotyp- und Negativkontrollen mitgefuhrt.

2.6 Funktionelle Charakterisierung von Antikoérpern

2.6.1 3[H]-Thymidin-Proliferationstest

Fir die Messung der antikorperinduzierten Zellproliferation wurde ein 3[H]-Thymidin-
Inkorporationsassay angewandt, der darauf beruht, dass proliferierende Zellen tritiiertes
Thymidin aufnehmen. Alle Proben wurden in RPMI-Komplettmedium mit einem
Endvolumen von 200 pul als Triplikate angesetzt.

Auf einer 96-well Flachbodenplatte wurden je Probe 0,2 x 10° Effektorzellen (humane
PBMC) mit 0,1 x 10° bestrahlten, also inaktivierten, Zielzellen ausplattiert. AuRerdem
wurden die entsprechenden Konzentrationen des Antikdrpers hinzugefiigt. Die Zellen
wurden bei 37°C fiir 48 Stunden inkubiert, um dann mit 0,5 pCi 3[H]-Thymidin per Well
versetzt zu werden. Nach einer weiteren Inkubation fiir 16 Stunden bei 37 °C wurde der
Ansatz schlieBlich mit dem Cell Harvester auf Printet Filtermat A Matten geerntet.
Nachdem die Filtermatten getrocknet waren, wurde der Szintillationscocktail Ultima
Gold hinzugefigt, sodass das inkorporierte Thymidin mithilfe des 2450 Microplate

Counters detektiert und quantifiziert werden konnte.
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2.6 Funktionelle Charakterisierung von Antikérpern

2.6.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der antikérpervermittelten

Lyse

Die Lyse von Zielzellen, induziert durch den Antikorper, wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. Alle Proben wurden in Duplikaten mit einem Endvolumen von 200 pl mit
RPMI Medium und 10 % AB-Serum oder autologen Serum auf einer 96-well
Flachbodenplatte angesetzt. Die zu analysierenden Zellen wurden mit verschiedenen
Antikorperkonzentrationen bei 37 °C im CO2 Begasungsschrank inkubiert. Anschlie3end
wurden sie auf eine 96-well Rundbodenplatte (bertragen und mit FACS Puffer (hier
immer mit 50 pg/ml FleboGamma) zweimal bei 600 x g fur 3 Minuten gewaschen und
dann mit 50 pl FACS-Puffer je Probe fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert, um unspezifische
Fc-Rezeptoren zu blockieren. Nach zwei weiteren Waschungen, bei 600 x g fur 3
Minuten, folgte die Farbung der Zellen mit den entsprechenden direkt markierten
Antikorpern (Verdinnung nach Herstellerangabe) in einem Volumen von 50 pl je Probe.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln wurden die Zellen erneut
zweimal gewaschen. Abschlielend wurden die Zellen in 200 pl FACS Puffer, 12 pl
7AAD pro 1 ml Puffer und zwei Tropfen BD™ CompBead negative Beads pro ml

aufgenommen, um dann in FACS Rohrchen tberfihrt zu werden.

AulRerdem wurden Kontrollen, sogenannte FMOs (Fluorescence minus one), mitgefunhrt,
bei denen jeweils einer der direkt-markierten Antikoérper aus der Gesamtfarbung fehlte.
So sollte eine unspezifische Bindung erkannt werden. Fir die Kompensationskontrollen
wurden einfachgefarbte Kompensationspartikel (Compensation Particles, BD
Biosciences) verwendet. Wie Dbereits beschrieben, diente 7AAD als Marker fir
apoptotische und tote Zellen. Die Beads wurden fur die Standardisierung der Messung
der Proben bendtigt, sodass Zellzahlen verglichen werden konnten. Eine definierte
Anzahl aufgenommener Beads stellte eine gleich hohe Datenaufnahme tber alle Proben
hinweg sicher. Die Messung erfolgte am FACSCanto Il, die Auswertung mit der FlowJo
Software Version 10.0.7 (Becton Dickinson GmbH).

Zellvermittelte Zytotoxizitat im allogenen System
Um die antikorpervermittelte Lyse zu untersuchen, wurden als Zielzellen die
Tumorzellline Nalm-16 verwendet, als Effektorzellen aufgereinigte mononukledre Zellen

eines gesunden Spenders. Die Zellen wurden, wie unter 2.3 beschrieben, vorbereitet und
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2.6 Funktionelle Charakterisierung von Antikérpern

Effektorzellen und Zielzellen in einem Verhiltnis von 2:1 (0,2 x 108 PBMCs und 0,1 x
10% Nalm-16-Zellen) in einem Endvolumen von 200 pl RPMI mit 10 % AB-Serum
ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden erfolgte das weitere VVorgehen

wie bereits oben unter Kapitel 2.6.2 beschrieben.

Zellvermittelte Zytotoxizitat im autologen System

Um die antikorpervermittelte Lyse auch im autologen System zu prifen, wurden bereits
gereinigte und kryokonservierte PBMCs von AML Patienten, wie unter Kapitel 2.3.3
beschrieben, vorbereitet. In einem Endvolumen von 200 pul RPMI mit 10% AB-Serum,
oder wenn maoglich mit 10% des autologen Serums, wurden 0,5 x 10° Zellen pro Test
pipettiert. Nach 120 Stunden Inkubationszeit wurde wie unter Kapitel 2.6.2 beschrieben

vorgegangen.
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3.1 Vergleich des bivalenten und tetravalenten FLT3xCD3 Antikorpers

3 Ergebnisse

Ziel der Arbeit war die Weiterentwicklung eines bispezifischen FLT3xCD3 Antikorpers
zur Behandlung der akuten myeloischen Leuk&dmie. Dabei wurden zunéchst verschiedene
Antikorperformate miteinander verglichen, um dann sowohl die T-Zellaktivierung tber
CD3, als auch die tumorspezifische Bindung am FLT3-Rezeptor zu optimieren. Daflir
wurde das Bindungsverhalten sowie die T-Zellaktivierung und Zielzelllyse der

Antikdrper untersucht.

3.1 Vergleich des bivalenten und tetravalenten FLT3xCD3 Antikorpers

Thema der Arbeit war die Suche nach dem optimalen Format fir einen FLT3xCD3
Antikorper. Zum einen kam das bivalente (Fabsc-)Format, entwickelt von Michael
Durben (Durben et al., 2015) und zum anderen das tetravalente (IgGsc-)Format in Frage
(Zekri et al., 2021). Es konnte in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass die
unspezifische Aktivierung von Effektorzellen (also ohne Anwesenheit von Tumorzellen)
bei dem bivalenten Antikorperformat héher war als im tetravalenten Format. Darlber
hinaus wies ein Antikorper im Fabsc-Format eine deutliche kiirzere Serumhalbwertszeit
als das 1gGsc-Konstrukt auf (Zekri et al., 2021). Daher wurde zunéchst untersucht, wie
sich der FLT3xCD3 Antikorper im tetravalenten Format im Vergleich zu dem bivalenten

FLT3xCD3 Format in Bindungsverhalten und Aktivierung von T-Zellen verhalt.

3.1.1 Klonierung und Generierung eines tetravalenten FLT3xCD3

Antikoérpers

Um die beiden Konstrukte miteinander vergleichen zu koénnen, erfolgte zundchst die
Klonierung des FLT3xCD3 IgGsc-Antikorpers. Grundlage daftr war das durch Zekri et
al. generierte 1gGsc-Format. An den beiden schweren Ketten ist dieses Format C-
Terminal jeweils mit einem single-chain Fragment (scFv), in der V-Vu Orientierung,
fusioniert. Das scFv ist gerichtet gegen das Oberflachenantigen CD3 und basierend auf
dem CD3 Antikorper UCHT-1, Klon v9 (Rodrigues et al., 1992). N-terminal besitzt das
Konstrukt den FLT3 Antikdrper 4G8 (Bihring and Rappold, 1999). Das Plasmid der
schweren Kette, das die konstanten Domanen des lgGsc-Konstrukts, die variablen
Doménen des 4G8 Antikorpers und den UCHT-1 scFv enthielt, wurde zusammen mit
dem Plasmid der leichten Kette des 4G8 Klons in CHO Zellen transfiziert und der
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3.1 Vergleich des bivalenten und tetravalenten FLT3xCD3 Antikorpers

tetravalente FLT3xCD3 Antikérper CC2 wurde aus dem Uberstand aufgereinigt. Die
beiden Antikdrperformate, die nun im Folgenden verglichen werden sollen, sind in
Abbildung 3.1.1 dargestellt Wie bei dem FLT3xCD3 Fabsc-Antikorper sind auch im
tetravalenten Format die variablen FLT3-Domé&nen murinen  Ursprungs.
Aminosduresubstitutionen in der Hinge-Region des Fabsc-Formats verhindern eine
Anlagerung der Molekiile, ebenso wie die fast vollstdndige Deletion der Ch3-Doméne im
Fabsc-Format. Aminosdureveranderungen in der Cu2- und Cn3-Domadne bei beiden
Formaten fiihren zu einer Attenuierung des Fc-Teils, um so die Fc-Rezeptorbindung zu
verhindern. Stattdessen werden (ber die CD3 scFv-Fragmente am C-Terminus eine
spezifische Rekrutierung und Aktivierung von T-Zellen, und damit eine fokussierte
Zielzelllyse, erreicht (Durben et al., 2015).

A: Fabsc B: IgGsc
d\ % S\ /,
CH1 CL /\CH1\\
K Cho g“g Cha
0
Chs Cha

- QQQQ

Abbildung 3.1.1: Schematische Ubersicht der Antikorperformate

In Abbildung A ist der Fabsc-Antikorper im bivalenten Format dargestellt. In Abbildung B wird
der tetravalente (IgGsc-)Antikorper gezeigt. Die variablen Doménen (schwarz) sind gegen das
Zielantigen FLT3 gerichtet. Uber das single-chain Fragment (scFv) CD3 (griin) sollen spezifisch
T-Zellen als Effektorzellen rekrutiert werden. KO beschreibt den Austausch von Aminosduren
zur Attenuierung des Fc-Teils. Aminoséauresubstitutionen der zwei Cysteine zu Serinen in der
Hinge-Region in Bild A sind mit (e) gekennzeichnet. In Bild B werden Glykosylierungen mittels
(A) dargestellt
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3.1 Vergleich des bivalenten und tetravalenten FLT3xCD3 Antikorpers

3.1.2 Proteinbiochemische Analyse

Zunéachst wurde der aufgereinigte 1lgGsc-Antikorper mittels analytischer Gelfiltration auf
Homogenitét, Molekulargewicht und mogliche Aggregation und Degradation tberprift.
Dies wurde vergleichend auch mit dem bereits fruher produzierten Fabsc-Antikorper
durchgeftuhrt. Wie in Abbildung 3.1.2 zu sehen, zeigte sich im Elutionsprofil fiir beide
Antikorperformate ein klarer Hauptpeak. Aggregate waren nur in Spuren sichtbar. Das
Molekulargewicht im Fabsc-Format betragt ca. 80 kDa, fur das IgGsc sind es ca. 200
kDa.

A B
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Abbildung 3.1.2: Analytische GroéRRenausschlusschromatographie des Fabsc- und
1gGsc-Formats

Elutionsprofil des gereinigten bispezifischen bivalenten FLT3xCD3 Antikdrpers (A) und des
bispezifischen tetravalenten FLT3xCD3 Antikdrpers (B). Zur Analyse wurden 15 g des Proteins
aufgetragen. Eichproteine (e) dienen zur Bestimmung des Molekulargewichts des zu
analysierenden Proteins.

Die Reinheit und das Molekulargewicht der Antikorper konnten in der
diskontinuierlichen SDS Gelelektrophorese bestétigt werden (Abbildung 3.1.3). Unter
nicht reduzierenden Bedingungen waren fur den IgGsc-Antikorper ein Molekulargewicht
von ca. 200 kDa (errechnetes Molekulargewicht 206 kDa) und fir den kleineren Fabsc-
Antikorper von ca. 90 kDa (errechnetes Molekulargewicht 87 kDa) auszumachen. Unter
reduzierenden Bedingungen zeigten sich bei beiden Formaten jeweils zwei Banden, die

die schwere und leichte Kette représentieren.
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Abbildung 3.1.3: Gelelektrophoretische Analyse des bivalenten und tetravalenten
bispezifischen Antikorpers

In Abbildung A wird die gelelektrophoretische Analyse des Fabsc-Konstrukts im nicht
reduzierten Zustand (1) und reduzierten Zustand (2) gezeigt. Analog dazu in Abbildung B das
IgGsc-Konstrukt im nichtreduzierten (3) und reduzierten Zustand. Die Marker zeigen das
Molekulargewicht des GroRenstandards.

Darlber hinaus wurde Uber eine Schmelzpunktbestimmung die Temperatur ermittelt, bei
der die Antikorper denaturieren, und damit an Funktionalitét verlieren. Diese lag beim
Fabsc-Konstrukt bei 64,3 °C und unterschied sich damit vom IgGsc-Konstrukt nur
unwesentlich. Dort lag das Protein ab 66,3 °C in der denaturierten Form vor (Abbildung
3.1.4).
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Abbildung 3.1.4: Schmelzpunktbestimmung des bivalenten und tetravalenten
bispezifischen Antikorpers

Zusammen mit einem fluoreszierenden Farbstoff wurden die Proteinproben bis auf 99 °C erhitzt.
Auf der Abszisse ist die Temperatur [°C] abgebildet. Die Ordinate zeigt die Anderung der
Fluoreszenz in Abhangigkeit zur Temperatur [°C]. Die Anderung an Farbstoffaufnahme je
Temperaturzeitpunkt entspricht dem Denaturierungszustand des Proteins.

3.1.3 Bindungsanalyse

Die Bindung und Affinitat der Antikdrper wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt.
Fur die Bindungsanalyse an das Zielantigen FLT3 wurden FLT3 positive Nalm-16- oder
Reh-Zellen verwendet. Es erreichten beide Konstrukte bei 15-50 nM eine Sattigung. Das
IgGsc-Konstrukt wies eine hohere Affinitat als das Fabsc-Konstrukt auf. Fir die Analyse
des Bindungsverhaltens an Effektorzellen wurden CD3 positive Jurkat-Zellen benutzt.
Bei beiden Konstrukten konnte zwischen 50 bis 150 nM eine Séattigung nachgewiesen
werden. Das Fabsc-Konstrukt zeigte hier nun eine hohere Affinitat als das lgGsc-
Konstrukt. Dies lasst sich dadurch erkléaren, dass sich die beiden C-terminalen single-
chain Antikorper des lgGsc-Formats mdglicherweise gegenseitig inhibieren. In

Abbildung 3.1.5. wird die Bindungsanalyse fur beide Proteine gezeigt.
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Abbildung 3.1.5: Durchflusszytometrische Bindungsanalyse der bispezifischen
Antikorper

Die auf der Zelloberfliche gebundenen Antikdrper wurden mittels RPE-konjugierten
Sekundérantikdrper durchflusszytometrisch detektiert.

3.1.4 Induktion von T-Zellproliferation

Die Fahigkeit die Proliferation von T-Zellen zu induzieren, wurde durch einen *H-
Thymidin-Proliferationsassay gemessen. Dabei wurden Zielzellen, Nalm-16-Zellen oder
REH-Zellen (FLT3") bestrahlt, um im weiteren Verlauf eine Proliferation dieser Zelllinie
auszuschliel3en. Die Zielzellen wurden im Verhaltnis 1:2 mit PBMCs und dem jeweiligen
Antikorperkonstrukt fir 48 h Stunden inkubiert. Dann wurde den Proben 3H-Thymidin
hinzugegeben und es folgte eine Inkubation von 16 Stunden. Bei beiden
Antikorperkonstrukten kam es zu einer konzentrationsabhéngigen Steigerung der
Proliferation, wobei das Fabsc-Konstrukt eine leicht hohere Aktivitat induzierte. In
Abbildung 3.1.6 ist reprasentativ eines von drei Experimenten abgebildet.
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Abbildung  3.1.6:  Spezifische  T-Zellproliferation im  3H-Thymidin-
Proliferationsassay

PBMCs wurden mit inaktivierten REH-Zellen im Verhaltnis 2:1 mit dem IgGsc-Konstrukt (m)
beziehungsweise dem Fabsc-Konstrukt (A) in den angegebenen Konzentrationen inkubiert.
Proben, die nur PBMCs und REH-Zellen oder beide in Kombination enthielten, dienten als
Negativkontrolle. Ebenso wurden Proben mit Ziel- und Effektorzellen zusammen mit MOPC
IgGsc- bzw. MOPC Fabsc-Antikorper, irrelevanter Spezifitit, angesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichung aus Triplikaten.

Neben der Proliferation in Anwesenheit von Zielzellen wurde auch untersucht, welchen
Effekt eine Inkubation der Antikorper allein mit PBMCs hat. Dies wird oft als ,,off-
tumor“-Proliferation bezeichnet, trifft in diesem Fall allerdings nicht streng zu, da
Monozyten in PBMC Praparationen ebenfalls FLT3 exprimieren. Somit konnten diese als
mdgliche Zielzellen eine Proliferation von T-Zellen ausldsen. Es handelt sich hierbei also
eher um eine ,,off-tumor/on-target* Situation. Auch dies wurde wie oben beschrieben
mittels eines *H-Thymidin-Proliferationsassays (iberpriift. Abbildung 3.1.7 zeigt
exemplarisch eines von drei Experimenten. In Bild A ist die Proliferation der beiden
Antikorper in Ab- und in Anwesenheit von Zielzellen (Reh-Zellen) dargestellt, wobei
deutlich wird, dass in Abwesenheit von Zielzellen keine nennenswerte spezifische
Proliferation von T-Zellen nachweisbar ist. Dies lasst den Schluss zu, dass die Expression
von FLT3 auf Monozyten unter den gewéhlten Bedingungen nicht zu einer wesentlichen

Aktivierung und Proliferation von T-Zellen fuhrt. Dennoch zeigt sich bei naherer
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3.2 Optimierung der CD3-Affinitat

Betrachtung (Abbildung B) ein Unterschied zwischen den Antikdrperkonstrukten. Ab
Konzentrationen von 0,5 nM induziert das Fabsc-Konstrukt eine niedrige, aber

nachweisbare Proliferation, die héher ist als mit dem 1gGsc-Molekadil.

A B
g - = |gGsc FLT3xCD3 g 10000+
— 50000 . g
= -+ Fabsc FLT3xCD3 @ 8000, /,,I
£ 40000 E .
E = |gGsc FLT3xCD3 £ oo,
<.( 30000 <¥( II
5 20000 -x- Fabsc FLT3xCD3 £ o0 )
; 100004 i g 2000 II,
5 4_*/’1—_;" g
I 0 = £, ]

10 10* 10 102 10! 10° 10t 105 10* 10°* 102 10t 10° 10t
Konzentration [nM] Konzentration [nM]

Abbildung  3.1.7:  Unspezifische  T-Zellproliferation im  *H-Thymidin-

Proliferationsassay

In Abbildung A wurden PMBCs und inaktivierte REH-Zellen im Verhaltnis 2:1 inkubiert (in
schwarz). Zusatzlich ist die Aktivierung durch das IgGsc-Konstrukt, beziehungsweise durch das
Fabsc-Konstrukt in Abwesenheit von Zielzellen dargestellt (in rot). Abbildung B zeigt diesen Fall
nochmals, wobei der MaRstab auf der Ordinate anders gewahlt wurde, um die Unterschiede
zwischen den Konstrukten deutlich zu machen. Dargestellt sind Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus Triplikaten.

In den proteinbiochemischen Eigenschaften wie Reinheit oder Schmelzpunkt zeigten sich
die zwei Antikorperformate gleichwertig. Bei der Bindungsanalyse zeigte das 1gGsc-

Konstrukt am FLT3-Antigen eine hohere Affinitat.

Zusammengefasst erwies sich an der CD3-Bindungsstelle zwar das Fabsc-Konstrukt als
hoher affin, allerdings zeigten in den Proliferationsassays beide Konstrukte eine deutliche
Proliferation von T-Zellen. Die unspezifische T-Zellproliferation fiel dabei beim IgGsc-
Konstrukt niedriger aus. Neben den bereits zu Beginn genannten Vorteilen des 1gGsc-

Konstrukts spricht auch dies daflr, weiter mit dem IgGsc-Konstrukt zu arbeiten.

3.2 Optimierung der CD3-Affinitit

Wie unter Kapitel 3.1 gezeigt, war vor allem in den Bindungsanalysen zwischen den
beiden Antikorperformaten ein Unterschied auszumachen. An der CD3-Bindungsstelle
erwies sich das IgGsc-Format als niedriger affin, was flur die T-Zellproliferation
allerdings keine negativen Auswirkungen hatte. Stattdessen zeigte sich bei der

unspezifischen T-Zellproliferation mit dem IgGsc-Konstrukt ein geringerer Effekt, was
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3.2 Optimierung der CD3-Affinitat

als positiv zu bewerten ist. Daher stellte sich die Frage ob, beziehungsweise welche
Auswirkung eine Anderung der Affinitat zu CD3 auf die Fahigkeit zur Aktivierung von
T-Zellen hat.

3.2.1 Klonierung bispezifischer tetravalenter Antikorper unterschiedlicher

CD3-Affinitaten

Auf Grundlage der Arbeit von Zhu und Carter (Zhu and Carter, 1995) und Shalaby et. al
(Shalaby et al., 1992) wurden durch Dr. Martin Pflugler IgGsc-Konstrukte mit
unterschiedlicher Affinitat der CD3 scFv kloniert, transfiziert und aufgereinigt. Dabei
wurden Aminoséureveranderungen in den CDRs des CD3 scFv vorgenommen, oder die
Orientierung des scFv verindert. Eine Ubersicht dieser Veranderungen ist in Tabelle 3.2-
1 zusammengestellt. Dort werden auch die jeweiligen Bezeichnungen der

Antikorperkonstrukte eingefihrt, die im Laufe der Arbeit so fortgefiihrt werden.

Tabelle 3.2-1: 1gGsc-Konstrukte unterschiedlicher CD3-Affinitaten des scFv

Bezeichnung des IgsC-Konstrukts Veranderungen am CD3 scFv

cc2 Ausgangskonstrukt (vlg. 3.1)

K74D Austausch von AS der CDR (Shalaby et al.,
1992)

M8 Ausgehend von K74D Austausch von AS der

CDR (Zhu and Carter, 1995)
M18 Ausgehend von K74D Austausch von AS der
CDR (Zhu and Carter, 1995)

V-V, Veranderung der Orientierung des scFv von

VL-VH ZU VH-VL

3.2.2 Proteinbiochemische Analyse

Zu Beginn wurde das Molekulargewicht und die Reinheit der aufgereinigten Proteine
mithilfe der analytischen Gelfiltration bestimmt, zu sehen in Abbildung 3.2.1. Wie das
tetravalente Ausgangskonstrukt zeigten auch hier alle tetravalenten bispezifischen
Antikorperkonstrukte einen klaren Hauptpeak und keine Aggregation oder Degradation.

Alle Konstrukte wiesen die erwartete GroRe von ca. 200 kDa auf.
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Abbildung 3.2.1: Analytische Chromatographie der CD3-Varianten

Elutionsprofil der gereinigten tetravalenten bispezifischen FLT3xCD3 Antikorper. Zur Analyse
wurden 15 pg des Proteins aufgetragen. Eichproteine (e) dienen zur Bestimmung des
Molekulargewichts des zu analysierenden Proteins

Mittels der diskontinuierlichen SDS Gelelektrophorese konnte die Reinheit der Proteine
ebenfalls belegt werden. In Abbildung 3.2.2 ist die Analyse der Molekule unter nicht
reduzierenden Bedingungen, sowie unter reduzierenden Bedingungen zu sehen. Die
tetravalenten Konstrukte weisen dabei das erwartete Molekulargewicht von ca. 200 kDa
auf. Unter reduzierten Bedingungen sind zwei Banden zu erkennen, die die leichte und

schwere Kette des Antikorpers darstellen.
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3.2 Optimierung der CD3-Affinitat

Abbildung 3.2.2: Gelelektrophoretische Analyse der CD3-Varianten

In Abbildung A wird die gelelektrophoretische Analyse der CD3-Varianten unter nicht
reduzierenden Bedingungen dargestellt. In Abbildung B sind die Proteine unter reduzierenden
Bedingungen aufgetragen. Die Marker zeigen das Molekulargewicht des GrofRenstandards.

AnschlieRend wurde Uberprift, ab welcher Temperatur die Proteine im denaturierten, und
damit funktionslosen Zustand vorliegen. Dazu erfolgte die Schmelzpunktbestimmung in
einem Thermal-Shift-Stability-Assay. Fur alle Antikorper zeigte sich hier ein
Schmelzpunkt ab ca. 66,0 °C (M8: 66,09 °C, M18: 66,09 °C, K74D: 66,5 °C, Vu-V.:
65,7 °C). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.3 dargestellt.
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Abbildung 3.2.3: Schmelzpunktbestimmung der CD3-Varianten

Zusammen mit einem fluoreszierenden Farbstoff wurden die Proteinproben bis auf 99 °C erhitzt.
Auf der Abszisse ist die Temperatur [°C] abgebildet. Die Ordinate zeigt die Anderung der
Fluoreszenz in Abhédngigkeit zur Temperatur [°C]. Die Anderung an Farbstoffaufnahme je
Temperaturzeitpunkt geht einher mit dem Denaturierungszustand des Proteins.

3.2.3 Bindungsanalyse

Die Affinitat und Bindung der 1gGsc-Konstrukte mit verschiedenen CD3 scFv-Varianten
wurde mithilfe der durchflusszytometrischen Analyse auf CD3 positiven Jurkat-Zellen
gemessen. Bei allen Konstrukten war eine konzentrationsabhéngige Bindung an das CD3
Oberflachenantigen festzustellen. Die Varianten M8 und M18 zeigten die niedrigste
Affinitat, und auch die Variante K74D war niedriger affin als das Ausgangskonstrukt
CC2. Deutlich hoher in der Affinitét erwies sich die Variante Vy-VL. In Abbildung 3.2.4

wird ein Experiment mit den verschiedenen Konstrukten exemplarisch gezeigt.
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Abbildung 3.2.4: Durchflusszytometrische CD3-Bindungsanalyse der bispezifischen
Antikorper

Die Zellen wurden mit den verschiedenen Antikérperkonstrukten (siehe Legende) inkubiert. Die
gebundenen Antikdrper wurden mittels RPE-konjugierten Sekundarantikorper detektiert.

Damit lagen nun wie beabsichtigt verschiedene IgGsc-Konstrukte unterschiedlichster
CD3-Affinitaten vor, die in ihrer Funktionalitit verglichen werden konnten. M8 wurde
im weiteren Verlauf nicht mehr verwendet, da dieses Konstrukt eine duf3erst niedrige
Affinitat zeigte. Mit M18 und K74D lagen zwei weitere niederaffine Varianten vor, die

fiir die weiteren Experimenten verwendet wurden.

3.2.4 Zielzelllyse

Um neben der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen simultan die Funktionalitét in
Form der Zielzelllyse zu uberprifen, wurde eine durchflusszytometrische Analyse
gewdhlt. PBMCs und Zielzellen (Nalm-16 Zellen) wurden im Verhaltnis 2:1 zusammen
mit den jeweiligen Antikorperkonstrukten fir 72 h inkubiert und anschlieBend mit
fluoreszierenden Sekundarantikdrpern im FACS Canto analysiert. Dabei konnte sowohl
die Aktivierung als auch die Proliferation der zytotoxischen T-Zellen genau bestimmt
werden. Dies erfolgte mittels Sekundérantikérper gegen CD4 und CD8 zur
Identifizierung der T-Zellen, sowie CDG69, ein Zelloberflachenmolekul, exprimiert von
aktivierten T-Zellen. AuBerdem konnten die Nalm-16-Zellen, die einzigen Zellen in
diesem Experiment, die kein CD45 Oberflachenantigen aufwiesen, (ber
Sekundarantikorper identifiziert, quantifiziert, und so deren Lyse bestimmt werden. Eine

konzentrationsabhangige Aktivierung der T-Zellen konnte sowohl fur Vy-Vy, als auch
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3.2 Optimierung der CD3-Affinitat

fir CC2 ab 0,05 nM beobachtet werden. Die Variante K74D zeigte ab 0,5 nM T-
Zellaktivierung und Proliferation. Eine Lyse konnte bei der hochaffinen CD3-Variante
Vu-VL bereits ab 0,05 nM, entsprechend der minimalen Konzentration fir eine T-
Zellaktvierung, festgestellt werden. Obwohl das Konstrukt CC2 bei dieser Konzentration
auch zu einer Aktivierung der T-Zellen fuhrte, konnte erst ab 0,5 nM, wie bei K74D, eine
deutliche Lyse beobachtet werden. Auch die Variante mit der niedrigsten Affinitat, M18
fiihrte zur Lyse der Zielzellen, allerdings erst ab 5 nM. Die Ergebnisse sind reprasentativ

fiir eines von drei Experimenten in Abbildung 3.2.5 dargestellt.
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Abbildung 3.2.5: Antikdrpervermittelte Zielzelllyse von Nalm 16 Zellen und
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

Die Antikdrper wurden in verschiedenen Konzentrationen mit PBMCs und Nalm-16-Zellen im
Verhéltnis 2:1 inkubiert. In Bild A ist die antikdrperinduzierte Lyse anhand der Zellzahl der
Zielzellen Nalm-16 (CD 45 negativ) nach 72 h abgebildet. Bild B zeigt den prozentualen Anteil
der aktivierten Zellen der CD4+ T-Zellpopulation, in Bild C ist dies fiir die CD8+ T-Zellen zu
sehen. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten.

Sowohl die niedrigst affine Variante M18, als auch das hochaffine Konstrukt Vu-Vi
fiihrten zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und einer Lyse der Zielzellen, allerdings
bei unterschiedlichen Konzentrationen. Die Variante K74D wird im weiteren Verlauf der

Arbeit nicht mehr berucksichtigt, da sie sich in der Funktionalitat nicht deutlich vom
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Ausgangskonstrukt CC2 unterschied, und damit nicht mehr als weitere

Vergleichsvariante benétigt wurde.

Es galt nun die in-vivo Situation einer bispezifischen, antikdrpervermittelten Lyse von
AML-Zellen in-vitro optimal abzubilden. So sollte die durch die Antikorper induzierte
Aktivierung von T-Zellen und Lyse von primaren AML-Blasten im autologen System
Uberprift werden. Anders als bei Versuchen mit Nalm-16 Zellen und PBMCs kann hier
das Effektor- zu Zielzellverhéltnis nicht direkt beeinflusst werden. Bei Versuchen mit
AML-Blasten liegen dagegen auBerdem wesentlich ungiinstigere Zahlenverhaltnisse von
Effektor- zu Zielzellen vor. Fir die Experimente wurden PBMCs von AML-Patienten mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Varianten CC2, M18 und Vn-VL inkubiert. Nach
finf Tagen wurden die Proben mittels Durchflusszytometrie analysiert. In Abbildung
3.2.6 ist die konzentrationsabhangige Aktivierung der T-Zellen und Reduktion von AML
Blasten des Patienten #1 abgebildet. Die deutlichste Reduktion der AML-Blasten
erreichte das Konstrukt CC2 bei 5 nM. Anders als bei den vorangegangenen
Experimenten mit Nalm-16 Zellen kam es erst bei dieser Konzentration zu einer
deutlichen Zielzelllyse. Die Variante Vy-VL induzierte zwar schon bei 0,5 nM eine leichte
Lyse, erreichte aber auch in der hoheren Konzentration nicht den gleichen Effekt wie
CC2. Bei dem niedrig affinen Konstrukt M18 wurde keine Lyse festgestellt. Es ist dabei
zu berticksichtigen, dass bei Patient #1 auch in der Negativkontrollprobe bereits ca. 40%
der T-Zellen eine Aktivierung aufwiesen. Das Effektor-: Zielzellverh&ltnis betrug bei
diesen Patienten ca. 2:1.
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Abbildung 3.2.6: Antikorpervermittelte Lyse primarer AML-Blasten und

Aktivierung autologer T-Zellen bei Patient #1

0,5x108 PBMCs des AML-Patienten #1 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Antikorper fir funf Tage inkubiert. In Bild A ist die induzierte Blastenreduktion anhand der
Zellzahl der AML-Blasten (CD14 negativ/CD33 positiv) dargestellt. Die Aktivierung der T-
Zellpopulation wird prozentual als Anteil der CD69+ Zellen der CD4+ Zellen (Bild B) bzw. der
CD8+ Zellen (Bild C) dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung
aus Duplikaten.

Eine Reduktion der Blasten konnte nicht bei allen untersuchten Spendern nachgewiesen
werden. In Abbildung 3.2.7 ist beispielsweise das Experiment mit PBMCs des Patienten
#3 gezeigt. Es fand bei allen Konstrukten eine deutliche konzentrationsabhangige
Aktivierung der T-Zellpopulationen statt. Allerdings wurde mit keiner Variante der
bispezifischen 1gGsc-Konstrukte eine Reduktion der Blasten erzielt. Tatséchlich zeigten
sich in den Proben mit Antikorper eine hohere Zellzahl an AML-Blasten als in der
Negativkontrolle. In diesem Fall war in der Negativkontrolle keinerlei VVoraktivierung der
T-Zellen zu erkennen. Das Effektor- zu Zielzellverhaltnis bei Patient #3 lag bei ca 1:2.
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Abbildung 3.2.7: Antikorpervermittelte Lyse primarer AML-Blasten und
Aktivierung autologer T-Zellen bei Patient #3

0,5x108 PBMCs des AML-Patienten #3 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Antikorper fur finf Tage inkubiert. In Bild A ist die die induzierte Blastenreduktion anhand der
Zellzahl der AML-Blasten (CD117 positiv) dargestellt. Die Aktivierung der T-Zellpopulation
wird prozentual als Anteil der CD69+ Zellen der CD4+ Zellen (Bild B) und CD8+ Zellen (Bild
C) dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten.

Insgesamt wurden vier verschiedene Spender (#1, #2, #3, #8) untersucht. Es konnte bei
allen vier Spendern eine T-Zellaktivierung detektiert werden. Eine Blastenreduktion
konnte mit mindestens einem Konstrukt bei zwei von vier Spendern induziert werden.
Das niedrig affine Konstrukt M18 wies ab 5 nM, wie die beiden anderen Konstrukte, zwar
eine T-Zellaktivierung auf, fuhrte allerdings bei keinem Spender zu einer Zielzelllyse.
Dies erreichten CC2 und Vn-VL bei zwei Spendern (#1 und #8). Anders als bei den
Experimenten mit Nalm-16-Zellen zeigte hier das hoher affine Konstrukt Vu-Vi keine
deutlich bessere Funktionalitat gegenuber CC2. Fiir einen abschlielenden Vergleich
wurde daher mit AML-Patient #8 die Funktionalitat der Konstrukte bei der Konzentration
von 5 nM bei dreimaliger Wiederholung tberprift. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.2.8 zu sehen. Fir alle Konstrukte konnte bei 5 nM, wie zu erwarten, eine deutliche
Aktivierung beider T-Zellpopulationen festgestellt werden. In Bezug auf die Lyse der
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3.3 Humanisierung und Optimierung der FLT3-Affinitat

Zielzellen zeigte das Ausgangskonstrukt CC2 die erfolgreichste Reduktion der AML-
Blasten. Wie in den vorherigen Experimenten erreichte die niedrig affine Variante M18
keine Zielzelllyse. Dass hochaffine Konstrukt V-V erreichte, verglichen mit CC2, keine
Uberzeugende Blastenreduktion. Die Versuche mit PBMCs des Patienten #8 wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. med. Joseph Kauer durchgefiihrt.
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Abbildung 3.2.8: Antikorpervermittelte Lyse primarer AML-Blasten durch
Antikorper mit unterschiedlicher CD3-Affinitat

0,5x10° PBMCs des AML-Patienten #8 wurden jeweils mit den Antikdrpern bei einer
Konzentration von 5 nM inkubiert. In Abbildung A ist die Lyse der AML-Blasten (CD14
negativ/CD33 positiv) dargestellt, zur Standardisierung im Verhéltnis gesetzt zur MOPC IgGsc-
Kontrolle des jeweiligen Experiments. Die Veranderung der Aktivierung der T-Zellpopulation
(CD69 positiv) ist in Abbildung B (CD4+ T-Zellen) und C (CD8+ T-Zellen) dargestellt. Die
Proben wurden in Duplikaten angesetzt. Abgebildet sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus drei Experimenten.

Die Analyse der verschiedenen CD3-Affinitaten des scFv am IgGsc-Konstrukt zeigte
zusammengefasst, dass mit dem Ausgangskonstrukt CC2 bereits die optimale CD3-
Affinitat fur eine Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen sowie einer erfolgreichen

Zielzelllyse erreicht worden war.

3.3 Humanisierung und Optimierung der FLT3-Affinitdit

Im Folgenden sollte neben der Affinitat der CD3-Bindung auch die des FLT3 Antikorpers
optimiert werden. Auch hier sollten Varianten unterschiedlicher Affinitaten bezlglich

Bindung und Funktionalitét verglichen werden.
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3.3 Humanisierung und Optimierung der FLT3-Affinitat

3.3.1 Klonierung bispezifischer tetravalenter Antikorper unterschiedlicher

FLT3-Affinititen

Bei dem Ausgangskonstrukt CC2 handelte es sich noch um einen chimaren Antikorper,
da die variablen Doménen gegen FLT3 murinen Ursprungs waren. Durch CDR-Grafting
erfolgte eine Humanisierung von CC2. Davon ausgehend wurden durch den Austausch
weiterer Aminosduren in der Framework-Region zwei zusatzliche Varianten erzeugt.
Diese sind in der Tabelle 3.3-1 dargestellt und werden dort mit ihren im Verlauf
verwendeten Bezeichnungen eingefiihrt. Klonierung, Transfektion und Aufreinigung

dieser Varianten erfolgte durch Dr. Martin Pflugler.

Tabelle 3.3-1: 1gGsc-Konstrukte unterschiedlicher FLT3-Affinitaten

Bezeichnung des IgsC-Konstrukts Veranderungen an der FLT3-Bindungsstelle

cc2 Ausgangskonstrukt (vgl. 3.1)
hCC2 Humanisierung durch CDR-Grafting mit Rlickmutation
der AS nahe der CDR Regionen

I55A Weiterentwicklung von hCC2, durch Austausch einer
weiteren AS
exthCC2 (extrem humanisiert) Weiterentwicklung von hCC2, durch Austausch

mehrerer AS

3.3.2 Proteinbiochemische Analyse

Far die aufgereinigten, humanisierten Varianten des Ausgangskonstrukts CC2 folgten
zundchst mittels analytischer Gelfiltration Untersuchungen auf Homogenitét,
Molekulargewicht oder eine mogliche Aggregation der Molekule. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.3.1 zu sehen. Die humanisierten Konstrukte wiesen die fiir das tetravalente
Format erwartete GrofRe von 200 kDa auf. Es war fiir alle aufgereinigten Proteine ein

klarer Hauptpeak zu erkennen, sodass eine Aggregation ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 3.3.1: Analytische Chromatographie der FLT3-Varianten

Elutionsprofil der gereinigten tetravalenten bispezifischen humanisierten FLT3XCD3 Antikorper.
Zur Analyse wurden 10 g des Proteins aufgetragen. Eichproteine (o) dienen zur Bestimmung
des Molekulargewichts des zu analysierenden Proteins.

Fur die proteinbiochemische Analyse der neu aufgereinigten FLT3-Varianten erfolgte
aullerdem eine diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese. Die Proteine wurden unter
nicht reduzierenden, sowie reduzierenden Bedingungen aufgetragen, wie in Abbildung
3.3.2 zu sehen ist. Das Molekulargewicht von circa 200 kDa konnte bestétigt werden. Es
war keine Aggregation der Proteine zu erkennen, unter reduzierenden Bedingungen ist

jeweils die Bande der schweren bzw. leichten Kette zu erkennen.
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Abbildung 3.3.2: Gelelektrophoretische Analyse der FLT3-Varianten

Abbildung A zeigt die gelelektrophoretische Analyse der FLT3-Varianten unter nicht
reduzierenden Bedingungen. In Abbildung B werden die unter reduzierenden Bedingungen
analysierten Proteine dargestellt. Die Marker zeigen das Molekulargewicht des GréRenstandards.
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3.3 Humanisierung und Optimierung der FLT3-Affinitat

Es wurde ein Thermo-Shift-Stability-Assay durchgefuhrt, um den Schmelzpunkt der
Proteine festzustellen, dieser lag fir alle drei Molekile bei ca 68 °C, zu sehen in
Abbildung 3.3.3.
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Abbildung 3.3.3: Schmelzpunktbestimmung der FLT3-Varianten

Zusammen mit einem fluoreszierenden Farbstoff wurden die Proteinproben bis auf 99 °C erhitzt.
Auf der Abszisse ist die Temperatur [°C] abgebildet. Die Ordinate zeigt die Anderung der
Fluoreszenz in Abhangigkeit zur Temperatur [°C]. Die Anderung an Farbstoffaufnahme je
Temperaturzeitpunkt geht einher mit dem Denaturierungszustand des Proteins.

3.3.3 Bindungsanalyse

Zur Ermittlung der Bindung und Affinitdt an den FLT3-Rezeptor der verschiedenen
Varianten erfolgte eine Analyse mittels Durchflusszytometrie. Es wurden FLT3 positive
Nalm-16-Zellen verwendet. Alle Konstrukte erreichten eine Sattigung und es konnte flr
alle Konstrukte eine konzentrationsabhéngige Bindung am FLT3-Rezeptor detektiert
werden. Das Ausgangskonstrukt CC2 wies zwar eine hohere Affinitat als seine
humanisierte Variante hCC2 auf. Durch Veranderungen innerhalb der humanisierten
Variante konnte aber gegentber der Variante hCC2 eine leichte Steigerung der Affinitat

mit dem Konstrukt exthCC2 erreicht werden. Das Konstrukt I55A wies die niedrigste

69



3.3 Humanisierung und Optimierung der FLT3-Affinitat

Affinitat auf. In Abbildung 3.3.4 wird ein Experiment mit den verschiedenen Konstrukten

exemplarisch gezeigt.
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Abbildung  3.3.4:  Durchflusszytometrische = FLT3-Bindungsanalyse  der
bispezifischen Antikorper

Die Zellen werden mit den verschiedenen Antikdrperkonstrukten (siehe Legende) inkubiert. Die
gebundenen Antikdrper werden mittels RPE-konjugierten Sekundérantikdrper detektiert.

Durch die Humanisierung von CC2 kam es also zu einem leichten Verlust in der Affinitat.
Durch weitere Verédnderungen wurden auch hier verschiedene Varianten produziert, die
sich in ihrer Affinitat unterschieden. Damit konnte nun Uberpruft werden, wie sich
Affinitatsunterschiede an der N-terminalen Bindungsseite, zum Zielantigen FLT3, auf die

Funktionalitat auswirkten.

3.3.4 Zielzelllyse

Um die verschiedenen Varianten in ihrer Funktion zu vergleichen, wurde die durch die
Antikorperkonstrukte induzierte Aktivierung von T-Zellen und die Lyse von primaren
AML-Blasten im autologen System Uberpruft. PBMCs des AML-Patienten #8 wurden
mit den verschiedenen Antikdrpern bei einer Konzentration von 5 nM inkubiert und nach
funf Tagen mittels Durchflusszytometrie wie vorbeschrieben analysiert. Abgebildet sind
in Abbildung 3.3.5 die Ergebnisse flr Zielzelllyse und Aktivierung zytotoxischer T-

Zellen aus insgesamt drei Versuchen. In der Aktivierung zeigte sich 155A flr beide T-
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3.3 Humanisierung und Optimierung der FLT3-Affinitat

Zell Populationen am schwéchsten. Das Konstrukt hCC2 erreichte eine hohere Rate als
CC2 oder exthCC2. AuBerdem erzeugten bei der Blastenreduktion alle Konstrukte
mindestens eine gleichwertige Lyse zum Ausgangskonstrukt CC2. Die beiden
niederaffinen Varianten hCC2 und I155A erreichten dabei die hochste Reduktion der AML
Blasten im Vergleich zur Kontrolle auf 45 %.
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Abbildung 3.3.5: Antikorpervermittelte Lyse primarer AML-Blasten und
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen mit Konstrukten unterschiedlicher FLT3-
Affinitaten

0,5x106 PBMCs des AML-Patienten #8 wurden jeweils mit den Antikdrpern bei einer
Konzentration von 5 nM inkubiert. In Abbildung A ist die Lyse der AML-Blasten (CD14
negativ/CD33 positiv) dargestellt, zur Standardisierung im Verhaltnis gesetzt zur MOPC 1gGsc-
Kontrolle des jeweiligen Experiments. Die Aktivierung der T-Zellpopulation (CD69 positiv) ist
in Abbildung B (CD4+ T-Zellen) und C (CD8+ T-Zellen) dargestellt. Die Proben wurden in
Duplikaten angesetzt. Abgebildet sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus drei
Experimenten.

In der Analyse der Funktionalitat erwiesen sich die FLT3-optimierten Molekule alle als
mindestens gleichwertig zum Ausgangskonstrukt CC2. Mit der Variante hCC2 konnte
durch die Verringerung der Affinitdt zum Zielantigen FLT3 sowohl eine erhohte
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen als auch vor allem eine verbesserte Zielzelllyse

erreicht werden.
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3.4 Das optimiertes Molekil hCC2

3.4 Das optimiertes Molekiil hCC2

3.4.1 Zielzelllyse

Im Folgenden sollte die Aktivitat des Molekils hCC2 mit weiteren Spendern untersucht
werden. Der  Antikérper hCC2 induzierte bei allen Spendern eine
konzentrationsabhéngige Aktivierung der T-Zellpopulationen. Je nach Patientenproben
wurden 20-80 % der CD4+ T-Zellen aktiviert, fur die CD8+ T-Zellen konnte ebenfalls
eine deutliche Aktivierung erzielt werden, abgesehen von Patienten #7. Allerdings wurde
bei diesem Spender trotzdem eine deutliche Reduktion der Blasten induziert, bei 5 nM
wurde eine nahezu vollstdndige Lyse erreicht. Bei dem Patienten #3 konnte ab 5 nM eine
leichte Lyse der Blasten erzielt werden, genau wie flir Patient #5. Die Kontrollen zeigten
bei diesen Spendern insgesamt eine héhere Blastenzahl als flr die Patienten #1 und #7.
Das Effektor -: Zielzellverhaltnis lag bei Patient #7 bei 1:18, fur Patient #5 bei 1:4 und
fUr Patient 3# bei 1:2. Patient #1 zeigte im Verhaltnis Effektorzelle:Zielzelle eine Rate
von 1:1. Insgesamt erzielte hCC2 bei allen Spendern eine Lyse der AML-Blasten.
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Abbildung 3.4.1: Antikorpervermittelte Lyse primarer AML-Blasten und
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen durch hCC2

0,5x108 PBMCs des jeweiligen Patienten wurden mit einer Titration des Antikorpers hCC2 fiinf
Tage inkubiert. In Abbildung A ist die Lyse der AML-Blasten der Patienten #1 (CD14-, CD33+),
#3 (CD117+), #5 (CD117+), und #7 (CD33+, CD117-) dargestellt. Die Aktivierung der T-
Zellpopulation (CD69+) ist in Abbildung B (CD4+ T-Zellen) und C (CD8+ T-Zellen) dargestellt.
Die Proben wurden in Duplikaten angesetzt, gezeigt werden die Mittelwerte und deren
Standardabweichung.
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Das optimierte Molekul induzierte also bei allen vier weiteren Spendern konstant eine
Aktivierung und Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen und auBerdem eine Reduktion der
Blasten. Trotz unterschiedlicher Effektor -: Zielzellverhaltnisse der Patientenproben oder
unterschiedlich stark praaktivierter T-Zellpopulationen zeigte eine Inkubation mit hCC2

deutliche Effekte. Dies bestétigte die vorangegangenen Optimierungsschritte.

4 Diskussion

Ziel der Arbeit war die Weiterentwicklung eines bispezifischen FLT3xCD3 Antikorpers.
Zunéchst wurden zwei verschiedene Formate, das Fabsc-Konstrukt und 1gGsc-Konstrukt
(Abbildung 3.1.1) miteinander verglichen. AuBerdem wurde durch Veranderung der
Affinitat sowohl des FLT3 als auch des CD3 Antikorpers versucht, eine Verbesserung

der Affinitét zu erzielen.

Fur eine Untersuchung der Funktionalitdt, also die F&higkeit zur Rekrutierung
zytotoxischer T-Zellen und Reduktion der Zielzellen, wurden zunéchst in vitro Versuche
mit FLT3 positiven Tumorzelllinien und PMBCs durchgefiihrt. Um aber auch in vitro die
Zielzelllyse unter mdoglichst physiologischen Bedingungen zu analysieren, wurden
Experimente mit PBMCs von AML-Patienten durchgefuhrt. So konnte nun im autologen

System die Funktionalitat der Antikdrper ex vivo untersucht werden.

4.1 Affinitit

Die Funktionalitat eines bispezifischen Antikorpers wird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst. Neben den gewéhlten Zielantigenen und dem Epitop hat auch das

Antikorperformat und vor allem die Affinitat des Antikdrpers einen groRen Einfluss.

4.1.1 Antikorperformat

Das Molekul im IgGsc-Format wies eine hdhere Affinitat zum Zielantigen FLT3 auf, als
das Fabsc-Konstrukt. Dies liegt im Format des Antikoérpers begrindet. Das lgGsc-
Konstrukt kann bivalent an den FLT3-Rezeptor binden, anders als das Fabsc-Konstrukt
mit seiner monovalenten Bindungsstelle zu FLT3, und hat somit eine hohere Aviditat.
Man wirde zunéchst auch auf der CD3-Bindungsseite eine hohere Aviditat des 1gGsc-

Konstrukts erwarten. Allerdings erweist sich hier das Fabsc-Konstrukt allein mit der
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monovalenten Bindungsstelle hoher affin als das IgGsc-Konstrukt. Die raumliche Faltung
und gegenseitiger Beeinflussung der zwei CD3 scFv beim IgGsc-Konstrukt fiihren
maoglicherweise zur Behinderung bei der Bindung an CD3. Daher konnte sich die
monovalente Bindung des Fabsc-Konstrukts begunstigend auf die CD3-Affinitat

auswirken.

Die hohere CD3-Affinitat des Fabsc-Konstrukts konnte auch der Grund fir die leicht
erhohte T-Zellproliferation des Fabsc-Konstrukts in der off tumor/on target Situation
sein. Diese Beobachtung wurde auch bereits beim Vergleich des tetravalenten
PSMAXCD3 Antikérpers mit dem entsprechenden bivalenten Konstrukt gemacht (Zekri
etal., 2021).

4.1.2 CD3-Affinitit

Der Einfluss der CD3-Affinitat auf die Aktivierung von T-Zellen und deren Zytotoxizitat
stellt eine interessante OptimierungsgrofRe dar. In Arbeiten von Zhu und Carter konnte
gezeigt werden, dass in vitro die CD3-Affinitdt mit der Proliferation von T-Zellen
korrelierte. Es muss aber beriicksichtigt werden, dass niedrige Affinitdten mit einer
geringeren Aktivierung von T-Zellen nur in niedrigen Konzentrationen miteinander
einhergingen. In héheren Konzentrationen wurde auch bei niedrigen Affinitaten eine
gleichwertige Aktivierung beobachtet. Daruber hinaus folgte in hohen Konzentrationen
des Antikorpers aus einer erhdéhten CD3-Affinitat nicht automatisch eine verbesserte
Zielzelllyse (Zhu and Carter, 1995).

Auch bei unseren Versuchen mit allogenen Zielzellen ergab sich eine Korrelation von
hoher CD3-Affinitat und Aktivitat, das hei3t die EC50 Konzentration sinkt mit steigender
CD3-Affinitat. Allerdings zeigte sich auch hier, dass unabhangig von der CD3-Affinitét
bei hohen Konzentrationen eine vergleichbare Aktivierung der T-Zellpopulationen und
eine Zielzelllyse erreicht wurde (Abbildung 3.2.5).

In der Arbeit von Moore et al (Moore et al., 2015) wurde ebenfalls die
Affinitatsveranderung der CD3-Bindung bei bispezifischen Antikérpern untersucht. Bei
in vitro Versuchen gelang mit niederaffinen Konstrukten keine erfolgreiche Zielzelllyse.
Allerdings zeigte bei Versuchen in Primaten das Molekul mit mittlerer Affinitat, trotz

niederer T-Zellproliferation, die erfolgreichste therapeutische Aktivitat. Zwar wurde
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daftir eine weitaus hohere Konzentration bendtigt als fir das hochaffine Molekdl, die
Lyse der Zielzellen wurde jedoch auch Uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten.
Aullerdem fuhrte die Antikdrpervariante mit einer hochaffinen CD3-Variante bei in vivo
Versuchen mit Primaten zu einer massiven Zytokinfreisetzung. In unseren Experimenten
wurde versucht der in vivo Situation durch Versuche im autologen System nahe zu
kommen. Dazu wurden Versuche mit PBMCs von AML-Patienten durchgefinhrt,
dargestellt in Kapitel 3.2.4. Hierbei zeigte sich bei dem niederaffinen Konstrukt M18
zwar noch eine konzentrationsabhangige Aktivierung zytotoxischer T-Zellen, allerdings
fuhrte dies nicht zu einer Reduktion der Blasten. Trotzdem wurde auch in dieser Arbeit
festgestellt, dass eine weitere CD3-Affinitatserh6hung des Ausgangskonstrukt CC2 nicht
zu einer Verbesserung der Lyse von Blasten fiihrte. Zwar konnte das Konstrukt Vu-Vi
schon bei einer niedrigeren Konzentration eine Lyse von Nalm-16 Zellen erzielen als
CC2, in Versuchen mit AML-Blasten induzierte jedoch CC2 nach flinf Tagen eine héhere
Blastenreduktion. Damit war auch hier eine optimale Funktion bei mittlerer CD3-
Affinitat gegeben.

4.1.3 FLT3-Affinitat

Fir die Klonierung des tetravalenten bispezifischen Antikérpers FLT3xXCD3 wurde flr
die Tumorzellantigenspezifitat des murinen Klons 4G8 verwendet, der durch Hybridom-
Technologie hergestellt wurde. Die genaue Epitopbindung wurde dabei bereits fur die
Entwicklung des optimierten monospezifischen Antikérper 4G8SDIEM analysiert. So
bindet der Klon 4G8 weit proximal an der vierten von finf extrazelluléren
immunglobulindhnlichen Doménen des FLT3-Rezeptors (Hofmann et al., 2012). Dies
verspricht bereits eine hohe Funktionalitat des Antikorpers, da diese durch eine proximale
Bindung am Zielantigen beglnstigt wird (Bluemel et al., 2010). Allerdings war, wie
bereits erwéhnt, der Klon 4G8 noch murinen Ursprungs. Bei der therapeutischen
Applikation eines murinen Antikorpers kann es zu einer Reaktion des Immunsystems,
einer Antikorperreaktion und einer Neutralisation des therapeutischen Antikdrpers
kommen (Shawler et al., 1985). Eine Chimarisierung des murinen Antikorpers ist ein
wichtiger Schritt, um diese Reaktion zu unterbinden. Daher erfolgte zundchst durch Dr.
Martin Pfligler die Humanisierung von CC2 mittels CDR Grafting zu hCC2. Murine

Sequenzen der Framework Region wurden mit der passenden humanen Sequenz
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getauscht. Die Ruckmutationen, die nahe der CDRs vorgenommen wurden, kdnnen
Einfluss auf die Affinitat haben und erklaren somit die unterschiedlichen Affinitaten der
neuen humanisierten Konstrukte (Chatellier et al., 1996). In der Arbeit von Root et al
(Root et al., 2016) konnte gezeigt werden, dass in vitro die Erhéhung der Affinitat zum
Zielantigen auch mit einer erh6hten Zielzelllyse einherging. Allerdings wurden hier tiber
Veranderungen der CDRs nicht nur Molekule unterschiedlicher Affinitat erzeugt, sondern
auch eine unterschiedliche Epitopbindung an das Tumorzellantigen erwirkt. Mit exthCC2
war im Rahmen dieser Arbeit zwar ein starker affiner humanisierter FLT3 Antikorper
generiert worden, allerdings zeigte sich dieser in der Zielzelllyse dem niederaffineren
hCC2 nicht tberlegen. Affinitatsverdnderungen, hervorgerufen durch AS-Austausch in

der FR-Region scheinen mit der Zielzellyse also nicht direkt zu korrelieren.

Verglichen mit dem chimaren Ausgangskonstrukt CC2 flhrte die Humanisierung bei
allen FLT3-Varianten trotz geringerer FLT3-Affinitat zu einer verbesserten Zielzelllyse.
Die Variante hCC2, deutlich niedriger affin zu FLT3 als CC2, zeigte dabei die hdchste
Wirksamkeit. In diesem Fall brachte also ein Affinitatsverlust zum Tumorzellantigen eine
gesteigerte Aktivitat. Dies verdeutlicht, dass bei Uberlegungen zur optimalen Affinitat
immer auch das Zielantigen berlcksichtigt werden muss. So handelt es sich bei dem hier
verwendeten Zielantigen, dem FLT3-Rezeptor, um eine Klasse 111 Rezeptortyrosinkinase.
Die Bindung des natiirlichen Liganden FLT3L flihrt zu einer Dimerisierung und
Internalisierung  des  Rezeptors sowie zur  Rekrutierung  verschiedener
Signaltransduktoren und damit zu einer Differenzierung oder Proliferation der
exprimierenden Zelle (vgl. Kapitel 1.3.1). Fiir den hier verwendeten Klon 4G8 ist eine
leichte agonistische Wirkung zum Rezeptor bekannt, die mit einer Internalisierung des
Rezeptors einhergehen kdnnte (Buhring and Rappold, 1999). Daraus l&sst sich schlieRen,
dass eine Affinitatsverminderung zum Tumorzellantigen die leicht agonistische Wirkung
verringert, und damit eine hohere Reduktion der Zielzellen ermdglicht. So liel3e sich
erklaren, weshalb die Variante hCC2 eine starkere Lyse der Zielzellen als die hoher
affinen Varianten exthCC2 oder CC2 induzierte. Eine weitere Affinitdtsminderung wie
bei I55A brachte jedoch keinen weiteren Vorteil mehr und war fir eine T-Zellspezifische
Lyse nicht mehr ausreichend. Durch die Humanisierung und leichte Affinitdtsminderung
der FLT3-Spezifitdit konnte also mit hCC2 eine Optimierung des tetravalenten

bispezifischen FLT3xXCD3 Antikorpers erreicht werden.
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4.2 Zielzelllyse

Nach der Charakterisierung der Antikorper war der Vergleich in ihrer Funktionalitét
entscheidend. Dabei wurde die spezifische Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen und eine
Reduktion der Zielzellen beurteilt. Dabei zeigte sich, dass fir eine differenzierte
Unterscheidung der Antikorpervarianten anhand der Zielzelllyse in vitro Versuche im

autologen System mit PBMCs von AML-Patienten notig waren.

4.2.1 Lyse von Nalm-16-Zellen mit PBMCs gesunder Spender

Um die durch die Antikorper induzierte Aktivierung von T-Zellen, sowie die Reduktion
der Zielzellen analysieren zu konnen, wurden mit den verschiedenen CD3-Konstrukten
zundchst Versuche mit der Tumorzellline Nalm-16 (FLT3 positiv) und PBMCs im
Effektor-: Zielzellverh&ltnis 2:1 durchgefiihrt. Nalm-16-Zellen exprimieren circa 6800
FLT3-Rezeptoren pro Zelle (Hofmann et al., 2012). Das Effektor-: Zielzellverh&ltnis von
2:1, die gegenlber Blasten relativ hohe Expression der FLT3-Rezeptoren auf den
Zielzellen sowie die allogene Effektorzellen in Form der PBMCs stellten jedoch keine
realistischen Versuchsbedingungen dar. Damit waren diese Versuche zwar wichtig, um
einen ersten Eindruck zur Wirksamkeit der Antikorper zu erhalten, boten jedoch noch
keine ausreichende Grundlage fur eine endgultige Bewertung der verschiedenen
Molekiile.

4.2.2 Lyse im autologen System mit PBMCs von AML-Patienten

Durch Versuche mit PBMCs der AML-Patienten war es moglich, die Funktionalitat der
Antikorper im autologen System ex vivo zu Uberprifen. Anders als etwa bei Versuchen
mit einer Tumorzelllinie wie Nalm-16-Zellen wurden in dieser experimentellen
Anordnung autologe Ziel- und Effektorzellen verwendet. AuBerdem war das numerische
Verhéltnis von Effektor- zu Zielzellen vorgegeben und ging meist ,,physiologischer
Weise“ mit niedrigen Effektor-: Zielzellverhaltnissen einher. Dariiber hinaus exprimieren
AML-Blasten in der Regel weniger FLT3 Zielantigene als die Nalm-16-Zelllinie (Durben
et al., 2015). Durch all diese Faktoren lasst sich womdglich erklaren, weshalb eine
deutliche Lyse der Blasten in Versuchen mit PMBCs von AML-Patienten erst bei 5 nM
auftritt. Auferdem kann die Inkubationszeit von nur funf Tagen einen weiteren

limitierenden Faktor darstellen. In Langzeitkulturen im autologen System mit einem
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4.2 Zielzelllyse

CD33xCD3 BiTe Antikorper konnten Krupka et al. 2014 zeigen, dass eine Aktivierung
von T-Zellen und eine deutliche Blastenreduktion oft erst zwischen Tag vier bis zwolf
stattfinden. Ein solches System ist allerdings mit hohem technischem Aufwand
verbunden. Neben den AML-Zellen miissen murine Knochenmarkstromazellen (MS-5)
kokultiviert werden, aulerdem wird alle vier Tage Medium mit dem entsprechenden
Volumen ausgetauscht, welches Antikorper enthalt. Dieses System ist also auch anféllig
fiir externe Storfaktoren. Bei einem Assay mit AML-Zellen in einem herkémmlichen
Zellkultursystem, wie er in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurde, ist allerdings
nach acht Tagen die Zellviabilitdt insgesamt zu gering, um die AntikOrperinduzierte
Blastendepletion zu bewerten (Krupka et al., 2014). Da ab vier Tagen oft eine Lyse zu
erkennen war, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine im bekannten und bewéhrten
Zellkultursystem sinnvolle und technisch mdégliche Inkubationszeit von fiunf Tagen

gewabhlt.

Neben der Inkubationszeit kénnen wie bereits erwéhnt die groRe Spendervariabilitat
beziiglich der Effektor-: Zielzellverhdltnisse oder die Préaktivierung der T-Zellen die
Zielzelllyse beeinflussen und wie im Falle der CD3-Varianten moglicherweise die hohe
Spendervariabilitdt in der Zielzelllyse erkléren. All diese Besonderheiten kdénnen
auflerdem dazu beitragen, dass im autologen System die Korrelation von CD3-Affinitat
und Aktivitat insofern abweicht, als dass es bei hohen Affinitdten wieder zu einer
Reduktion der Aktivitdt kommt.

Das Molekul hCC2 konnte bei Versuchen mit PBMCs von AML Patienten im autologen
System spenderunabhéngig, und auch schon nach finf Tagen eine Aktivierung der T-
Zellen sowie eine Lyse der Blasten und induzieren, was die hohe Wirksamkeit des

Molekiils unterstreicht.
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4.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein bispezfischer bivalenter chimarer FLT3xCD3
Antikorper zu einem bispezifischen tetravalenten humanisierten FLT3xCD3 Antikorper
weiterentwickelt. Dieser zeigte eine effektive Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen und
eine, durch den Antikdrper vermittelte, spezifische Lyse der Zielzellen. Neben der

Wirksamkeit konnten Untersuchungen zur moéglichen Toxizitat des Antikorpers folgen.

Das Zielantigen FLT3 wird auch auf CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen
exprimiert, wobei dort die Expression des Rezeptor pro Zelle jedoch weitaus niedriger als
bei einer Zellreihe der akuten myeloischen Leuk&mie ist (Turner et al., 1996). Um eine
antikorpervermittelte  Zytotoxizitdt gegentber h&matopoetischen Vorlduferzellen
auszuschlieen, waren Versuche mit hCC2 und Zellen des gesunden, humanen
Knochenmarks ein interessanter Ansatz. Dariber hinaus gibt es noch keine vollstdndigen
Daten zur Zytokinfreisetzung des optimierten Molekuls hCC2. Durch die Anwendung
therapeutischer T-Zellaktivierender Substanzen, wie etwa der bispezifische CD19xCD3
Antikorper Blinatumomab, kann es zu einer massiven Freisetzung von Zytokinen
kommen. Je nach Ausmal gehen damit schwere systemische Nebenwirkungen fir den
Patienten, wie hohes Fieber, Schttelfrost, Hypertonie, neurologische Symptome bis hin
zum Versagen einzelner Organsysteme einher (Aldoss et al., 2019). Wie in Kapitel 3.2
dargestellt, enthdlt hCC2 ein scFv-Fragment mit mittlerer CD3-Affinitat. Deshalb ist
zundchst, basierend auf weiteren Arbeiten mit bispezifischen CD3 Antikdrpern
unterschiedlicher Affinitaten, keine massive Zytokinfreisetzung zu erwarten (Leong et
al., 2017, Zuch de Zafra et al., 2019).
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5 Zusammenfassung

Bispezifische Antikorper sind ein vielversprechender Ansatz fiir die Tumortherapie.
Neben der Spezifitit zu einem Zielantigen, wie einem tumorassoziierten
Oberflachenmolekul, besitzen die meisten bispezifischen Antikorper eine Spezifitat zu
CD3, das mit dem spezifischen T-Zellrezeptor (TCR) assoziiert ist. Damit kdnnen T-

Zellen, unabhangig von ihrer Antigenspezifitat, antikdrperabhangig rekrutiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei bispezifische Antikérper gegen das
leukdmieassoziierte Antigen FLT3 in zwei verschiedenen Formaten, dem Fabsc-Format
und dem IgGsc-Format (Abbildung 3.1.1), verglichen. Beide Konstrukte zeigten ein
ahnliches Bindungsverhalten und fiihrten bei Inkubation zusammen mit FLT3 positiven
Zellen und PBMCs zur Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen. Das IgGsc-Konstrukt (CC2)
wies neben der bereits bekannten ldngeren Serumhalbwertszeit auch eine geringere
unspezifische T-Zellproliferation auf, und wurde deshalb weiter optimiert. Dazu wurden
Varianten mit Affinitatsveranderungen an der CD3-Bindungsseite untersucht, wobei mit
dem Ausgangskonstrukt CC2 bereits die optimale CD3-Affinitat zur Aktivierung der T-
Zellen sowie der Zielzelllyse erreicht worden war. Auch fiir die FLT3-Bindung erfolgte
die Analyse verschiedener Varianten mit unterschiedlichen Affinitaten. Durch eine
leichte Affinitdtsminderung im Zuge der Humanisierung der variablen FLT3-Doméne
wurde mit dem Konstrukt hCC2 eine verbesserte Zielzelllyse erreicht, und konnte
spenderunabhdngig in ex vivo Experimenten mit AML-Proben die beste Blastenreduktion
erzielen. Damit ist ein affinitats- und formatoptimiertes, humanisiertes, bispezifisches
Molekil mit FLT3XCD3 Spezifitdt entwickelt worden, dass zur Behandlung von

Patienten mit FLT3 positiver akuter myeloischer Leukamie verwendet werden kann.
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