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1 Einleitung

1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird die genetische Modifikation von biparatopischen
Schwere-Ketten-Antikorpern (hcAbs) zur Verbesserung der Therapie des Multiplen
Myeloms (MM) untersucht. Das MM ist eine hamatologische Erkrankung, bei der die
Tumorzellen das Oberflachenprotein CD38 (cluster of differentiation 38) Uberexpri-
mieren. Die Einleitung liefert einen Uberblick zur Erkrankung MM. Dabei wird auch
die Rolle von CD38 im Rahmen von hamatologischen Erkrankungen und fur das
Tumormilieu erlautert. Dartuber hinaus wird auf den Aufbau von hcAbs und die Mog-
lichkeiten einer genetischen Modifikation von CD38-spezifischen hcAbs eingegan-
gen. In der Arbeit wurde in Zellexperimenten mit verschiedenen CD38-exprimieren-
den Tumorzellen Uberpruft, in wie weit genetisch modifizierte hcAbs eine komple-
mentvermittelte Lyse induzieren konnen. Ebenfalls wurde untersucht, inwiefern die
GDPR-Cyclase-Aktivitat von CD38 durch die modifizierten hcAbs induziert oder inhi-
biert wird.

1.1 Das Multiple Myelom

Das MM ist eine hamato-onkologische Erkrankung, die zu den B-Zell Non-Hodkin-
Lymphomen gehort (Donk et al., 2021). Das MM ist mit 6 Erkrankungen pro 100.000
Menschen pro Jahr die zweithaufigste hamatologische Krebserkrankungen in den
westlichen Industriestaaten (Kazandjian, 2016). Bei dieser Erkrankung kommt es zu
einer monoklonalen Vermehrung von Plasmazellen im Knochenmark (Fairfield et al.,
2016). Folglich kann es zu einer Nierenschadigung, einer Knochenschadigung und
einer Knochenmarksinsuffizienz kommen (Bridoux et al., 2021). Das MM bildet eine
heterogene Gruppe von Erkrankungen der Plasmazellen, wodurch die Therapie der
Erkrankung erschwert wird (Morgan et al., 2012; Rajkumar, 2019). In den letzten 15
Jahren wurde die Prognose von Patient:innen mit MM durch die Therapien mit mo-
noklonalen Antikorpern und durch andere Immuntherapien maf3geblich verbessert
(Kumar et al., 2008, 2017; Rajkumar, 2019). Kumar et. al konnten in einer Beobach-
tungsstudie mit 1038 Patient:innen nachweisen, dass die Personen, bei denen im
Zeitraum 2001-2005 MM diagnostiziert wurde, ein medianes Uberleben von 4,6 Jah-
ren nach der Diagnosestellung hatten. Die Patient:innen, die im Zeitraum 2006-2010
diagnostiziert wurden, hatten bereits ein medianes Uberleben von 6,1 Jahren. Durch

den Einsatz von Daratumumab konnte eine signifikante Verbesserung des Uberle-
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bens erreicht werden (Kumar et al., 2014). Die Prognose von Patient:innen mit re-
fraktarem MM und dabei insbesondere refraktar nach einer Therapie mit Proteaso-
minhibitoren und Immunmodulatoren ist aber nach wie vor schlecht (Kumar et al.,
2008; Harousseau, 2010). Fur Patient:innen mit refraktarem MM konnte durch die
Therapie mit dem CD38-spezifischen monoklonalen Antikérper Daratumumab ein
signifikanter Uberlebensvorteil erreicht werden (Kastritis et al., 2009; Moreau et al.,
2021). Allerdings ist auch das mediane progressionsfreie Uberleben von Pati-
ent:innen mit therapierefraktarem MM nach einer Therapie mit Daratumumab nur
kurz. Mian et al. ermittelten in einer Studie mit 73 Patient:innen ein medianes pro-
gressionsfeies Uberleben (PFS) von 15,8 Monaten. Die Riickfallrate ist also nach wie
vor hoch, weshalb es erforderlich ist, weitere spezifische Immuntherapien zu entwi-

ckeln.

1.1.1 Immuntherapie

Immuntherapien helfen dem Immunsystem dabei, maligne Zellen zu bekampfen, in-
dem sie es stimulieren. Immunmodulatoren, wie Thalidomid, Lenalidomid und Poma-
lidomid, gehdren wie die Proteasominhibitoren Bortezomib, Carfilzomib und Ixazomib
zur alteren Klasse von Immuntherapeutika (Hayashi et al., 2005; Gandolfi et al.,
2017; Abe and Ishida, 2019). Eine andere Klasse von Immuntherapeutika sind die
monoklonalen Antikdrper. Durch den Einsatz von monoklonalen Antikérpern konnten
die Prognose und die Remissionsrate von Myelom-Patient:innen mit einem Rezidiv
verbessert werden (Zanwar et al., 2020). Fur die Therapie des MMs zugelassene
monoklonale Antikorper sind aktuell der CD38-spezifische monoklonale Antikdrper
Daratumumab (Handelsname: Darzalex®), der CD38-spezifische monoklonale Anti-
korper Isatuximab (Handelsname Sarclisa®) und der SLAMF7-spezifische (signaling
lymphocyte activation molecule, CD319) monoklonale Antikorper Elotuzumab (Han-
delsname: Empliciti®) (Chim et al.,, 2018). Die Antikorpertherapien werden bei
Myelom-Patient:innen mit Rezidiven eingesetzt oder bei Patient:innen, die ungeeig-
net fur eine Hochdosis-Chemotherapie mit einer spateren autologen Stammzell-
Transplanatation sind. Daratumumab ist fur die Einzeltherapie zugelassen. Elostu-
zumab und Isatuximab sind fur Kombinationstherapien mit Immunmodulatoren und
Glucocorticoiden zugelassen (Basher et al., 2020). Eine weitere zugelassene Immun-
therapie fur therapierefraktare und rezidivierte Myelome ist die gegen die B-Zellen
gerichtete Chimare-Antigenrezeptor-T-Zell-Therapie (CAR-T-Zell-Therapie) mit lde-
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cabtagen vicleucel und Ciltacabtagen Autoleucel (S3-Leitlinie Multiples Myelom
2022, S.184). Bei diesen Therapien werden die T-Zellen mit einem Gen fur eine Bin-
dungsstelle gegen das B-Zell-Reifungsantigen BCMA ausgestattet. Dadurch kdnnen
die CAR-T-Zellen an Myelom-Zellen binden, wodurch eine verstarkte Immunreaktion

gegen sie ausgeldst wird (San-Miguel et al., 2023).

1.1.2 Daratumumab

Daratumumab ist ein CD38-spezifischer monoklonale Antikdrper vom Immunglobulin
Isotyp 1gG1. Das Pharmaunternehmen Janssen lizensierte Daratumumab im Jahr
2012. Daratumumab wird durch eine Immunisierung von transgenen Mausen mit ei-
nem rekombinanten humanen CD38-Protein hergestellt. Die transgenen Mause ver-
fugen dabei Uuber Genloki fur humane schwere und leichte Antikdrperketten. Dadurch
kann von den Mausen nach der Immunisierung mit CD38 ein humaner monoklonale
Antikorper produziert werden (Weers et al., 2011). Daratumumab wurde 2016 von
der Europaischen Arzneimittelbehorde (EMA) fur die Einzeltherapie des MMs zuge-
lassen und zwar fur Patient:innen, die mindestens drei Therapien mit Immunmodula-
toren und Proteasominhibitoren erhalten haben und nach diesen Therapien refraktar
waren (van de Donk et al., 2018). 2018 erhielt Daratumumab eine Zulassungserwei-
terung fur die Erstlinientherapie in einer Kombination mit Bortezomib, Melphalan und
Prednison fur Patient:iinnen, die nicht geeignet fur eine autologe Stammzell-
Transplantation waren. Dadurch ist Daratumumab der erste zugelassene Antikorper
fur die First-Line-Therapie des MMs. Die multizentrische, randomisierte und kontrol-
lierte Phase-llI-Studie ALCYONE, in die insgesamt 706 Patient:innen mit einem neu
diagnostizierten Multiplen Myelom eingeschlossen wurden, konnte bei einer Kombi-
nationstherapie mit Daratumumab ein PFS von 71,7 % und bei einer Therapie mit
Bortezomib, Melphalan und Prednison ein PFS von nur 50,5 % nach einem Be-

obachtungszeitraum von 18 Monaten nachweisen (Ayazpoor, 2018).

Daratumumab kann durch immunvermittelte Effektormechanismen zu einer Lyse der
Zelle fuhren. Die Fc-abhangigen Effektormechanismen der antikdrperabhangigen
und zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC), die komplementabhangige Zytolyse (CDC)
und die antikdrperabhangige zellvermittelte Phagozytose (ADCP), werden vom
CD38-spezifischen monoklonalen Antikorper Daratumumab ausgeldst und fuhren zu

einem Ruckgang der Myelomlast (Weers et al., 2011; Krejcik et al., 2016). Neben
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den CD38-positiven Myelom-Zellen gibt es auch Subpopulationen von Immunzellen,
die ebenfalls CD38 exprimieren und im Knochenmark (KM) ein immunsuppressives
Milieu erzeugen. Diese Subpopulationen werden aus T-regulatorischen Zellen (T-
regs), B-regulatorischen Zellen (B-regs) und myeloiden Suppressorzellen (MDSC)
gebildet. Durch Daratumumab konnen die Zahlen von T-regs, B-regs und MDSCs
reduziert werden, wodurch es zu einer Zunahme von T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) und
zytotoxischen T-Zellen (Tc-Zellen) kommt. Dadurch kann das sogennante immun-
suppressive Tumormilieu zugunsten einer verbesserten antitumordsen Immunant-
wort verandert werden (Krejcik et al., 2016). Daratumumab kann durch die Bindung
an CD38 daruber hinaus auch die ecto-enzymatische Funktion des Oberflachenpro-
teins inhibieren, die u. a. an der Bildung von Adenosin beteiligt ist. Die Bildung von
Adenosin verlauft Uber Zwischenschritte, an denen mehrere Ektoenzyme beteiligt
sind, wobei die Bildung von Adenosin in der sogenannten Knochenmarknische eben-
falls mit der Tumorprogression korreliert (Horenstein et al., 2016). Deshalb wird die
Inhibition der Adenosinproduktion als weiterer Antitumormechanismus diskutiert (van
de Donk and Usmani, 2018).

1.1.3 Tumormikromilieu

Die CD38-positiven Subpopulationen von T-regs, B-regs und MDSCs fuhren zu-
sammen mit einer hoheren Dichte von Adenosin-Rezeptoren (Adenosin-R) und bei
hoheren Adenosin-Konzentrationen zu einer Immundysfunktion im Tumormikromilieu
(Krejcik et al., 2016). Adenosin wird dabei durch die Ektoenzyme CD38, CD203a und
CD73 synthetisiert. Sie katalysieren die Herstellung von Adenosin aus Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid (NAD") im immunsuppressiven Milieu (Costa et al., 2019). Durch
das hypoxische Milieu im infiltrierten Knochenmark stellen die Myelom-Zellen ihren
Stoffwechsel auf eine anaerobe Glykolyse um, wodurch die ATP-Konzentration ab-
nimmt und die NAD'-Konzentration ansteigt. Durch die ansteigende NAD'-
Konzentration wird wiederum verstarkt Adenosin produziert (Horenstein et al., 2016).
Horenstein et al. haben die Adenosin-Konzentration in Knochenmark-Proben von
MM-Patient:innen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die gemessene Adenosin-
Konzentration mit dem Krankheitsprogress und dem Stadium der Erkrankung korre-
liert. In den Proben von symptomatischen Patient:innen konnten signifikant hohere
Adenosin-Konzentrationen nachgewiesen werden als in den Proben von symptomlo-

sen Patient:innen (Horenstein et al., 2016). Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit
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untersucht, inwiefern CD38-spezifische hcAbs die Cyclase-Aktivitat von CD38 und

damit die Synthese von Adenosin beeinflussen.

1.2 CD38

CD38 (Abb. 1.1) ist ein transmembrandses Ektoenzym mit unterschiedlichen Funkti-
onen. Ihm kommt eine Schlisselrolle bei der Metabolisierung von NAD* und bei der
Homoostase des extrazellularen Nukleotidstoffwechsel und des intrazellularen Calci-
umspiegels zu (Hogan et al., 2019). CD38 kommt als ein Zelloberflachenprotein auf
unterschiedlichen Immunzellen vor und wirkt sich auf Entzindungsprozesse, den
Alterungsprozess und die Tumorgenese aus (Hogan et al., 2019). CD38 katalysiert
zusammen mit den Ektoenzymen CD203a und CD73 die Umwandlung von NAD" in
Adenosin. NAD" wird z. B. vermehrt von geschadigten Zellen freigesetzt (Bannas
and Koch-Nolte, 2018; Morandi et al., 2018).

CD38 wird wie bereits erwahnt auf der Oberflache von verschiedenen Immunzellen
exprimiert. Dazu gehoren B-Zellen, Neutrophile Granulozyten, Naturliche Killerzellen,
T-regulatorische Zellen und myeloische Zellen (Piedra-Quintero et al., 2020). Auf
mehreren hamato-onkologischen Tumoren wird es verstarkt exprimiert. Auch beim
Plasmazelltumor Multiples Myelom wird CD38 Uberexprimimert, weshalb es ein at-

traktives und interessantes Ziel-Antigen darstellt (Schitze et al., 2018).

1.2.1 Aufbau und Struktur

CD38 (Abb. 1.1) ist ein 46 Kilodalton (kDa) grofdes Transmembranprotein vom Typ
Il. Typ Il bezieht sich darauf, dass der C-Terminus extrazellular lokalisiert ist (Liu et
al., 2005, Konigsdorf, 2016). Die lange extrazellulare C-terminale Domane von CD38
besteht aus 258 Aminosauren. Die transmembranare und die zytosolische Domane
umfassen jeweils 21 Aminosauren und sind daher deutlich kirzer (Malavasi et al.,
1994; Donk et al., 2016).

10
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Abbildung 1.1: 3D-Struktur des Ektoenzyms CD38. CD38 verfiigt iber eine lange extra-
zelluldre C-terminale (rosa Punkte) Domane. In seinem aktiven Zentrum bindet CD38 NAD".
Die Grafik wurde mit der 3D-Grafiksoftware PyMol anhand der Daten des Enzyms CD38 in
einem Komplex mit NAD" erstellt (PDB Code: 7dua (Daratumumab)).

In den Vorarbeiten wurde in Kreuzblockade-Assays drei nicht Uberlappende Epitope
von CD38 (Abb. 1.2) identifiziert (Fumey et al., 2017). Der in der vorliegenden Arbeit
verwendete Nanobody JK2 bindet wie der Nanobody 523 an das Epitop 2 (E2). Der
Nanobody JK36 bindet wie das Fab-Fragment von Isatuximab an das Epitop 3 (E3).
Der monoklonale Antikorper Daratumumab bindet wie der Nanobody 375 an das
Epitop 1 (E1) (Abb. 1.2).

11
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A B

Abbildung 1.2: Die extrazellulare Doméane von CD38 verfiigt liber drei nicht liberlap-
pende Epitope. Die extrazellulare Domane von CD38 wurde als dreidimensionales Modell
dargestellt. CD38 besitzt drei Epitope, die hier von drei Antikbérpern gebunden werden, die
jeweils nur an ein Epitop binden. Der Nanobody 375 (Nb 375) bindet an das Epitop 1 (E1).
Der Nanobody 523 (Nb 523) bindet an das Epitop 2 (E2). Das Fab-Fragment von Isatuximab
(Fab Isatuximab) bindet an das Epitop 3 (E3). Der in dieser Arbeit verwendete monoklonale
Antikérper Daratumumab wurde an E1, der Nanobody JK2 an E2 und der Nanobody JK36
an E3 binden (Fumey et al., 2017). Im versteckten aktiven Zentrum des Enzyms wird NAD"
gebunden (rosa). (A) CD38 vom N-Terminus (rot) aus betrachtet; (B) CD38 vom C-Terminus
aus betrachtet; Die Grafik wurde mit der 3D-Grafiksoftware PyMol anhand der Daten des
Enzyms CD38 in einem Komplex mit NAD" und anhand der Daten der Protein Data Bank
generiert (PDB Codes: 5f21 (Nanobody 375), 510 (Nanobody 523), 4cmh (Isatuximab)).

1.2.2 Funktionen

NAD" und ATP werden von Zellen als sogenannte ,Danger‘-Signale freigesetzt
(Haag et al., 2007). Extrazellulares NAD" kann durch die Ektoenzyme CD38, CD203
und CD73 in einer gemeinsamen Kaskade zu Adenosin (Abb.1.3) umgesetzt werden
(Horenstein et al., 2020). CD38 hydrolysiert bei einem physiologischen pH-Wert 90
% des NAD" zu ADPR und zyklisiert 2 % des NAD" zu cADPR (Malavasi et al., 1994;
Horenstein et al., 2020). cADPR kann durch CD38 mittels Hydrolyse wiederum zu
ADPR konvertiert werden. ADPR wird durch CD203 in Phosphoribosid und Adeno-
sinmonophosphat gespalten (AMP). AMP kann dann wiederum durch CD73 zu Ade-
nosin (Abb.1.3) umgesetzt werden (Menzel et al., 2018). Adenosin bindet an den
A2A-Adenosin-Rezeptor (Adora2a-R) von T-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen.

Durch die Bindung an den Adora2a-R kommt es zu einem anti-inflammatorischen

12
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Signal, was im Tumormileu zu einer immmunsuppressiven Wirkung fuhrt (Menzel et
al., 2018). AuRerdem kommt es zu einer verminderten Ausschuttung der pro-
inflammatorischen Zytokine Interleukin-2 (IL-2) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
(Leone and Emens, 2018).

Tumormikromilieu
ADPR AMP

Myelomzelle

Abbildung 1.3: CD38 katalysiert zusammen mit den Ektoenzymen CD203 und CD73
im Tumormikromilieu die Synthese von immunosuppressivem Adenosin aus Nikoti-
nadenindinukleotid (NAD"). CD38 konvertiert NAD* zu ADPR. ADPR wird durch CD203 zu
AMP umgesetzt, aus dem dann durch CD73 Adenosin gebildet wird. Adenosin verfiigt im
Tumormikromilieu Uber eine immunsuppressive Wirkung. Die Grafik wurde von Julia Ham-
bach erstellt und teilweise verandert (Baum et al., 2021).

Humanes CD38 verfugt sowohl Gber eine Cyclase- als auch eine Hydrolase-Aktivitat
und zwar in einem Verhaltnis von 1:99. Die isolierte Cyclase-Aktivitat von CD38 wur-

de in dieser Arbeit in einem Fluoreszenzassay gemessen.

1.3 Effektormechanismen

Durch die Bindung eines Antikorpers an die Tumorzelle kann es zu einer komple-
mentvermittelten Zytolyse (CDC) (Abb.1.4), einer antikbrperabhangigen und zellver-
mittelten Zytotoxizitat (ADCC) oder einer antikdrperabhangigen Phagozytose (ADPC)
kommen (Boldicke, 2021, Donk et al., 2016). Die ADCC wird durch eine Bindung von
Effektorzellen wie NK-Zellen an den Fc-Teil eines Antikdrpers ausgelost, wodurch

dann durch eine Ausschuttung von Perforinen und Granzymen eine Lyse der Zelle

13
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ausgelost werden kann (Hambach et al., 2020). Bei der ADCP kommt es durch die
Bindung des Fc-R von Makrophagen an den Fc-Teil eines Antikorpers zur Phagozy-
tose der Tumorzelle (Donk et al., 2016).

Die komplementvermittelte Zytolyse (CDC) wird durch die Bindung des Antikorpers
an das Antigen und eine sich anschlieBende Aktivierung der Komplementkaskase
ausgelost (Abb. 1.4.). Durch Bindung der Antikdrper an die Tumorzelle kdnnen sich
die Fc-Teile zusammenlagern, sodass sich der hexamere C1-Komplex an die Fc-

Domaéane binden kann.

Komplement-
Kaskase

Abbildung 1.4: Die komplementvermittelte Zytotoxizitat (CDC) ist ein Fc-abhangiger
Effektormechanismus. Durch die Bindung eines CD38-spezifischen Antikérpers an CD38
auf der Myelom-Zelle und die Bindung von C1q an den Fc-Teil kann der hexamere C1-
Komplex gebildet werden. Die Bildung des C1-Komplexes fuhrt zur Aktivierung der Komple-
mentkaskase. Die mit Adobe lllustrator gestaltete Grafik wurde von Julia Hambach erstellt
und fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt.

C1q ist der erste Faktor in der Komplementkaskase. Durch die Bindung von C1q an
die Fc-Domane eines IgG- oder IgM-Antikorpers wird der klassische Weg der Kom-
plementkaskade aktiviert (Schutze 2021, S.4). Dabei bildet sich der hexamere C1-
Komplex. Der C1-Komplex ist dann der Ausgangspunkt fur den klassichen Weg.
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Durch die Bildung des C1-Komplexes kommt es zur Ausldésung der Komple-
mentkaskase und schlieBlich zur Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC)
(Sonnen et al., 2014). Nach der Bildung des MACs und der Formation einer Pore in
der Zellmembran kommt es dann zur Lyse der Tumorzelle (Muller-Esterl, 2011)
(Abb. 1.4).

1.4 Schwere-Ketten-Antikorper

Schwere-Ketten-Antikorper (hcAbs) unterscheiden sich in ihrem Aufbau von konven-
tionellen Antikorpern. Sie verfugen im Unterschied zu konventionellen Antikorpern
(Abb. 1.5A), die aus zwei leichten und zwei schweren Ketten bestehen, nur Uber
zwei schwere Ketten (Fumey 2021, S.10). hcAbs (Abb. 1.5B) kommen naturlicher-
weise in Lamas und Kameliden vor. Nanobodies (Abb. 1.5C), die auch als Einzel-
domanen-Antikorper (VHH) bezeichnet werden, bestehen aus der antigenbindenden
Domane eines hcAbs und kommen ebenfalls wie die hcAbs naturlicherweise nur in

Kameliden vor (Bannas and Koch-Nolte, 2018).

A B

konventioneller Antikérper Schwerekettenantikorper tetravelanter biparatopischer Schwerekettenantikorper

Abbildung 1.5: Schwere-Ketten-Antikorper bestehen im Unterschied zu konventionel-
len Antikérpern nur aus zwei schweren Ketten. (A) Konventioneller CD38-spezifischer
humaner monoklonaler IgG1-Antikérper mit zwei schweren und zwei leichten Ketten. Die
beiden schweren Ketten sind an der Gelenkregion Uber zwei Disulfidbricken miteinander
verbunden. Die konstante Region der leichten Kette (CL) ist Uber eine Disulfidbriicke mit der
CH1-Region der schweren Kette verbunden. Zwischen der variablen Domane der leichten
Kette (VL) und der variablen Domane der schweren Kette (VH), die zusammen das antigen-
bindende Fragment (Fab) des Antikérpers bilden, gibt es eine hydrophile Schnittstelle. (B)
Ein CD38-spezifischer humanisierter und bivalenter Schwere-Ketten-Antikérper mit zwei an-
tigenbindenden Einzeldomanen-Antikérpern und einem humanen Fc-Teil, dessen CH2-
Region Uber die Hinge-Region mit den Einzeldomanen-Antikérpern verbunden ist. (C) Ein
Einzeldomanen-Antikérper besteht lediglich aus der variablen Doméane eines hcAbs. (D) Ein
biparatopischer Schwere-Ketten-Antikérper, der Uber vier antigenbindende Einzeldomanen-
Antikorper verflgt und an zwei verschiedene Epitope bindet (Bannas and Koch-Nolte, 2018;
Schutze et al., 2018; Fumey 2021, S.10).
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Der Nanobody kann uber die Hinge-Region mit der CH2- und CH3-Domane eines
humanen IgG1 fusioniert werden. Dadurch entsteht ein chimarer lama/humaner hcAb
(Bannas and Koch-Nolte, 2018) (Abb. 1.5). hcAbs bieten einige Vorteile gegenuber
konventionellen Antikorpern (Schutze 2021, S.68). Ein Vorteil besteht darin, dass
hcAbs genetisch leichter hergestellt und modifiziert werden kdnnen als konventionel-
le Antikorper. Dadurch konnen etwa auch biparatopische hcAbs hergestellt werden
(Abb.1.5D). hcAbs haben ein geringeres Molekulargewicht und konnen dadurch die
Gewebe besser penetrieren (Fumey et al., 2017). Bivalente hcAbs haben ein Mole-
kulargewicht von ca. 75 kDa (Abb.1.7). Monoklonale AntikOrper weisen bereits ein
Molekulargewicht von ca. 150 kDa auf (Abb. 1.7) (Ma and O’Kennedy, 2015). Die
hypervariable Region von Nanobodies (Abb.1.5B), die auch als komplementaritats-
bestimmende Region (CDR) bezeichnet wird, verfugt Uber eine lange Schleife in der
CDRa3. Durch diese fingerartige Konformation der CDR3 kann der hcAb leichter in
Vertiefungen von katalytischen Zentren oder an andere hohlenartige Stellen binden,
die fur konventionelle Antikorper nicht zu erreichen sind (Bannas and Koch-Nolte,
2018; Baum et al., 2020). hcAbs haben nicht wie koventionelle Antikorper eine leich-
te und eine schwere Kette, die sich Uber hydrophile Wasserstoffbrickenbindungen
zusammenlagern (Bannas and Koch-Nolte, 2018). Dadurch wird es erleichert, hcAbs
sowohl in eukaryotischen als auch in prokaryotischen Expressionssystemen zu pro-
duzieren (Asaadi et al., 2021).

Die Modifikation von hcAbs kann durch eine Variation der Nanobodies, eine Veran-
derung der Linkerlange und Mutationen am Fc-Teil durchgefuhrt werden. In der vor-
liegenden Arbeit wurden CD38-spezifische hcAbs anhand dieser drei Moglichkeiten
modifiziert (Abb. 1.6) Grundlage war eine Bibliothek mit 22 CD38-spezifischen Na-
nobodies, die in der Arbeitsgruppe Nolte durch eine Immunisierung von Lamas mit
rekombinatem CD38 hergestellt wurden (Fumey et al., 2017). Die Nanobody-Dimere
(JK2-15GS-JK2, JK2-15GS-JK36, JK36-15GS-JK2) wurden bereits in Vorarbeiten
von Niklas Schuster kloniert und zur Verfugung gestellt. Die Nanobody-Dimere wur-
den bei der Klonierung mit den Fc-Teilen von humanem IgG1 fusioniert. Auch L-15-
higG1, JK2-hlgG1 und JK36-hlgG1 lagen bereits als Plasmidvektoren vor.

Die Anordnung der Nanobodies eines biparatopischen hcAbs kann variiert werden
(Abb. 1.6B*). Der Linker, der die Nanobodies verbindet, besteht aus der Aminosau-

reabfolge Gly-Gly-Gly-Ser. Auch die Linkerlange der biparatopischen hcAbs (Abb.
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1.6C) wurde verandert. Eine Veranderung der Linkerlange wurde ebenfalls in Vorar-

beiten an anderen Konstrukten getestet (Schuster 2021, S.35).

"W

JK2-hlgG1 JK36-hlgG1

JK2-15GS-JK2-hlgG1 JK2-15GS-JK36-hlgG1 JK36-15GS-JK2-higG1 JK36-15GS-JK36-hlgG1

JK2-5GS-JK36-hlgG1 JK2-15GS-JK36-hlgG1 JK2-20GS-JK36-hlgG1

D W
A6
i

JK2-15GS-JK36-hlgG1 ADES  JK2-15GS-JK36-hlgG1 AAG

Abbildung 1.6: Schwere-Ketten-Antikérper konnen durch eine Verdanderung der Ein-
zeldoméanen-Antikorper, der GS-Linkerldange und der Fc-Teile modifiziert werden. (A)
Bivalente Schwere-Ketten-Antikérper mit zwei Antigenbindungsstellen; (B) Tetravalente und
tetravalente biparatopische Schwere-Ketten-Antikérper; (C) Tetravalente biparatopische
Schwere-Ketten-Antikérper mit einer 5GS-, 15GS- und 20GS-Linkerlange; (D) Tetravalente
biparatopische Schwere-Ketten-Antikorper mit einer verstarkenden ADES-Mutation und einer
inhibierenden AAG-Mutation.

Eine weitere Moglichkeit ergibt sich durch die Modifikation der Fc-Teile. Bei der Fc-
Variante AAG (Abb. 1.7B) handelt es sich um eine Knock-Down-Mutation, die dazu
fuhren soll, dass die Effektormechanismen nicht mehr ausgelost werden. Dies kann
etwa dadurch erreicht werden, dass die Bindung des Proteins C1q verhindert wird
(Schlothauer et al., 2016). Die Sequenz der Aminosauren wurde dabei durch Mutati-
onen an den Stellen L234A, L236A und P329G (Anhang 8.4) verandert. Bei der
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P329G Mutation kann der Fc-Rezeptor durch das Ersetzen von Prolin durch Glycin
kein sogenanntes Prolin-Sandwich mit dem Prolin im Fc-Teil mehr bilden. Die Muta-
tion verhindert dadurch die Interaktion mit den Fc-Rezeptoren von Immunzellen und
die Bindung an das C1g-Protein. Die Prozesse CDC und ADCC sind dann durch die-
se Mutationen nicht mehr maoglich (Liu et al., 2020). Die AAG-Variante kann so auch
als reiner Imaging-Antikorper oder zur Kopplung an Substanzen verwendet werden.
Die Fc-Variante ADES (Abb.1.7B) mit den Mutationen G236A, S239D, I332E und
E430S (Anhang 8.4) soll zu einer Verstarkung der Effektormechanismen fuhren. Bei
den Mutationen G236A, S239D und I332E ist bereits bekannt, dass sie eine Verstar-
kung der ADCC bewirken (Wang et al., 2018). Die Mutation E430S soll die CDC ver-
starken, indem die Hexamerisierung der Fc-Teile der an das Antigen gebundenen
Antikorper gefordert wird (Jong et al., 2016).

A 150 kDa B

75kDa 120 kDa

GS-Linker

Daratumumab “
kDa SM — T Valenz R \\ l l
JK2/JK36 —
66 g " «— Fc-Teil
>0 - e ADES Mutati
e AAG Mutation " Utation
* CDC/ADCC KO ADCC+
G236A
25 L234A
S239D
L235A 335E
P329G
* CDC+
14 E430S

Abbildung 1.7: Schwere-Ketten-Antikorper entstehen durch die Fusion von Einzel-
dominen-Antikérpern mit der Hinge-Region und dem Fc-Teil eines konventionellen
Antikorpers. (A) SDS-PAGE-Analyse und Coomassie-Farbung von gereinigten Antikor-
pern; (B) Ein Schwere-Ketten-Antikdrper verfugt Uber zwei schwere Ketten. Dadurch gibt es
drei Mdglichkeiten fiir eine genetische Veranderung, namlich bei der Anordnung der Einzel-
domanen-Antikorper, beim Linker und beim Fc-Teil. Die mit Adobe lllustrator entworfenen
Antikérper wurden anhand der Vorlagen von Julia Hambach erstellt und teilweise verandert.
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1.5 Die Zielsetzungen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Herstellung und Charakterisierung von
CD38-spezifischen biparatopischen hcAbs. Dabei soll Uberpruft werden, ob diese
hcAbs eine komplementvermittelte Lyse von CD38-epxrimierenden Tumorzelllinien
induzieren und/oder die GDPR-Cyclase-Aktivitat von CD38 inhibieren. Aul3erdem soll
untersucht werden, ob und inwiefern die Funktion der biparatopischen hcAbs durch
die Lange des GS-Linkers zwischen den Nanobodies bzw. gezielte Mutationen bei

funktionellen Aminosauren in der Fc-Region beeinflusst werden kann.
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Die verwendeten Materialien entsprechen etablierten Standards der Arbeitsgruppe

AG Nolte/Bannas. In diesem Teil der Arbeit orientieren sich daher Aufbau und Inhalt

an Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe Nolte/Bannas des Instituts fir Immunologie,
UKE Hamburg (vgl. Eden 2018 S.22-28; Fumey 2021, S.17-21; Konigsdorf 2016,
S.25-32; Schuster 2021, S.34-31, Schiitze 2021 S.10-16).

Tabelle 2.1: Antikorper

Zielantigen Kilon Isotyp Flourochrom Firma
hCD38 WF211his his APC AG Nolte
hCD55 IA10 mlgG2a PE AG Nolte
hCD59 P282 (H19) mlgG2a FITC AG Nolte
hCD73 SB#96 rbFc PE AG Nolte
hCD203 SB#91 rbFc APC AG Nolte
hCD38 Daratumumab higG1 - Janssen
hCD38 JK2 hcAb higG1 - AG Nolte
hCD38 JK36 hcAb higG1 - AG Nolte
CDTa L-15 hcAb higG1 - AG Nolte
hC1q - Nr. 191 FITC -
Tabelle 2.2: Chemikalien

Chemikalie Firma

2x-Hefeextrakt-Tryptone (2xYT) BD Difco

Agar BD Difco

Agarose Invitrogen

Antarktische Phosphatase-Puffer
BSA

Carbenicillin
Coomassie-Farbelésung
Cutsmart-Puffer

Dithiothreitol (DTT)

D-Luciferin

DMSO

DNA-Ladepuffer 6x

dNTPs

New England BiolLabs
New England BiolLabs
Gibco

Invitrogen

New England BiolLabs
Invitrogen

Biosynth AG

Merck

Fermentas

Invitrogen
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Chemikalie Firma
F17 Gibco
Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom
Gel Trocknungslésung Invitrogen
Geneticin G418 Gibco
Glukose Sigma
Glutamin Gibco
Hefeextrakt Gibco
Humanes Serum (gepoolt) AG Nolte
Jet-PEl Polyplus
KCI Roth
KOD-Puffer Novagen
L-Glutamin Gibco
LB-Agar BD Difco
LB-Medium BD Difco
MES 20x SDS Laufpuffer Invitrogen
MgCl, Fluka
MgSO. Novagen
NaCl 0,9%ige Lésung Braun
Natriumpyruvat Gibco
NuPAGE Probenreduktionsmittel, 10x Invitrogen
NuPAGE LDS Probenpuffer, 4x Invitrogen
PBS Gibco
Pluronic BASF
Propidiumiodid Invitrogen

Polyacrylamid-Gel
Protein G

Puromycin

Q5 Reaktionspuffer
Roti GelStain-Farbstoff
RPMI 1640
TAE-Puffer

Trypsin, 10x

Tryptone

NuPAGE Novex
GE Healthcare
InvivoGen

NEB

Roth

Gibco

Invitrogen
Invitrogen

Organotechnie
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Tabelle 2.3: DNA-Oligonukleotide (Primer)

Primer Sequenz (5’ - 3’) Firma
36 pcil fwd TCGGACATGTCCCAGGTGCAACTG Sigma
BGH rev TAGAAGGCACAGTCGAGG Sigma

Tabelle 2.4: Plasmide

Gen Vektor Firma

higG1 pCSE2.5 hlgG1Fc AG Nolte
higG1 ADES pCSE2.5 hlgG1Fc AG Nolte
higG1 AAG pCSE2.5 hlgG1Fc AG Nolte
JK2-5GS-JK36 pCSE2.5 hlgG1Fc AG Nolte
JK2-15GS-JK2 pCSE2.5_HIS_myc AG Nolte
JK2-15GS-JK36 pCSE2.5_HIS_myc AG Nolte
JK2-20GS-JK26 pCSE2.5_HIS_myc AG Nolte
JK36-15GS-JK2 pCSE2.5_HIS_myc AG Nolte
JK36-15GS-JK36 pCSE2.5_HIS_myc AG Nolte

Tabelle 2.5: DNA-Standards

Standard

Firma

GeneRuler 1 kb DNA-Leiter

Thermo Fischer

Tabelle 2.6: Enzyme

Enzym

Firma

Antarktische Phosphatase

Notl

Ncol

Pcil

Q5 High Fidelity DNA-Polymerase
T4 DNA-Ligase

Xbal

New England BioLabs (NEB)

NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
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Tabelle 2.7: Eukaryotische Zellen

Zelllinie Firma Spezies Zelltyp Immunphénotyp

CA-46 DSMZ (Nr.  human Burkitt Lymphom CD19+, CD20+, CD38+,
ACC 73) CD55+, CD59+

Daudi DSMZ (Nr.  human Burkitt Lymphom CD19+, CD20+, CD38+,
ACC 78) CD138-,CD55 +/-, CD59-

HEK293-6E AG Nolte human Embryonale Nieren- -

adharent zellen

KMS-12- DSMZ (Nr.  human Multiples Myelom CD19-, CD38+, CD55+,

BM 551) CD59+, CD138+

LP-1 DSMZ (Nr.  human Multiples Myelom CD19-, CD20-, CD38+,
ACC 41) CD55-, CD59-, CD138+

RPMI-8226 DSMZ (Nr.  human Multiples Myelom CD19-, CD20-, CD38+,
ACC 402) CD55+, CD59+, CD138+

Tabelle 2.8: Laborgerate

Gerat Modell Firma

Autoklav Evo130 MediTech

DNA-Gelelektrophorese 40-07-08 Peqglab Biotechnology

Durchflusszytometer FACSCanto2 BD Biosciences

FACSCelesta

Elektroporationsgerat GFL1004 GFL

Fluoreszenz-Mikroplatten-Reader Tecan Infinite M200 Tecan

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf

Inkubationsschuttler HT INFORS Unitron

Inkubator MCO-20AIC Sanyo

Kreisschuttler Vortex neolab

Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss

Mikrotiterplattenleser Victor2 D Perkin-Elmer

Mikrowelle M 638 EC Miele

PCR-Maschine T3 Thermocycler Biometra

Pipetten Research-Line Eppendorf

Gelelektrophorese Xcell Il MiniCell Invitrogen

Prazisionswaage Scout Pro OHAUS

Spannungsgerat B10105 LVD Biometra

Spektralphotometer Nanodrop 2000c Peglab biotechnology

Sterile Werkbank HeraSafe Heraeus

UV-Transilluminator

Biovision B3026

Peqglab Biotechnology
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Gerat Modell Firma
Waage Scout Pro OHAUS
Wasserbad LAUDAOOGT LAUDA
Zahlkammer Neubauer Marienfeld
Zentrifugen Centrifuge 5910 Ri Eppendorf

Centrifuge 5417 R Eppendorf

C1413 Galaxy Mini VWR
Tabelle 2.9: Losungen

Luciferin-Arbeitslésung

10 p Luciferin [30 pg/ pl] auf 2ml PBS

Tabelle 2.10: Medien

Medium Zusammensetzung

2xYT 31 g/lin 11 dH,0

2xYT-Agar 15,5 g 2xYT, 7,5 g Bacto Agar, 500 ml dH,O
LB 25 g/l in dH,0

Einfriermedium

F17 Komplettmedium

F17 Transfektionsmedium

Feeding Medium
RPMI Komplettmedium

SOC-Medium

10 % DMSO, 50 % FCS, 40 % Medium

500 ml FreeStyle™ F17 Expressionsmedium, 10 ml L-Glutamin
4 mM, 50 pl Pluronic 10 %, 250 ul Geneticin, 5 mlI FCS

500 ml FreeStyle™ F17 Expressionsmedium, 10 ml L-Glutamin
4mM, 50 pl Pluronic 10 %

250 ml Transfektionsmedium, 50 g Tryptone

500 ml RPMI 1640 Medium, 5 % FCS, 1 % Glutamin, 1 % Nat-
rium-Pyruvat

0,5 % Hefeextrakt, 2 % Tryptone, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10
mM MgClz, 10 mM MgSO,,
20 mM Glukose

Tabelle 2.11: Prokaryotische Zellen

Bakterien Firma
dam-/dcm- C2925H E. coli NEB
XL-1 Blue E. coli Aligent
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Tabelle 2.12: Proteinstandards

Standard Zusammensetzung

Firma

Supermarker 1x SM 100 pg/ml BSA,

AG Nolte

50 pg/ml IgG schwere Kette, 25 ug/ml 1gG leichte

Kette, 10 pg/ml Lysozym

Tabelle 2.13: Reagenzsysteme

Anwendung Name Firma

Gelextraktion Nucleospin Gel Macherey-Nagel
PCR Clean-Up

Plasmidpraparation QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
Endofree Plasmid Maxi Kit

BCA-Assay Pierce BCA Protein Assay Thermo Scientific
Kit

Tabelle 2.14: Software

Programm Firma

4 Peaks Version 1.7.2
Adobe lllustrator CS5 Adobe
FlowJo 10.08.0 BD

Microsoft Excel Microsoft
Microsoft Word Microsoft
Prism5 GraphPad
Zotero 5.0.97 Zotero
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Die verwendeteten Methoden entsprechen etablierten Standards der Arbeitsgruppe
AG Nolte/Bannas und waren bereits durch Mitglieder der Arbeitsgruppe erarbeitet
(vgl. Eden 2018 S.29-53; Fumey 2021, S.22-38; Konigsdorf 2016, S.33-44; Schuster
2021, S.32-46, Schitze 2021 S.16-29).

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

DNA kann durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit geeigneten Oligonukleo-
tid-Primern, Puffern, Nukleotiden und Polymerase vervielfaltigt werden. Bei der Amp-
lifikation der Nanobodies wurden die Q5-Polymerase mit dem dazugehorigen Puffer,
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) und Primer verwendet. Nanobody-Monomere
und Nanobody-Dimere wurden mit pCSE2.5 His/Myc Plasmidvektoren auf pCSE2.5
hFc 1IgG1 umkloniert. Der pCSE2.5 Plasmidvektor wurde verwendet, weil er beson-
ders gut fur die Produktion in HEK293-6E Zellen geeignet ist.

Durch die PCR koénnen die Inserts amplifiziert werden, die dann mit Restriktions-
enzymen verdaut und mit einem Vektor ligiert werden. Fur die Herstellung der tetra-
valenten Schwere-Ketten-Antikdrper wurden die Nanobody-Dimere durch PCR ver-
vielfaltigt. Dafur wurde in die Konstrukte mit dem Nanobody JK2 im Plasmid eine
Pcil-Schnittstelle eingefugt, da die JK2-Konstrukte uber eine interne Ncol-
Schnittstelle verfigen und so bei Verdau mit dem Restriktionsenzym Ncol an der fal-
schen Stelle gespaltet wurden. Dabei wurden fur die Klonierung der tetravalenten
hcAbs bereits in Plasmiden vorliegende Nanobody-Dimere verwendet (Schuster,
2021).

Die PCR bezieht sich auf die Phasen der Denaturierung, des Annealings und der
Elongation. Bei der Denaturierung trennen sich die beiden Strange der Ausgangs-
DNA. Sie wird bei 98 °C durchgefuhrt. Nach der Denaturierung kommt die Annealing-
Phase. Die Temperatur wird dabei auf 58 °C gesenkt, sodass sich die Oligonukleotid-
Primer an die Einzelstrange der Template-DNA anlagern und mit ihr hybridisieren
konnen. Es wurden der 36 pcil fwd Primer und der BGH reverse Primer verwendet,

die sich am 3’-Ende der Einzelstrang-DNA anlagern. Nach der Annealing-Phase folgt
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die Elongationsphase. Bei einer Temperatur von 72 °C als dem Temperaturoptimum
der DNA-Polymerase wird der Oligonukleotid-Primer verlangert. Die DNA-
Polymerase beginnt ausgehend von den Oligonukleotid-Primern damit, die einzelnen
dNTPs anzusetzen, wodurch ein komplementarer Strang synthetisiert wird. Am Ende
der Elongation liegt wieder eine doppelstrangige DNA vor, die der ursprunglichen
Template-DNA entspricht. Nach einem Zyklus wird die Anzahl der Templates ver-
doppelt und nach zwei Zyklen wird sie vervierfacht. Dieser Zyklus wird dann fir eine
bestimmte Anzahl wiederholt. Danach wird nochmals eine finale Elongation durchge-
fuhrt, bei der die DNA-Polymerase mehrere Minuten bei 72 °C wirken kann. An-
schlieend wird der Ansatz auf 4 °C heruntergekunhlt. Die Template-DNA wurde nach

diesem Protokoll im Thermocycler amplifiziert.

3.1.2 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung des Vektorplasmids

Beim Restriktionsverdau werden die PCR-Produkte und Vektorplasmid von Restrikti-
onsenzymen verdaut, den sogenannten Restriktionsendonukleasen. Die Restrikti-
onsenzyme erkennen dabei bestimmte DNA-Sequenzen und konnen sie dann spezi-
fisch ausschneiden. Die zu verdauende DNA wurde zusammen mit den Restriktions-
enzymen und Puffer in einen Ansatz pipettiert. Im Puffer 3.1 haben die Enzyme Ncol,
Pcil und Notl eine ausreichend hohe Aktivitat. Der Restriktionsverdau wurde in einem
30 pl Ansatz mit dH,O, Enzymen, Puffer und DNA angesetzt und im Thermocycler
bei 37 °C fur 2 Stunden durchgefuhrt. Danach wurde der Verdau bei 65 °C inaktiviert,
um ihn dann bei 4 °C ruhen zu lassen. Nach dem Verdau des Vektorplasmids konn-
ten sich die beiden geschnittenen Enden wieder zusammenlagern. Durch die
Dephosphorylierung der Vektor-DNA, also eine Entfernung der an den 5-DNA-
Enden verbleibenden Phosphatreste, kann die Selbstligation reduziert werden. Dafur
wurde der Vektorplasmid-Ansatz nach dem Verdau mit 1 yl Antarktischer Phospha-
tase und 3 pl des dazugeharigen Puffers fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert (Schus-
ter 2021, S.33). Danach wurde die Reaktion 20 min bei 65 °C deaktiviert und dann
bei 4 °C pausiert. Wie die PCR-Produkte wurden auch die verdauten DNA-
Fragmente Uber ein Agarosegel aufgetrennt und dadurch aus dem Gel isoliert. Die
DNA-Konzentrationen wurden dann mit einem Spektralphotometer gemessen, um

das geeignete Volumen fur den Ligationsansatz berechnen zu konnen.
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Tabelle 3.1: Ansatz fiir den Restriktionsverdau

DNA/Vektorplasmid 2 ug

Enzym 1 1 ul Ncol/Pcil

Enzym 2 1 pl Notl

dH.O (30 pl — DNA/Vektorplasmid pl)
Puffer 3.1 3 ul

Gesamt 30 ul

3.1.3 Die Ligation von Vektor und Insert

Die durch den Restriktionsverdau entstandenen DNA-Fragmente mit kompatiblen
Schnittstellen von Vektorplasmid und Insert wurden in einer Ligationsreaktion zu-
sammengefugt. Die T4 DNA-Ligase wurde dabei zusammen mit Vektor, Insert, destil-
liertem H,O (dH.O) und dem geeigneten Ligasepuffer in einem 20 pl Ansatz fur 14 h
bei 14 °C im Thermocycler inkubiert. Vektor und Insert wurden dann in einem mola-
ren Verhaltnis von 1:3 in den Ligationsansatz gegeben, wobei fur den Ansatz 150 ng
des verdauten pCSE2.5 hlgG1Fcs eingesetzt wurden. Dann wurde die bendtigte
Menge des Inserts mit dem ,Ligation Calculator® der Universitat Dusseldorf berech-

net.

3.1.4 Die Transformation in kompetente E. coli

Das Einbringen von freier DNA durch ein Vektorplasmid in kompetente Bakterien
wird als Transformation bezeichnet. Die Transformation gehort zu den Basistechni-
ken in der Molekularbiologie (Froger and Hall, 2007). Die durch die Klonierung ent-
standenen neuen Vektorplasmide, die fur die Nanobodies, die Hinge-Region und die
CH2- und CH3-Domane der Schwere-Ketten-Antikdrper kodieren, wurden in die Zel-
len von kompetenten Escherichia coli (E. coli) transformiert. Durch eine selektive
Vermehrung der Bakterienzellen, die nach der Transformation das neue Plasmid mit
der darin enthaltenen Carbenicillin-Resistenz enthielten, konnten die neuen Plasmide

vermehrt werden.

Fur die Transformation wurden XL-1 Blue E. coli oder dam-/dcm-C2925H E. coli ver-
wendet (Schuster 2021, S.35). Fur die Retransformation der Nanobody-Dimere JK2-
15GS-JK2, JK2-15GS-JK36 und JK36-15GS-JK2 wurden die dam-/dcm-C2925H E.

coli verwendet, um Plasmide herzustellen, deren Xbal-Schnittstelle nicht methyliert
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(Abb. 8.1) ist. Dadurch konnten die Plasmide nach der Retransformation mit den

Restriktionsenzymen Xbal und Notl ausgeschnitten werden.

Vor der Transformation wurden LB-Carbenicillin-Platten vorbereitet. Die kompetenten
E. coli wurden aus einem -80 °C Gefrierschrank enthommen. Pro Ansatz wurden je
50 pl verwendet. Das SOC-Medium wurde in einem Heizblock auf 42 °C vorgewarmt.
Die LB-Carbenicillin-Platten wurden in einem Bakterieninkubator bei 37 °C vorge-
warmt. Die E.coli wurden dann mit 50 pl pro Ansatz in 1,5 ml Mikroreaktionsgefalde
pipettiert. Pro Ansatz wurden je 2 pl Ligationsansatz hinzugegeben. Die Ansatze
wurden anschlieBend 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die E.coli-
Ligationsansatze fur 30 s bei 42 °C hitzegeschockt. Durch den Hitzeschock werden
die Poren in der Zellmembran der Bakterienzellen gedffnet, wodurch die DNA in das
Innere der Zelle gelangen kann. Nach dem Hitzeschock wurden die Ansatze fur 2
min auf Eis inkubiert (Konigsdorf 2016, S.35). Zu den Ansatzen wurden dann 450 pl
SOC-Medium pipettiert. Der Ansatz mit dem SOC-Medium und den transformierten
E. coli wurde bei 37 °C und 800 rpm fur eine Stunde im Thermoschuttler inkubiert.
Danach wurden jeweils 150 pl E-coli-Transformationsansatz pro LB-Carbenicillin-
Platte ausgestrichen. Die das Antibiotikum enthaltenden Agarplatten wurden uber
Nacht bei 37 °C im Bakterieninkubator inkubiert (Schuster 2021 S.35). Gut abgrenz-
bare Kolonien wurden am nachsten Tag mit einer sterilen Osenspitze gepickt. Die
gepickten Kolonien wurden dann in einem 15 ml Falkon mit 5 ml LB-Carbenecillin-
Medium (Carbenecillin 100 pg/ml) fur das Proliferieren Uber Nacht bei 37 °C und 320
rpm im Thermoschdattler inkubiert (Schuster 2021, S.35).

3.1.5 Die Plasmidpraparation aus kompetenten E. coli

Die Plasmidpraparation dient der Isolierung von Plasmid-DNA. Durch die Plasmid-
praparation kann die DNA extrahiert werden. Die Plasmidpraparation wurde nach der
Transformation und Vermehrung der neu klonierten Plasmid-DNA in kompetenten E.
coli durchgefuhrt. Dabei gibt es die Moglichkeiten einer sogenannten Mini-Prep oder
einer Maxi-Prep. Fur die Mini-Prep wurden 5 ml und fur die Maxi-Prep 100 ml Carbe-
nicillin enthaltendes inokuliertes LB-Medium verwendet. Die Plasmidpraparation wur-
de mit den Reagenzsystemen QlAprep Spin Miniprep Kit (Mini-Prep) und dem Endo-
free Plasmid Maxi Kit (Maxi-Prep) von Qiagen durchgefuhrt. Nach der Extraktion und
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Praparation der Plasmid-DNA wurden die Konzentration und Reinheit der doppel-
strangigen Plasmid-DNA durch Spektralphotometrie gemessen.

3.1.6 Die DNA-Sequenzierung

Nach der Klonierung und Plasmidpraparation aus den Zellen der kompetenten E. coli
musste die Plasmid-DNA sequenziert werden, um die Klonierung zu Uberprifen. Die
Sequenzierungen wurden von Eurofinsgenomics durchgefuhrt. Dabei wurde das
Mix2 Seq Set von Eurofins verwendet, um die Plasmide fur die Seqgenzierung vorzu-
bereiten. Die Konzentration der Plasmid-DNA flur die Sequenzierung sollte bei 50-
100 ng/pl liegen. Die Plasmid-DNA wurde entsprechend verdinnt oder konzentriert.
Pro Sequenzierungsansatz wurden insgesamt 1 pl der Mischung von Plasmid-DNA
und dH.O verwendet Zu diesem Ansatz wurden dann 2 pl Primer (fwd/rev) in das
Sequenzierungstube pipettiert. Die DNA-Sequenz wurde mit dem Programm 4 Peaks

ausgewertet.

3.1.7 Agarosegel-Elektrophorese

Mit der Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA-Fragmente ihrer Grof3e nach aufge-
trennt werden, wodurch die Grolde von DNA-Fragmenten leicht und schnell sichtbar
gemacht werden kann. In einem 1%igen Agarosegel wurden die DNA-Fragmente
durch Elektrophorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Das
Agarosegel bestand aus 1 % Agarose gelost in TAE-Puffer mit 1:200 Ethidiumbro-
mid. Bei der Gelelektrophorese wurden eine Laufzeit von ca. 35 min bei einer Span-
nung von 100-120 V verwendet. Die negativ geladene DNA wandert dabei durch das
elektrische Feld zur Anode als dem Pluspol. Je kleiner die DNA-Molekulle und je ho-
her die Spannung im elektrischen Feld ist, umso schneller wandern die DNA-
Fragmente im Gel. Die DNA-Fragmente im TAE-gepufferten Agarosegel wurden
dann durch einen UV-Transilluminator sichtbar gemacht. Die Aufnahme des Gels
unter UV-Licht wurde dokumentiert und die Gel-DNA-Fragmente wurden ausge-
schnitten. Die UV-Exposition musste dabei moglichst kurz gehalten werden, weil es
sonst durch das UV-Licht zu Schaden in der DNA kommt. Die Aufreinigung der Gel-
DNA-Fragmente wurde mit dem Nucleospin Gel and PCR Clean-Up Set von Mache-
rey-Nagel durchgeflihrt. Die Elution der DNA nach der Aufreinigung des Gels erfolgte
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mit dH,O. Danach wurden die DNA-Konzentrationen mit einem Spektralphotometer

gemessen.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien wurde bereits vorher in der Arbeitsgruppe
Nolte/Bannas etabliert. Die humanen Myelom-Zelllinien KMS-12-BM (DSMZ Nr. ACC
551), LP-1 (DSMZ Nr. ACC 41) und RPMI-8226 (DSMZ Nr. ACC 402) und die huma-
nen Burkitt-Lymphom-Zelllinien Daudi (DSMZ Nr. ACC 78) und CA-46 (DSMZ Nr.
ACC 73) wurden als eine Suspensionskultur in RPMI vollstandig im Zellmedium kulti-
viert. Dabei wurden auch CA-46 luc, Daudi luc und LP-1 luc Zellen, die stabil die luc2
Variante von Photinus pyralis luciferase (Promega, Madison, WI, USA) exprimieren,
verwendet (Hambach et al., 2020). Die Luciferase exprimierenden Zellen wurden
schon vorher durch eine lentivirale Transduktion hergestellt (Hambach et al., 2020).
Die mit Luciferase transduzierten LP-1 luc Zellen wurden fur die Selektion mit 10 pl
Puromycin pro 10 ml Medium versetzt. Die Separation der Zellen wurde dreimal wo-
chentlich durchgefuhrt. Die Verdinnung der Zellen erfolgte um den Faktor 1:5 mit

frischem RPMI Komplettmedium.

FuUr die Produktion der Antikorper wurden HEK293-6E Zellen verwendet. Bei diesen
,Human embryonic kidney“ Zellen handelt es sich um humane embryonale Nieren-
zellen. Fur die Produktion von Fc-Konstrukten wurden die adharenten HEK293-6E
Zellen in einem Medium kultiviert, das zu 70 % aus F17-Komplettmedium und zu 30
% aus F17-Medium ,gebraucht® bestand. Das F17-Medium ,gebraucht® wurde bei
der Transfektion von Zellen gesammelt, bei 4000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert
und danach steril filtriert. Die adharenten HEK293-6E Zellen wurden mit Trypsin ge-
I6st, dann gewaschen und danach mit einer 1:5 Verdunnung kultiviert. Alle kultivier-
ten Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert (Schuster 2021,
S.43). Die Separation der Zellen wurde dreimal wochentlich in Abstanden von 2-3
Tagen durchgefuhrt. Vor der Zellseparation wurden die kultivierten Zellen mikrosko-
pisch auf Verunreinigungen durch Bakterien oder Pilze Uberpruft. Die Zellseparation

erfolgte in einer sterilen Werkbank.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Die Produktion von Antikorpern durch Transfektion von HEK293-6E
Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Transfektion Plasmid-DNA in eukaryotische
HEK293-6E Zellen eingebracht. Diese Zellen produzieren nach der Transfektion die
auf dem Plasmid-Vektor kodierten Proteine. Die HEK293-6E Zellen wurden mit den
pCSE2.5_hlgG1Fc Plasmidvektoren transient transfiziert. Hinter dem Nanobody
werden dabei auf dem Plasmidvektor die Hinge-Region und die CH2- und CHS3-
Doméane des Schwere-Ketten-Antikorpers kodiert. Die Hinge-Region und die CH2-
und CH3-Domane bilden den humanen Fc-Teil des Konstrukts. In der vorliegenden
Arbeit wurden tetravalente hcAbs mit einem humanen IgG1 Fc-Teil kloniert und pro-

duziert.

Die kultivierten HEK293-6E Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einem
Verhaltnis von 1:5 bis 1:10 separiert. Am Tag der Transfektion wurde das F17-
Medium der Zellen eine Stunde vor der Transfektion durch ein F17-Transfektions-
Medium ausgetauscht. Fur die Transfektion der Zellen wurde ein 750 yl DNA-Mix mit
20 pg DNA und dH.O angesetzt, dem dann 750 pl 300 mM NaCl-Losung zugesetzt
wurden. Auf diesen DNA-Ansatz wurden danach vorsichtig 1,5 ml Polyethylenimin-
Mix (PEI-Mix) getropfelt. Dieser Ansatz wurde wiederum 10 s gevortext und 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die 3 ml DNA/PEI-Mix wurden vorsichtig und gleich-
malfig auf die Zellen getropfelt. Am Tag nach der Transfektion wurden die transfizier-
ten HEK293-6E Zellen mit 500 pl frischem Medium versorgt. Die Zellen geben nach
der Transfektion die exprimierten Proteine in den Uberstand ab. Nach 7 Tagen wurde
der Uberstand der Zellen abgenommen und bei 4000 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentri-
fugiert (Schuster, 2021 S.35). Der Uberstand wurde steril filtriert und 10 pl wurden
auf ein SDS-PAGE aufgetragen und mit Coomassie gefarbt, um vor der aufwendigen
Aufreinigung der Proteine den Erfolg der Transfektion und der Produktion der Kon-
strukte Uberprufen zu konnen. Auf die SDS-PAGE wurden ebenfalls Marker mit be-
kannter Proteingrof3e und Konzentration aufgetragen, um anhand der Marker auf die
GroRe der produzierten Proteine schlieRen zu konnen. Der Supermarker (SM) ent-

halt einmal in einfacher (1x) und einmal in vierfacher (4x) Menge Bovines Serumal-
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bumin (BSA) (1ug, 66 kDa), 1IgG schwere Kette (500 ng, 50 kDa), IgG leichte Kette
(250 ng, 25 kDa) und Lysozym (100 ng, 16 kDa).

3.3.2 Die Aufreinigung der Antikorper

Nach der Transfektion der HEK293-6E Zellen mit den Plasmidvektoren und Produk-
tion der hcAbs wurden die Proteine aufgereinigt. Der Uberstand wurde fiir 10 min bei
4000 rpm und 4 °C zentrifugiert und anschlieRend steril filtriert (Schutze 2021, S.21).
Die Aufreinigung der Proteine erfolgte Uber Protein A Saulen (GE Healthcare). Durch
die hochaffine Bindung des humanen Fc-Teils der Schwere-Ketten-Antikorper an das
Protein A konnten die Uberstéande durch die mit Protein A beschichteten S3ulen auf-
gereinigt werden. Die Elution erfolgte mit dem IgG Elution Buffer pH 2,8 (Thermo
Scientific). Die 1gG-Affinitatsreinigung wurde im nachsten Schritt Uber die Dissoziati-
on der Antikdrper vom IgG-bindenden Protein A durch den IgG Elution Buffer durch-
gefuhrt. Der Durchfluss wurde mit einem Neutralisationspuffer (pH 9) neutralisiert,
damit die Antikorper nicht zu lange in der LOsung mit einem niedrigen pH-Wert blei-
ben. Der Pufferaustausch erfolgte durch eine PD-10-Saule und PBS +/+. Der Durch-
fluss wurde dabei durch einen Amicon-Ultrazentrifugen-Filtereinsatz eingeengt.
Durch Amicon konnen vorgereinigte Proteine aus Saulen-Eluenten konzentriert wer-
den. Der Amicon-Ultrazentrifugen-Filtereinsatz besteht aus einer Cellulose-Membran
mit einem MWCO-Wert von 10 kDa. Die Konzentration der Antikdrper wurde durch
eine Bicinchoninsaure-Assay (BCA-Assay) bestimmt. Jeweils 1 ug des aufgereinig-
ten Proteins wurden dabei auf die SDS-PAGE aufgetragen. Die Disulfidbricken der
Antikorper wurden dann mit Dithiotreithol (DTT) gespalten. Die SDS-PAGE ermog-
licht eine Analyse der Molekulgrof3e der Antikorper. Der Supermarker (SM) enthalt
einmal in einfacher (1x) und einmal in vierfacher (4x) Menge BSA (1 pg, 66 kDa), IgG
schwere Kette (500 ng, 50 kDa), IgG leichte Kette (250 ng, 25 kDa) und Lysozym
(100 ng, 16 kDa).

3.3.3 Die Gelelektrophorese

Die Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
Form der Gelelektrophorese, bei der Proteine in einem elektrischen Feld anhand ih-
res Molekulargewichts aufgetrennt werden konnen. Nach der Klonierung, Produktion
und Aufreinigung der modifizierten hcAbs kann bei der SDS-PAGE das Molekular-
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gewicht der Proteine bestimmt werden. Dadurch bietet die SDS-PAGE eine relativ

einfache Mdglichkeit fiir eine Uberpriifung des Erfolgs der Produktion und Aufreini-
gung.

Fir die SDS-PAGE wurden 10 pl des aufgereinigten Antikorpers zusammen mit 10 pl
Ladepuffer fur 15 min bei 70 °C inkubiert und anschlie®end bei 1100 rpm flr 1 min
zentrifugiert (Konigsdorf 2016, S.44). Der Ladepuffer dient einer Erhdhung der Men-
ge der Probe bei der Gelelektrophorese und einer Denaturierung der Proteine. Der
Ladepuffer bestand aus einer Mischung von 3 ul dH20, 5 yl Nu PAGE LDS Sample
Buffer (4x) und 2 pl DTT. DTT spaltet als Reduktionsmittel die Disulfidbricken. Die
Gelelektrophorese-Kammer wurde mit MES-Laufpuffer befullt, wobei ein NuPAGE
Bis-Tris Proteingel mit einer Konzentration von 12 % Polyacrylamid eingesetzt wur-
de. Die Proteine wurden bei 200 V, einer Stromstarke von 110 mA und einer Laufzeit
von 35 min aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wandern anhand ihres Moleku-
largewichts unterschiedlich schnell durch das Polyacrylamidgel. Durch den Coomas-
sie-Proteinfarbstoff wurden die Proteine Uber Nacht angefarbt. Die Proteinbanden
wurden dann durch die anschlieRende Entfarbung des Gels fur 6-8 h mit dH,O und
Aktivkohlebeuteln sichtbar. Das Gel wurde danach getrocknet und per Scan doku-

mentiert.

3.3.4 Ein Fluoreszenzassay zur Messung der isolierten Cyclase-Aktivitat

Extrazellulares NAD" wird im Tumormikromilieu zu Adenosin metabolisiert. Dabei
setzt CD38 NAD" zu ADPR und cADPR um, wobei die Umsetzung vermutlich tber
ein Intermediat verlauft. Humanes CD38 verfugt sowohl Uber eine Cyclase- als auch
eine Hydrolase-Aktivitat in einem Verhaltnis von 1:99. Die isolierte Cyclase-Aktivitat
von CD38 kann dabei in einem Fluoreszenzassay gemessen werden. Weil das Sub-
strat NGD" von CD38 nur zu cGDPR umgesetzt werden kann, kann eine isolierte

Messung der Cyclase-Aktivitat von CD38 ermdglicht werden.

Die Messung mit dem Fluoreszenzassay wurde unter der Anleitung von Dr. Ralf Flie-
gert und mit der Unterstitzung der biologisch-technischen Assistentin Frederike
Kulow (AG Guse) durchgefuhrt. Die Zellen, Reagenzien und Gerate wurden dabei
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Der Fluoreszenzassay war in der Arbeits-
gruppe Guse bereits ein etabliertes Experiment. Die neu hergestellten tetravalenten

und CD38-spezifischen hcAbs konnten so mit dem Fluoreszenzassay auf inhibitori-
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sche und exzitatorische Effekte auf die Cyclaseaktivitat von CD38 untersucht wer-
den. Die Messung mit dem Assay wurde im Tecan Mikroplatten Reader mit CD38-
positiven HEK293 Zellen durchgefuhrt, um die Inhibition bzw. Stimulation der Cycla-
se-Aktivitat durch hcAbs zu Uberpriufen. Ein solcher Fluoreszenzassay zur Testung
der Inhibition bzw. Stimulation der Cyclase-Aktivitat von CD38 durch Nanobodies

wurde bereits in Vorarbeiten verwendet (Fumey et al., 2017).

Bei der Durchfuhrung wurden 3*10* CD38-positive HEK293 Zellen in 80 ul Calcium-
Messpuffer pro Well pipettiert. FUr die Berechnung des Ausgangswerts wurden auch
Ansatze mit CD38-negativen HEK293 Zellen verwendet. Bei jedem Ansatz wurden
10 pl mit je 100 ng hcAb hinzugefiigt. Als Substrat wurden pro Well 50 uM NGD*
eingesetzt. Der Versuch wurde bei einer Temperatur von 37 °C durchgefuhrt. Die
Synthese von cGDPR wurde durch Fluoreszenzspektroskopie mit dem Mikroplatten
Reader Tecan Infinite M200 gemessen. Als Negativkontrolle diente der hcAb L-15-
hlgG1, der nicht an CD38 bindet. Die Enzymaktivitat wurde in relativen Fluoreszenz
Units (RFU) pro Sekunde angegeben.

3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Expressionsanalyse

Fir die Expressionsanalyse wurden die Zelllinien LP-1 (MM), CA-46 (BL), Daudi
(BL), RPMI-8226 (MM) und KMS-12-BM (MM) auf die Expression der Oberflachen-
proteine CD38, CD55 und CD59 Uberpruft, indem sie mit Fluorochrom gekoppelten

Antikorpern angefarbt wurden.

Die Zell-Konzentration wurde auf 1*10° Zellen pro ml eingestellt. Danach wurden je-
weils 100 pl in jedes Well pipettiert. Zu den Zellen wurde dann 1 pul Antikorper pipet-
tiert und fur die Anfarbung der Zellen wurden sie lichtgeschutzt fur eine Stunde bei 4
°C inkubiert. Nach der Anfarbung der Zellen durch den Farbeantikorper, der spezi-
fisch ein Oberflachenprotein fur die Expressionsanalyse anfarbt, wurden die Zellen
erneut bei 1600 rpm fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Die angefarbten Zellen wurden
dann zweimal durch eine Resuspension mit 200 ul PBS/BSA gewaschen und erneut
zentrifugiert, um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Die Analyse der angefarb-
ten Oberflachenproteine wurde dann durch Durchflusszytometrie durchgefuhrt
(FACS Canto 2 und FACS Celesta).
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3.4.2 Der CDC-Assay

Der CDC-Assay wurde als immunologische Methode verwendet, um in vitro zu quan-
tifizieren, wie effektiv hcAbs die komplementabhangige Zytotoxizitat auslosen. Fur
den Assay wurde pro Well eine sattigende Antikorper-Endkonzentration von 100 nM
in 200 ul bendtigt. Die Antikdrper wurden bei 4 °C vorbereitet. Die Tumorzellen wur-
den bei 1600 rpm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde verwor-
fen, um Proteinreste zu entfernen. Danach wurden die Zellen in PBS + BSA (0,2 %)
aufgenommen und mit der Neubauer-Zahlkammer auf eine Konzentration von 1*10°
Zellen pro ml eingestellt. Die Antikorper wurden in jeweils 75 pyl PBA + BSA (0,2 %)
pro Well in einer 96-Well Platte mit einem 3-fachen Ansatz vorbereitet. Pro Well wur-
den je 100 pyl Tumorzellen hinzugegeben und der Ansatz wurde dann 10 min bei 4 °C
inkubiert. Zu jedem Ansatz wurden 25 pyl humanes, gepooltes und aktives Serum
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte fur 90 min bei 37 °C. Nach der Inkubation
wurde die Mischung zweimal gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte bei 1600 rpm fur
5 min bei 4 °C und die Zell-Antikdrper-Mischung wurde pro Well mit jeweils 150 pl
PBA + BSA (0,2 %) resuspendiert. Danach wurden die Tumorzellen nochmals zentri-
fugiert und in 150 ul 1:200 Pl PBS + BSA (0,2 %) pro Well resuspendiert. Die Ansat-
ze wurden 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Propidiumiodid (PI) ist ein Nuklein-
saure-Interkalator, der mit der DNA von Zellen interkaliert, wenn sie nicht mehr tber
eine intakte Zellmembran verfugen. Die Pl-Aufnahme der Zellen korreliert dabei mit
der Lyse der Zellen im CDC-Assay. Die Pl-Aufnahme der Tumorzellen wurde durch

Durchflusszytometrie gemessen.

3.4.3 Der CDC-Assay mit Luciferase transduzierten LP-1 Zellen

Der CDC-Assay wurde in einigen Versuchen auch mit Luciferase transduzierten LP-1
Zellen durchgefuhrt. Die LP-1 luc Zellen wurden von Kerstin Schutze in Zusammen-
arbeit mit der Arbeitsgruppe Fehse (UKE Hamburg) durch lentivirale Transduktion
hergestellt. Die mit Luciferase transduzierten Zellen wurden freundlicherweise zur
Verfugung gestellt. Der auf Biolumineszenz basierende CDC-Assay wurde ebenfalls
bereits in Vorarbeiten von Kerstin Schitze etabliert. Die mit Luciferase transduzierten
Zellen setzen Luciferin in Oxyluciferin um, wobei es zu einer Biolumineszenz kommt.

Da nur vitale Zellen bei der Anwesenheit von ATP und Luciferin diese Biolumines-
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zenz erzeugen konnen, korreliert die gemessene Biolumineszenz mit der Vitalitat der

Zellen.

Nach der Inkubation von 50 pl (1*10° Zellen pro ml) LP-1 luc Tumorzellen mit 125 pl
PBS-Antikorper-Mischung (1,6 pg hcAb/125 pl) und 25 pl gepooltem humanen Se-
rum fur 1,5 h bei 37 °C wurden die Zellen fur 5 min bei 1600 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Die Zellen
wurden anschlieBend in 100 uyl PBS resuspendiert und mit 100 pl Luciferin-
Arbeitslosung fur 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Biolumines-

zenz wurde dann mit einem Fluorometer (Viktor2 D Perkin-Elmer) gemessen.

3.4.4 Der C1g-Bindungsassay

Das Komplementprotein C1q ist der erste Faktor des Komplementsystems, der an
den Fc-Teil eines Antikorpers bindet, wenn die CDC ausgelost wird. Fur den Assay
wurden 1x10° Zellen pro ml in PBS+BSA (0,2 %) zusammen mit einer Antikdrper-
menge von 100 nM verwendet. Zu jeweils 75 pl PBS/BSA Antikorper-Mix wurden
100 pl CD38-exprimierende Tumorzellen gegeben. Die Antikorper wurden dann mit
den Tumorzellen fur 10 min bei 4 °C inkubiert, damit die Antikorper binden kdnnen.
Danach wurden 25 pl humanes, gepooltes und hitzeinaktiviertes Serum hinzugefugt.
Diese Mischung wurde anschlieRend fur 60 min bei 4 °C inkubiert, damit das C1q
sich an die Fc-Teile binden konnte. Die Mischung wurde dann mit 1600 rpm fur 5 min
bei 4 °C zentrifugiert und jeweils mit 150 ul PBS + BSA (0,2%ig) resuspendiert. Die-
ser Vorgang wurde zweimal wiederholt, um ungebundenes C1q auszuwaschen. Die
Anfarbung des gebundenen C1gs erfolgte mit einem anti-C1g-FITC Antikorper. Die
Anfarbung wurde fur 30 min bei 4 °C durchgefuhrt. AnschlieBend wurde erneut
zweimal gewaschen, bei 1600 rpm fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert und mit 150 pl PBS
+ BSA (0,2 %) resuspendiert, um nicht gebundene anti-C1qg-Antikdrper zu entfernen.

Die C1g-Bindung wurde dann durch Durchflusszytometrie gemessen.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Expressionsanalyse von Tumorzellen

CD38 als Zielantigen fur die hcAbs sollte hinsichtlich seiner Expressionsstarke auf
den Tumorzellen untersucht werden, um die CD38-Expression mit der Effektivitat der

hcAbs bei der CDC vergleichen zu kdonnen.
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Abbildung 4.1: Myelom-Zellen und Burkitt-Lymphom-Zellen weisen eine unterschied-
lich starke Expression von CD38 auf. Nach der Inkubation von Zellen der Tumorzelllinien
Daudi, LP-1, CA-46, RPMI-8226 und KMS-12-BM mit einem mit APC konjugierten CD38-
spezifischen Antikérper wurde die Expression von CD38 durch Durchflusszytometrie gemes-
sen. (A) Das Gating ermdglicht einen reprasentativen FACS-Plot der Durchflusszytometrie.
Das Gate fur die Lymphozyten-Population wurde dabei durch Vorwartsstreulicht (FSC) und
Seitwartsstreulicht (SSC) definiert (FSC = forward scatter, SSC = side scatter). (B) Die
CD38-Expression der Zellen (n = 3) wurde als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) darge-
stellt. Als Positivkontrolle dienten die Daudi Zellen und als Negativkontrolle dienten die KMS-
12-BM Zellen.

FUr die Expressionsanalyse wurden die Tumorzellen mit einem CD38-spezifischen
und APC-gekoppelten Antikorper angefarbt. Die Expression wurde durch Durch-
flusszytometrie gemessen (Abb. 4.1A). Die Daudi Zellen zeigten die starkste, die LP-
1 und CA-46 Zellen die zweitstarkste, die RPMI-8226 Zellen die niedrigste und die
KMS-12-BM Zellen zeigten gar keine Expression von CD38 (Abb. 4.1B). Ahnliche
Ergebnisse wurde bereits in Vorarbeiten gezeigt (Schutze 2021, S.36). Nach der
Analyse der CD38-Expression wurden im nachsten Schritt die hcAbs hinsichtlich ih-
rer Effektivitat bei der CDC getestet.
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4.2 Die Aktivierung der komplementvermittelten Zytolyse durch

Schwere-Ketten-Antikorper

4.2.1 Monovalente hcAbs zeigen keine Aktivitat bei der CDC, aber in einer

Kombination erreichen sie eine hohe Effektivitat

Im CDC-Assay wurde untersucht, wie effektiv die komplementvermittelte Lyse der
Tumorzellen durch hcAbs ausgelost wird. Der nichtbindende hcAb L-15 diente dabei
als Negativkontrolle und Daratumumab (Dara) diente als Positivkontrolle (Abb.
4.2A). Die starkste Lyse wurde durch eine Kombination von JK2-hlgG1 (Epitop 2)
und JK36-hlgG1 (Epitop E3) und durch eine Kombination von Daratumumab (Epitop
2) und JK36-hlgG1 (Epitop 3) ausgelost (Abb. 4.2B).
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Abbildung 4.2: Monovalente Schwere-Ketten-Antikorper induzieren keine Lyse der
Tumorzellen bei der CDC, aber in Kombination erreichen sie eine hohe Effektivitit.
Nach der Inkubation von Zellen der Tumorzelllinie CA-46 mit Antikérpern und Komplement
wurde die Lyse der Zellen durch Durchflusszytometrie gemessen. Als Negativkontrolle diente
L-15-hlgG1 und als Positivkontrolle wurde Daratumumab (Dara) verwendet. (A) Reprasenta-
tive FACS-Plots illustrieren die Gating-Strategie fur die Darstellung der Pl-positiven Zellen
(PI = Propidiumiodid, FSC = forward scatter). (B) Balkendiagramme zeigen die Prozentzahl
der Pl-positiven Zellen in den Proben (n = 3), die mit einzelnen hcAbs oder mit einer Kombi-
nation von hcAbs (Bindung verschiedener Epitope) behandelt wurden.
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JK36-hlgG1 ermdglichte bei der CDC nur eine schwache Lyse. Die einzelnen hcAbs
JK2-hlgG1 und L-15-hlgG1 fuhrten zu keiner Lyse bei der CDC. Das biparatopisches
Targeting eine gute Effektivitat in der CDC zeigt wurde bereits in Vorarbeiten publi-
ziert (Schutze et al., 2018). Im nachsten Experiment sollten die Tumorzellen hinsicht-

lich ihrer Sensitivitat bei der CDC verglichen werden.

4.2.2 Die CD38-exprimierenden Tumorzelllinien unterscheiden sich in ihrer
Sensitivitat bei der CDC

Bei der Expressionsanalyse (Abb. 4.1) zeigten die Tumorzellen eine unterschiedliche

Expression von CD38. Die Tumorzellen sollten deshalb im nachsten Versuch hin-

sichtlich ihrer Sensitivitat bei der CDC untersucht werden (Abb. 4.3)
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Abbildung 4.3: Die CD38-exprimierenden Tumorzelllinien unterscheiden sich in ihrer
Sensitivitiat bei der CDC. Zellen der Tumorzelllinien Daudi, LP-1, CA-46, RPMI-8226 und
KMS-12-BM wurden mit Antikdrpern und humanem Serum als Quelle fir das Komplement
fir 90 min bei 37 °C inkubiert. Die Aufnahme von Propidiumiodid wurde durch Durchflusszy-
tometrie gemessen. Die Aufnahme von PI korreliert revers mit der Viabilitat der Tumorzellen.
(A) Reprasentative FACS-Plots illustrieren die Gating-Strategie zur Darstellung der PI-
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positiven Zellen (Pl = Propidiumiodid, FSC = forward scatter). (B) Die Balkendiagramme (n =
3) stellen die Prozentzahl der PI- positiven Zellen dar. L-15-higG1 diente als Isotypkontrolle.

Die verschiedenen Tumorzelllinien wurden mit JK36-hlgG1 und Daratumumab und
Serum als Quelle von Komplement inkubiert. Als Isotypkontrolle diente der nichtbin-
dende hcAb L-15-higG1.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass die Daudi-, LP-1- und CA-46 Zellen
sensitiv auf die CDC reagieren. Bei den RPMI-8226 Zellen und auch den KMS-12-
BM Zellen trat keine Lyse bei der CDC auf (Abb. 4.3B). Anhand der CD38-
Expression (Abb. 4.1) wurde eine Lyse der RPMI-8226 Zellen erwartet, da sie eine
moderate CD38-Expression aufwiesen.

Deshalb sollte im nachsten Experiment die Expression der Komplementinhibitoren

CD55 und CD59 gemessen werden.

4.2.3 Die Expression von CD55 und CD59 korreliert mit der Resistenz
gegenuber der CDC

Die CD38-Expressionsanalyse und der CDC-Assay fuhrten zum Ergebnis, dass die
RPMI-8226 Zellen nicht sensitiv gegenuber der CDC sind. Da die Expression der
Komplementinhibitoren CD55 und CD59 zu einer Resistenz gegenuber der CDC flh-

ren kann, wurde im nachsten Versuch deren Expression gemessen.

Fir die Expressionsanalyse wurden die Tumorzellen mit dem fur das jeweilige Ober-
flachenprotein spezifischen und mit einem Fluorochrom gekoppelten Antikorper inku-

biert. Die Expression der Oberflachenmarker wurde dann durch Durchflusszytometrie

gemessen.
CD38 CD55 CD59
. N A O RPMI-8226 (MM)
LP-1 (MM)
KMS-12-BM (MM)
Daudi (BL)
A Lot Lottt [l cA-46 (BL)

Abbildung 4.4: KMS-12-BM und RPMI-8226 Zellen exprimieren die Komplementinhibi-
toren CD55 und CD59. Zellen der Tumorzelllinien RPMI-8226, LP-1, KMS-12-BM, Daudi
und CA-46 wurden mit einem fir das Oberflachenprotein spezifischen und mit einem Flu-
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orochrom gekoppelten Antikérper inkubiert. Die Expression der Oberflachenmarker wurde
durch Durchflusszytometrie gemessen. Die Starke der Expression wurde dabei durch die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) dargestellt.

Die RPMI-8226 und KMS-12 BM Zellen zeigten eine deutliche Expression von CD55
und CD59 (Abb. 4.4). Die Daudi Zellen wiesen nur eine schwache Expression der
Komplementinhibitoren auf und die LP-1 und CA-46 Zellen zeigten gar keine Expres-
sion (Abb. 4.4). Wegen der Expression von Komplementinhibitoren trat bei den
RPMI-8226 Zellen keine Lyse im CDC-Assay auf (Abb. 4.3). Die CD38-Expression
(Abb. 4.1) korreliert also mit der Sensitivitat der Tumorzellen gegenuber der CDC
(Abb. 4.3), wahrend die Expression von CD55 und CD59 mit der Resistenz gegen-
Uber der CDC korreliert. Ahnliche Ergebnisse waren bereits durch Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe gezeigt worden (Schutze 2021, S. 67).

Im nachsten Experiment wurde untersucht, ob ein biparatopischer und tetravalenter
hcAb mit JK2 und JK36 als Einzeldomanen-Antikorper ebenso effektiv eine CDC
auslosen kann wie die Kombination von JK2-hlgG1 und JK36-hlgG1.

4.3 Aktivierung der CDC mit tetravalenten und mutagenisierten

Schwere-Ketten-Antikorpern

4.3.1 Biparatopische Schwere-Ketten-Antikorper weisen eine gute Effektivitat
bei der CDC auf

Die Kombination der hcAbs JK2-hlgG1 (E2) und JK36-hlgG1 (E3) fuhrte zu einer
vollstandigen Lyse bei der CDC (Abb. 4.2). Deshalb sollte auch die Kombination von
JK2 undJK36 bei einem biparatopischen hcAb im CDC-Assay auf ihre Effektivitat
untersucht werden. Dabei wurden die CA-46 Zellen mit einem einzelnen hcAb oder
der Kombination von zwei hcAbs und Serum fur 90 min bei 37 °C inkubiert und dann
mit Propidiumiodid gefarbt. Die Analyse wurde auch dabei durch eine Durchflusszy-
tometrie durchgefuhrt. Der hcAb L-15-hlgG1, der nicht an CD38 bindet, diente als
Negativkontrolle und JK36-hlgG1 und Daratumumab wurden als Positivkontrolle
verwendet (Abb. 4.5).

Der biparatopische hcAb JK2-15GS-JK36-hlgG1 fuhrte zu einer starken Lyse bei der
CDC und erreichte dabei eine ebenso starke Effektivitat bei der CDC wie JK2-hlgG1
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und JK36-hlgG1 und die Positivkontrolle mit JK36-hlgG1 und Daratumumab
(Abb. 4.5)

Im nachsten Experiment wurde getestet, welchen Einfluss auf die Effektivitat bei der
CDC die Variation der GS-Linkerlange eines biparatopischen hcAbs hat.
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Abbildung 4.5: Biparatopische Schwere-Ketten-Antikérper erreichen bei der CDC ei-
ne hohe Effektivitat, wahrend einzelne bivalente Schwere-Ketten-Antikorper nur eine
geringe oder gar keine Effektivitit bei der CDC aufweisen. Myelom-Zellen der CA-46
Tumorzelllinie wurden mit einzelnen hcAbs oder einer Kombination von zwei hcAbs und hu-
manem Serum als Quelle flir das Komplement fiir 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurden
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die Zellen mit Propidiumiodid angeféarbt. Die Analyse erfolgte durch Durchflusszytometrie. (A)
Reprasentative FACS-Plots zur Darstellung der Pl-positiven Zellen (Pl = Propidiumiodid,
FSA = forward scatter); (B) Balkendiagramme (n = 3) zeigen die Prozentzahl der PI positiven
Zellen von Proben, die mit einzelnen hcAbs, einer Kombination von hcAbs (Bindung ver-
schiedener Epitope) oder biparatopischen hcAbs behandelt wurden. Als Negativkontrolle
diente L-15-hlgG1 und als Positivkontrolle wurden JK2-hlgG1 und JK-36-hlgG1 verwendet.

4.3.2 Biparatopische Schwere-Ketten-Antikorper mit 5GS-Linkerlange weisen
eine starkere C1g-Bindung auf als Antikorper mit einer 15GS- und einer

20GS-Linkerlange

Die biparatopischen Schwere-Ketten-Antikorper mit 5GS-, 15GS- und 20GS-Linkern
wurden in einem C1g-Bindungsassay (Abb. 4.6) getestet.
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Abbildung 4.6: Biparatopische Schwere-Ketten-Antikorper mit 5GS-Linkerlange wei-
sen die stiarkste C1g-Bindung auf. (A) Daudi-, LP-1 und CA-46 Zellen wurden mit einer
sattigenden Menge Antikérper aus dem HEK293 Zell-Uberstand und 12,5 % gepooltem, hu-
manen und hitzeinaktivierten Serum als Quelle fiir C1q fiir 90 min bei 37 °C inkubiert. Da-
nach wurden die Zellen mit einem mit FITC konjugierten anti-C1g-Antikérper gefarbt. Die
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Bindung von C1q wurde durch Durchflusszytometrie gemessen (FSC = forward scatter, SSC
= side scatter). (B) Die Balkendiagramme (n = 3) illustrieren die Bindung von C1q durch die
biparatopischen hcAbs mit unterschiedlichen GS-Linkerlangen. Als Negativkontrolle diente L-
15-hlgG1 und als Positivkontrolle wurde JK2-15GS-JK36-hlgG1 verwendet.

Bei diesem C1qg-Bindungsassay wird die Anfangskaskade einer CDC imitiert, ohne
dass eine Zytolyse der Zellen erfolgt. Dafur wurden Tumorzellen verschiedener
CD38-exprimierender Zelllinien mit einer sattigenden Menge Antikorper und huma-
nem, gepoolten und inaktivierten Serum inkubiert und danach mit einem mit FITC
konjugierten anti-C1qg-Antikorper angefarbt. Die C1g-Bindung wurde dann durch
Durchflusszytometrie gemessen (Abb. 4.6B).

Der biparatopische hcAb mit 5GS-Linkerlange zeigte die starkste, der mit 15GS-
Linkerlange zeigte die zweitstarkste und der mit 20GS-Linkerlange die drittstarkste
Bindung von C1q (Abb. 4.6C). JK2-hlgG1 wies eine schwache Bindung von C1q auf.
L-15-higG1 diente als Negativkontrolle und JK2-15GS-JK36-hIgG1 diente als Posi-

tivkontrolle.

4.3.3 Fc-Mutationen modulieren die Kapazitat biparatopischer Schwere-
Ketten-Antikorper bei der CDC

Im nachsten Experiment sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Fc-
Mutationen ADES und AAG (Abb. 1.7) den Effekt eines biparatopischen hcAbs bei
der CDC verstarken oder inhibieren konnen. Dafur wurden die Konstrukte JK2-15GS-
JK36-hlgG1 ADES und JK2-15GS-JK36-higG1 AAG (Abb. 1.6) hergestellt.

Diese Konstrukte wurden dann in einer Verdunnungsreihe mit LP-1 luc Tumorzellen
und humanem Serum inkubiert (Abb. 4.7). Danach wurde die Biolumineszenz der

Zellen mit einem Luminometer gemessen.

Die Fc Variante higG1 ADES fuhrte im Vergleich mit der Wildtyp Fc Variante higG1
bei einem biparatopischen hcAb und einer sattigenden Menge Antikorper zu einer
leichten Verstarkung der CDC. Bei sinkender AntikOrper-Konzentration nahm der
CDC verstarkende Effekt ab. Die IC50 von JK2-15GS-JK36-hlgG1 ADES war ver-
gleichbar mit der von JK2-15GS-JK36-hlgG1. Die Fc Variante higG1 AAG flhrte zu
einem vollstandigen Verlust der Effektorfunktion bei der CDC. Der einzelne JK2-
hlgG1 |0ste wie erwartet ebenfalls keine CDC aus. Als Negativkontrolle diente L-15-
higG1.
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Abbildung 4.7: Fc-Mutationen modulieren die Kapazitat biparatopischer Schwere-
Ketten-Antikorper bei der CDC. LP-1 luc Myelom-Zellen wurden in einer Verdinnungsreihe
mit Antikérpern und Serum fiir 90 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Lucife-
rin Working Solution resuspendiert. Die Biolumineszenz-Intensitat der Zellen wurde dann mit
einem Luminometer gemessen. Der Wert wurde gemittelt (n = 3). Als Positivkontrolle dienten
JK2-hlgG1 und JK36-hlgG1 und als Negativkontrolle wurde L-15-higG1 verwendet.

4.4 CD38-spezifische Schwere-Ketten-Antikorper inhibieren die
GDPR-Cyclase-Aktivitat von CD38

FUr die ldentifikation von tetravalenten hcAbs (Abb.1.6), die die GDPR-Cyclase-
Aktivitat von CD38 verstarken oder inhibieren, wurden CD38-positive HEK293 Zellen
mit CD38-spezifischen hcAbs und NGD* bei Raumtemperatur inkubiert (Abb. 4.8).
NGD" kann nur zu cGDPR umgesetzt werden, wodurch die isolierte Cyclase-Aktivitat
von CD38 gemessen werden kann. Die Synthese von cGDPR wurde durch Fluores-

zenzspektroskopie gemessen.

Der biparatopische JK2-15GS-JK36-hlgG1 inhibierte die Cyclase-Aktivitat am starks-
ten (Abb.4.8A) und der biparatopische JK36-15GS-JK2-hlgG1 inhibierte die Cycla-
se-Aktivitat am zweitstarksten. Der tetravalente JK2-15GS-JK2-higG1 inhibierte die
Cyclase-Aktivitat etwas schwacher als die beiden biparatopischen hcAbs. Der biva-
lente JK2-hlgG1 hemmte die Cyclase-Aktivitat weniger stark als JK2-15GS-JK2-
hlgG1. JK36-hlgG1 hemmte die Cyclase-Aktivitat wiederum schwacher als JK2-
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higG1 (Abb. 4.8A). Als Negativkontrolle diente L-15-hlgG1 und als Positivkontrolle
wurde JK2-hlgG1 verwendet.

Die Messungen zeigten, dass ein bivalenter hcAb, der an das Epitop 2 bindet, effek-
tiv die Cyclase-Aktivitat inhibiert. Wenn dieser in einem biparatopischen und tetrava-
lenten hcAb zusammen mit JK36 kombiniert wurde, der an das Epitop 3 bindet, dann
fiel die Inhibition noch starker aus (Abb. 4.8B). Die unterschiedliche Anordnung der
Einzeldomanen-Antikdrper im bphcAb verweist darauf, dass ein biparatopischer und
tetravalenter hcAb mit JK2 als vorderem Einzeldomanen-Antikorper (JK2-15GS-
JK36-hlgG1) im Vergleich mit dem Konstrukt mit JK36 an der vorderen Position
(JK36-15GS-JK2-hlgG1) mit einer effektiveren Inhibition verbunden ist

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die GDPR-Cyclase-Aktivitat von CD38 ef-
fektiv durch biparatopische hcAbs inhibiert werden kann (Abb. 4.8). Dass die Cycla-
se-Aktivitat von CD38 durch Nbs beeinflusst werden kann, wurde bereits in Vorarbei-

ten gezeigt (Fumey et al., 2017).
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Abbildung 4.8: Der biparatopische hcAb JK2-15GS-JK36-hlgG1 inhibiert die Cyclase-
Aktivitat von CD38 stark. (A) CD38-positive HEK293 Zellen wurden mit CD38-spezifischen
Schwere-Ketten-Antikérpern (100 ng) und NGD* bei Raumtemperatur inkubiert. Die Synthe-
se von zyklischer GDP-Ribose wurde durch Fluoreszenzspektiroskopie gemessen (RFU =
relative fluorescence units). Die Kurven zeigen die Entwicklung der Fluoreszenzintensitat
(RFU) Uber die Zeit bei der Anwesenheit der verschiedenen hcAbs. (B) Bivalente Schwere-
Ketten-Antikbrper werden in weillen Balkendiagrammen, tetravalente Schwere-Ketten-
Antikérper in dunkelgrauen Balkendiagrammen und biparatopische Schwere-Ketten-
Antikérper in grauen Balkendiagrammen dargestellt. Sie zeigen die Steigung der Kurven
wahrend der linearen Phase an (8. bis 25. min, n = 3). JK2-hlgG1 diente als Positivkontrolle
und L-15hlgG1 wurde als Negativkontrolle verwendet.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit ging es um die Herstellung und Charakterisierung von bi-

paratopischen und CD38-spezifischen hcAbs.

Die Ergebnisse verweisen darauf, dass die biparatopischen hcAbs Uber eine bessere
CDC-Effektivitat verfugen als die einzelnen hcAbs. Dies war schon durch Vorarbeiten
von Schutze et al. 2018 dargestellt worden. Es konnte gezeigt werden, dass das
neue Konstrukt JK2-15GS-JK36-hlgG1 zu einer effektiven Lyse bei der CDC fuhrt.
Dabei wurde gezeigt, dass biparatopische hcAbs mit einer Linkerlange von 5GS in
vitro die starkste C1g-Bindung aufweisen. Biparatopische hcAbs mit Linkerlagen von
15GS und 20Gs hatten eine geringere Effektivitat bei der CDC. Die Fc Variante
higG1 ADES fuhrte zu einer leichten Steigerung der Wirkung bei der CDC. Die Fc
Variante hlgG1 AAG fuhrte dagegen in vitro zu einem Verlust der Effektorfunktion bei
der CDC. AulRerdem wurde gezeigt, dass biparatopische hcAbs in vitro die GDPR-
Cyclase-Aktivitat von CD38 effektiv inhibieren kdnnen.

5.1 Die Effektivitat bei der CDC hangt von der Expression von
CD38, CD55 und CD59 ab

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Tumorzellen von Burkitt- und
Myelom-Zelllinien auf ihre CD38-Expression untersucht. Die Zellen zeigten dabei
eine unterschiedliche CD38-Expression (Abb. 4.1). Die Daudi Lymphom-Zellen er-
reichten die hochste Expression von CD38, die LP-1 Myelom-Zellen und die CA-46
Lymphom-Zellen erreichten eine mittlere Expression von CD38 und bei den RPMI-
8226 Myelom-Zellen ergab sich nur eine geringere Expression von CD38. Die Daudi
Lymphom-Zellen mit der hochsten CD38-Expression wurden im Vergleich mit den
LP-1 Myelom-Zellen auch weniger stark lysiert. Die Zellen unterscheiden sich daher
durch ihre Sensitivitat bei der CDC. Die RPMI-8226 Zellen wurden bei der CDC nicht
lysiert, obwohl sie CD38 auf ihrer Oberflache exprimierten. Deshalb wurde die Ex-
pression der Komplementinhibitoren CD55 und CD59 analysiert. Die Resistenz der
Zellen gegenuber der CDC korrelierte dabei mit der Expression von CD55 und CD59
(Schutze et al.,, 2018). Die RPMI-8226 Zellen, die bei der CDC trotz CD38-
Expression keine Lyse zeigten, exprimierten CD55 und CD59 (Abb. 4.4). Durch die-
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se Versuche wurden die Ergebnisse vorheriger Arbeiten bestatigt (Schutze et al.,
2018).

Die Expression der Komplementinhibitoren CD55 und CD59 ist bereits als ein Me-
chanismus fur die Resistenzentwicklung der Zellen des Multiplen Myeloms bekannt
(van de Donk and Usmani, 2018). Auch beim NK-Zell-Lymphom korrelieren die Zu-
nahme von komplement-inhibierenden Proteinen (CIP) und die Abnahme der CD38-
Expression mit einem schlechteren Ansprechen auf die Therapie mit Daratumumab.
Eine simultane Medikation von All-Trans-Retinoinsaure (ATRA) zur Hochregulation
von CD38 und zur Verringerung der CIPs fuhrte in vitro zu einer gesteigerter Sensiti-
vitat der Tumorzellen gegenuber der CDC bei der Therapie mit Daratumumab (Mus-
tafa et al., 2021). Ein solches Sensibilisieren der Tumorzellen mit ATRA als Ko-
Therapeutikum ware auch bei der Behandlung mit CD38-spezifischen hcAbs moglich

und konnte auch in vitro an Tumorzelllinien getestet werden.

5.2 Die Modifikation biparatopischer Schwere-Ketten-Antikorper
und ihre Effektivitat bei der CDC

Im zweiten Teil der Arbeit wurden modifizierte biparatopische hcAbs untersucht. Da-
bei wurden die biparatopischen hcAbs JK2-15GS-JK36-higG1, JK36-15GS-JK2-
higG1, JK2-15GS-JK36-hlgG1 ADES und JK2-15GS-JK36-hlgG1 AAG hergestellt
(Abb. 1.6). Aulierdem wurden die biparatopischen hcAbs JK2-5GS-JK36-hlgG1 und
JK2-20GS-JK36-hlgG1 generiert (Abb. 1.6). Bivalente hcAbs wiesen keine oder nur
eine geringe Zellzytotoxizitat bei der CDC auf, aber in Kombination erreichten sie
eine hohe Effektivitat (Abb. 4.5). Der biparatopische hcAb JK2-15GS-JK36-hlgG1,
der an die beiden nicht Uberlappenden Epitope E2 und E3 bindet (Abb. 5.1), zeigte
eine starke Effektivitat bei der CDC (Abb. 4.5).
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Abbildung 5.1: Die Kreuzvernetzung von CD38 durch einen biparatopischen Schwe-
reKetten-Antikorper. Der tetravalente biparatopische hcAb fiihrt zu einer Kreuzvernetzung
von CD38. Auch durch die Bindung von bivalenten hcAbs an zwei nicht iberlappende Epito-
pe kommt es zu einer Kreuzvernetzung von CD38 auf der Tumorzelle (Schitze et al., 2018).
Die mit Adobe lllustrator gestaltete Grafik wurde anhand von Vorlagen von Julia Hambach
erstellt und teilweise verandert (Hambach et al., 2020).

Die Ergebnisse der Versuche stltzen die Hypothese, dass biparatopische hcAbs
durch Kreuzvernetzung von CD38 auf der Tumorzelle besser binden kdonnen. Die
Versuche konnten auch bestatigen, dass biparatopische hcAbs Uber eine ahnlich
starke Effektivitat bei der CDC verfugen (Abb. 4.5) wie die Kombination von zwei
hcAbs, die an zwei nicht Uberlappende Epitope binden (Schuitze et al., 2018). Durch
die Fc-Hexamerisierung wird die Bindung des hexameren C1q-Proteins verstarkt
(Diebolder et al., 2014; Jong et al., 2016). Dabei wurde untersucht, wie sich unter-
schiedliche GS-Linkerlangen eines biparatopischen hcAbs auf die CDC auswirken
(Abb. 4.6). JK2-5GS-JK36-hlgG1 zeigte in diesem Zusammenhang eine starkere
C1g-Bindung als JK2-15GS-JK36-hlgG1 und JK2-20GS-JK36-higG1 (Abb. 4.6).
Durch kirzere GS-Linker kann es eventuell zu einer besseren Hexamerisierung der
Fc-Teile der an die Zelle gebundenen hcAbs kommen, wodurch dann das hexamere
Protein C1q besser gebunden werden kann. Bei einer Linkerlange von 20GS haben
die Fc-Teile wahrscheinlich einen groReren Bewegungsspielraum, was dann zu einer
schwacheren C1g-Bindung flihren kdonnte (Abb. 4.6). Die Hexamerisierung der Fc-
Teile ist von entscheidender Bedeutung fur eine effiziente C1g-Bindung und die sich
anschlieBende Komplementaktivierung (Wang et al., 2016). Die unterschiedlichen

Linkerlangen bieten einen Spielraum bei der Konstruktion von multivalenten hcAbs
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oder Nanobodies. Dadurch ergibt sich eine weitere Moglichkeit, die Konstrukte an die

zu bindende Struktur anzupassen und zu modifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch die Auswirkungen von verschiedenen Fc-
Mutationen (Anhang 8.4) auf die Effektorfunktion der CDC untersucht. Dazu wurden
drei verschiedene Fc-Varianten bei der CDC miteinander verglichen. Die Fc-
Varianten hilgG1 ADES und hlgG1 AAG (Abb. 1.7) wurden bei der CDC getestet.
Der biparatopische hcAb JK2-15GS-JK36-hlgG1 ADES fuhrte bei sattigender Menge
von Antikorpern im Vergleich mit JK2-15GS-JK36-hlgG1 zu einer leichten Verstar-
kung der Effektivitat bei der CDC (Abb. 4.7). Bei den Mutationen G236A, S239D,
I332E und E430S konnte aber keine Verbesserung der IC50 erreicht werden. Die
Kreuzvernetzung von CD38 und die Hexamerisierung der Fc-Teile wurden bereits
durch die biparatopische Valenz verursacht (Abb. 5.1) und die Effektivitat konnte nur
minimal gesteigert werden. Der biparatopische hcAb JK2-15GS-JK36-hlgG1 AAG
fuhrte zu keiner Zytolyse bei der CDC, sodass es dabei erwartungsgemal} zu einem
Verlust der Effektorfunktion gekommen ist (Abb. 4.7).

Das Escape-Risiko von Tumoren konnte deshalb durch biparatopische und bispezifi-
sche Konstrukte verringert werden. Rennert et al. konnten zeigen, dass eine CAR-T
Zelle mit einer biparatopischen und einer extrazellularen Antigen-bindenden Domane
die Zytotoxizitat gegenuber Leukamie-Zellen in vitro und in vivo steigern kann (Ren-
nert et al., 2021). Die Immunevasion und Tumorheterogenitat konnen bei biparatopi-
schen und bispezifischen Konstrukten gezielt berlcksichtigt werden. Denn dabei
konnen die Konstrukte individuell an die Resistenz und den Phanotyp eines Tumors
angepasst werden. Eine Einschrankung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit be-
steht darin, dass die in vitro Versuchen gezeigten Unterschiede hinsichtlich der Ef-
fektivitat der hcAbs nur einen moglichen Ausblick darauf geben kdnnen, wie sich die
Konstrukte in vivo verhalten werden. Dabei ist es durchaus mdglich, dass sich die in
vitro gezeigte gesteigerte Effektivitat von biparatopischen Konstrukten mit 5GS-
Linkerlange nicht in vivo durch eine Verbesserung des Gesamtuberlebens, des re-
zidivfreien Uberlebens oder einer signifikanten Reduzierung des Tumorwachstums

reproduzieren lasst.
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5.3 Modulation der GDPR-Cyclase-Aktivitat von CD38 durch

biparatopische Schwere-Ketten-Antikorper

Im Tumormikromilieu katalysiert CD38 zusammen mit den Ektoenzymen CD73 und
CD203 in einem purinergen Signalweg die Umsetzung von NAD" zu immunsuppres-
sivem Adenosin (Abb. 1.3) (Horenstein et al., 2019). Die Inhibition der GDPR-
Cyclase-Aktivitat von CD38 durch CD38-spezifische Nanobodies wurde bereits in
friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt (Fumey et al., 2017). Fumey et al.
konnten nachweisen, dass drei Familien von Nanobodies die GDPR-Cyclase-
Aktivitat von CD38 inhibieren und zwei Familien die Aktivitat stimulieren. Der Nano-
body JK2, der an das Epitop 2 von CD38 bindet (Abb. 1.2), wurde dabei als starkster
Inhibitor identifiziert und JK36, der an das Epitop E3 (Abb. 1.2) bindet, wurde eben-
falls als Inhibitor identifiziert. Adenosin wirkt im Tumormikromilieu immunsuppressiv.
Deshalb soll die Metabolisierung von Adenosin im Tumormikromilieu unterdruckt
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Einzeldomanen-Antikorper
JK2 und JK36 im tetravalenten und biparatopischen hcAb JK2-15GS-JK36-higG1
(Abb. 1.6) kombiniert. In einem GDPR-Cyclase-Assay wurde dann die Umsetzung
von NGD" zu cGDPR durch Fluoreszenzspektroskopie gemessen (Abb. 4.8). Die
tetravalenten und biparatopischen Schwere-Ketten-Antikorper JK2-15GS-JK36-
higG1 und JK36-15GS-JK2-hilgG1 haben die GDPR-Cyclase-Aktivitat starker ge-
hemmt als der tetravalente hcAb JK2-15GS-JK2-hlgG1 und der bivalente hcAb JK2-
higG1 (Abb. 4.8). Dabei konnte es zu einer allosterischen Inhibition von CD38 durch
die biparatopischen hcAbs kommen (Abb. 5.2). Denn fur die Anregung der Cyclase-
Aktivitat benotigt das Enzym CD38 Bewegungsspielraum. Die Konfirmation von
CD38 wird durch die Bindung von JK2-15GS-JK36-hlgG1 vermutlich so verandert
(Abb. 5.2), dass die Cyclisierung von GDPR weniger effektiv umgesetzt werden
kann. Wenn etwa eine bestimmte Disulfidbricke von CD38 aufgebrochen wird, dann
kann CD38 zu einer starkeren Cyclase-Aktivitat fuhren (Malavasi et al., 2008).
Dadurch konnte die Hypothese der allosterischen Inhibition durch biparatopische
hcAbs gestutzt werden, die das Enzym wie eine Art Blroklammer zusammenhalten
(Abb. 5.4).
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A  JK36-hlgG1 ~ E3 Inhibition

+
B  JUK2-higG1~E2
++
C  JUK2-15GS-JK36-higG1 ~ E2-E3
+++

Abbildung 5.2: Der biparatopische Schwere-Ketten-Antikorper JK2-15GS-JK36-higG1
bindet an CD38 und hemmt dadurch effektiv die Cyclase-Aktivitat. (A) Durch die Bin-
dung von JK36-hlgG1 an das Epitop 3 wird die Cyclase-Aktivitat leicht inhibiert. JK36-hlgG1
bindet dabei nicht direkt an das aktive Zentrum des Enzyms. (B) Durch die Bindung von JK2-
hlgG1 an das Epitop 2 wird die Cyclase-Aktivitat starker inhibiert. JK2 bindet dabei zumin-
dest in der Nahe des aktiven Zentrums von CD38. (C) Durch die Bindung des biparatopi-
schen hcAbs JK2-15GS-JK36-hlgG1 wird die Cyclase-Aktivitdt am starksten inhibiert. Dabei
handelt sich um eine allosterische Inhibition. Die mit Adobe lllustrator gestalteten Grafiken
wurden anhand von Vorlagen von Julia Hambach erstellt und teilweise verandert.

Der hcAb JK2-15GS-JK36-hlgG1 zeigte eine starkere Inhibition der GDPR-Cyclase-
Aktivitat als JK36-15GS-JK2-hlgG1 (Abb. 4.8). Die Anordnung der Nanobodies im
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hcAb ist also relevant. Dies konnte damit erklart werden, dass das Epitop von E2 wie
eine kleine Hohle etwas versteckt liegt, sodass JK2 am besten daran binden kann,
wenn sich der Nanobody an der vorderer Stelle des hcAbs befindet (Abb. 5.2). Wie
relevant diese Unterschiede in der Valenz eines hcAbs sein kdnnen, konnten kurzlich
Koenig et al. zeigen. Dabei konnten sie nachweisen, dass durch die Bindung eines
multivalenten Nanobodies an die Rezeptorbindungsdomane des Spike-Proteins das
Coronavirus neutralisiert und eine Fusion mit dem ACE-Rezeptor verhindern werden
kann (Koenig et al., 2021). In diesem Zusammenhang bleibt allerdings offen, wie sich
eine unterschiedliche Anordnung in vivo oder in einem 3D-Gewebemodell auswirken
wurde. Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte GDPR-Cyclase-Assay misst die
isolierte Cyclase-Aktivitat von CD38. Fiur die Messung der Hydrolase-Aktivitat von
CD38, bei der es sich um die hauptsachliche Enzymaktivitat von humanem CD38
handelt (Zocchi et al., 1993), musste eine Hochleistungsflussigkeitschromatographie
(HPLC) durchgefuhrt werden. Denn mit einer HPLC kdnnen im Unterschied zur Fluo-
reszenzspektroskopie Substanzen getrennt, identifiziert und einzeln quantifiziert wer-
den. Dadurch kdonnte gemessen werden, wie sich der Effekt von CD38-spezifischen
hcAbs auf die Hydrolase-Aktivitat auswirkt. Baum et al. konnten durch eine HPLC
Messung zeigen, dass weder Daratumumab noch CD38-spezifische hcAbs die
NAD"-Hydrolase-Aktivitdt von murinem CD38 (mCD38) hemmen. Die spezifischen
hcAbs hemmten zwar die ADPR-Cyclase, aber nicht die Aktivitit der NAD'-
Hydrolase von mCD38 (Baum et al., 2020). Durch eine Hemmung der Hydrolase
konnte aber der Hauptweg der Produktion von immunsuppressivem Adenosin im
Tumormikromilieu gehemmt werden. Allerdings wurden in der Arbeit von Baum et al.
keine biparatopischen hcAbs eingesetzt. An Isatuximab wurde jedenfalls gezeigt,
dass eine Hemmung der Hydrolase-Aktivitat durch einen CD38-spezifischen Antikor-
per moglich ist. Isatuximab ist ein CD38-spezifischer humaner monoklonaler und
konventioneller Antikorper, der fur die Therapie des refraktaren MMs zugelassen ist.
Isatuximab hemmt im Unterschied zu Daratumumab auch die Hydrolase-Aktivitat von
CD38 (Martin et al., 2019). Es bindet dabei an das Epitop E3 von CD38 (Abbildung
5.1). An dieses Epitop von CD38 bindet auch JK36. In diesem Zusammenhang bleibt
die Frage offen, ob die biparatopischen hcAbs JK2-15GS-JK36-hlgG1 und JK36-
15GS-JK2-hlgG1 uber die Fahigkeit verfugen, die Hydrolase-Aktivitat von CD38

hemmen zu kdnnen. Dadurch ware es moglich zu zeigen, ob biparatopische hcAbs
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einen weiteren Antitumormechanismus besitzen, durch den sie die Produktion von

immunsuppressivem Adenosin im Tumormikromilieu hemmen konnten.

5.4 Anwendungsperspektiven fur biparatopische Schwere-Ketten-
Antikorper
Die Immuntherapie hat in den letzten Jahren an Relevanz und Prasenz zugenom-

men. Die seit August 2021 zugelassene Anti-BCMA-CAR-T-Zelle Idecabtagen vic-
leucel verdeutlicht die Brisanz von biparatopischen Konstrukten (Raje et al., 2019).

anti-CD38 anti-EGFR anti-SARS-CoV2
(A) (B) (C) o
i i -Di onapreve!
JK2-15GS-JK36-hlgG1 CONAN-1 biparatopischer Nanobody-Dimer B orey )
biparatopischer hcAb biparatopischer Nanobody-Dimer = Casirivimab/Imdevimab

EGFR

Abbildung 5.3: Biparatopische Konstrukte binden ihr Zielantigen an unterschiedliche
Epitope, wodurch die Inmunevasion reduziert und auf die Heterogenitat der Zielanti-
gene eingegangen werden kann. (A) Ein biparatopischer und CD38-spezifischer hcAb
bindet an CD38 auf einer Myelom-Zelle. Dabei kommt es zur Kreuzvernetzung von CD38 auf
der Myelom-Zelle. AuRerdem kdnnen dadurch effektiv Effektormechanismen wie die CDC
ausgeldst werden. (B) Ein biparatopisches Rezeptor-Bindungs-Domanen-spezifisches Na-
nobody-Dimer bindet an das Spike-Protein von SARS-CoV2 und neutralisiert dadurch das
Virus (Koenig et al., 2021). (C) Die monoklonalen Antikérper Casirivimab und Imdevimab
binden als das Kombinationspraparat Ronapreve® biparatopisch an das SARS-CoV2 Spike-
Protein und neutralisieren auf diese Weise das Virus. Die mit Adobe lllustrator gestalteten
Grafiken wurden anhand von Vorlagen von Julia Hambach erstellt und teilweise verandert
(Hambach et al., 2020).

Im Rahmen der Covid-19-Pandemie konnten Xu et al. zeigen, dass multivalente Na-
nobodies Sars-CoV2-Viren in vivo neutralisieren konnen (Xu et al., 2021). Koenig et
al. konnten nachweisen, dass biparatopische Nanobodies Coronaviren neutralisieren
und Escape-Mutationen verhindern kdnnen (Koenig et al., 2021). Die Zulassung der
rekombinanten monoklonalen Antikorper Casirivimab und Imdevimab als das Kombi-
nationspraparat Ronapreve® greift die Thematik des biparatopischen Targetings auf.
Casirivimab und Imdevimab binden nicht-kompetitiv an zwei unterschiedliche Epitope
des Spike-Proteins von SARS-CoV2 (Abb. 5.3). Bei Ronapreve® handelt es sich
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also um ein Kombinationspraparat, das uber ein biparatopisches Targeting wirkt. Die
Herstellung von biparatopischen monoklonalen Antikorper ist allerdings schwierig.
Vielleicht werden deshalb die beiden monoklonalen Antikorper als Kombinationspra-
parat verabreicht. Biparatopische hcAbs konnen dagegen leicht und effizient herge-

stellt werden, wie es in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde.
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6 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine hamatologische Erkrankung, bei der Tumorzellen das
Oberflachenprotein CD38 Uberexprimieren. Trotz der Fortschritte in der Immunthera-
pie haben Myelom-Patient:innen nach wie vor eine schlechte Prognose. Eine Alter-
native zu monoklonalen Antikorpern bieten auf Nanobodies basierende Schwere-
Ketten-Antikorper, die lediglich aus zwei schweren Ketten bestehen. Sie ermdglichen
eine bessere Gewebepenetration und eine leichtere genetische Modifikation. Die an-
tigenbindende Domane (Nanobody) von Schwere-Ketten-Antikorpern kann wegen
ihrer guten Loslichkeit und hohen Stabilitat leichter in bi- und multi-spezifischen Kon-
strukten kombiniert werden als die antigenbindenden Domanen konventioneller Anti-
korper. In der vorliegenden Arbeit wurden tetravalente und biparatopische CD38-
spezifische Schwere-Ketten-Antikorper hergestellt und charakterisiert. Die Fragestel-
lung bestand dabei darin, inwiefern Modifikationen eines biparatopischen hcAbs die
Antitumoreffektivitat etwa bei der komplementvermittelten Lyse (CDC) in vitro stei-
gern konnen. Im ersten Teil der Arbeit wurden die hcAbs in Plasmidvektoren kloniert
und nach einer transienten Transfektion in HEK293-6E Zellen produziert. Die Effekte
der Anordnung der Nanobodies, der GS-Linkerlange und der Fc-Mutationen wurden
dann im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit in Zellexperimenten mit Myelom- und
Burkitt-Lymphom-Zellen untersucht. Zur Testung der Antitumoreffektivitat wurden
CDC-Assays verwendet. Biparatopische Konstrukte unterschiedlicher GS-Linker-
lange wurden in C1g-Bindungsassays getestet. Im dritten Abschnitt wurde ein Fluo-
reszenzassay bei der Anwesenheit der Konstrukte eingesetzt, um eine Inhibition oder
Aktivierung der isolierten Cyclase-Aktivitat von CD38 durch Schwere-Ketten-
Antikdrper messen zu kdonnen. Im CDC-Assay fuhrten die biparatopischen hcAbs zu
einer gesteigerten Effektivitat bei der Lyse von LP-1 und CA-46 Tumorzellen. Bipa-
ratopische hcAbs mit einer 5-GS-Linkerlange bewirkten im C1g-Bindungsassay eine
starkere C1g-Bindung als bei einer 15GS- und einer 20GS-Linkerlange. Fc-Mutationen
modulierten die Kapazitat biparatopischer hcAbs, Tumorzellen durch die CDC zu lysie-
ren. Im Cyclase-Assay inhibierten biparatopische hcAbs die isolierte GDPR-Cyclase-
Aktivitat von CD38, wobei sich eine spezifische Reihenfolge der Nanobodies ergab.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen daher als ein wichtiger Schritt auf dem
Weg zur Entwicklung von biparatopischen hcAbs als neuer Therapeutika zur Behand-

lung von CD38-exprimierenden hamatologischen Neoplasien verstanden werden.
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CD38 is an ectoenzyme which is overexpressed in multiple myeloma and other he-
matologic malignancies. Despite the development of immunotherapies, many mye-
loma patients still have a poor outcome. Heavy-chain antibodies present an alterna-
tive to conventional antibodies for the therapy of multiple myeloma. Heavy-chain an-
tibodies contain only two heavy chains and lack the light chains. Due to this they
have smaller size and easier genetic modification. The antigen binding domain of
hcAbs (nanobody) displays higher solubility and stability than the antigen-binding
domains of conventional antibodies. This greatly facilitates the combination of nano-
bodies into bi- and multispecific antibodies. Aim of this study was to produce and
characterize CD38-specific tetravalent biparatopic hcAbs. The experiments address
the question how modifications of biparatopic hcAbs modulate their antitumor efficacy
in vitro. HcAbs were cloned in plasmids. After transient transfection they were pro-
duced in HEK293-6E cells. Biparatopic hcAbs with different arrangement of Nano-
bodies, GS linker length and Fc mutations were tested in vitro. CDC-Assays were
performed with myeloma and lymphoma cell lines to test effector function efficacy.
Biparatopic hcAbs with different GS linker length were tested in C1q binding assay.
GDPR-cyclase assay was perfomed to evaluate the capacity of hcAbs to modulate
the cyclase activity of CD38. Biparatopic hcAbs showed high efficacy in CDC com-
pared to hcAbs targeting only one epitope of CD38. Biparatopic hcAbs with 5GS link-
er length showed stronger C1q binding compared to hcAbs with 15GS and 20GS
linker length. Fc mutations modulate the capacity of hcAbs to kill tumor cells via
CDC. Biparatopic hcAbs effectively inhibit the isolated GDPR-cyclase activity of
CD38 with different arrangement of Nanobodies showing different strength of inhibi-
tion. The results provide a basis for developing biparatopic hcAbs as therapeutics for

CD38-expressing hematological malignancies.
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8.1 Klonierungsstrategie

Pcil/ Neol " <°' Vektor/ Nb

Notl

JK2-15GS-JK2-Hiséx-cmyc

Xbal*methylated

Notl
Pcil/ Ncol

Insert/ Fc

Retransformation in C2925Hdam-/dcm-

Xbal

JK2 @S JK2 hinge  CH2 CH3
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8.2 Plasmidkarten

JK2-15GS-JK2-higG1 JK2-15GS-JK36-higG1
Peil/NEsl ! T
Ncol
Notl Notl
Xbal Xbal

JK36-15GS-JK32-hlgG1

Pcil/ Ncol

2

Ncol

Lo

Notl

Xbal
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8.3 DNA-Sequenzen tetravalenter Schwere-Ketten-Antikorper

JLR1 (JK2-15GS-JK2-hlgG1)
MSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVG
SMGITNYADSVKGRFTISSDNAKNTIYLQMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYW
GQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGCGGSMAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCVGS
ERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSMGITNYADSVKGRFTISSDNAKNTIYLQ
MNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQP
AAASDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK**

JLR2 (JK2-15GS-JK36-hlgG1)
MSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVG
SMGITNYADSVKGRFTISSDNAKNTIYLQMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYW
GQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGCGGGSMAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GIILRIYDMGWYRQAPGKQRELVAAITSRGSTNYADSVKGRFTISRDNAENTVSLQM
NSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQP
AAASDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK**

JLR3 (JK36-15GS-JK2-higG1)
MSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAPGKQRELVAAITSR
GSTNYADSVKGRFTISRDNAENTVSLQMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQG
TQVTVSSGGGCGSGGGGSGGGGS

MA
QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSM
GITNYADSVKGRFTISSDNAKNTIYLQMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQ
GTQVTVSS

EPKTPKPQP
AAASDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK**

JLR4 (JK36-15GS-JK36-hlgG1)
MSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAPGKQRELVAAITSR
GSTNYADSVKGRFTISRDNAENTVSLQMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQG
TQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSMAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRI
YDMGWYRQAPGKQRELVAAITSRGSTNYADSVKGRFTISRDNAENTVSLQMNSLK
PGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQP
AAASDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK**

Vektor: pCSE2.5_hlgG1Fc

CDR1

CDR2

CDR3

Deletion/ Insertion: vH/VL Interface
15-GS-Linker

Hinge

hlgG1 Fc
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8.4 DNA-Sequenzen der higG1 Fc-Varianten

,hlgG1“

Notl
AAASDKTHTCPPCPAPEL L GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK** Xbal

»hIgG1ADES" ++ G236A S239D I332E ADCC activating E430S CDC
enhancing

Notl
AAAIDKTHTCPPCPAPELLAGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHSALHNHYTQK
SLSLSPGK** Xbal

»hIgG1AAG" L234A L235A, P329G ADCC + CDC knock down

Notl
AAASDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK** Xbal

Notl in frame AAA

Stop Stop-Xba unmethyliert

€2208 Cystein in oberer Hinge

G236A S239D I332E ADCC activating E430S CDC enhancing

AAG L234A L235A, P329G ADCC + CDC knock down

63



Abkurzungsverzeichnis

Abklirzungsverzeichnis

A2A-R

ADCC

ADCP

Adenosin-R
ADP

ADPR
AL-Amyloidose
AMP

APC

ATP

BCA

BL

B-regs
B-Symptomatik
BiTEs

BSA

bsAbs

cADPR
CAR-T-Zellen

CD

Adenosin-2A-Rezeptor

Antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity)

Antikdrperabhangige zellvermittelte Phagozytose (antibody-
dependent cellular phagocytosis)

Adenosin-Rezeptor

Adenosindiphosphat
Adenosindiphosphatribose
Leichtketten-Amyloidose
Adenosin-Monophosphat

Allophycocyanin

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid)
Burkitt Lymphom

B-regulatorische Zellen

Symptomtrias aus Fieber, Nachtschweild, Gewichtsverlust
Bispezifische T-Zell-Engager

Bovines Serumalbumin

Bispezifische Antikorper

Zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose

Chimare Antigen-Rezeptor-T-Zellen

Gruppen immunphanotypischer Oberflachenmerkmale von Zel-

len (Cluster of differentiation)



Abkurzungsverzeichnis

CDC

CDR
cGDPR

CRAB-KTriterien

DMSO
DNA
dNTPs
EMA

Fc-Region

FCS

FITC

GC
GDPR
GS-Linker
hcAb

HEK Zellen

IgG1

IL-2

Komplementabhangige Zytolyse (Complement Dependent Cy-
tolysis)

Komplementaritatsbestimmende Region
Zyklische

Diagnosekriterien fur die Einschatzung des Schweregrades ei-
ner monoklonalen Gammopathie (hypercalcaemia, renal insuffi-

ciency, anaemia, bone lesions)
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriposphate
Europaischen Arzneimittelbehdrde

Fragmentkristallisierbare Region, Domane eines Antikorpers,
die mit Fc-Rezeptoren oder Proteinen Komplementsystems in-

teragiert

Fetales Kalberserum

Fluorescein isothiocyanate

Glukokortikoid

Guanosindiphosphatribose

Glycerin-Serin-Linker

Schwere-Ketten-Antikorper, engl. heavy-chain antibody

Humane Embryonale Nierenzellen, engl. human embryonic kid-

ney cells
Immunglobulin
Groldte 1IgG-Subklasse

Interleukin 2
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IMiD

IMWG

KCI

kDa

KM

mA

MDSC

MM

MGUS

MWCO-Wert

NAD+

Nb

NKT-Zelle

NHL

P2X-R

PCR

Pl

Pl

PE

PEI

RFU

rpm

Immunmodulator (immunomodulatory imide drugs)
International Myeloma Working Group

Kaliumchlorid

Kilodalton

Knochenmark

Milliampere

Myeloide Suppressorzellen (myeloid derived suppressor cells)
Multiples Myelom

Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz

Wert, der die minimale Molekllmasse eines globularen Mole-

kils angibt, dass noch durch eine bestimmte Membran passt
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

Nanobody

Naturliche-Killer-T-Zelle

Non-Hodgin-Lymphom

Purinorezeptore, die auf Bindung von ATP reagieren
Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
Propidiumiodid

Proteasom-Inhibitoren

Phycoerythrin

Polyethylenimin

Relative Fluoreszenzeinheiten (engl. relative fluorescence

units)

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
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SDS

TAA
Tc-Zellen
TH-Zellen
TNF- a
T-regs
uv

\Y

VH

VHH

VL

Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tumorassoziiertes Antigen

Zytotoxische T-Zellen

T-Helferzellen

Tumornekrosefaktor-a

T-regulatorische Zellen

Ultraviolett

Volt

Variable Doméane der schweren Kette

Nanobody, variable Domane der schweren Kette von Schwere-
Ketten-Antikorpern (variable domain of heavy chain of heavy

chain antibodies)

Variable Domane der leichten Kette
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