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1. Einleitung

1.1 Molekulare Bildgebung

Die molekulare Bildgebung hat in den letzten Jahren eine bedeutende Rolle in der
Diagnostik und Therapie von Tumoren, Entzindungen und Autoimmunkrankheiten
eingenommen (Hoffman und Gambhir 2007, Blow 2009). Sie ist damit zu einem
unverzichtbaren Werkzeug in der Krebsforschung, in klinischen Studien und in der
medizinischen Praxis geworden (Weissleder und Pittet 2008). Die molekulare
Bildgebung wird fur die Charakterisierung und Messung von biologischen Prozessen
in vivo auf zellularer und molekularer Ebene eingesetzt (Weissleder and Mahmood
2001). Die molekulare Bildgebung dieser Prozesse in vivo tréagt zum besseren
Verstandnis bestimmter Krankheiten bei und unterstitzt deren friihzeitige Diagnose
(Chakravarty et al. 2014).

1.2 Techniken der molekularen Bildgebung

Zur diagnostischen Bildgebung und Friiherkennung von Tumoren stehen heutzutage
verschiedene Techniken zur Verfigung, mit denen es mdglich ist, dynamische
biologische Prozesse in lebenden Organismen zu messen (Chakravarty et al. 2014;
Weissleder and Pittet 2008). Dabei haben sich einige Bereiche besonders
hervorgetan: die Magnetresonanztomographie (MRT), nuklearmedizinische Verfahren
wie die Positronenemissionstomographie (PET) und die Single Photon Emission
Computed Tomography (SPECT), sowie optische Verfahren wie die Nahinfrarot-
Fluoreszenz- (NIRF-) Bildgebung (Blow 2009). Die MRT arbeitet mit Kontrastmitteln,
wobei speziell SPIOs (super paramagnetic iron oxide particles) eingesetzt werden. Die
Grolle dieser Partikel limitiert jedoch deren Einsatzmoglichkeiten fur die in vivo
Bildgebung. Sowohl nukleare als auch NIRF-Bildgebung beinhalten die Verabreichung
eines Kontrastmittels, welches durch einen Zerfall Photonen produziert. Deren
Ausbreitung im Gewebe wird verfolgt, um ein differenziertes Bild zu erstellen (Sevick-
Muraca 2012). Bei der PET und SPECT werden Radionuklide eingesetzt, deren
abgegebene Gammastrahlen detektiert werden. Einer der grof3ten Vorteile der
optischen Bildgebung ist neben einer ahnlich hohen Spezifitat und Sensitivitat vor
allem die Abwesenheit von ionisierender Strahlung (Kaur et al. 2012 Kijanka et al.

2013). AuBRerdem mussen Radionuklide sehr aufwendig und gezielt in technisch dafur
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ausgestatten Speziallaboren produziert und gehandhabt werden und sind
anschlieend aufgrund des radioaktiven Zerfalls nur sehr begrenz haltbar. Dadurch
entsteht ein hoher Planungs- und Kostenaufwand. Obwohl die nukleare molekulare
Bildgebung lange Zeit als Goldstandard galt (Sevick-Muraca 2012) und nach wie vor
eine der wichtigsten Methoden zur nicht-invasiven Tumordiagnostik darstellt, zeigt sich
besonders in der experimentellen Forschung ein deutlicher Trend hin zur optischen

und damit zur NIRF-Bildgebung.

1.3 Die Nahinfrarot-Fluoreszenz- (NIRF-) Bildgebung

Die Fluoreszenzbildgebung weist deutlich niedrigere Kosten und eine breitere
Verfugbarkeit als Verfahren mit Radionuklid-markierten Kontrastmitteln auf (Kijanka et
al. 2013). Nahinfrarot-Fluoreszenzlicht wird im Wellenlangenbereich von 700 bis 900
nm von organischem Gewebe nur in geringem Mal3e absorbiert. Aus diesem Grund
eignet es sich besonders gut zur diagnostischen nicht-invasiven Bildgebung.
Entscheidend ist dabei speziell die geringe Absorption der NIRF durch Wasser und
Hamoglobin, so dass das von NIR-Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht das Gewebe
vergleichsweise gut durchdringen kann. Zusatzlich ist der Storfaktor der vom Gewebe
ausgehenden Autofluoreszenz in diesem Bereich des optischen Spektrums besonders
gering. Die NIRF-Bildgebung setzt sich aus vier grundlegenden Elementen
zusammen. Dazu gehéren (a) das von einem Laser produzierte Exzitationslicht, (b)
eine NIRF-Sonde (z.B. fluorophormarkierter Antikoérper), welche sicher verabreicht
werden kann und spezifisch eine Zielstruktur markiert, (c) optische Linsen und Filter,
um das vergleichsweise schwache Fluoreszenzlicht von dem gestreuten
Exzitationslicht des umliegenden Gewebes zu unterscheiden und (d) ein NIR-
sensitiver Detektor (CCD, charged coupled device), der das Fluoreszenzlicht effizient
erfasst (Sevick-Muraca 2012). Ein weiterer Vorteil der Methode ist, dass die gleiche
Probe mit verschiedenen Techniken untersucht werden kann. Diese optische
Bildgebung ermoéglicht in vitro, in vivo und ex vivo Messungen mittels
Durchflusszytometrie, Fluoreszenzmikroskopie und IVIS (In Vivo Imaging System).
Durch die Verwendung identischer Proben ist eine direkte Vergleichbarkeit der

Markierungseffizienz gewahrleistet.
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1.4 Antikorper als Werkzeuge fur die spezifische molekulare Bildgebung

Das Ziel einer spezifischen Bildgebung ist es, ein mdglichst hohes Signal-Hintergrund-
Verhaltnis zu erreichen. Voraussetzung hierfur ist die Markierung der Zielstruktur mit
Kontrastmittel-Sonden. Die Zielzellen mussen dafiir schnell und selektiv erreicht und
markiert werden, wahrend die Uberschissigen ungebundenen Kontrastmittel-Sonden
rasch ausgeschieden werden. Aufgrund der uniibertroffenen Bindungsselektivitat und
Affinitat gelten mAKk als die spezifischsten Marker fur die zielgerichtete Bildgebung (Wu
& Olafsen 2008, Lisy et al. 2008). Mittlerweile sind verlassliche Methoden verfligbar,
die es erlauben, spezifische Antikorper fur jede beliebige Zielstruktur zu generieren
(Wu 2009). Aus dieser Option ist ein umfangreiches Forschungsfeld entstanden, das
mittlerweile zu einem vielfaltigen Einsatz von mAk sowohl in der experimentellen
Forschung als auch in der klinischen Diagnostik und Therapie gefuhrt hat. Beispiele in
der klinischen Anwendung sind die Verwendung in der diagnostischen
Immunphanotypisierung von Leukamien (Diehl et al. 1986, Foss et al. 2000) oder der
therapeutische Einsatz von  Trastuzumab  (Herceptin) bei HER2/neu-
Uberexprimierendem Brustkrebs im Rahmen der personalisierten Therapie (Jackson
und Chester, 2015). Aktuell befinden sich ca. 50 mAKk in fortgeschrittenen klinischen
Studien und es wird davon ausgegangen, dass in der nahen Zukunft jahrlich
mindestens sechs bis neun mAk eine Marktzulassung in den USA und Europa erhalten
werden (Reichert 2017).

Mit Daratumumab ist zudem bereits ein a-hCD38-Antikorper zur Therapie des
multiplen Myeloms zugelassen (FDA News Release 2015). Allerdings wird der
klinische Nutzen der Antikérper durch die geringe und langsame Gewebepenetration,
die verzogerte Ausscheidung aus dem Blutkreislauf, sowie den langen Verbleib in nicht
anvisiertem Gewebe eingeschrankt (Kijanka et al. 2013). Aufgrund der Grof3e von circa
150kDa verbleiben konventionelle Antikorper mit einer Halbwertzeit von mehreren
Tagen bis Wochen sehr lange im Blutkreislauf, da sie nicht renal ausgeschieden
werden kdnnen (Bannas et al. 2014, Chakravarty et al. 2014, Monnet et al. 2014). Die
Fc-Region geht zudem unspezifische Bindungen mit koérpereigenen Strukturen ein,
besonders mit solchen, die den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) auf der Oberflache
tragen, wie beispielsweise dendritische Zellen oder neutrophilen Granulozyten (Kuo et
al. 2010, Olafsen und Wu, 2011). Eine lange Halbwertzeit kann bei therapeutischen

Einsatzen durchaus gewiinscht sein, ist jedoch fur die diagnostische Bildgebung
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hinderlich, da hohe Hintergrundwerte die Anreicherung im Zielorgan verschleiern
kénnen. Um diese fur das Signal-Hintergrund-Verhaltnis nachteiligen Eigenschaften
der mAk zu verbessern wurde intensiv an der Entwicklung neuer und insbesondere
kleiner Antikorperformate, wie Diabodies, Minibodies, Einzelketten-Antikorper-
Fragmenten (single-chain variable fragments, scFv) und Nanobodies geforscht
(Holliger und Hudson 2005, Wu und Olafsen 2008, Wu 2009).

1.5 Nanobodies als kleinere Alternative zu konventionellen Antikdrpern

Nanobodies stellen die kleinste funktionelle Einheit der modifizierten
Antikdrperformate dar. Dabei handelt es sich um die antigenbindende Doméne von
Schwere-Ketten-Antikorpern (hcAb, heavy chain antibody). Schwere-Ketten-
Antikorper wurden erstmalig 1993 als ,naturlich auftretende Antikorper ohne leichte
Ketten“ beschrieben. Sie kommen unter anderem in der Familie der Camelideae
(Lama glama, Camelus dromedarius, Camelus bactrianus) und der Knorpelfische
(Orectolobus maculates, Ginglymostoma cirratum) vor (Hamers-Casterman et al.
1993, Hassanzadeh-Ghassabeh et al. 2013). Sie unterscheiden sich strukturell von
konventionellen 1gG-Antikérpern, die typischerweise aus zwei schweren und zwei
leichten Ketten aufgebaut sind. Die leichten Ketten bestehen aus je einer variablen
(Vv, variable domain of the light chain) und einer konstanten Doméane (C., constant
domain of the light chain). Die schweren Ketten bestehen aus einer variablen (Vh,
variable domain of the heavy chain) und drei konstanten Domanen (Cnl, CH2, CH3,

constant domain of the heavy chain).
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Abb. 1.1 (modifiziert nach Muyldermans 2013)

Schematische Darstellung der Strukturen eines konventionellen IgG-Antikdrpers, eines
Schwere-Ketten-lgG-Antikdrpers und eines Nanobodys.

Konventionelle 1gG setzen sich aus zwei leichten (L) Ketten (bestehend aus VL und CL
Domane) und zwei schweren (H) Ketten (bestehend VH, CH1, Hinge-Region, CH2 und CH3
Domane) zusammen. Schwere-Ketten-Antikorper setzen sich nur aus zwei schweren (H)
Ketten zusammen (jeweils bestehend aus VHH, Hinge-Region, CH2 und CH3). CH2 und CH3
bilden bei beiden Formaten die Fc-Region. Beim konventionellen IgG besteht die Fab-Region
aus CH1 und VH sowie der leichten Kette. Beim Schwere-Ketten-lgG besteht die Fab-Region
nur aus der VHH-Domaéne, isoliert auch Nanobody genannt.

Im Gegensatz dazu fehlen den Schwere-Ketten-Antikérpern der Kamele die leichten
Ketten vollstandig, genauso wie die Cuhl-Domanen der schweren Ketten. Die
antigenbindende Doméne besteht bei diesen Antikdrpern nur aus der Vu-Doméne der
schweren Ketten (VuH, variable domain of the heavy chain of camelid heavy chain
antibody) und wird in isolierter Form auch als Nanobody oder
Einzeldomanenantikdrper bezeichnet. Diese Nanobodies koénnen leicht als
rekombinante Proteine produziert werden und sind mit einer Molekilmasse von nur
~15-18 kDa zehnmal kleiner als konventionelle IgG-Antikérper. Weitere nutzliche
Eigenschaften sind ihre gute Ldslichkeit, thermodynamische Stabilitat und eine gute
Gewebegangigkeit (Harmsen und de Haard 2007, Wesolowski et al. 2009,
Muyldermans 2013, Bruce et al. 2016, Gonzalez-Sapienza et al. 2017).

Ein entscheidender Vorteil ergibt sich durch die niedrige Molektlmasse. Im Gegensatz
zu konventionellen Antikdrpern kdnnen Nanobodies die renale Filtrationsbarriere (Blut-
Harn-Schranke) passieren und mit dem Urin schnell aus dem Kreislauf ausgeschieden
werden (Cortez-Retamozo et al. 2002, Harmsen und de Haard 2007, Kijanka et al.

2013, Bannas et al. 2014). AulBerdem weisen Nanobodies eine sehr geringe
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Immunogenitat auf (Cortez-Retamozo et al. 2002, Van Bockstaele et al. 2009,
Hassanzadeh-Ghassabeh et al. 2013, Oliveira et al. 2013).

Wie oben erwahnt, wird fur die nicht-invasive molekulare Bildgebung in vivo ein hohes
Signal-Hintergrund-Verhaltnis  angestrebt. Da Nanobodies eine bessere
Gewebegangigkeit als konventionelle mAk haben und zudem renal schneller elimiert
werden (Cortez-Retamozo et al. 2004), bietet es sich an, diese beiden Formate
anhand der molekularen NIRF-Bildgebung zur nicht-invasiven Tumordiagnostik zu
vergleichen (Vaneycken et al. 2011a (SPECT), Oliveira et al. 2012, Bannas et al.
2015). In unserem Labor wurden spezifische Nanobodies gegen die humane Variante
des Oberflachenenzyms CD38 isoliert. Der Nanobody mit der hdchsten Affinitat wurde
fur die folgenden Experimente ausgewahlt und als MU1067 bezeichnet. Fir
vergleichende Untersuchungen zur NIRF-Bildgebung wurden (a) der monoklonale a-
hCD38-Antikdrper A10 und (b) der Nanobody MU1067 jeweils mit dem Nabhinfrarot-
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 680 (AF680) gekoppelt.

2%

Nanobody mAk A10

MU1067
a) b)

‘wmphomzeue

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Bindung von MU1067%° und A10%° an hCD38
Der Nanobody MU1067 und der mAk A10 erkennen und binden spezifisch das
membrangebundene humane CD38 auf der Oberflache von Lymphomzellen. Die AlexaFluor
680 Fluoreszenzfarbstoffmolekiile sind als orange Sterne dargestelit.

In Abbildung 1.2 sind jeweils Molekille der beiden Antikdrperformate als AF680-
Konjugate und deren Bindung an hCD38-Molekile auf der Oberflache einer Zelle
schematisch dargestellt. Der Nanobody besteht nur aus einer antigenbindenden
Domane (Fab, engl. ,fragment antigen binding®) und bindet daher jeweils nur ein
hCD38-Molekil, wahrend der mAk mit jeder Fab-Region an ein Antigen-Molekl

binden und damit zwei Bindungsstellen besetzen kann.
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1.6 Das Zielantigen CD38

CD38 oder zyklische ADP-Ribose-Hydrolase ist ein Ektoenzym, das vornehmlich auf
der Zelloberflache von Leukozyten zu finden ist; so zum Beispiel auf CD4+, CD8+, B-
Zellen und naturlichen Killerzellen. Da das Enzym vorwiegend auf aktivierten T- und
B-Zellen vorkommt, wird es auch als Aktivitatsmarker fur Leukozyten verwendet
(Malavasi et al. 1994, Berthelier et al. 1998). Die zyklische ADP-Ribose-Hydrolase
katalysiert die namensgebende Hydrolyse von NAD* zu zyklischer ADP-Ribose
(cADPr). Ferner kommt CD38 auf der Oberflache von Osteoklasten vor und spielt eine

wichtige Rolle im Calciumstoffwechsel (Sun et al. 1999).

AulRerdem konnte eine hohe Expressionsrate von CD38 auf der Oberflache einer
Reihe von boésartigen hamatologischen Tumorzelllinien nachgewiesen werden, zum
Beispiel von multiplem Myelom, B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom, B-CLL, B-ALL und T-
ALL (Deckert et al. 2014). Trotz der Fortschritte, die in den letzten Jahren in der
Therapie beispielsweise des multiplen Myeloms und der CLL gemacht wurden, sind
diese Krankheiten nach wie vor nicht heilbar. Im Fall von CLL konnte sogar ein
Zusammenhang zwischen der Expressionsrate von CD38 auf den Leukémiezellen und

der Aggressivitat des Krankheitsverlaufs hergestellt werden (Chillemi et al. 2013).

Die erfolgversprechenden praklinischen Ergebnisse des therapeutischen a-hCD38-
Antikoérpers Daratumumab fihrten im Jahr 2012 zur Ubernahme der entsprechenden
Lizenzrechte fir eine Summe von 1,1 Milliarden US-Dollar (Hersher 2012). Es gibt
demnach ein berechtigtes Interesse sowohl aus medizinischer als auch aus
wirtschaftlicher Sicht, die weitere Erforschung von CD38 als Zielstruktur einer
spezifischen nicht-invasiven molekularen Bildgebung in vivo voranzutreiben und die
bislang unzureichenden Moglichkeiten in Diagnostik und Therapie auf diesem Feld zu
verbessern. Daher wurde auf der Grundlage von vorbereitenden in vitro Versuchen im
Rahmen der hier vorgelegten Arbeit ein in vivo Tumormodell mit einer CD38-positiven
Lymphomzelllinie entwickelt und der in Abbildung 3.8 dargestellte Versuchsaufbau

durchgefuhrt.
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1.7 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die vergleichende Untersuchung der charakteristischen
Eigenschaften von Nanobodies und konventionellen Antikdrpern in der nicht-invasiven
in vivo Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung von Lymphomen am Beispiel von
humanem CD38. Dabei lag der Fokus auf der Ermittlung der idealen Dosis und des
idealen Zeitpunkts der Bildgebung nach der intravendsen Injektion um ein maximales
Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnis zu erreichen. In vorangegangenen Studien konnten
mit Nanobodies die besten Ergebnisse mit Dosen von 50 pg je Versuchstier erzielt
werden (Kijanka et al. 2013, Bannas et al. 2015). Um zu Uberprifen ob das auch fur
den Nanobody MU1067 der Fall sein wirde, wurde diese Dosis gewéhlt. Zusétzlich
wurde zum Vergleich eine zweite niedrigere Dosis von 10 ug je Versuchstier gewahlt,
da bei Untersuchungen mit konventionellen Antikorpern Vorteile mit dieser Dosierung
fur die NIRF-Bildgebung beobachtet werden konnten (Bannas et al. 2015). Aul3erdem
sollte die Biodistribution und die Ausscheidung der Antikdrperkonjugate genauer
untersucht werden, weshalb Serum- und Urinanalysen sowie ex vivo NIRF-
Bildgebungen der explantierten Organe 48 Stunden nach Injektion durchgefihrt
wurden. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten zur Entwicklung besserer praklinischer
und klinischer Methoden zur spezifischen Diagnostik und Therapie von

Tumorerkrankungen beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Autoklaven

Brutschrank

Durchflusszytometer

Elektroporationssystem
Gelelektrophorese-Kammer
(DNA)
Gelelektrophorese-Kammer
(Protein)

Heizblock

In Vivo Imaging System
Infrarotlampe
Isofluranvernebler

Mikroskope

Mikroskop Filterset fr
Axiovert 200M
Magnetresonanztomograph
Mikrowelle

Nanodrop

Neubauer Zahlkammer
Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

SDS-PAGE

Elektrophoresekammer

Modell 2540 EK

Varioklav

CO2-Inkubator 50L
FACS Canto Il
FACS Aria

Genepulser I

40-0708

Xcell Il MiniCell

Thermomixer Compact
IVIS 200
R95E Infrarot-Birne

Axiovert 25
Axiovert 200M

Filterset 32

ClinScan 7 Tesla

M 637 EC

2000c

Neubauer improved
Ultrospec 2000
Research

Pipet Boy acu

PowerPac 200

Tuttnauer Europe
H+P Labortechnik
GmbH

Sanyo

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Bio-Rad

Peclab biotechnology

Invitrogen

Eppendorf

Caliper Life Sciences
Philips

Volker

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Bruker

Miele

Peclab biotechnology
LaborOptik
Pharmacia Biotech
Eppendorf

Integra Biosciences

BioRad
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Sterile Werkbank
Thermo Cycler

UV Kamera
UV-Transilluminator
Vortex Mixer

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterial

6-well Platten

96-well Mikrotiterplatten
Petri Schalen
Pipettenspitzen
Serologische Pipetten
Zellsieb
Kunststoffspritzen
Injektionsspritzen
Skalpellklingen
FACS-Ro6hrchen
Cellstar-Tubes (Falcon)
Reagiergefalle

Parafilm

SDS-PAGE Gele

Mausfutter

Herasafe HS12/2
T3

Typ Tl 1
7-2020
Analytical Plus
Typ 1412

Typ 1007

Rotanta 460 R
Biofuge pico

Cytospin 12 slot rotor

Durchsichtig
durchsichtig, schwarz
100x15 mm mit Nocken
verschiedene GréRRen
verschiedene GroRRen
70pum

verschiedene GréRRen
SubQ 1 mi

Figur 18
Verschiedene
verschiedene GroRRen
verschiedene GroRen
PM-999

10% und 12% Tris, 10
Wells NuPAGE

Alfalfa-frei (low chlorophyll)

10mm, 5% Fett

Heraeus
Biometra
Peglab
Biometra
Neolab

Ohaus
Sartorius
Gesellschaft fur
Labortechnik
Hettich
Heraeus
Shandon Elliot

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Sarstedt

BD Falcon

BD Falcon

Braun/ BD Biosciences
BD Falcon

Bayha

BD Falcon

Greiner

Sarstedt

Bemis

Invitrogen

Sniff



2.1.3 Flussigkeiten, Puffer, Chemikalien

Agarose

Blasticidin

BSA

EDTA

Ethanol
Expressionsmedium
FCS
Heparin-Natrium
Isofluran
Isopropanol

JetPei

L-Glutamin

LDS Sample Buffer
Matrigel Matrix
Mowiol-DAPI-Mix

Nahrmedien fur Zellkultur

NRS

RotiSafe
Pacific Orange
PBS

Supermarker

,RPMI Medium komplett®:

UltraPure, kristallin

10 mg/ml

Kristallin

FreeStyle F17

100.000 IE/20ml
100%, flussig

Transfection Reagent
200 mM

NUPAGE, (4x)

REF 354234

RPMI 1640
DMEM

GelStain
Succinimidylester

DPBS 1x (-CaClz/-MgCl2)
BSA, Schwere-Kette +
Leichte-Kette von mAK,

Lysozym

Invitrogen
InvivoGen
Sigma-Aldrich
Calbiochem
Merck

Gibco

Gibco

Braun

Abbvie
Honeywell
Polyplus

Gibco

Thermo Fisher
BD Biosciences
AG Schumacher
Gibco

Gibco

Stemcell Technologies

Carl Roth GmbH
Invitrogen

Gibco

AG Koch-Nolte

RPMI 1640 Medium mit Zusatz von 10% fetalem Kéalberserum und 1% L-Glutamin
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2.1.4 Antikorper

Bezeichnung Klon Fluorophor Konzentration Hersteller
'MU1067 VHH  MU1067 AF680 0,28 mg/ml AG Koch-Nolte
MU1067 Fc AF647 AG Koch-Nolte
Al10 AF680 1 mg/mi AG Malavasi
Anti-msCD45 #13 PerCP/eFluor450 0,2 mg/ml BioLeg
#35 BD

Fc-Block FcgR3/2 Biosciences
(msCD16/CD32) (2.4G2) Unmarkiert 0,5 mg/ml

2.1.5 Restriktionsenzyme

Afl 11 Schnittstelle: 5° CTTAAG 3 (Schnittstelle im pEF Dest51 Vektor im Bereich

der Ampicillin-Resistenz.

2.1.6 DNA

Vektor pEF Dest51, FS #357

2.1.7 Software

Programmname Version Hersteller

‘Word  2007,2010 Microsoft
Excel 2007, 2010 Microsoft
Powerpoint 2007, 2010 Microsoft
lllustrator 2.0 Adobe
Living Image 4.2 Caliper Life Sciences
GraphPad Prism 5.0 GraphPad Software
FlowJo 9.0 Tree Star
OsiriX 3.9.2 Pixmeo SARL
AxioVision 4.8.2 Zeiss
ImageJ 1.46 Wayne Rasband (NIH)
Mendeley 1.16.3 Mendeley Ltd.
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2.1.8 Verwendete Kits

e Alexa Fluor 680 Protein Labeling Kit (A20172), Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA

e Colloidal Blue Staining Kit (LC6025), Invitrogen, life technologies, Carlsbad,
California, USA

e QIAquick PCR Purification Kit (50), Qiagen, Venlo, Niederlande

2.1.9 Mauslinie

Fir die in vivo Versuche wurden athymische Nacktmause der Linie NMRI-Foxnnu
verwendet. Die Tiere wurden aus der Forschungstierhaltung des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf und von Charles River Laboratories bezogen und in einem Alter
zwischen 6 und 10 Wochen bei einem Gewicht zwischen 22 g und 28 g fur die
Versuche eingesetzt. Die Tiere wurden unter S1 Bedingungen gehalten. Der
Allgemeinzustand sowie das Gewicht wurden alle zwei Tage untersucht. Um
Interferenzen bei der Fluoreszenzbildgebung aus dem Gastrointestinaltrakt der Tiere
durch Chlorophyll zu vermeiden, wurden diese mindestens flir eine Woche vor Beginn
der Experimente mit alfalfa-freiem Futter geflttert. Alle angewandten
tierexperimentellen Verfahren wurden in Abstimmung mit den international gultigen
Richtlinien fur den ethischen Umgang mit Tieren durchgefuhrt und vor Beginn der
Experimente von der zustandigen Behorde fir Gesundheit und Verbraucherschutz,
Fachbereich Veterindrmedizin, unter Einbeziehung des Tierschutzbeauftragten des

UKE genehmigt.

2.1.10 Zelllinien

Die humanen Lymphomzelllinien CA46 (Burkitt-Lymphom), RPMI 8226 (Multiples
Myelom), U266 (Multiples Myelom), PA682 (Burkitt-Lymphom), AG876(Burkitt-
Lymphom) und Jijoye M13 (Burkitt-Lymphom) wurden fir die in vitro Versuche
verwendet. Fir die in vivo Versuche wurden die humanen Zelllinien CA46, U266 und
PA682, sowie die murinen Zelllinien DC27.10 (B-Zelllymphom) und YAC-1 (T-
Zelllymphom), jeweils als untransfizierte und als mit dem humanen Enzym CD38

transfizierte Variante, eingesetzt.
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2.2 Methoden

2.2.1 In vitro Zellkulturen

Die nicht-adharent wachsenden humanen Zelllinien CA46, RPMI 8226, U266, PA682,
AG876 und Jijoye M13, sowie die murinen Zelllinien DC27.10/DC27.10 CD38+ und
YAC-1/YAC-1 CD38+ wurden in unbeschichteten Petrischalen mit einem
Durchmesser von 10 cm in 10 ml komplettem RPMI Medium (Zusammensetzung im
Materialabschnitt) kultiviert. Alle 2-3 Tage wurden Subkulturen der Zellen im Verhaltnis
von 1:10 mit frischem Medium auf neuen Petrischalen angelegt. Die Zellkulturen
wurden in einem CO2-Inkubator bei einer konstanten Temperatur von 37 °C und einem
Anteil von 5% CO:2 in RPMI komplett gehalten. Eine Besiedlung der Zellkulturen mit
Mycoplasmen wurde durch regelmé&liiige Tests ausgeschlossen.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl mithilfe einer Neubauer improved-Zahlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension wurden 10 pl in die Neubauer
improved-Zahlkammer gegeben. Unter dem Lichtmikroskop wurden jeweils vier
GroRquadrate ausgezahlt und daraus die durchschnittliche Anzahl von Zellen pro
Grol3quadrat berechnet. Bei einem Volumen von 0,1 pl/GrofRquadrat pro ml ergab sich
die absolute Zellzahl durch folgende Formel:

Mittlere Zellzahl pro Grofiquadrat X 10000 X Verdiinnungsfaktor = absolute Zellzahl

2.2.3 Synthese der a-CD38 Antikérper A10 und MU1067

Der hCD38-spezifische mAk A10 wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Fabio
Malavasi (Universitat Turin, Italien) zur Verfigung gestellt. Der CD38-spezifische
Nanobody MU1067 wurde von der AG Koch-Nolte nach zuvor beschriebenem
Verfahren mittels Phage Display Technologie aus dem Blut von immunisierten Lamas

hergestellt (Unger, 2012, Dissertation).
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2.2.4 Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an Antikdrper

Fur die Nahinfrarot-Fluoreszenz- (NIRF-) Bildgebung wurden der konventionelle
Antikorper A10 und der Nanobody MU1067 mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor®
680 konjugiert. Daftir wurde das AlexaFluor 680 Protein Labeling-Kit (A20172) von
Molecular Probes verwendet und die Kopplung entsprechend des vom Hersteller
gelieferten Protokolls durchgefiihrt. Die Fluorophorpartikel reagieren Uber einen
Succinimidylesther-Rest mit primaren Aminen des Proteins wodurch stabile Farbstoff-
Protein-Konjugate gebildet werden. Nach der Kopplung wurde mit einem Photometer
(Pharmacia Biotech) die Absorption (Extinktion) bei 280 nm und 679 nm bestimmt. Der
Extinktionskoeffizient fir AF680, sowie der Korrekturfaktor fur den Einfluss des zur
Kopplung eingesetzten Farbstoffs AF680 auf die photometrische Messung bei 280 nm
wurden dem Protokoll des Labeling-Kits entnommen. Der Extinktionskoeffizient fir den
Nanobody MU1067 wurde anhand der Aminosduresequenz berechnet
(http://web.expasy.org/protparam/):
(LSCVGSGRRFDNYAMAWFRQAPGKERTFVAAISWSSGTTRYLDTVKGRFTISRDN
AKSTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAARYQPRYYDSGDMDGYEYEFWGQTQVTVS).
Als Extinktionskoeffizient fur den konventionellen Antikérper A10 wurde der im
Protokoll angegebene Standardkoeffizient eines 1gG-Molekils eingesetzt. Das
Verhdltnis von Fluorophoren zu Antikdrpermolekilen wurde mit der im Protokoll

gegebenen Formel und folgenden Werten berechnet:

Exzitationswellenlange: 679 nm

Emissionswellenlange: 702 nm

Verdinnungsfaktor: 10

Korrekturfaktor: 0,05

Extinktionskoeffizient AF680: 184000 cmMt
Extinktionskoeffizient MU1067: 31525 cm*tMm?
Extinktionskoeffizient A10: 203000 cmtM1 (Standard 1gG)
Proteinkonzentration (MU1067): 1,52 x 10°°M

Absorption bei 679nm (MU1067): 0,266

Absorption bei 679nm (A10): 0,577
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Proteinkonzentration

(A280 — A679 x 0,05) x Verdiinnungsfaktor

= Proteinkonzentration in M
Extinktionskoeffizient (Ak)

MU1067:
(0,061 — 0,266 x 0,05) x 10 — 176 x 10-5M
31525cm~tM~1 '
A10:
(0,175~ 0577 X 0,08)X10 _ oo

203000cm=1M~1

Fluorophore pro Antikorper

A679 X Verdiinnungsfaktor
Extinktionskoeffizient (AF680) X Proteinkonzentration in M

= Fluorophore pro Antikérper

MU1067:
0,266 x 10
184000cm 1M1 x 1,52 x 10-5M — O/8
A10:
0,577 x 10
= 4,36

184000cm=1M~1 x 7,2 x 10~°M

Die Reinheit der Kopplung wurde durch eine SDS-PAGE GrolRenfraktionierung und
anschlieBende Coomassie-Farbung bestimmt und mit einem In Vivo Imaging System
(IVIS, PerkinElmer) Uberpruft. Zum Beladen des SDS-PAGE-Gels wurde der
Ladepuffer angesetzt, bestehend aus 50 pl Wasser, 50 pl LDS und 10 pl DTT fir zehn
Proben. Davon wurden jeweils 10 pl mit 10 pl der Probe oder fiir die erste Spur mit
10 pl des Supermarkers gemischt. Das Gemisch wurde fiir 15 Minuten bei 70 °C erhitzt

und anschlie3end fir drei Minuten bei 2.000 rpm zentrifugiert. Die 20 ul wurden dann
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in die Geltaschen Uberfihrt. Zuvor war das SDS-PAGE-Gel in die Kammer eingesetzt
und die Kammer mit MES-Running Puffer aufgefillt worden. Das Gel wurde fir 40
Minuten einer Spannung von 200 V ausgesetzt. Fir die anschlieRende Coomassie-
Farbung wurde das Colloidal Blue Staining Kit verwendet und diese wie im Protokoll

beschrieben durchgefiihrt. Danach wurde das Gel getrocknet und fotografiert.

2.2.5 Farben von Zellen mit fluorophormarkierten Antikérpern

In Vorbereitung auf alle in vitro oder ex vivo Versuche wurden je 1x10° Zellen in 200 pl
PBS mit 1 ug eines Antikorper-AF680 Konjugats bei 4 °C unter abgedunkelten
Verhaltnissen fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben zweifach mit
je 1 ml PBS gewaschen und in das benétigte Untersuchungsgefall tberfuhrt. Um die
Zellen von dem fur den Waschvorgang eingesetzten PBS zu befreien, wurden diese
jeweils fur funf Minuten bei 4 °C mit 1600 rpm zentrifugiert (Rotanta 460 R, Hettich)

und der Uberstand verworfen.

2.2.6 Durchflusszytometrie

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden mit einem FACS Canto Il (BD
Biosciences) durchgefiihrt. Dieses wurde regelmaf3ig gewartet und gereinigt. Zur
Messung der mit AF680 markierten Antikbrper wurden gegeniber der
Grundeinstellung je zwei Filter (660/20 des blauen Lasers gegen 670LP des roten
Lasers) und zwei Spiegel (685LP des blauen Lasers gegen 735LP des roten Lasers)

ausgetauscht.

Die zu untersuchenden Zellen wurden in einem Verhaltnis von 1x10°8 Zellen in 200 pl
PBS in FACS Rohrchen verdinnt und wenn nicht anders beschrieben mit 1 ug
Antikdrper inkubiert. Bis kurz vor der Messung wurden alle Rohrchen stets
abgedunkelt auf Eis gelagert und direkt vor der Messung noch einmal mit einem Vortex

Schuttler durchmischt um eine Verklumpung von Zellen zu vermeiden.

Fur das Cell-Sorting der hCD38-positiven Zellen nach der stabilen Transfektion wurde
ein FACS Aria verwendet. Die Akquirierung und Auswertung der Daten erfolgte mit der
FlowJo Software. Dabei wurden jeweils untransfizierte Zellen als Negativkontrolle

verwendet. Das CD38-Signal dieser Kontrollzellen wurde orientierend fur das Gating
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der CD38-transfizierten Zellen herangezogen um Zellpopulationen einteilen zu

kdnnen.

2.2.7 Enzymatische Spaltung des Tragervektors von hCD38

Zur erleichterten Aufnahme des Vektors in die Zielzellen wurde dieser vor der
Transfektion enzymatisch gespalten, also gezielt mithilfe eines Restriktionsenzyms in
einem nicht bendtigten Bereich geschnitten und damit aus einer Ringform in eine
linearisierte Form Uberfuhrt. Die Durchfihrung dieser Reaktion erfordert spezielle
Rahmenbedingungen um eine ideale Ausbeute zu erméglichen. Daflr wurde eine
genau definierte Menge des zu verdauenden Vektors gemeinsam mit einem Puffer und
bovinem Serumalbumin angesetzt und mit Wasser und dem Restriktionsenzym
erganzt. Dieser Ansatz wurde in einen Thermocycler gegeben, welcher nach einem

voreingestellten Programm die Temperatur verandert und damit die Reaktion einleitet.
Programm #28: 3 h 37 °C, 20 min 65 °C, kuhlen bei 4 °C
Bendotigte Komponenten:

- Vektor pEF dest 51 inklusive des kodierenden Genabschnitts fir hCD38
- Restriktionsenzym Afl Il (5" CTTAAG 3) flr den gezielten Verdau des Vektors
in einem nicht benotigten Bereich (Ampicillin-Resistenz)
- 10 Ansétze a 2ug DNA fur den Verdau bestehend aus jeweils
o 13 plH20
o 2 pl NEB Buffer 4
o 2ulBSA
o 2 ul DNA
o 1ulAflll

Nach dem Ende des Programms wurde die DNA nach Anleitung des QIAquick PCR
purification Kit Protocols aufgereinigt. Im Anschluss wurde zur Kontrolle der
enzymatischen Spaltung des Vektors eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt,
diese zeigte einen sauberen Verdau. Die DNA-Konzentration wurde mithilfe des
Nanodrops gemessen. Diese ergab, dass von den eingesetzten 20 pg DNA nach dem
Verdau 6 pg DNA Ubriggeblieben waren. Diese linearisierte DNA wurde anschliel3end
fur die stabile Transfektion verwendet.

26



2.2.8 Stabile Transfektion muriner Lymphomzellen mit humanem CD38

Das codierende Gen fur das humane Enzym CD38 wurde in die murinen
Lymphomzelllinien YAC-HH und DC27.10 transfiziert. Untransfizierte YAC-HH und
DC27.10 Zellen wurden als Negativkontrolle eingesetzt. Das codierende Gen fir
humanes CD38 wurde als Bestandteil des linearisierten DNA-Vektors pEF dest 51 in
die Lymphomzellen dberfuhrt. Fur die Transfektion wurde das Verfahren der
Elektroporation angewendet. Der Tragervektor enthielt neben der Gensequenz von
humanem CD38 aulRerdem die codierenden Abschnitte fur eine Blasticidin-Resistenz,
welche nach der Transfektion eine Selektion mit Blasticidin der Zellen erméglichte, die
den Vektor und damit die Fahigkeit der Resistenz erfolgreich aufgenommen hatten.
Dafur wurde zuvor die niedrigste Konzentration von Blasticidin bestimmt (10 pg/ml),
welche ausreicht um alle unbehandelten Zellen abzutéten. Fir die Elektroporation
wurden 1x107 Zellen in 1 ml RPMI 1640 Medium aufgenommen und in eine Kivette
Uberfuhrt. AnschlieRend wurden 3 pg der linearisierten DNA, mit dem enthaltenen Gen
fur humanes CD38 hinzugeflgt und die Kuvette in den Genepulser gesteckt. Die
Kivette mit der enthaltenen Probe wurde fur eine Dauer von drei Sekunden einer
elektrischen Spannung von 0,25V und mit einer Kapazitat von 960 uF ausgesetzt.
Nach der Elektroporation wurden die Zellen in vorgewarmte Petrischalen in
komplettem RPMI Medium ausplattiert und fur 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach
48 Stunden wurde Blasticidin hinzugefugt, um alle Zellen abzutoéten, die den
Transfektionsvektor nicht aufgenommen hatten. Die Zellen wurden taglich im
Lichtmikroskop beobachtet. Nach zwei Wochen war ein eindeutiges Wachstum
erkennbar. Per FACS-Analyse konnte die Expression des durch das transfizierte Gen
codierten Proteins auf der Oberflache der Zellen nach Inkubation mit MU10676
nachgewiesen werden. AnschlieRend wurde mit einem FACS Aria ein Cell-Sorting mit

einer Selektion auf humanes CD38 durchgefiihrt.

2.2.9 In vitro Fluoreszenz-Mikroskopie

Fur die fluoreszenzoptische Validierung der Bindung der CD38-Antikérperkonjugate
auf der Zelloberflache wurden je 1x107 Zellen mit je 1pug der beiden
Antikdrperkonjugate fur 30 Minuten inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen und in
200 pl PBS aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen mit einer Cytospin

Zentrifuge (Cytospin 12 slot rotor, Shandon Elliot) fur fUnf Minuten bei 800rpm auf
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Objekttrager Ubertragen. Zur Fixierung wurden die Objekttrager funf Minuten in Aceton
eingelegt, welches zuvor auf -20 °C gekihlt worden war. Nachdem die Zellen
getrocknet waren, wurden die Zellen mit einem Mix aus Mowiol und DAPI benetzt und
mit einem Deckglas abgedeckt. Die Objekttrager wurden tber Nacht bei 4 °C vor Licht
geschutzt gelagert und am néchsten Tag mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert
200M, Zeiss) untersucht. Dabei wurde der Cy5-Kanal fir AF680-Farbung verwendet,
der DAPI-Kanal fur die Zellkernfarbung und der Hellfeld-Kanal fur die Darstellung der
Zellstrukturen unabhangig von der Farbung zur spateren Uberlagerung mit den
Fluoreszenzsignalen. Fur den Cy5-Kanal wurde ein spezieller Filter eingesetzt, um das
AF680-Signal optimal zu detektieren (Filterset 32, Exzitation: BP 665/45, FT 695,
Emission: BP 725/50, Zeiss).

2.2.10 Wachstumskontrollen der Tumoren im MRT

Fur die Etablierung des Tumormodells war es nétig, das Wachstum der subkutan
injizierten Lymphomzellen regelmafiig zu tberprifen. Durch die Verwendung eines
Magnetresonanztomographen war dies mdglich, ohne dass die Tiere getttet werden
mussten. Es wurde ein ClinScan 7 Tesla MRT von Bruker verwendet. Die Mause
wurden jeweils vor und wéahrend der Messungen mit Isofluran sediert. AnschlieRend
wurde jeweils zunachst eine 54 sekindige Localizer-Sequenz zur Bestimmung des zu
messenden Bereiches gefahren. Sobald dieser Bereich definiert war, folgte eine
Messung der Tumorregion in der Transversalebene (Dauer 3:42 Min.) und eine in der
Koronarebene (Dauer 3:42 Min.), jeweils in T2-Wichtung. Dabei wurden
Schichtbildaufnahmen mit einer Schichtdicke von 0,8 mm angefertigt. Mithilfe der
Osirix-Software wurden die aussagekraftigsten Aufnahmen ausgesucht und fur die

Darstellung der Tumoren optimiert.

2.2.11 Nahinfrarot-Fluoreszenz- (NIRF-) Bildgebung

Bei den meisten in vitro- und allen in vivo- sowie ex vivo-Experimenten wurde der
Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor®8 (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) eingesetzt.
Die maximale Anregung (Exzitation) dieses Fluorophors wird bei einer Wellenlange
von 679 nm erreicht und die maximale Abstrahlung (Emission) kann bei einer

Wellenlange von 702 nm detektiert werden.
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2.2.12 NIRF-Bildgebung in vitro

Es wurden je 1x10° hCD38-positive und negative YAC-Zellen genau wie fur die FACS-
Versuche mit A10%° oder MU1067%8° inkubiert und in die Wells einer schwarzen 96-
Wellplatte Uberfihrt. Nach Absetzen der Zellen am Boden wurden NIRF-Aufnahmen
mit dem IVIS aufgenommen und diese mit der Livingimage Software ausgewertet.
Dabei wurden die gleichen Filtereinstellungen verwendet wie fir die in vivo
Aufnahmen. Die Farbintensitatsskala wurde so gewahlt, dass keine
Hintergrundsignale mehr zu erkennen waren. Als Hintergrundwerte wurden

Probenvertiefungen gewabhlt, die nur mit PBS befullt wurden.

2.2.13 NIRF-Bildgebung in vivo

Zur Vorbereitung auf die NIRF-Bildgebung in vivo wurden die Mause mindestens eine
Woche vor Versuchsbeginn ausschlieRlich mit alfalfa-freiem Futter ernahrt, um eine
Verfalschung der Messwerte durch Autofluoreszenz aus dem Gastrointestinaltrakt
wahrend der Fluoreszenzaufnahmen zu minimieren. Um das Wachstum zweier
Tumoren vergleichbarer Grol3e zu erreichen, wurden 8-10 Tage vor den in vivo
Aufnahmen 1,5x10% CD38-negative YAC-Zellen subkutan riickseitig im Bereich des
linken Vorderlaufs und 2,0x10® CD38-positive YAC-Zellen entsprechend auf der
rechten Seite injiziert. Die Zellen wurden in einer Mischung von 0,1 ml RPMI Medium
und 0,1 ml Matrigel (BD Biosciences, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
aufgenommen und injiziert. Die verschiedenen Zellzahlen wurden gewdahlt um die
abweichenden Wachstumsgeschwindigkeiten der beiden Zelllinien auszugleichen.
Nach 8-10 Tagen hatten die Tumoren eine Grof3e von circa 8 mm erreicht. Direkt im
Anschluss an die Subkutaninjektion wurde das Futter auf die alfalfa-freie Diat
umgestellt. Nach Erreichen der notwendigen TumorgroéRe wurden jeweils
Leeraufnahmen aller am Versuch beteiligten Mause mit dem IVIS aufgenommen.
Anschliel3end wurde den Mausen je nach Gruppe 10 pug oder 50 pg des Nanobody-
Konjugats MU1067%8° oder des Antikorperkonjugats A10%° in 0,2 ml PBS intravenots
Uber die Schwanzvene verabreicht. Es wurden weitere NIRF-Aufnahmen 1, 2, 4, 6, 8,
12, 24 und 48 Stunden nach der Injektion gemacht. Dazu wurden bis zu 4 Mause
gleichzeitig in der Kammer des Kleintier-NIRF-1VIS platziert und Aufnahmen mit den
folgenden Fluoreszenzfiltern angefertigt: 615-665 nm zur Exzitation, 695-770 nm zur

Emission und 580-610 nm fur die Hintergrundkorrektur. Sowohl fur die Injektionen als
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auch die NIRF-Aufnahmen wurden die Mause jeweils Uber einen Vernebler mit
Isofluran sediert. Die Aufnahmen wurden mit der Living Image 4.2 Software
ausgewertet. Neben der qualitativen Analyse erfolgte die quantitative Analyse der
Bilder. Dafur wurden ROIs (region of interest) im Bereich des CD38-negativen Tumor
(links), des CD38-positiven Tumor (rechts), der Nieren und des rechten Hinterlaufs
(Hintergrundwert) platziert und die mittlere Fluoreszenzintensitat bestimmt. Das
Tumor-zu-Hintergrund Verhaltnis wurde aus dem Quotienten der ROI tiber dem Tumor
und der ROI Uber dem rechten Hinterlauf berechnet.

Auf dem Zeitstrahl im oberen Teil der Abbildung 3.8 ist der zeitliche Ablauf der im
Rahmen der vorgelegten Arbeit durchgefihrten Experimente schematisch dargestellt.
Insgesamt wurde fur einen Durchlauf eine Dauer von zehn Tagen veranschlagt. Diese
beinhaltete ab der subkutanen Injektion der Tumorzellen ca. 7-8 Tage fur das
Tumorwachstum und zwei Tage fir die in vivo und ex vivo Bildgebung, sowie die

weiterfihrenden durchflusszytometrischen Untersuchungen.

2.2.14 NIRF-Bildgebung ex vivo per IVIS

48 Stunden nach der intravenésen Injektion der fluorophormarkierten mAk oder
Nanobodies wurde die letzte in vivo Messung durchgefuhrt. Die Tiere wurden per
Genickbruch getotet und der Blutkreislauf wurde mit 20 ml PBS gespult, um die
verbleibenden ungebundenen  Antikdrpermolekile aus den Organen
herauszuwaschen. Hierfur wurde die linke Herzkammer punktiert und der rechte
Herzvorhof inzidiert. Im Anschluss wurden die beiden Tumoren aus dem
Schulterbereich, sowie folgende Organe entnommen: Milz, Lunge, Leber mit
Gallenblase, Nieren, Magen, ein Teil des Dinndarms und ein Stiick Muskel. Diese
wurden auf einer schwarzen Matte aufgereiht und erneut mit dem IVIS gemessen. Mit
der Livingimage-Software wurde Uber jedem Organ eine ROI zur Messung der
mittleren Fluoreszenzintensitat platziert. Durch die Bildung des Quotienten aus der
ROI der jeweiligen Organe und der ROI des Muskels wurde das Organ-zu-
Hintergrund-Verhaltnis (O/H-Verhaltnis) gebildet.
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2.2.15 FACS-Kontrolle der explantierten Tumorzellen

Nachdem die ex vivo Aufnahme der explantierten Organe und Tumoren mit dem IVIS
erfolgt war, wurden die Tumoren in einer AEBSF-LOsung aufgenommen. Dieser
Protease-Inhibitor soll den Abbau der gebundenen Antikérpermolekile bis zur
Messung verhindern. Fir die durchflusszytometrische Analyse war es notwendig, das
Tumorparenchym in eine Einzelzellsuspension zu bringen. Dafur wurde der Tumor
zunachst grob mit einer Schere zerkleinert und anschlie3end mit dem Stempel einer
Kunststoffspritze durch ein Zellsieb (Cellstrainer) mit Poren von 70 pum gedriickt und in
10 ml PBS/BSA 2% aufgenommen. Die Zellzahl wurde durch mikroskopische Zéhlung
in der Neubauer improved-Zahlkammer bestimmt, wie oben beschrieben. Je 1x10°
Zellen wurden fir 15 Minuten bei 4 °C mit der Fc-Block-Mischung inkubiert, bestehend
aus je 100 pl PBS/BSA 0,2%, 1 pl unkonjugiertem Antikorpermix aus a-msCD16/CD32
und 1pl NRS. AnschlieRend wurde der Uberstand abzentrifugiert und verworfen. Die
Zellen wurden erneut in 100 pul PBS/BSA 0,2% aufgenommen und mit 1 pg desselben
Antikorperkonjugats inkubiert, welches bereits in vivo der Maus injiziert worden war,
aus welcher der entsprechende Tumor explantiert worden war. Zusatzlich wurde zu
jeder Probe 0,5 uyg a-msCD458Fu0r450 hinzugegeben, um Tumorzellen von anderen
Zellen unterscheiden zu konnen. Nach einer 30-minutigen Inkubation wurden die
Zellen zweimal gewaschen und anschlieend fur 20 Minuten bei 4 °C in 200 pl einer
1:1000 Verdunnung PacO in reinem PBS zur Differenzierung von lebenden und toten
Zellen inkubiert. Nach zwei erneuten Waschgangen wurden die Zellen in 150 pl PBS

aufgenommen und im FACS gemessen.

2.2.16 Urin- und Serumanalyse

Zur Bestimmung der Biodistribution der Antikorperformate im Koérper der Mause und
der Ausscheidung uber den Urin wurde bei allen Mausen aus Abbildung 3.9.
innerhalb der ersten 4 Stunden nach der intravenésen Injektion Urin gewonnen und
nach 4 Stunden ca. 100 ul Blut abgenommen. Ebenso wurde direkt im Anschluss an
die Toétung der Tiere nach 48 Stunden Urin und Blut gewonnen und bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C gekuhlt. Das Blut wurde jeweils mit 10 pul Heparin (100 IE)
gemischt, um die Blutgerinnung zu unterbinden. Anschlie3end wurde das Blut fur 5
Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und das Serum abpipettiert. Serum und Urin

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur FACS-Analyse wurden
31



die Proben aufgetaut und jeweils 10 pl Serum oder Urin auf 1x10% CD38+ oder CD38-
YAC-Zellen aus Zellkultur in 90 ul PBS gegeben um eine 1:10 Verdinnung
herzustellen. Nach einer 30-minltigen Inkubation wurden die Proben zweimal
gewaschen und anschlieBend erneut in 150 ul PBS aufgenommen und im FACS

gemessen.

2.2.17 Statistische Auswertung

Die Daten wurden jeweils als Mittelwert mit der Standardabweichung angegeben. Fur
die Berechnung der Signifikanzniveaus der quantifizierten in vivo Daten (Abb. 3.12.,
3.13) wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (two way Anova) durchgefihrt und
nach der Bonferroni-Methode korrigiert. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. Fur die statistische Auswertung wurden Prism 5 (GraphPad

Software) und Excel (Microsoft) verwendet.
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3. Ergebnisse

Der Ergebnisteil dieser Arbeit ist in drei Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt wird
die Etablierung eines Tumormodells fur die intravitale NIRF-Bildgebung beschrieben.
Dabei wurde zunachst nach humanen Lymphomzelllinien gesucht, die
naturlicherweise das Enzym CD38 auf der Zelloberflache exprimieren. Der Hintergrund
dafiir ist die bessere Ubertragbarkeit von Erkenntnissen aus den Experimenten auf
den menschlichen Organismus. Zusatzlich wurde nach einer weiteren
Lymphomzelllinie  gesucht, die keine oder eine madglichst geringe
Oberflachenexpression von CD38 aufweist, um diese als Negativkontrolle
einzusetzen. Das sehr heterogene Wachstum der verschiedenen Zelllinien verhinderte
jedoch die erfolgreiche Etablierung einer solchen humanen Vergleichslinie. Daher
wurde im né&chsten Schritt eine murine Zelllinie gewahlt, deren gute
Wachstumseigenschaften bereits bekannt waren. Die Gensequenz des humanen
CD38 wurde mittels eines Tragervektors durch Elektroporation in das Genom der
Zelllinien YAC-1 und DC27.10 transfiziert. Diese Zellen zeigten ein zuverlassiges und
gleichmafiges Wachstum in vivo und wurden daher fir die Versuche zur intravitalen

Bildgebung eingesetzt.

Der zweite Abschnitt behandelt die vergleichenden in vitro Bindungsanalysen von
fluorophormarkierten CD38-spezifischen Nanobodies und konventionellen Antikérpern
an Lymphomzellen. Der Nanobody MU1067 und der konventionelle Antikbrper A10
binden beide an das humane Enzym CD38 und wurden fir die in vitro, in vivo und ex
vivo Analysen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 680 gekoppelt. Die Bindung
an die CD38-positiven  Zellen  wurde  mittels  Durchflusszytometrie,
Fluoreszenzmikroskopie und VIS nachgewiesen.

Im dritten Abschnitt wird die Anwendung der aus den in vitro Versuchen gewonnenen
Erkenntnisse im Mausmodell in vivo beschrieben. Dafur wurden die mit humanem
CD38 transfizierten murinen Lymphomzellen der Linie YAC-CD38 und untransfizierte
YAC-Zellen als Negativkontrolle eingesetzt. Auch hier zeigte sich eine spezifische
Anreicherung der beiden Antikérperkonstrukte im CD38-positiven Tumor. Es ergaben
sich jedoch deutliche Unterschiede hinsichtlich der sonstigen Verteilung im Korper der
Mause und der Ausscheidung der fluorophormarkierten Nanobodies und der

konventionellen Antikorper.
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3.1 Etablierung eines CD38-Allograft-Tumormodells mit Lymphomzellen fir

die intravitale Bildgebung

Das Ziel der Arbeit war, durch vergleichende in vivo Analysen Uber die Zeit neue
Erkenntnisse Uber die unterschiedlichen Eigenschaften des Nanobodys MU1067 und
des konventionellen Antikorpers A10 im Hinblick auf die diagnostische NIRF-
Bildgebung zur spezifischen Tumorerkennung von CD38-positiven Tumoren zu
gewinnen. Dafir war ein Tumormodell notwendig, dass in verlasslicher Weise in einem
angemesssenen Zeitraum Tumoren in den athymischen Mausen wachsen lasst. Um
eine moglichst gute Ubertragbarkeit der Erkenntnisse von dem Modell auf den
Menschen zu ermdglichen, sollten fur diesen Zweck humane Zelllinien verwendet
werden. Da kein passendes Tumormodell verfugbar war, wurden verschiedene

humane Lymphomzelllinien untersucht.

3.1.1 Drei von sechs humanen Lymphomlinien zeigen eine natirliche

Oberflachenexpression von CD38

Lymphome weisen besonders haufig eine Uberexpression von CD38 auf der
Zelloberflache auf und eignen sich dadurch besonders gut fir die Bildgebung mit
CD38-spezifischen Antikorperkonstrukten. Neben einer Zelllinie mit einer starken
CD38-Expression wurde zusatzlich eine Negativkontrolle benétigt, also eine moglichst
ahnliche Zelllinie, die kein oder nur sehr wenig CD38 exprimiert. Es wurden sechs
verschiedene Linien auf ihre natirliche CD38-Oberflachenexpression mittels

Durchflusszytometrie untersucht.
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Abb. 3.1: Die humanen Lymphomzelllinien CA46, RPMI 8226 und Jijoye M13 exprimieren
CD38 auf der Zelloberflache.

Die Zellen wurden mit dem fluorophormarkierten anti-hCD38 Nanobody MU1067%° und LD
PacO inkubiert und das Signal im FACS gemessen. Durch die Gating-Strategie wurden nur
lebende Zellen (LDPacO-negativ) eingeschlossen. Die Ergebnisse wurden bei weiteren
Messungen nach einer Anfarbung mit einem MU1067-Fc-Konstrukt und dem konventionellen
anti-CD38 Antikorper AT13 bestatigt.

Die FACS-Plots aus Abbildung 3.1 zeigen eine homogene starke Expression von
CD38 auf den CA46-Zellen und den Jijoye M13-Zellen, eine eher inhomogene
Population bei den RPMI 8226-Zellen und nur sehr schwache Signale auf den Zellen
der Linien AG876, U266 und PA682. Aufgrund der gleichmafig CD38-positiven
Population erschienen besonders die Lymphomlinien CA46 und Jijoye M13 fir das
Tumormodell geeignet zu sein. Da Jijoye M13 auch bereits im ungefarbten Zustand
ein leicht CD38-positives Signal aufwies, wurde die Lymphomzelllinie CA46 fiir die in
vivo Testung ausgewahlt. Fir die Negativkontrolle kamen die Linien PA682, U266 und
AG876 infrage. AG876 wird nicht weiter berlcksichtigt, da sie eine inhomogene
Population aufwiesen, die in den CD38-positiven Bereich hineinreichte. PA682 und
U266 unterschieden sich nur geringfigig und hatten beide eine sehr geringe CD38-
Expression. Aufgrund der deutlich schnelleren Teilungsrate in vitro wurde zunachst

nur die Linie PA682 fir die in vivo Testung ausgewabhilt.
35



00

= kein Wachstum = Wachstum > 2mm

Abb. 3.2: Beide getesteten Lymphomzelllinien fihren in vivo im Mausmodell sechs
Wochen nach subkutaner Injektion nur in 50% (PA682) bzw. 26% der Falle zu einem
erkennbaren Tumorwachstum.

Wechselnde Zellzahlen, geldst in einem Mix aus 100 uL RPMI Medium und 100 pL Matrigel,
wurden subkutan in die Region des rechten oder linken Vorderlaufs auf dem Rucken injiziert.
Nach spatestens sechs Wochen wurden die Mause mit der Magnetresonanztomographie
untersucht, um ein eventuelles Tumorwachstum festzustellen. Insgesamt wurden 48
subkutane Injektionen mit PA682 durchgefiihrt, die in 24 Fallen (=50%) zu einem erkennbaren
Wachstum eines Tumors mit einem Durchmesser von mehr als 2 mm fuihrte. Nach subkutaner
Injektion von CA46 kam es lediglich in 10 von 39 Fallen (=26%) zu einem erkennbaren
Tumorwachstum.

Die MRT-Kontrollen des Tumorwachstums nach sechs Wochen fihrten zu dem
Ergebnis, dass nur in der Halfte der Falle nach der subkutanen Injektion von PA682
ein solider Tumor an der Injektionsstelle entstand. Nach Injektion von CA46 Zellen kam
es sogar nur in etwas mehr als einem Viertel der Félle zu einem erkennbaren
Tumorwachstum. Dieser Anteil ist nicht ausreichend, um ein verlassliches
Tumormodell zu etablieren, mit dem Reihenversuche durchgefihrt werden kdnnen.
Hinzu kam, dass es auch durch Variation der Zellzahl und des Injektionszeitpunktes
nicht gelang, einen PA682 Tumor (CD38-negativ, Negativkontrolle) auf der linken Seite
und einen CA46 Tumor (CD38-positiv) auf der rechten Seite in derselben Maus zu
erzeugen. Das unzuverlassige und sehr heterogene Wachstum der humanen
Lymphomzelllinien fihrte zu einem Umdenken in der Strategie zur Etablierung eines
CD38-Tumormodells. Statt eines Xenograft-Modells mit humanen Zellen in einer Maus
wurde deshalb ein Allograft-Modell mit Mauszellen etabliert.
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3.1.2 Stabile Transfektion von murinen Lymphomzellen mit humanem CD38

Der Vorteil muriner Lymphomzellen ist das bekannte verlassliche Wachstum in vivo.
Naturlicherweise exprimieren diese Zellen aber kein CD38 oder nur die murine
Variante des Enzyms. Das urspringliche Studiendesign beruhte auf dem Nanobody
MU1067 und dem konventionellen Antikorper A10, die beide spezifisch gegen die
humane CD38-Variante gerichtet sind. Um diese Antikdrperformate auch in der
modifizierten Studie einsetzen zu kbnnen, musste eine Moglichkeit gefunden werden,
dass die murinen Lymphomzellen die humane CD38-Variante auf ihrer Zelloberflache
exprimieren. Eine Transfektion der codierenden Gensequenz fir humanes CD38 in die
murinen Zellen ermoglicht die Integration des Gens in deren Genom und damit eine
dauerhafte Produktion und Oberflachenprésentation des Enzyms. Fur die Transfektion
wurde ein Tragervektor verwendet. Durch das Verfahren der Elektroporation sollte die

Aufnahme dieses Vektors in die Zellen erleichtert werden.
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Abb. 3.3: Die Transfektion von humanem CD38 in die murinen Zelllinien YAC-1 und
DC27.10 fuhrt zu einer homogenen Oberflachenexpression.

Dargestellt sind FACS-Messungen von jeweils 1x10° Zellen nach 30-min(tiger in vitro
Inkubation mit dem Nanobody MU1067%° und LDPacO, bzw. mit MU1067-Fc®’ (Cell-Sorting,
dritte Spalte). Das Signal fur AF680/APC (AF647) und damit fir humanes CD38 ist auf der y-
Achse dargestellt. Auf der x-Achse ist der Forward-Scatter aufgetragen. Durch die Gating-
Strategie wurden nur lebende Zellen (LDPacO-negativ) eingeschlossen. Die erste Spalte der
FACS-Plots zeigt die durchflusszytometrische Analyse auf humanes CD38. Zwei Wochen
nach der Transfektion und nach Blasticidin-Selektion wurden die Zellen erneut auf ihre CD38-
Expression untersucht (zweite Spalte). Es wurde ein Sorting auf CD38-positive Zellen
vorgenommen (dritte Spalte) und die Zellen drei (vierte Spalte) und funf (fliinfte Spalte) Wochen
nach der Transfektion erneut im FACS analysiert. Die jeweils oberen Populationen exprimieren
hCD38 auf der Oberflache.
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Es wurden die beiden murinen Lymphomzelllinien YAC-1 und DC27.10 aufgrund ihrer
beschriebenen guten Wachstumseigenschaften in vivo fir die Transfektion

ausgewahilt.

Wie in Abbildung 3.3 zu sehen ist, waren beide Linien vor der Transfektion hCD38-
negativ. Direkt im Anschluss an die Elektroporation erfolgte eine Blasticidin-Selektion,
sodass nur die Zellen tberleben sollten, die den Vektor erfolgreich aufgenommen
haben und damit auch die Gensequenz fir eine Blasticidin-Resistenz. Nach einer
zweiwochigen Erholungsphase nach der Transfektion hatten sich zwei
Subpopulationen gebildet. Die obere Population produzierte nun das Enzym auf ihrer
Zelloberflache, wo es von fluorophormarkierten Antikbrpern gebunden werden konnte.
Zu diesem Zeitpunkt waren bereits mehr als 30% der YAC-Zellen und mehr als 50%
der DC27.10-Zellen hCD38-positiv. Trotz der Blasticidin-Behandlung hatten jedoch
auch viele Zellen Uberlebt, die nach wie vor kein hCD38 produzierten. Da eine
moglichst homogene Population mit einer starken hCD38-Expression fur das
Tumormodell erforderlich ist, wurde ein Cell-Sorting durchgefihrt. Daflr wurden nur
hCD38-positive Zellen mit einer besonders hohen Expressionsstarke ausgewahlt. Die
anschlieBenden FACS-Analysen dieser Zellen zeigten, dass in beiden Féllen nur noch
eine homogene Population mit einer hohen hCD38-Oberflachenexpression auf mehr
als 99% der Zellen vorhanden ist. Funf Wochen nach der Transfektion standen somit
zwei verschiedene murine Lymphomzelllinien zur Verfigung, die beide kontinuierlich
humanes CD38 auf der Oberflache exprimierten. Zudem war mit den untransfizierten
Zellen der beiden Zelllinien jeweils eine ideale Negativkontrolle vorhanden. Mit der
Etablierung der hCD38-positiven Zelllinien YAC-1 und DC27.10 konnte die
entscheidende Voraussetzung fir die angestrebte in vivo Testung des murinen

Tumormodells erfillt werden.

3.1.3 Murine Lymphomzellen zeigen nach Transfektion mit humanem CD38 ein

verlassliches und einheitliches Wachstum in vivo

Wie oben beschrieben, wurden Suspensionen der hCD38-transfizierten murinen
Zellen jeweils subkutan in die rechte Schulterregion und entsprechende untransfizierte
Zellen in die linke Schulterregion der Versuchstiere injiziert. Nach einigen Tagen waren
bereits makroskopisch von aul3en tumorverdachtige Raumforderungen an den

Injektionsstellen zu beobachten. Mit einem Kleintier-MRT wurden Schichtbilder der
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Kdrperregionen angefertigt, in denen Tumoren vermutet wurden. Mithilfe dieses
Verfahrens war es moglich, entstandene Tumoren zu identifizieren und auszumessen.
Gleichzeitig konnten damit solide Bereiche von umgebendem Gewebe unterschieden

werden.

Kein Tumor DC27.10-Zellen YAC-Zellen

Wirbelsdule

Abb. 3.4: CD38-transfizierte und untransfizierte YAC- und DC27.10-Zellen bilden nach
sechs Tagen einen Tumor, der im MRT nachweisbar ist.

Die Mause wurden mit einem Isofluranvernebler betdubt und unter kontinuierlicher inhalativer
Isofluran-Sedierung auf dem Versuchsschlitten platziert. Es handelt sich bei allen Aufnahmen
um transversale Schnittbilder in T2-Wichtung auf Hohe des Brustkorbs, der Abgang der
Vorderlaufe ist teilweise zu erkennen. Der Ricken der Tiere ist unten im Bild angeordnet, der
Bauch zeigt nach oben. Rechts und links sind aufgrund des standardisierten bildgebenden
Verfahrens vertauscht. Links im Bild ist eine Maus zu sehen, der keine Tumorzellen injiziert
wurden. Der mittleren Maus wurden rechts hCD38-positive (T+) und links untransfizierte
hCD38-negative (T-) DC27.10 Zellen injiziert, der rechten Maus entsprechend (un-)
transfizierte YAC-Zellen. Der maximale Durchmesser der jeweiligen Tumoren ist in roter Schrift
angegeben.

Die MRT-Aufnahmen in T2-Wichtung zeigten im Transversalschnitt die Lage der
soliden Tumoren im subkutanen Unterhautgewebe, die nach der Injektion der
Tumorzellen dort gleichmaRig innerhalb von sechs bis acht Tagen bis auf eine Grol3e
von etwa 7 mm im Durchmesser herangewachsen sind. Das ist im Vergleich zu den
vorangegangenen Versuchen mit humanen Zelllinien deutlich schneller, zudem
wuchsen CD38-positive Zellen und CD38-negative ungefahr gleich schnell. Dieses
gleichméafiige Wachstum war die Voraussetzung, um Uber eine Bildgebung die
Verteilung der injizierten Antikérperkonjugate in beiden Tumoren beurteilen und
spezifisches von unspezifischem Bindungsverhalten unterscheiden zu kénnen. Bei

sehr &hnlichen Wachstumserfolgen in vivo fiel die Wahl auf die Linie YAC-CD38/untr.
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Alle weiteren in vitro, in vivo und ex vivo Experimente wurden daher nur noch mit YAC-

Zellen durchgefuhrt und dargestellt.

3.2 Vergleichende Bindungsanalysen in vitro mit dem fluorophormarkierten
hCD38-spezifischen Nanobody MU1067 und dem konventionellen
Antikdrper A10 an Lymphomzellen

Die Werkzeuge fir die intravitale Bildgebung stellen, wie bereits im Abschnitt Material
und Methoden beschrieben, zwei verschiedene CD38-spezifische Antikbrperformate
dar - der konventionelle mAk A10 und der Nanobody MU1067. Als Grundlage fur
weiterfihrende Experimente in vivo war es zunachst notwendig das Bindungsverhalten
der Antikdrper in vitro zu untersuchen. Um das Bindungsverhalten der Antikdrper an
das Target-Enzym CD38 zu visualisieren, wurden diese mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AlexaFluor 680 (AF680) gekoppelt. Durch das emittierte Fluoreszenzsignal kénnen
Ruckschlisse auf Verteilung und Bindungsstérke der Antikdrper sowie auf die Anzahl
der gebundenen Epitope gezogen werden. Aul3erdem kdnnen die Fluoreszenzsignale
computergestitzt quantifiziert werden, wodurch eine objektive Vergleichbarkeit und
die statistische Berechnung signifikanter Unterschiede ermdglicht werden.
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Abb. 3.5: Nach Fluorophorkonjugation detektieren sowohl der Nanobody MU1067 als
auch der konventionelle Antikérper A10 humanes CD38 auf der Zelloberflache
transfizierter YAC-Zellen.

a) SDS-PAGE Analyse nach Coomassie-Farbung von A10 (Spur 1, 2) und MU1067 (Spur 3,
4) Spur 5 enthalt einen Supermarker. Uberlagerung mit einer NIRF-Aufnahme desselben Gels.
In Spur 1 und 3 sind jeweils 1 pug der unkonjugierten Antikbrper aufgetragen, in Spur 2 und 4
1 pg der jeweiligen Antikérper nach Konjugation mit AF680 (gelbrotes Fluoreszenzsignal).
b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von CD38-positiven (oben) und CD38-negativen
(unten) YAC-Zellen nach Anfarbung mit MU1067%% (links) oder A10%° (rechts). Blau: DAPI
(DNA-Farbung), Rot: Alexa Fluor 680 (hCD38).

Die SDS-PAGE-Analyse verdeutlicht die unterschiedlichen Strukturen der beiden
Antikdrperformate. A10 besteht wie alle konventionellen Antikérper der Klasse IgG aus
zwei schweren und zwei leichten Ketten, die auf Hohe von 50kDa bzw. 25kDa zu
finden sind. Der Nanobody MU1067 hingegen besteht nur aus der antigenbindenden
Domaéane einer schweren Kette (Abb. 3.5), woraus sich das deutliche geringere
Molekulargewicht von ca. 15kDa gegenuber 150kDa eines konventionellen
Antikdrpers ergibt. Die sauberen Banden zeigen die Reinheit der Proben. Durch die
Uberlagerung des Fotos des SDS-PAGE-Gels mit der Fluoreszenzaufnahme
desselben Gels, die mit dem IVIS aufgenommen wurde, konnte eine erfolgreiche
Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffes AF680 an die beiden Antikorper eindeutig
nachgewiesen werden. Mithilfe der im Kopplungs-Kit gegebenen Formel wurde die
Anzahl der Fluorophorpartikel pro Antikdrpermolekil berechnet. Dabei zeigte sich,
dass jeder konventionelle A-10Antikorper im Durchschnitt 4,4 Fluorophore gebunden
hatte. Auf jeden MU1067-Nanobody kamen dagegen durchschnittich nur 0,8

Fluorophore. Als nachster Schritt folgte die Testung der Bindung an das Target-Enzym
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auf den transfizierten Zellen in vitro. Dafir wurden CD38-transfizierte und
untransfizierte YAC-Zellen mit MU1067%8° oder A1088 inkubiert und mit einem

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Sowohl A10%8° als auch MU1067%° binden das hCD38 auf den YAC-Zellen spezifisch,
wobei das Signal der Nanobodies starker ist als das der mAk (Abb. 3.5 b). Auch in der
Durchflusszytometrie zeigt sich wie bereits in der Mikroskopie eine spezifische
Bindung von A10%° und MU1067%8° an die transfizierten YAC-Zellen. Ebenso wird das
starkere Signal der Nanobodies bestétigt. Besonders deutlich wird der Unterschied auf
den IVIS-Aufnahmen (Abb. 3.6).

MU1067 A10 MU1067 A10

2x107

Zellzahl

| A

hCD38680

Abb. 3.6: Der Nanobody MU1067 und der mAk A10 zeigen eine spezifische Anfarbung
CD38-exprimierender YAC-Zellen in der Durchflusszytometrie und IVIS.

FACS-Analyse (a) und IVIS-Analyse (b) CD38-transfizierter (obere Zeile) und untransfizierter
(untere Zeile) YAC-Zellen. Die Zellen wurden jeweils entweder mit MU1067°% (linke Spalte)
oder A10%° (rechte Spalte) inkubiert. a) Histogramme der FACS-Analyse, auf der x-Achse ist
die MFI der Zellen aufgetragen, auf der y-Achse die Zellzahl. Die grauen Histogramme stellen
die gefarbten YAC-Zellen dar, die wei3en Histogramme mit gestrichelter Linie die ungefarbten
Zellen als Negativkontrolle. b) Dargestellt ist ein Ausschnitt einer 96-Wellplatte mit vier
verschiedenen Proben. Rechts ist die Farbintensitatsskala im Bereich von 2x10°-2x10’
(p/sec/cm?/sr)/(uW/cm?) dargestellt.

2x10°

Mit allen eingesetzten Techniken, also Fluoreszenzmikroskopie, FACS und IVIS
werden die CD38-positiven (+) YAC-Zellen spezifisch von beiden Antikérperformaten
detektiert, wohingegen die untransfizierten (-) Negativkontrollen keine Signalerh6hung
aufweisen. Dabei ist jeweils ein etwas starkeres Fluoreszenzsignal von den Proben

ausgehend zu verzeichnen, die mit dem Nanobody MU1067 inkubiert wurden.
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Nach der Untersuchung der Bindungseigenschaften der Antikdrper in vitro unter
idealen Bedingungen war es noch notig, eventuell stérende Faktoren zu untersuchen,
die bei der in vivo Anwendung das Ergebnis beeinflussen kdonnten. Dazu gehort
mechanischer Stress durch vielfaches Pipettieren und die intravendse Injektion, sowie

thermischer Stress durch die Kérpertemperatur der Versuchstiere.

30x Pipettieren 30 min 37 °C 60 min 37 °C 120 min 37 °C

1067 1 % |
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Abb. 3.7: Stress durch eine Inkubation bei 37 °C in vitro oder durch mehrfaches
Pipettieren beeinflusst das Fluoreszenzsignal gebundener MU1067-Nanobodies und
A10-Antikdrper nur in geringem Mal3e.

FACS-Analyse in vitro von YAC-Zellen, nachdem diese mit 0,5 pg MU1067% (obere Zeile)
oder A10 (untere Zeile) gefarbt und anschlie3end verschiedenen Stresssituationen ausgesetzt
worden waren. Dabei wurden die Zellen nach der Inkubation 30x mit einer Pipette aufgezogen
(1. Spalte v. 1.), fur eine Dauer von 30 Minuten (2. Spalte v. I.), 60 Minuten (3.Spalte v. I.) oder
120 Minuten (4. Spalte v. |.) bei 37 °C inkubiert. Die Histogramme stellen die Verteilung der
ungefarbten Kontrollzellen (weil3, gestrichelte schwarze Linie), der gefarbten Kontrollzellen
ohne Stresseinwirkung (weil3, schwarze Linie) und der geféarbten, gestressten Zellen (grau,
graue Linie) dar. Die y-Achse zeigt die Zellzahl an, auf der x-Achse ist die
Fluoreszenzintensitat des Alexa Fluor 680-Signals aufgetragen.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Stresssituationen in vitro simuliert (Abb. 3.7).
Daftir wurden CD38-transfizierte YAC-Zellen mit MU1067%8° oder A10%8° gefarbt und
anschlieBend entweder mechanischem Stress durch wiederholtes auf- und
abpipettieren oder thermischem Stress durch Inkubation bei 37 °C ausgesetzt.
AnschlieRend erfolgte die FACS-Analyse, um die durch diese Szenarien
hervorgerufenen Auswirkungen auf die CD38-spezifische Fluoreszenzintensitat zu

bestimmen. Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurde jedes Szenario einzeln
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dargestellt und jeweils ungefarbte und Zellen ohne Stresseinwirkung eingezeichnet.
Dabei zeigte sich im Falle von MU1067 eine leichte Abschwachung des
Fluoreszenzsignals durch das wiederholte Pipettieren, sowie mit zunehmender Dauer
der Inkubation bei 37 °C. Auch bei A10 nahm die MFI durch eine langere Inkubation
bei 37 °C ab, wohingegen der Pipettierstress keinen grofReren Einfluss zu haben
schien. Die Darstellung in Histogrammform lasst jedoch keine genauere Beurteilung
dieser Einflisse zu. Daher wurde eine Quantifizierung des spezifischen
AlexaFluor680-Signals vorgenommen und in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tab 3.1: Mechanischer und thermischer Stress fuhren zu einer Reduktion des
spezifischen AF680-Signals von maximal 15,8% bei MU1067 und 11,2% bei A10.
Ausgehend von einer Probe, die unter idealen Bedingungen mit minimalem Stress mit
MU1067%° oder A10%° gefarbt worden war, wurde die spezifische MFI von AF680 als
Vergleichswert jeweils auf 100% festgesetzt. Die absolute MFI ist in jeder Zelle angegeben,
dahinter ist in Klammern die prozentuale MFI im Vergleich zum Idealwert genannt.

Stressszenario MU1067 MFI (% von , kein Stress“) A10 MFI (% von , kein Stress”)
Kein Stress 27829 (100) 13472 (100)
30 min 37 °C 26641 (95,7) 12622 (93,7)
60 min 37 °C 25073 (90,1) 12208 (90,6)
120 min 37 °C 23417 (84,2) 11968 (88,8)
30x Pipettieren 23851 (85,7) 12413 (92,1)

Die Quantifizierung verdeutlicht, dass eine langere Inkubation bei 37 °C zu einer
Abnahme des AF680-Signals fuhrt. Das gilt fur beide Antikorperformate, wobei sich
MU1067 als etwas anfalliger erweist, mit einer maximalen Signalreduktion von 15,8%
nach zwei Stunden Warmebehandlung im Gegensatz zu 11,2% bei A10. Auch
mechanischer Stress durch Pipettieren beeinflusst MU1067 mit einer Reduktion von
14,3% starker als A10 mit 7,9%.

3.3 Intravitales Imaging von hCD38-positiven YAC-Zelllymphomen mit

fluorophormarkierten Nanobodies und konventionellen Antikdrpern

Nach der Etablierung des CD38-Allograftmodells mit murinen transfizierten
Lymphomzellen und den vergleichenden Bindungsanalysen des AF680-konjugierten

Nanobodies MU1067 und des konventionellen Antikérpers A10 wurden die intravitalen
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Bildgebungsexperimente durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst ein experimentelles
Setup erstellt, welches auf den Erkenntnissen der Vorversuche basiert und in

Abbildung 3.8 schematisch skizziert ist.

In vivo NIRF-Bildgebung
2 A
a 5

. ) 12 24 48
Alle 2 Tage Inspektion und Gewichtskontrolle | | 1,
1

I II'

Tag 0: s.c.-Injektion YAC-Zellen i o - Explantation &
=Tag 8: i.v.-Injektion Antikorper ex vivo Bildgebung
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Exzitationslicht

Lichtquelle

Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der in vivo Imaging
Experimente.

Der Zeitstrahl im oberen Teil skizziert den Ablauf der Experimente. An Tag 0 werden die
Lymphomzellen subkutan injiziert (blaue Spritze). Die Mause werden alle zwei Tage
untersucht und mit alfalfa-freiem Futter versorgt. Nach ca. 8 Tagen erfolgt die intraventse
Gabe von fluorophormarkierten Nanobodies oder konventionellen Antikdrpern (rote Spritze).
AnschlieBend werden im Zeitraum von 48 Stunden zu den angegebenen Zeitpunkten
Aufnahmen mit dem IVIS gemacht. Nach der letzten Aufnahme erfolgt die Tétung der Mause,
die Entnahme der Organe und Tumoren, sowie die weiteren IVIS und FACS Messungen ex
vivo. Im unteren Teil ist rechts der technische Aufbau des IVIS 200 dargestellt, links als
Ausschnittvergrof3erung eine Maus wahrend der Sedierung mit subkutanen Tumoren im
Bereich des rechten und linken Vorderlaufs vor der intravendsen Injektion der Antikorper.

Die Aufnahmen der NIRF-IVIS-Messungen tber den Zeitraum von 48 Stunden sind in
den Abbildungen 3.9 und 3.10 dargestellt. Ziel dieser Aufnahmen war es, die
grundlegenden Unterschiede zwischen den beiden Antikérperformaten MU1067 und

Al10 fur die intravitale Fluoreszenzbildgebung zu untersuchen. Dabei lag der
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besondere Fokus auf der Biodistribution, der Geschwindigkeit der spezifischen
Anreicherung im CD38-positiven Tumor und der Ausscheidung der Antikorperformate.
Mithilfe der speziell skalierten Aufnahmen und einer anschlielRenden Quantifizierung
der Aufnahmen durch ,regions of interest” (ROIs) sollte eine Aussage Uber den idealen

Bildgebungszeitpunkt und die zu injizierende Antikérperdosis gemacht werden.
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Abb. 3.9: Intravitale NIRF-Aufnahmen mit dem IVIS Uber 48 Stunden zeigen deutliche
Unterschiede in der Biodistribution zwischen MU1067 und A10 auf.
Den Mausen 3975, 3977 und 3978 wurden nach der ersten Aufnahme (0 h) 50 pg MU10675&
i.v. injiziert, den Mausen 3979, 3980 und 3981 entsprechend 50 pg A10%°. Links ist die
Farbintensitatsskala fur alle Mause dargestellt, rechts die entsprechende Skala fir die
explantierten Organe (v. 0. n. u. Muskel, CD38- Tumor (li), CD38+ Tumor (re), Milz, Lunge,
Leber, Nieren, Magen, Diinndarm), jeweils in (p/sec/cm?/sr)/(uW/cm?).
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In Abbildung 3.9 sind drei unterschiedliche Mause dargestellt, denen jeweils 50 g
Antikdrperkonstrukt injiziert wurden. Alle Aufnahmen wurden mit der Livinglmage
Software ausgewertet. Dabei wurde dieselbe Farbintensitatsskala fir alle Mause
verwendet, denen 50 pg entweder des Nanobodies oder des konventionellen
Antikorpers injiziert worden waren, um eine direkte Vergleichbarkeit zu erreichen. Der
untere Wert der Skalierung wurde so gewahlt, dass bei der Leeraufnahme vor der
Injektion fluoreszierender Proben keine Hintergrundsignale mehr sichtbar waren. Der
obere Wert wurde so angepasst, dass die Unterschiede zwischen beiden Gruppen
maoglichst deutlich hervortreten. Eine Ausnahme stellen die Aufnahmen der
explantierten Organe dar. Da nach 48 Stunden nur noch deutlich geringere Werte zu
messen waren, wurde eine niedrigere Skalen-Einteilung gewahlt, um die Unterschiede
zwischen den Organen beziehungsweise den beiden Antikorperformaten zu

verdeutlichen.

Nach der Injektion des Nanobodies MU1067%8° zeigten sich bei allen drei Mausen
bereits nach einer Stunde hohe Fluoreszenzsignale. Die fluorophormarkierten
Nanobodies zirkulierten im Blutkreislauf der Mause und sorgten fur ein hohes
Hintergrundsignal in fast allen Geweben. Dabei stachen jedoch einige Bereiche
besonders hervor, vor allem die Nieren, die beiden Tumoren, bereits mit einer
Betonung des CD38-positiven Tumors auf der rechten Seite, sowie injektionsbedingt
die Schwénze der Tiere. Zwei Stunden nach Injektion zeigte sich bereits eine deutlich
spezifischere Verteilung. Das allgemeine Hintergrundsignal war sichtbar
zurickgegangen und es zeigte sich nun ein deutlicher Unterschied zwischen dem hell
fluoreszierenden CD38-positiven Tumor rechtsseitig und dem Kontrolltumor auf der
linken Seite, dessen Signalintensitat erkennbar zurtickging. Die Nierensignale stachen
nach wie vor sehr stark heraus. Es fielen zudem Fluoreszenzsignale von den
Ful3sohlen der Tiere auf, welche durch die renale Ausscheidung des Nanobodies und
den anschlieRenden Kontakt der Tiere mit dem eigenen Urin zu erklaren sind. In den
folgenden Stunden blieb dieses Bild bei insgesamt sinkenden Werten erhalten. Die
Signale der Nieren, Fuf3e und Schwénze nahmen nach und nach ab, wohingegen die
hCD38-positiven Tumoren bis zum Zeitpunkt von zwélf Stunden nach Injektion nahezu
konstante Signale aufwiesen. Einen bzw. zwei Tage nach der Injektion waren bis auf
leichte Restsignale im CD38-positiven Tumor keinerlei Signale mehr zu erkennen.

Nach der Explantation der Tumoren und Organe war jedoch, mit der entsprechenden
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Neueinstellung der Farbskala, nach wie vor eine spezifische Markierung der Nieren
und des CD38-positiven Tumors eindeutig nachweisbar. Die Fluoreszenzwerte von
Milz, Lunge, Leber, Magen, Dunndarm, Muskel und Kontrolltumor lagen unterhalb der
gewdahlten Farbskala.

Wenn anstatt des Nanobodies MU1067%8° der konventionelle Antikorper A10%8injiziert
wurde, stellt sich ein anderes Bild dar. Direkt nach der Injektion ist zwar ebenfalls eine
unspezifische Anreicherung in beiden Tumoren sowie an der Injektionsstelle zu
beobachten. Das Niveau der Fluoreszenzintensitat ist aber insgesamt niedriger, so wie
es auch bereits in den vorbereitenden in vitro Versuchen zu beobachten war.
AulRRerdem treten die Nieren nicht hervor, da die Antikérper die Blut-Harn-Schranke
nicht passieren konnen. Entsprechend sind auch keine fluoreszierenden Urinreste an
den FuRRen der Mause zu finden. Die Verteilung der Antikdrper im Korper der Mause
konzentriert sich hauptsachlich auf die beiden artifiziell erzeugten subkutanen
Tumoren. Eine spezifische Anreicherung im CD38-positiven Tumor, bei abnehmender
Intensitat des negativen Kontrolltumors, ist dabei erst nach vier bis zwdlf Stunden
erkennbar. Zwolf Stunden nach Injektion weist dieser in allen drei Mausen eindeutig
das starkste Signal auf und behalt dieses spezifische Signal bis zum Endpunkt der
Studie nach 48 Stunden bei. Die explantierten Organe und Tumoren bestéatigen dieses
Bild mit deutlichen Fluoreszenzsignalen aus den CD38-positiven Tumoren und einem
geringeren ausscheidungsbedingten Signal aus dem hepatobiliaren System. Alle
anderen Organe, sowie der Kontrolltumor und die Gewebeprobe aus dem Muskel

erscheinen negativ.

Neben dem idealen Zeitpunkt fur die diagnostische Bildgebung ist es auch notwendig,
unterschiedliche Dosen der injizierten Proben zu testen, da diese das Verhéltnis
zwischen spezifischer Anreicherung und unspezifischen Hintergrundsignalen positiv
oder negativ beeinflussen kénnen. Besonders vor dem Hintergrund eventueller
Nebenwirkungen ist es ebenfalls von hoher Bedeutung festzustellen, ob auch eine
geringere Menge Nanobody bzw. Antikdrper ausreichen, um einen Tumor spezifisch
zu detektieren. Aus diesem Grund wurde die Versuchsreihe mit einer niedrigeren
Dosis von 10 pg pro Maus wiederholt und die Aufnahmen nach dem gleichen Prinzip

ausgewertet wie in Abbildung 3.9. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abb. 3.10: Vergleichende intravitale NIRF-Aufnahmen nach Injektion von 10 pug
MU1067%8 oder A10%° zeigen mehrheitlich schwache und unspezifische Signale in vivo.
Den Mausen 4028, 4029 und 4031 wurden nach der ersten Aufnahme (0 h) 10 pg MU106758
i.v. injiziert, den Mausen 3982, 3983 und 3984 entsprechend 10 ug A10%°, Links ist die
Farbintensitatsskala fur alle Mause dargestellt, rechts die entsprechende Skala fir die
explantierten Organe (v. 0. n. u. Muskel, CD38- Tumor (li), CD38+ Tumor (re), Milz, Lunge,
Leber, Nieren, Magen, Diinndarm), jeweils in (p/sec/cm?/sr)/(uW/cm?).
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Die niedrigere Dosis von 10 pug MU1067%%0 fiihrt zunachst zu sehr ahnlichen Bildern
wie nach der héheren Dosis von 50 ug, was durch die angepasste Farbintensitatsskala
mit einem Minimum von 5x107 und einem Maximum von 3x108 bedingt ist. Auch in
dieser Versuchsreihe farben die Nanobodies vor allem die Nieren und die Tumoren
schnell an. Nach zwei bis sechs Stunden sind die Nierensignale groR3tenteils
zurtckgegangen und nur ein schwaches Signal aus dem CD38-positiven Tumor bleibt
zuriick. Durch die Ausscheidung uber die Nieren leuchten auch bei zwei der drei
Versuchstiere die Ful3e, nachdem sie mit dem ausgeschiedenen Urin in Kontakt
gekommen sind. Das Signal des CD38-positiven Tumors bleibt bis zu 24 Stunden nach
Injektion erkennbar, jedoch sind die Werte ebenso niedrig wie unspezifische Signale,
welche aufgrund der niedrigen Skalierung der Farbintensitatsskala sichtbar werden.
48 Stunden nach der Injektion sind keinerlei Fluoreszenzsignale mehr zu sehen. Die
Aufnahmen der explantierten Organe zeigen auch bei einer noch weiter abgesenkten
Farbskala auf 3x107 keine einheitlichen und aussagekréftigen spezifischen Signale in
den CD38-positiven Tumoren oder den Nieren, so wie es bei den Experimenten mit 50
Hug MU1067%8° der Fall war.

Fur die Gruppe der Mause, denen 10 pg A10 injiziert wurden, muss zunachst bemerkt
werden, dass in der Maus mit der Nummer 3982 (Abb. 3.10, dritte Maus von unten)
bei der Enthahme der Organe kein Kontrolltumor gefunden werden konnte. Die
Aufnahmen dieser Maus sind daher nicht repréasentativ und die entsprechenden
quantifizierten Werte des Kontrolltumors wurden nicht in die folgenden statistischen
Berechnungen einbezogen. Die Aufnahmen &hneln denen der 50 ug A10 Gruppe. Die
Signale sind allgemein wie erwartet schwacher und die Anreicherung beschrankt sich
vor allem auf die beiden Tumoren und die Injektionsstelle. Dabei lasst sich zwischen
einer und zwolf Stunden nach der Injektion kaum ein Unterschied bezuglich der
Signalverteilung ausmachen. Erst 24 bis 48 Stunden spéter ist eine spezifische
Anreicherung im CD38-positiven Tumor erkennbar, wobei die Werte kaum starker als
einige Artefakte erscheinen, die bereits vor der Injektion bestanden. Die ex vivo
Aufnahmen der Organe beschreiben jedoch relativ deutlich die verbliebenen
Antikorper in den Tumoren und der Gallenblase.
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Die zur Visualisierung der schwachen Signale notwendige niedrige Skalierung fuhrte
bereits vor der Injektion fluorophorhaltiger Proben zu Artefakten. Dadurch waren nach
der niedrigeren Dosierung von nur 10 ug spezifische Signale schwieriger als solche zu
erkennen. Im Zeitrahmen bis 48 Stunden nach der Injektion konnte dabei fir keines
der beiden Antikérperkonstrukte ein geeigneter Zeitpunkt bestimmt werden, bei dem
durch NIRF-Aufnahmen eine fur den CD38-positiven Tumor spezifische Bildgebung
durchgefuhrt werden konnte. Vergleichend ist bei beiden Dosen die gegenlaufige
Dynamik der Fluoreszenzsignale im CD38-positiven Tumor auffallig. Nach der
Injektion von MU1067° treten an dieser Stelle schon friih starke Signale auf, die Gber
die Zeit abfallen, wahrend nach Injektion von A10%° eine langsame Steigerung des

Signals Uber die Zeit zu beobachten ist.

3.4 Die Quantifizierung der intravitalen NIRF-Aufnahmen zeigt Vorteile von
MU1067%8° gegentber A1088° zu frihen Zeitpunkten fir die in vivo

Bildgebung

Zur genaueren Beurteilung der NIRF-Aufnahmen wurden ,regions of interest® (ROI)
auf alle wichtigen Regionen gelegt und jeweils die Mittelwerte der
Fluoreszenzintensitat in der markierten Region berechnet. Aus den Werten aller
Mause einer Gruppe wurde jeweils wiederum der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet. Anschlie3end wurden zunachst die Absolutwerte der
Tumoren mit dem Hintergrundwert Uber die Zeit verglichen. Fir eine direkte
Vergleichbarkeit der beiden Dosen 50 pg und 10 pg wurde fur alle Diagramme in
Abbildung 3.11 die gleiche Skalierung gewahlt. Das Ziel dieser Darstellung ist die
Ermittlung der Maximalwerte von beiden Antikdrperkonstrukten in den beiden
Tumorregionen, sowie die Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der spezifischen und
unspezifischen Signale. Dabei liegt auch ein Fokus auf dem Hintergrundwert als
Marker fur die Ausscheidung von ungebundenen Antikérpermolekilen.
Wie schon auf den NIRF-Aufnahmen zu erkennen war, liegen die Werte nach Injektion
von 10 pg so niedrig, dass sie auch in dieser Darstellung nur sehr eingeschrénkt
beurteilbar sind. Der maximale MFI-Wert im CD38-positiven Tumor liegt fir 10 ug
MU1067%8° nach einer Stunde bei 1,2x108 und fir 10 pg A10 nach 24 Stunden bei
1,7x108. Es bestatigt sich damit das Bild, dass der Nanobody MU1067 nur direkt nach

der Injektion zu einer kurzen Signalspitze in den Tumoren fuhrt und schnell wieder
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abfallt, wahrend sich der gréf3ere konventionelle Antikorper A10 langsamer anreichert
und erst deutlich spéater den Maximalwert im CD38-positiven Tumor erreicht. Aufgrund
der N&he der Graphen zueinander ist keine konkrete Aussage uber die Spezifitat der
Verteilung moglich. Diese Fragestellung wird aber mit der Berechnung der Tumor-zu-

Hintergrund-Verhéltnisse in Abbildung 3.12 wieder aufgegriffen.

MU106768° A10680
4 2x10° o CD38 - 1.5x10°
-+ CD38 +
'¥- Hintergrund
1x10°
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5x108
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Abb. 3.11: Die dargestellten quantifizierten Absolutwerte der ROIs verdeutlichen die
unterschiedliche Dynamik der Anreicherung von MU1067%° und A10%°in den Tumoren.
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat, die aus den ROls
Uber den Tumoren (+/-) und dem rechten Hinterlauf (Hintergrund) berechnet wurden. Die vier
Diagramme unterscheiden sich in der injizierten Dosis von 50 pg (obere Zeile) oder 10 ug
(untere Zeile) und der injizierten Probe (MU1067%° = linke Spalte; A10 = rechte Spalte). Auf
der x-Achse ist die Zeit nach der intravenésen Injektion in Stunden aufgezeichnet, die y-Achse
bemisst die mittlere Fluoreszenzintensitat der ROIls in (p/sec/cm?/sr)/(uW/cm?). Jedes
Diagramm enthalt einen Graphen fir den CD38-positiven Tumor (schwarze Linie, Quadrate),
den Kontrolltumor (schwarze Linie, Kreise) und den Hintergrund (gestrichelte Linie, Dreiecke).

Die Injektion von 50 g fuhrt zu deutlich aussagekréftigeren Werten. Es ist eine
eindeutige Dynamik zu erkennen. Die fluorophormarkierten Nanobodies fluten
innerhalb der ersten Stunde in den beiden Tumoren an und erreichen die maximalen

Signalwerte, wobei der CD38-positive Tumor mit einem Wert von 1,1x10° bereits zu
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diesem Zeitpunkt ein starkeres Signal aussendet als der Kontrolltumor mit 8,4x108.
Der Abstand zwischen den beiden Graphen nimmt in den folgenden Stunden noch zu,
bedingt durch einen rasanten Signalabfall im Kontrolltumor, dessen Graph nahezu
parallel zu dem der Hintergrundwerte verlauft. Dagegen fallt das Signal aus dem

CD38-positiven Tumor erst nach zwo6lf Stunden deutlich ab.

Das unklare Bild nach Injektion von 50 pg A1088° bestatigt sich auch in dieser
graphischen Darstellung. In den ersten Stunden zeigt sich eine unspezifische
Signalerhéhung in beiden Tumoren ohne eine klare Tendenz in Richtung des CD38-
positiven Tumors. Diese Tendenz kristallisiert sich erst im Verlauf heraus und ist nach
zwoOlf Stunden eindeutig zu erkennen. Bis zu diesem Zeitpunkt steigt das mittlere
Fluoreszenzsignal der CD38-positiven Tumoren kontinuierlich an und erreicht einen
maximalen Wert von 7,4x108. Im Gegensatz dazu erreicht das Signal aus dem
Kontrolltumor den maximalen Wert von 5,7x108 nach zwei Stunden, sinkt danach
langsam ab und n&hert sich dann den Hintergrundwerten an.

Die maximalen und minimalen Werte, sowie deren Entwicklung Uber die Zeit sind von
ebenso entscheidender Bedeutung wie die Hintergrundsignale. Letztlich soll mit einer
Messung so eindeutig wie moglich ein spezifisches Signal in einem potenziellen Tumor
von unspezifischen Hintergrundsignalen unterschieden werden, um eine korrekte
Diagnose stellen zu kénnen. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, diese Parameter in ein
Verhéltnis zueinander zu setzen. Zu diesem Zweck wurde fir jede Gruppe und jeden
Zeitpunkt ein Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnis (T/H) gebildet. Das Tumor-zu-
Hintergrund-Verhaltnis wurde aus der ,Strahleneffizienz“ (MFI) der Tumorbereiche und

des Hintergrundwerts berechnet und als Funktion tber die Zeit aufgetragen.

Beispiel:
MFI [Tumor]: 5
MFI [Hintergrund]: 2

T/H: g =25

Mithilfe dieser berechneten Werte lasst sich der ideale Zeitpunkt fir eine Bildgebung
bestimmen, definiert als maximales T/H-Verhaltnis um hCD38-positive von negativen

Tumoren oder kdrpereigenem gesundem Gewebe zu unterscheiden.

In Abbildung 3.12 sind die vier Diagramme genau wie in Abbildung 3.11 angeordnet.

Sie unterscheiden sich lediglich in der y-Achse, welche nun das T/H-Verhéltnis
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abbildet. Da die Hintergrundwerte nun bereits eingerechnet wurden, sind in jedem
Diagramm nur noch zwei Graphen dargestellt. Sie sollen verdeutlichen, wie gut sich
der CD38-positive Tumor im Vergleich zum Kontrolltumor vom Hintergrundsignal
abhebt. Um diese Unterschiede so genau wie moglich einordnen zu kénnen, wurde
zusatzlich mithilfe statistischer Testverfahren berechnet, zu welchen Zeitpunkten die
Unterschiede als signifikant zu bezeichnen sind. Als signifikant wurde ein p-Wert von
kleiner als 0,05 festgelegt und mit einem Sternchen gekennzeichnet, hdhere
Signifikanzniveaus entsprechend mit zwei (p<0,01) oder drei Sternchen (p<0,001).
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Abb. 3.12: Die Injektion von MU1067° fiihrt bereits deutlich friiher zu einer spezifischen
Differenzierbarkeit der Tumoren im Vergleich zu A10%°,

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der T/H-Verhaltnisse mit Standardabweichungen, die aus
den ROIs tiber den Tumoren (+/-) und dem rechten Hinterlauf (Hintergrund) berechnet wurden.
Die vier Diagramme unterscheiden sich in der injizierten Dosis von 50 g (obere Zeile) oder
10 g (untere Zeile) und der injizierten Probe (MU1067°%° = linke Spalte; A10 = rechte Spalte).
Die Werte des CD38-positiven Tumors sind als Quadrate, die des Kontrolltumors als Kreise
dargestellt. Auf der x-Achse ist die Zeit nach der intravendsen Injektion in Stunden
aufgezeichnet, auf der y-Achse ist das T/H-Verhdltnis aufgetragen. Die Sternchen
kennzeichnen das Signifikanzniveau zwischen den T/H-Verhaltnisse der Tumoren zum
jeweiligen Zeitpunkt (*=p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001).
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Die injizierte Dosis von 10 pg A10 fuhrte nicht zu einer ausreichend spezifischen
Anreicherung im CD38-positiven Tumor innerhalb von 48 Stunden. Bei relativ hohen
T/H-Verhéltnissen des Kontrolltumors von bis zu 4,5 im Durchschnitt nach zwolf
Stunden, erreichen die etwas hoheren CD38+ T/H-Verhaltnisse von maximal 5,9
keinen signifikanten Unterschied zum Kontrolltumor. Eine Erhéhung der Einzeldosis
auf 50 ug fuhrt nach sechs Stunden zu einer kontinuierlichen Steigerung der Werte
und sogar zu einer Verdreifachung des maximalen T/H-Verhéltnisses nach 24 Stunden
auf 18,9 und damit bei nahezu gleichbleibenden Kontrollwerten zu einem hohen
signifikanten Unterschied. Dieser bleibt auch 48 Stunden nach Injektion noch
bestehen. Die aussagekraftigsten Erkenntnisse fur eine diagnostische Bildgebung
nach intravenoser Injektion von A10%° kénnen diesen Ergebnissen zufolge mit einer
Injektionsdosis von 50 pg nach 24 Stunden erreicht werden. Bei MU1067%8° bestehen
schon nach Injektion von 10 ug signifikante Unterschiede zwischen den Graphen nach
sechs, acht und zwdlf Stunden mit einem maximalen mittleren T/H-Verhéltnis von 7,1.
Die Erh6hung der Dosis auf 50 pg erzeugt keine Steigerung der T/H-Verhaltnisse im
Bereich des Kontrolltumors. Dahingegen hebt sich bereits nach zwei Stunden der
Graph des CD38-positiven Tumors deutlich ab und erreicht nach vier Stunden ein

signifikant héheres mittleres T/H-Verhaltnis als die Kontrollgruppe.

In den folgenden Stunden steigen die Werte weiter stark an, bis nach acht Stunden
das hochste Signifikanzniveau erreicht wird und die Steigung abnimmt, jedoch bis 24
Stunden nach Injektion anhalt und zu diesem Zeitpunkt ein maximales mittleres T/H-
Verhaltnis von 17,2 erzielt (Kontrolltumor bei 2,5). Anschlieend fallen die Werte
innerhalb von weiteren 24 Stunden wieder deutlich ab und erreichen nahezu das
Niveau der Kontrollgruppe. Insgesamt sind besonders die frilheren Zeitpunkte auffallig,
zu denen eine spezifische Darstellung der CD38-positiven Tumore mittels injizierter
Nanobodies moglich ist. Wahrend A10%° erst nach 24 Stunden einen signifikanten
Unterschied zwischen dem T/H-Verhéltnis des CD38-positiven Tumors und des
Kontrolltumors aufweist, ist dieser Zeitpunkt bereits vier bis sechs Stunden nach
Injektion von MU1067%8° erreicht und bleibt noch weitere 18 Stunden auf einem sehr
hohen Niveau. Dadurch ist eine Bildgebung mit MU1067%8 schon wenige Stunden
nach der Injektion vorstellbar, kann aber durch das lange Zeitfenster auch erst nach

24 Stunden erfolgen.
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Abb. 3.13: Das T/H-Verhaltnis zeigt jeweils die grofdten signifikanten Unterschiede
zwischen der injizierten Dosis 50 ug und der Dosis 10 ug MU1067%° oder A10%° 24

Stunden nach der Injektion.

Die Balkendiagramme zeigen die Entwicklung der mittleren T/H-Verhé&ltnisse der CD38-
positiven Tumoren Uber die Zeit, die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Links
werden die beiden Gruppen verglichen, denen MU1067% injiziert wurde, rechts der
entsprechende Vergleich fur A10%°, Das jeweils linke Balkendiagramm (weil) steht fir eine
injizierte Dosis von 50 ug, das rechte Balkendiagramm (grau) fir 10 pug. Auf der x-Achse sind
die gemessenen Zeitpunkte in Stunden nach der Injektion aufgezeichnet, auf der y-Achse ist
das T/H-Verhaltnis aufgetragen. Die Sternchen zeigen das Signifikanzniveau des
Unterschieds zwischen den beiden injizierten Dosen an (*=p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001).

Vergleichend flihrt sowohl bei MU1067%0 als auch bei A10%° die hohere Dosis von 50
Kg zu signifikanteren Unterschieden als bei der niedrigeren Dosis von 10 ug. Wie in
Abbildung 3.13 zu sehen ist, sind die Unterschiede in beiden Fallen nach 24 Stunden
am groRten, wobei das T/H-Verhaltnis bei MU1067%8 auch schon zu friiheren
Zeitpunkten mit 50 pg deutlich Gberlegen ist. Durch die grof3e Standardabweichung
lasst sich hier allerdings noch kein signifikanter Abstand zwischen den beiden

Konzentrationen berechnen.
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Zusammenfassend lassen sich durch die Ergebnisse der in vivo NIRF-Aufnahmen und

die Auswertung der quantifizierten Fluoreszenzsignale folgende Aussagen treffen:

1. Das maximale Fluoreszenzsignal im CD38-positiven Tumor wird von 50 pg
MU1067% innerhalb der ersten Stunde nach Injektion erreicht und fallt anschlieBend
langsam ab, wahrend das Signal bei A10%8° langsamer ansteigt und erst nach zwolf

Stunden den Maximalwert erreicht.

2. Die Signale aus dem Kontrolltumor und Hintergrundbereich erreichen bei 50 g
MU1067% ebenfalls nach einer Stunde den Maximalwert, fallen danach aber sehr
schnell auf ein niedriges Level ab, wohingegen das Signal des Kontrolltumors nach 50
g A10%89%-Injektion erst nach zwei Stunden abnimmt und deutlich langsamer sinkt.

3. Ein signifikanter Unterschied zwischen dem T/H-Verhéltnis im CD38-positiven YAC-
Tumor im Vergleich zum Kontrolltumor wird von 50 pug MU1067% bereits nach 4
Stunden erreicht, von 50 pg A10% erst nach 24 Stunden. Das hochste
Signifikanzniveau bezogen auf das T/H-Verhaltnis wird von MU1067% im Zeitraum
von 8 bis 24 Stunden nach der Injektion von 50 pg erreicht. Auch die Injektion von 50
Hg A100 fihrt zum Erreichen dieses Signifikanzniveaus, allerdings erst nach einer
Dauer von 24 bis 48 Stunden.

4. Die Verwendung der hoheren Dosis 50 ug fuhrt zu einer eindeutigen Steigerung der
Signale in den CD38+ Tumoren bei beiden Antikérperformaten und damit zu einer
deutlich starkeren Steigerung der T/H-Verhaltnisse, wodurch bei MU1067%8deutlich
starkere und bei A10% (iberhaupt erst signifikante Unterschiede entstehen.

3.5 Ergénzende ex vivo Analysen von YAC-Tumoren, Serum und Urin der
zuvor im IVIS untersuchten Mause

Durch die intravitalen NIRF-Aufnahmen konnten bereits einige Erkenntnisse beztiglich
der spezifischen Verteilung der beiden verglichenen Antikorper im Korper der Mause

gewonnen werden. Daraus lie3en sich Ruckschlusse auf die Anreicherung in den
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Geweben und die Ausscheidung aus dem Korper ziehen. So erreicht der Nanobody
schneller hohe Signalwerte im CD38-positiven Tumor als der konventionelle Antikdrper
und fuhrt zu schnell sinkenden Hintergrundwerten. Durch die Explantation der
Tumoren und Organe, sowie die Entnahme von Blut und Urin sollten diese
Beobachtungen untermauert werden. Zunachst sollte festgestellt werden, ob die
Nanobodies tatséachlich schneller in das Tumorgewebe eindringen und dort spezifisch
binden. Aul3erdem sollte geklart werden, ob die Signalabnahme Uber die Zeit durch
das Abfallen und Ausscheiden der Antikorper inklusive der Fluorophore bedingt war,
oder ob die Fluorophore von den Antikérpern abgespalten wurden, die ihrerseits
weiterhin die Epitope an den Tumorzellen besetzten. Daftr wurden Tumoren vier
Stunden und 48 Stunden nach der Injektion der Antikdrper entnommen und in
Einzelzellsuspension gebracht. Anschlieend wurden diese Zellen im FACS
untersucht und das AF680-Signal gemessen. Um zu testen, ob die CD38-
Bindungsstellen auf der Oberflache der transfizierten YAC-Zellen noch von intravends
injizierten Antikorpern oder Nanobodies besetzt waren, wurde ein Teil der Zellen
zusatzlich mit einer identischen Antikorperprobe nachgefarbt, um eine eventuelle
Veréanderung des Signals im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu Gberprifen.
Da vier Stunden nach Injektion von 50 pg MU1067% der friiheste signifikante
Unterschied zwischen den T/H-Verhaltnissen errechnet werden konnte, wurde dieser
erste Zeitpunkt gewdahlt, um ihn mit dem spaten Zeitpunkt nach 48 Stunden zu

vergleichen.

In Abbildung 3.14 sind die Ergebnisse der ex vivo FACS-Messungen dargestellt.
Nach vier Stunden ist im Vergleich zu den untransfizierten CD38-negativen
Tumorzellen eine gewisse Anreicherung des Nanobodies und des konventionellen
Antikdrpers erkennbar. Dabei weisen jedoch deutlich mehr Zellen eine Markierung
durch A1088 auf als durch MU1067%8. Diese Erkenntnis deckt sich nicht mit den
Eindricken aus den in vivo Aufnahmen, in denen besonders friihzeitig hohe AF680-
Signale im CD38-positiven Tumor durch Nanobodies hervorgerufen worden waren.
Nach 48 Stunden sind die Nanobodies nahezu komplett aus dem Tumorgewebe
verschwunden und das Histogramm des CD38-positiven Tumors ist fast
deckungsgleich mit dem der Kontrolltumorzellen. Auch das Signal der konventionellen
Antikorper ist deutlich zurlickgegangen, aber noch nicht auf das Niveau der
Kontrollzellen abgesunken. In den Diagrammen nach 48 Stunden ist jeweils zusatzlich

zu den explantierten unbehandelten Tumorzellen aus CD38-positivem und -negativem
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Tumor noch eine weitere Population dargestellt. Dabei handelt es sich ebenfalls um
explantierte CD38-positive Tumorzellen, die je nach Gruppe mit dem ursprtinglich
injizierten Antikorper ex vivo nachgefarbt wurden. Dadurch sollte festgestellt werden,
ob die CD38-Epitope noch besetzt und die Signalabnahme durch die Abspaltung und
die Ausscheidung der Fluorophore bedingt war oder ob die Antikérper komplett
abgefallen waren und die Bindungsstellen freigegeben hatten. Die dunkelgrauen
Histogramme zeigen in beiden Fallen eine deutliche Rechtsverschiebung auf der x-
Achse, die mit einer deutlich verstarkten Bindung von AF680-markierten Antikbrpern

gleichzusetzen ist.
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Abb. 3.14: Explantierte CD38-positive YAC-Lymphomzellen sind sowohl nach vier als
auch nach 48 Stunden starker durch A10%° markiert als durch MU1067%%,
Einzelzellsuspensionen der explantierten Tumoren wurden durchflusszytometrisch analysiert.
Dargestellt sind jeweils die Zellen eines CD38-positiven Tumors 4 Stunden (obere Zeile) oder
48 Stunden (untere Zeile) nach Injektion von 50 pg MU1067%° (linke Spalte) oder A10°°
(rechte Spalte). Auf der x-Achse ist die MFI von AF680 aufgetragen, auf der y-Achse die
Zellzahl. Die hellgrauen Histogramme stellen die explantierten YAC-Zellen dar, die weil3en
Histogramme mit gestrichelter Linie die ungefarbten Zellen als Negativkontrolle. In den unteren
beiden Diagrammen sind zusétzlich explantierte und mit MU1067°° oder A10%° nachgefarbte
Zellen als dunkelgraue Histogramme gezeigt.

60



Der Grolteil der Bindungsstellen ist demnach nach 48 Stunden wieder frei und kann
durch ex vivo hinzugegebene Antikdrper wiederbesetzt werden. Die Bindungsstarke
von MU1067%8 ist demnach schwécher als die von A1088°, Ein weiterer Grund fir die
hoheren Signale in der A10%8°-Gruppe nach 48 Stunden koénnten im Blut zirkulierende
A10-Antikorper sein, die nicht wie MU1067%2° tiber die Niere ausgeschieden werden
kénnen. Fur eine genauere Bestimmung der Zirkulationsdauer im Blutkreislauf und der
Ausscheidung aus dem Korper wurde mehreren Mausen nach vier und 48 Stunden
Blut entnommen und der bis dahin ausgeschiedene Urin aufgefangen. Anschlie3end
wurden CD38-positive YAC-Kulturzellen mit dem 1:10 mit PBS verdinnten Serum oder
Urin inkubiert, um eine Bindung der enthaltenen MU1067%2°- oder A1088°-Molekiile an
die Zellen zu ermdglichen. Durch eine FACS-Messung der Zellen wurde auf die
Konzentration der fluorophormarkierten Antikdrper in Serum oder Urin geschlossen.

In Abbildung 3.15 sind die Ergebnisse in Form von Histogrammen und
Balkendiagrammen dargestellt. Nach vier Stunden verhalten sich die beiden
Konstrukte gegensatzlich. Es fallt eine hohe Konzentration von A10%8 im Serum sowie
niedrige Konzentration im Urin nach vier Stunden auf, wohingegen MU106768°
aufgrund der Nierengangigkeit im Urin der ersten vier Stunden nach Injektion in groRen
Mengen nachweisbar ist und nur noch sehr geringe Serumkonzentrationen aufweist.
Nach 48 Stunden liegen die Messwerte beider Konstrukte in Serum und Urin nur noch
knapp Uber dem Hintergrundwert. Es bestatigt sich damit die Annahme, dass die
Nanobodies deutlich schneller aus dem Korper ausgeschieden werden kénnen als die
gréReren konventionellen Antikdrper. Dadurch sind in der intravitalen Bildgebung die
hoheren Hintergrundwerte im gesamten Korper der Maus sowie die anhaltend hohen
Werte in den stark durchbluteten Kontrolltumoren nach Injektion von A10%8° zu
erklaren. Ebenso kdénnen wieder freiwerdende Bindungsstellen von zirkulierenden
Antikorpern erneut besetzt werden. Durch die schnelle Eliminierung der
ungebundenen Nanobodies aus dem Blutkreislauf ist eine erneute Bindung an CD38-

positive Tumorzellen nicht mdglich.
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Abb. 3.15: A10%° kann nicht wie MU1067%° schnell tiber den Urin ausgeschieden werden
und verbleibt deshalb deutlich langer im Blutkreislauf.

Den Mausen aus Abb. 3.9 wurde vier (obere Zeile) und 48 Stunden (untere Zeile) nach
intravenoser Antikérperinjektion Blut und Urin abgenommen. Mit dem 1:10 verdiinnten Serum
und Urin wurden CD38-positive YAC-Zellen inkubiert und im FACS gemessen. a)
Histogramme zeigen die CD38-positiven Zellen, die mit verdiinntem Serum (linke Spalte) oder
Urin (rechte Spalte) von Mausen inkubiert wurden, denen entweder MU1067%° (weil3e
Histogramme) oder A10°° (graue Histogramme) injiziert worden war. b) Balkendiagramme
stellen vergleichend die mittleren MFI-Werte von CD38 der in a) gezeigten Histogramme dar.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die gestrichelte Linie zeigt den
Hintergrundwert an, der an untransfizierten CD38-negativen YAC-Zellen bestimmt wurde.
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3.6 Die ex vivo NIRF-Aufnahmen der explantierten Organe und Tumoren

bestéatigen die Ergebnisse der intravitalen Bildgebung

Neben der Quantifizierung der ROIs aus den Aufnahmen der intravitalen NIRF-
Bildgebung und der Untersuchung von Serum und Urin gehort zur Untersuchung der
Biodistribution auch die Auswertung der Fluoreszenzsignale in den weiteren Organen
nach der Explantation nach 48 Stunden. Dafur wurden die in den Abbildungen 3.9
und 3.10 jeweils am rechten Bildrand gezeigten Organaufnahmen (mit Ausnahme der
Maus #3982 aufgrund des fehlenden Kontrolltumors) ebenfalls durch die Platzierung
identischer ROIs hinsichtlich der mittleren Signalintensitat ausgewertet. Dabei wurden
wiederum die Absolutwerte verglichen sowie in diesem Fall ein Organ-zu-Hintergrund-
Verhéltnis (O/H-Verhaltnis) berechnet. Als Referenzwert fir den Hintergrund wurde ein
explantiertes Stiick Muskel verwendet. Die mittleren Absolutwerte sind in Tabelle 3.2
und als Balkendiagramme in Abbildung 3.16 dargestellt. Zu Vergleichszwecken
wurden zusatzlich die Mittelwerte zweier Mause dargestellt, denen als Negativkontrolle

anstatt eines fluorophormarkierten Antikérpers nur PBS injiziert worden war.

Tabelle 3.2: Mittlere Absolutwerte der ROIs aus den NIRF-Aufnahmen der explantierten
Organe 48 Stunden nach Antikorperinjektion.

PBS 50 ug MU1067 50 pg A10 10 ug MU1067 10 pg A10

Muskel 0,4x10’ 0,3x107 0,4x107 0,2x107 0,2x107
CD38- Tumor 0,9x10’ 1,3x10’ 1,9x10’ 0,5x10’ 0,6x10’
CD38+ Tumor 0,7x10’7 15,7x107 33,4x10’ 1,5x10’ 5,5x107
Milz 1,2x10’ 2,0x107 2,5x107 0,6x107 1,1x10’
Lunge 0,7x10’ 0,6x107 1,0x10’ 0,3x107 0,5x107
Leber 2,0x107 2,7x107 4,2x10’ 1,6x10’ 1,9x10’
Nieren 1,8x107 11,9x107 2,1x107 2,5x107 1,7x107
Magen 0,6x10’ 0,7x10’ 1,4x107 0,3x10’ 0,2x10’
Darm 0,7x10’ 0,6x107 0,7x107 0,2x107 0,2x107

Bei den mittleren Absolutwerten fallen besonders die bereits beschriebenen spezifisch
erhohten Werte in den CD38-positiven Tumoren auf, sowie das starkere Signal aus

den Nieren 48 Stunden nach MU1067%-Injektion. Bei 10 g ist anzumerken, dass
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A10°%8° bei den CD38-positiven Tumoren zu einer deutlich starkeren Abhebung von der
PBS-Kontrolle fihrt als MU1067680,
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Abb. 3.16: Nach 48 Stunden sind die konjugierten Antikdrper hauptsachlich in den
CD38-positiven Tumoren, sowie MU1067 in den Nieren und A10 in der Leber zu finden.
Die dargestellten Balkendiagramme zeigen die gemittelten absoluten MFI-Werte der 48
Stunden nach Injektion von 50 pg (links) oder 10 pg (rechts) MU1067%¢ (weiBe Balken) oder
A10°% (graue Balken) explantierten Organe und Tumoren. Als Kontrolle wurde stattdessen nur
PBS injiziert (schwarze Balken). Auf der x-Achse sind die Organe bezeichnet, die y-Achse
bemisst die mittleren Werte der gemessenen MFI der tiber den Organen platzierten ROIls und
zeigt nur den Bereich von 108-10°.

Dariiber hinaus ist noch der Leberwert nach Injektion von 50 ug A1098° etwas erhoht,
vermutlich bedingt durch die Ausscheidung Gber das hepatobilidre System. Mit der Milz
fallt zudem ein weiteres besonders gut durchblutetes Organ, genauso wie der
Kontrolltumor, mit leicht erhohten Werten auf. Trotz des Versuchs mittels PBS vor der
Explantation der Organe das verbleibende Blut aus dem Kreislauf so gut wie mdglich
zu entfernen, ist davon auszugehen, dass es sich dabei um Blutreste handelt, in denen
noch fluorophormarkierte Antikorpermolekile zurtickgeblieben sind. Die restlichen
Organe bewegen sich alle in einem engen Bereich und heben sich kaum von der PBS-
Kontrolle ab. Etwas deutlicher werden die Unterschiede nach der Berechnung der O/H-
Verhéltnisse, welche in Abbildung 3.17 dargestellt sind.

Dabei fallen zunachst besonders die extrem hohen CD38-positiven T/H-Werte nach
Explantation auf, die fiir 50 pg A10%8° bei 76,6 und fir MU1067%8° bei 56,0 liegen, sowie

ein O/H-Verhaltnis der Nieren fir MU1067 von 40,0. Bei einer injizierten Dosis von

64



10 pg hebt sich nur noch das T/H-Verhéltnis des CD38-positiven Tumors bei A10680
und das O/H-Verhaltnis der Nieren bei MU1067%8° eindeutig von den Kontrollwerten
und den anderen Organen ab. Die restlichen Organe wie Milz, Lunge, Leber, Magen
und Darm heben sich kaum von den Kontrollwerten ab. Dies kann einerseits an einer
ausgebliebenen Anreicherung in den Geweben liegen. Falls andererseits eine
Anreicherung aufgetreten sein sollte, so war diese vermutlich durch verbleibendes Blut
verursacht, wodurch sich die Werte kaum von den Hintergrundwerten unterscheiden.
Aus den hier aufgetragenen Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass auf3er in den
CD38-positiven Tumoren keine verstarkte Anreicherung in anderen Organgeweben
stattfindet. Durch die renale Ausscheidung der konjugierten Nanobodies kommt es zu
einem verstarkten absoluten Signal und O/H-Verhéltnis in den Nieren. Bei A10% fiihrt
die hepatobiliare Exkretion nur zu moderat erhohten absoluten Signalen in der Leber,

das O/H-Verhaltnis liegt nur unwesentlich iber dem der PBS-Kontrolle.
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Abb. 3.17: Auch nach 48 Stunden ist mit beiden Konstrukten in den CD38-positiven
Tumoren ex vivo noch ein spezifisches NIRF-Signal im Vergleich zum Hintergrund zu
berechnen.

Die dargestellten Balkendiagramme zeigen die gemittelten O/H-Verhéltnisse der 48 Stunden
nach Injektion von 50 pg (links) oder 10 pg (rechts) MU1067%% (weiRe Balken) oder A105&
(graue Balken) explantierten Organe und Tumoren. Als Kontrolle wurde stattdessen nur PBS
injiziert (schwarze Balken). Auf der x-Achse sind die Organe bezeichnet, die y-Achse bemisst
die mittleren Werte der berechneten O/H-Verhaltnisse. Die Skalierung wurde an die jeweiligen
Maximalwerte angepasst und unterscheidet sich daher in den abgebildeten Diagrammen.
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Prinzipiell bestatigen auch die Quantifizierungen der ex vivo NIRF-Aufnahmen die
vorherigen Ergebnisse aus den intravitalen Messungen. Es fallt allerdings auf, dass
die CD38-positiven Tumoren nach Explantation nach wie vor sehr hohe
Fluoreszenzsignale in der NIRF-Bildgebung aufweisen, wobei dieselben Zellen in der
anschlieBenden FACS-Analyse nur noch eine sehr schwache oder gar keine erhdhten
Werte im Vergleich zum Kontrolltumor zeigen. Ein Erklarungsansatz ware, dass die
noch gebundenen Antikrpermolekule durch die Praparation zur FACS-Messung von

den Zellen abfallen und weggewaschen werden.
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4. Diskussion

Die in jungster Zeit erzielten Fortschritte bei der Entwicklung neuer Verfahren zur
Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen basieren unter anderem auf der
frihen und prazisen Erkennung von Tumorherden. Diese bildet auch die Grundlage
fur eine schnelle und moglichst kurative Therapie. Daflr ist die exakte Bestimmung
der Tumorlokalisationen notwendig. Antikérper erméglichen eine selektive Darstellung
durch die Bindung an spezifische Oberflachenstrukturen der Zielzellen. Dabei ist der
Kontrast zwischen malignem und korpereigenem Gewebe entscheidend. Durch die
Entdeckung und Weiterentwicklung von Nanobodies konnten einige der Schwachen
von konventionellen mAk, wie die lange Verweildauer im Blutkreislauf und die
unspezifische Akkumulierung beispielsweise in der Leber reduziert werden (Huang et
al. 2010, Vaneycken et al. 2011b). Es existieren jedoch bisher nur wenige Studien zum
direkten Vergleich dieser beiden Formate fiir die nicht-invasive Fluoreszenzbildgebung
in vivo (Bannas et al. 2012, Oliveira et al. 2012, Bannas et al. 2015).

Daher erschien die direkte vergleichende Untersuchung dieser beiden Formate
besonders interessant, um ihre Eignung fur die diagnostische Anwendung zu
beurteilen. Diese Arbeit sollte daher am Beispiel von humanem CD38 einordnen,
welche Unterschiede zwischen dem konventionellen Antikérper A10 und dem deutlich
kleineren Nanobody MU1067 nach der intravendsen Injektion bestehen und wie sich
diese auf die spezifische Fluoreszenzbildgebung von CD38-positiven Tumoren
auswirken. Durch wiederholte Aufnahmen sollte anhand des maximalen Tumor-zu-
Hintergrund-Verhéaltnisses der ideale Zeitpunkt fiur eine diagnostische NIRF-
Bildgebung eines CD38-positiven Lymphoms ermittelt werden. Aul3erdem wurden
zwei verschiedene Dosen (10 pg und 50 ug) verglichen, welche in vorigen Studien die

besten Ergebnisse fir diese Formate erzielten (Kijanka et al 2013, Bannas et al. 2015).

4.1 Murine YAC-Lymphomzellen kénnen mit humanem CD38 transfiziert werden

und als Allograft-Tumormodell eingesetzt werden.

Die Untersuchung der beiden Antikérperformate in vivo erforderte die Etablierung
eines hCD38-Tumormodells. Idealerweise sollten dabei jeweils der Zieltumor und der
Kontrolltumor im selben Tier wachsen, um einen direkten Vergleich ohne

interindividuelle Einflussfaktoren zu erméglichen. Da es nicht gelang, ein solches
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Modell mit zwei humanen Lymphomzelllinien zu etablieren, wurden murine YAC-
Lymphomzellen mit der humanen Variante des Enzyms CD38 transfiziert. Die
ektodermale Mutation der NMRI Nude-Foxn1/™-Mause fiihrt einerseits dazu, dass den
Tieren keine Haare wachsen und andererseits, dass kein Thymus ausgebildet wird.
Da bei diesem Stamm das Immunsystem nur mit einer kleinen Population reifer T-
Zellen ausgestattet ist, werden reflektorisch nattrliche Killerzellen (NK) verstarkt
produziert, die maf3geblich an Abstol3ungsreaktionen beteiligt sind. Diese NK waren
mit grofBer Wabhrscheinlichkeit fur die schlechten Ergebnisse der in vivo
Wachstumstests mit humanen Lymphomzellen verantwortlich. Um dieses Problem zu
l6sen, wurden murine Lymphomzelllinien verwendet, bei denen es deutlich seltener zu
AbstolRungsreaktionen kommt. Die murinen Zellen wurden mit der humanen Variante
des CD38 transfiziert und die untransfizierten Zellen als Negativkontrolle verwendet.
Der Vorteil dieses Modells liegt neben fast identischen Wachstumseigenschaften
darin, dass sich die beiden Zelllinien einzig durch das zusatzlich auf der Oberflache
exprimierte humane CD38 unterscheiden und damit ideal fur die vergleichende
Bildgebung von CD38-spezifischen Markern geeignet sind.

Bei frUheren Studien, die ebenfalls die spezifische Bildgebung von Tumoren
untersucht hatten, sorgte der ,enhanced permeability and retention effect® (EPR) fur
eine eingeschréankte Beurteilbarkeit der spezifischen Anreicherung (Matsumura und
Maeda 1986, Stylianopoulos und Jain 2015). Dieser Effekt beschreibt die
unspezifische Anreicherung von Substanzen in Tumorgewebe. Aufgrund der
ungeordneten Neovaskularisation entstehen in Tumoren Kapillaren mit ungewoéhnlich
durchlassigem Endothel (erhdhte Permeabilitéat), sodass auch grol3ere Molekile wie
beispielsweise Antikérper schneller in das Gewebe eintreten kdnnen. Durch das
ebenfalls fehlerhaft angelegte Lymphsystem kénnen diese jedoch nur sehr schlecht
wieder abtransportiert werden (erhdohte Retention), was zu einer unspezifischen
Anreicherung im Tumorgewebe fihrt. Durch die Implantation sowohl eines CD38-
positiven Zieltumors als auch eines CD38-negativen Kontrolltumors in jedem
Versuchstier konnte in der hier vorgelegten Studie der Einfluss des EPR auf die
Spezifitat der Antikérperbindung durch die Gegenuberstellung der beiden Tumore

vernachlassigt werden.
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4.2 Vergleichende in vitro Analysen von MU1067 und A10

Die beiden zu vergleichenden Antikdrperformate MU1067 und A10 banden in vitro
spezifisch an humanes zellgebundenes CD38, wobei keine unspezifische Farbung
CD38-negativer Tumorzellen auftrat. Diese spezifische Bindung konnte durch
Fluoreszenzbildgebung mittels FACS, Mikroskopie und IVIS eindeutig belegt werden
(Abb. 3.5, 3.6). Wahrend die hier beschriebene CD38-Spezifitdit des mAk A10 zuvor
bereits mehrfach berichtet worden war (Funaro et al. 1990, Malavasi et al. 1994, Sun
et al. 1999), existierten entsprechende Studien zur Spezifitat des neueren Nanobodies
MU1067 noch nicht. Bei der jeweils gleichen eingesetzten Dosis zeigte MU106768°
starkere Fluoreszenzsignale als A10%. Bei der Bewertung dieser Beobachtung muss
bedacht werden, dass MU1067 nur ein Zehntel der relativen Molmasse wie A10
aufweist, also bei gleicher Dosis zehnmal mehr Nanobodies injiziert wurden.
Andererseits binden bei der Kopplung aufgrund der geringeren Anzahl verfligbarer
nukleophiler Lysin-Einheiten weniger Fluorophore an einem MU1067-Molekul (@ 0,8)
als an einem A10-Molekil (& 4,4). Zudem ist es moglich, dass einige der A10-Molekiile
mit beiden antigenbindenden Domanen jeweils ein CD38-Molekil binden und damit
zwei Bindungsstellen besetzen, wahrend MU1067 jede Bindungsstelle mit einem
einzelnen fluorophormarkierten Molekil besetzen kann. Denkbar ist aul3erdem, dass
sich die grollen mAKk A10-Molekile gegenseitig an der Bindung nah
beieinanderliegender CD38-Molekile hindern und dadurch Bindungsstellen unbesetzt
bleiben. All diese Faktoren liefern gemeinsam eine Erklarung fur das starkere
Fluoreszenzsignal des Nanobodies in vitro.

Der Stresstest hat gezeigt, dass mechanische und thermische Einflisse die
Fluoreszenzsignale abschwachen koénnen. Dieser Signalverlust muss bei der

Interpretation der Ergebnisse der in vivo Messungen beachtet werden.

4.3 Spezifische in vivo NIRF-Bildgebung von CD38-positiven Lymphomen

Die Annahme, dass Nanobodies aufgrund der niedrigeren Molekilmasse schneller ins
Tumorgewebe eindringen, wurde durch die in vivo NIRF-Aufnahmen bestatigt (Abb.
3.9, 3.11). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die renale Elimination der
Uberschissigen Nanobodies sehr schnell zu einem Absinken der Konzentration im Blut
fuhrt (Abb. 3.15). Diese beiden Hauptfaktoren ergaben bereits in den ersten Stunden

nach der intraventsen Injektion hohe T/H-Verhaltnisse.
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Die Beobachtung aus den in vitro Versuchen, dass bei gleicher eingesetzter Menge
ein deutlich starkeres Signal von der Probe ausging, die den Nanobody MU1067
enthalt (Abb. 3.5, 3.6) wurde durch die Ergebnisse der in vivo Experimente bestatigt.
Obwohl an den mAk A10 etwa vier- bis finfmal so viele Fluorophore gebunden waren,
fuhrte die in der einheitlich applizierten Dosis von 50 pg enthaltene zehnfach héhere
Stoffmenge des Nanobodies bei diesem zu einer wesentlich h6heren Konzentration
fluoreszierender Gruppen. Dadurch ergab sich die scheinbar unspezifischere
Verteilung der Nanobodies in den ersten Stunden, da das Hintergrundsignal von A10

unterhalb der Intensitatsskala lag und daher nicht dargestellt wurde.

Durch die schnelle renale Ausscheidung sank jedoch auch das MU1067-
Hintergrundsignal innerhalb der ersten Stunden wieder unter die Grenze von 3x108,
Die weitere Verteilung der Proben konzentrierte sich auf die gut durchbluteten
Tumoren, wobei MU1067 deutlich schneller wieder aus dem Kontrolltumor verschwand
als A10.

Ein Grund fur diese unspezifischere Anreicherung auch im Kontrolltumor des mAk A10
konnte der bereits zuvor erwadhnte EPR-Effekt sein. Dieser Effekt betrifft den gré3eren
Antikdrper A10 starker als den kleineren Nanobody. Durch die unspezifische
Anreicherung verschiebt sich der Zeitpunkt, an dem eine eindeutige Differenzierung

zwischen CD38-positivem Tumor und Kontrolltumor méglich ist, nach hinten.

Ein signifikanter Unterschied zwischen dem CD38-positiven Tumor und dem
Kontrolltumor bestand bei MU1067 ab einem zeitlichen Abstand von 4 Stunden nach
Injektion. Der gréRte Unterschied bestand 8 bis 24 Stunden nach Injektion. Damit
konnte bei Verwendung des Nanobodies eine diagnostische Bildgebung bereits nach
4 Stunden erwogen werden, idealerweise sollte sie nach 8 Stunden durchgefihrt
werden. In jedem Fall ware damit eine Untersuchung noch am Tag der intravendsen
Injektion moglich. Dieser glinstige Umstand ist vor allem durch das schnelle Absinken
des Hintergrundwertes zu erklaren. Aufgrund seiner niedrigeren molekularen Masse
kann der Nanobody im Gegensatz zum Antikdrper die renale Filtrationsbarriere
passieren. Bereits nach vier Stunden ist der Nanobody deshalb im Urin, aber kaum
noch im Serum der Mause nachweisbar. Diese Erkenntnisse bestatigen die
Ergebnisse vorangegangener Studien (Oliveira 2012, Kijanka 2013, Bannas 2015) und
lassen den Nanobody MU1067 als geeignetes Werkzeug zur in vivo NIRF-Bildgebung
von Tumoren erscheinen.
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Zwei der bereits veroffentlichten Untersuchungen ergaben ebenfalls 50 pg als ideale
Nanobody-Dosis pro Versuchstier und zeigten einen Unterschied zwischen Nanobody
und Antikdrper ab 4 Stunden nach Injektion. Dabei handelt es sich einerseit um den
anti-HER2 Nanobody 11A4-IR (Kijanka 2013) und andererseits um den anti- ART2
Nanobody s+16a (Bannas 2015). In der hier vorgelegten Arbeit stellte sich auch far
den konventionellen Antikdrper A10 die Dosis von 50 pg pro Versuchstier als
Uberlegen gegeniber 10 pug heraus. Diese Erkenntnis stimmt allerdings nicht mit den
Versuchsergebnissen von Bannas et al. 2015 uberein, welche ergaben, dass eine
Dosisreduktion auf 10 pg A10 zu einer Steigerung des T/H-Verhéltnisses fuhrt. Dort
fuhrte die Dosissteigerung von 10 auf 50 pug A10 bei erhéhten Absolutwerten der
Fluoreszenzintensitat im Tumor zu einer noch starkeren Erhéhung der
Hintergrundwerte, wodurch das T/H-Verhaltnis bei der hoheren A10-Dosierung sank.
Die langsamere Eliminierung Uberschissiger A10-Antikdrper aus dem Blutkreislauf
fuhrte in der hier vorgelegten Studie dazu, dass signifikante Unterschiede zwischen
den T/H-Verhéaltnissen aus CD38-positivem Tumor und Kontrolltumor erst nach 24
Stunden gemessen werden konnten. Zu diesem Zeitpunkt sind immer noch hohe

Werte im CD38-positiven Tumor nachweisbar.

Aufgrund des hier verwendeten Versuchsaufbaus ist es grundséatzlich denkbar, dass
auch mit A10 ein signifikanter Unterschied zwischen CD38-positivem Tumor und dem
Kontrolltumor bereits nach 12 und 24 Stunden erreicht wird. Jedoch ist in jedem Fall
der zeitliche Abstand zur Injektion bis zum Erreichen eines aussagekréftigen Wertes
deutlich gréRer als bei Verwendung des Nanobodys MU1067, wodurch eine
diagnostische Bildgebung am selben Tag nach Applikation von A10 in der klinischen
Praxis schwer umsetzbar sein durfte. Es lasst sich demnach feststellen, dass beide
Antikdrperformate das maximale T/H-Verhéltnis 24 Stunden nach Injektion erreichen.
Bei dem verwendeten Nanobody MU1067 fiuhrt die schnellere Eliminierung
Uberschussiger Molekile aus dem Blut jedoch deutlich friher zu signifikanten

Unterschieden des Fluoreszenzsignals zwischen hCD38-positivem und Kontrolltumor.

Die langfristige Persistenz der mAk im Tumor kdnnte einen Vorteil fir therapeutische
Ansétze darstellen. Fir eine zeitnahe diagnostische Bildgebung nach der Injektion der

Probe wére der Nanobody besser geeignet.
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4.4 Ex vivo Analysen

Erganzend wurde einerseits durch die ex vivo Analyse von explantierten Tumorzellen
per FACS und andererseits durch weitere NIRF-Aufnahmen der explantierten Organe
ermittelt, ob die gewonnen Daten die Ergebnisse der in vivo NIRF-Aufnahmen
unterstutzen. Aul3erdem wurden dabei weitere Erkenntnisse Uber die Biodistribution

der injizierten Antikorper im Korper der Versuchstiere gewonnen.

Bei Mausen, die 4 Stunden nach Injektion getdtet wurden, ergab die
durchflusszytometrische Analyse explantierter Tumorzellen ein schwécheres CD38-
Oberflachensignal mittels AF680-markierter Nanobodies im Vergleich zu
konventionellen Antikdrpern. Dieses Resultat steht im Kontrast zu den in der hier
vorgelegten Studie generierten in vivo NIRF-Aufnahmen und friheren Studien
(Bannas et al. 2015). Die Ursache fir diese Diskrepanz kbénnte in einem
Bindungsverlust zwischen Nanobody und Antigen oder zwischen Nanobody und
Fluorophor liegen. Es konnte jedoch durch die erneute Inkubation der explantierten
Tumorzellen mit dem Nanobody ex vivo gezeigt werden, dass viele Bindungsstellen
zum Zeitpunkt der Messung direkt nach der Explantation nicht besetzt waren. Diese
Beobachtung spricht gegen eine Losung der Bindung zwischen Nanobody und
Fluorophor, da in diesem Fall die meisten anderen Bindungsstellen von unmarkierten
Nanobody-Molekilen besetzt sein mussten. Eine unspezifische Anreicherung im
Tumor ohne eine Bindung der Nanobodies an die CD38-positiven Tumorzellen kann
als Ursache durch den direkten Vergleich mit dem Kontrolltumor ausgeschlossen

werden.

Moglicherweise besteht im Vergleich zum konventionellen Antikbrper eine geringere
Bindungsstarke zwischen Nanobody und CD38. Hinweise daflr sind einerseits das
verbleibende, wenn auch schwache, Signal in der FACS-Analyse aus explantierten
CD38-positiven Tumorzellen 48 Stunden nach Injektion von A10 (Abb. 3.14).
Weiterhin zeigen sowohl in vivo als auch ex vivo NIRF-Aufnahmen noch sehr starke
spezifische Signale im CD38-positiven Tumor. Nichtsdestotrotz sind ex vivo auch 48
Stunden nach Injektion von 50 ug MU1067 noch starke spezifische Signale im CD38-
positiven Tumor und in den Nieren nachweisbar, obwohl bereits wenige Stunden nach

Injektion das Signal besonders der Nieren rapide abgefallen war (Abb. 3.9).

Kijanka et al. haben die ex vivo NIRF-Aufnahmen zu den Zeitpunkten der maximalen

T/H-Verhéltnisse vorgenommen um die Organ-zu-Hintergrund-Verhéaltnisse (O/H-
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Verhéltnisse) zu berechnen (Kijanka et al. 2013). Stattdessen wurden in der hier
vorgelegten Arbeit die Tiere aller Gruppen zum gleichen Zeitpunkt, d.h. 48 Stunden
nach Injektion, getdtet und NIRF-Aufnahmen der explantierten Organe angefertigt.
Dadurch ist ein direkter optischer Vergleich der Ergebnisse mit beiden Konstrukten
maoglich. Deshalb wurden auch fir alle in vivo NIRF-Aufnahmen der Versuchstiere,
denen dieselben Dosen A10 oder MU1067 injiziert wurden, dieselben optischen
Einstellungen und Farbskalen gewé&hlt. Die Aufnahmen sollen dabei lediglich
verdeutlichen, was die numerischen Messwerte belegen. Die idealisierte individuelle
optische Darstellung der einzelnen Gruppen kdnnte den Eindruck entstehen lassen,
dass eines der Konstrukte dem anderen uberlegen ist. Tatsachlich beschréanken sich
die signifikanten Unterschiede bei genauerer Betrachtung der Messwerte jedoch nur

auf einzelne Zeitpunkte.

Die genaue Betrachtung der mittleren Absolutwerte der explantierten Organe (Tab.
3.2, Abb. 3.16) bestatigt die Ergebnisse aus den in vivo NIRF-Aufnahmen. Die
hdchsten Absolutwerte ergeben sich aus den Messwerten der explantierten CD38-
positiven Tumoren, wobei A10 bei einer Dosis von 50 pg verglichen mit MU1067
doppelt so hohe Absolutwerte erzielt. Die Kontrolltumoren zeigen zwar leicht erhdhte
Werte im Vergleich mit der PBS-Kontrolle, jedoch sind diese den jeweiligen
Hintergrundwerten gegenuber nur unwesentlich erhoht. Dementsprechend ergeben
sich T/H-Verhéltnisse, die kaum Uber denen der PBS-Kontrolle liegen (Abb. 3.17).
Zum Zeitpunkt der Explantation lag also keine unspezifische Anreicherung von
MU1067 oder A10 in den Kontrolltumoren vor, was zu den Ergebnissen der ex vivo
FACS-Analyse passt (Abb. 3.14). Die T/H-Verhaltnisse der CD38-positiven Tumoren
von A10 und MU1067 liegen sehr viel ndher beieinander als die Absolutwerte. Der
Grund daftr sind wiederum die Hintergrundwerte, die auch 48 Stunden nach Injektion
von A10 hoher sind als die von MU1067. Die T/H-Verhaltnisse der CD38-positiven
Tumoren beider Antikérperformate liegen deutlich hoher als die aller explantierten
Organe. MU1067-Molekile reichern sich aufgrund der renalen Filtration besonders
stark in den Nieren an und sind auch nach 48 Stunden noch dort zu finden, was durch
das hohe O/H-Verhaltnis der Nieren gezeigt wird. Das O/H-Verhaltnis der Nieren nach
Injektion von A10 entspricht der der PBS-Kontrollgruppe. Es findet demnach keine
renale Filtration statt, wie bereits durch die FACS-Analyse mittels Urins gezeigt werden
konnte (Abb. 3.15). Nanobodies und konventionelle Antikérper verursachen zudem

leicht erhéhte Signale und O/H-Verhaltnisse in Leber und Gallenblase, sodass davon
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auszugehen ist, dass zumindest eine partielle Sekretion Giber das hepatobiliare System
erfolgt. Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen aus bereits publizierten
Studien uberein (Kijanka et al. 2013, Bannas et al. 2015). Nach einer kurzen Phase
der unspezifischen Anflutung auch im Kontrolltumor beschrénkt sich die Biodistribution
der Nanobodies auf den CD38-positiven Tumor und die Nieren. Die Uberschiissigen
ungebundenen Molekile werden rasch (ber die Nieren ausgeschieden. Die
konventionellen Antikdrpermolekile zirkulieren deutlich langer im Blutkreislauf. Wie
die Nanobodies reichern sie sich im CD38-positiven Tumor an. Die uberschissigen
Molektle verteilen sich, vermutlich aufgrund der Durchblutung, in &hnlichem Umfang
auf die Nieren, den Kontrolltumor und die sonstigen Organe. Das O/H-Verhéltnis der
Leber ist bei dem konventionellen Antikbper A10 ebenso wie bei MU1067 leicht erhdht
(Abb. 3.17).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die meisten Ergebnisse dieser Arbeit die
Beobachtungen vorangegangener Studien bestatigen. Eine Ausnahme stellt die
Erkenntnis zur idealen Dosierung des konventionellen Antikorpers dar, zu der in der
Literatur unterschiedliche Befunde existieren (Oliveira et al. 2012, Kijanka et al. 2013,
Bannas et al. 2015). Im Einklang mit bereits publizierten Untersuchungen konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Format des Antikorpers die Verteilung im
Gewebe und die Ausscheidung aus dem Korper entscheidend beeinflusst. Daraus
ergeben sich die Unterschiede der Signal-zu-Hintergrund-Verhéaltnisse und
entsprechend der idealen Bildgebungszeitpunkte. Die hier berichteten Ergebnisse
legen nahe, dass fluorophormarkierte Nanobodies eine spezifische Bildgebung bereits
am Tag der Applikation erméglichen. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass bei der
Verwendung von Nanobodies eine Dosiserhéhung zur Signalintensivierung mdoglich

ist, ohne an Selektivitat gegentber dem umliegenden Gewebe zu verlieren.

4.5 Limitationen der Arbeit

Jede wissenschaftliche Studie weist Grenzen auf, die die Aussagekraft der erzielten
Resultate einschranken und die bei deren Interpretation zu berticksichtigen sind. Diese
Einschrdnkungen bei der Beurteilung der Ergebnisse sind zum einen auf das gewéhlte

Versuchsdesign und zum anderen auf die verwendeten Methoden zurickfihren.
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4.5.1 Grenzen der Anwendbarkeit aufgrund des Versuchsdesigns

Zum Vergleich des Nanobodys MU1067 und des konventionellen Antikdrpers A10
wurden zwei verschiedene Dosen ausgewahlt, deren spezifische Verteilung im Korper
der Versuchstiere in regelmafiigen Abstdnden nach der Injektion durch in vivo NIRF-
Aufnahmen untersucht werden sollte. Diese Dosen und Zeitpunkte wurden aufgrund
von Erkenntnissen aus zurickliegenden Studien ausgewahlt. In dieser Arbeit zeigte
sich, dass die hohere Dosis von 50 pg sowohl fur MU1067 als auch fur A10 zu
besseren Ergebnissen fuhrt. In friheren Studien (Bannas et al. 2015) wurden dartber
hinaus andere Dosen eingesetzt. Eine Erweiterung der in dieser Arbeit verwendeten
Dosen hatte mdglicherweise eine weitere Erhéhung der T/H-Verhaltnisse ergeben.

Hierauf wurde aufgrund begrenzter Ressourcen jedoch verzichtet.

Die hier eingesetzten Dosen wurden standardmafig fir alle Tiere eingesetzt. Es fand
keine gewichtsadaptierte Dosierung statt. Eine solche Adaptation kdnnte die
Genauigkeit der Ergebnisse weiter erhéhen.

Die Genauigkeit der Ergebnisse hatte auch durch eine andere Injektionstechnik, bsw.
durch die Verwendung von peripheren Venenkathetern zur Vermeidung von

Paravasaten, erhoht werden kénnen.

Die Erweiterung des Versuchsdesigns um weitere Messzeitpunkte héatte noch hdhere
T/H-Verhéltnisse ergeben konnen. Interessant ware insbesondere eine genauere
Untersuchung des Zeitraumes um 24 Stunden nach Injektion, da hier die hochsten

Werte ermittelt wurden.

Eine weitere Limitation besteht in dem gewahlten Verfahren zur Kopplung des
Fluoreszenzfarbstoffes an die Antikdrper. Bei dem hier eingesetzten Verfahren erfolgt
eine zufallige Bindung der Fluorophore an primare Aminogruppen der Antikorper. Auf
eine optimierte ortsspezifische Kopplung wurde verzichtet. Hierdurch lieBe sich
moglicherweise die Bindungsaffinitat der markierten Antikorper erh6hen, wie von
Kijanka et al. 2013 beschrieben.

Durch die deutlichen GroRRenunterschiede von Nanobodies und konventionellen
Antikérpern kommt es zudem auch zu deutlichen Unterschieden der gebundenen
Fluorophore pro Protein. Dadurch kommt es zu Differenzen der
Fluoreszenzsignalstarke. Jedes injizierte konventionelle Antikérpermolekil hatte

durchschnittlich 4,4 Fluorophore gebunden, jeder Nanobody nur 0,8. Es ware denkbar,
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die injizierte Dosis an die gebundene Anzahl von Fluorophoren pro Antikérper
anzupassen, um einen auf die Fluorophoranzahl bezogenen Vergleich zu erreichen.
Die entsprechende Fragestellung erscheint jedoch weniger anwendungsrelevant fir
praktische diagnostische Verfahren. Ahnliche Betrachtungen konnten fir die
Anpassung der eingesetzten Dosierungen an die Stoffmengen der injizierten Molekule

oder der antigenbindenden Domé&nen angestellt werden.

Schliel3lich muss erwdhnt werden, dass alle Untersuchungen an biologischen
Systemen hohen statistischen Schwankungen unterliegen, was auch fir alle
Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit gilt. Durch eine Erhdhung der Zahl der
Experimente kann die Aussagekraft der Ergebnisse verbessert werden. Die hier
vorgestellten Ergebnisse sind auch unter diesem Aspekt zu bewerten, wobei das
Verhéltnis von Erkenntnisgewinn und zusatzlichem zeitlichen und finanziellem

Aufwand weitere Untersuchungen nicht zuliel3.

4.5.2 Grenzen der Anwendbarkeit aufgrund der Methode

Die gute Nierengéngigkeit der Nanobodies fuhrt zu starken Signalen aus den Nieren,
welche die spezifischen Signale in der N&he befindlicher Tumoren tberlagern kénnen.
Die Anreicherung der Nanobodies in den Nieren kann durch die zusatzliche
Verabreichung von Reagenzien wie Lysin reduziert werden. (Gainkam et al. 2011).
Dennoch ist auch unter diesen Bedingungen zumindest in den ersten Stunden nach
der Injektion mit einer hohen Signalintensitdt aus den ableitenden Harnwegen zu
rechnen, was die Diagnostik in diesem Zeitraum erschwert. Die Tumordiagnostik
beschrankte sich in der vorgelegten Studie auf oberflachliche solide Tumoren. Fir die
Diagnostik hamatologischer Tumorerkrankungen, welche nicht durch einen Primarius
auffallen, erscheint die hier untersuchte Methode nicht geeignet. Zwar zeichnen sich
auch einige leukamische Formen durch eine Uberproduktion von CD38 aus, jedoch
wird dieses Oberflachenantigen auch von nicht entarteten Leukozyten exprimiert, was

eine Differenzierung zwischen malignen und gesunden Zellen erschwert.

Hinzu kommt, dass die NIRF-Technik nur eine sehr begrenzte Eindringtiefe von 7-
10 mm im Gewebe aufweist. Dadurch beschrankt sich der diagnostische Nutzen auf
subkutane Tumoren. Fir die Diagnostik tiefer liegender Tumoren ist die Technik nicht
geeignet. In diesem Punkt ist die NIRF-Technik der Bildgebung mit isotopenmarkierten

Antikorpern deutlich unterlegen, welche eine deutlich héhere rdumliche Auflosung
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ohne nennenswerte Verluste durch tieferliegende Marker ermdglicht. Ein Vorteil der
Technik besteht darin, dass eine anschlieRende ex vivo Validierung der markierten
Tumorzellen per FACS-Analyse durchgefuhrt werden kann. Eine erganzende
Bildgebung mittels FACS oder Mikroskopie ist bei der Verwendung radioaktiver
Isotope nicht mdoglich. Dafur ermdglicht deren Einsatz eine hoéhere raumliche
Auflésung, wofir jedoch ein  hoher Produktionsaufwand und hohe
Sicherheitsmalinahmen bei der experimentellen Verwendung der Radionuklide in Kauf

genommen werden mussen.

Die verglichenen Antikérperformate MU1067 und A10 binden spezifisch an die
humane Variante des CD38-Proteins. Dabei erkennen sie aber jeweils verschiedene
Epitope des Antigens. Dies konnte sich unterschiedlich auf die Internalisierung der
Antikdrper in die Zielzellen oder auf die Aufnahme durch Phagozyten auswirken und
so auch die jeweilige Halbwertszeit der Formate im Blut beeinflussen. Aul3erdem ist
besonders die Fc-Region monomerer Antikorper anféllig fir die unspezifische Bindung
an andere Strukturen, vor allem Uber den neonatalen Fc-Rezeptor (FCRn), welcher
unter anderem auf antigenprasentierenden Leukozyten, wie dendritischen Zellen oder

neutrophilen Granulozyten, vorkommt (Kuo et al. 2010, Olafsen und Wu, 2011).

Bei tierexperimentellen Studien stellt sich generell die Frage nach der Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf den menschlichen Organismus. Zur Beantwortung dieser Frage
missen mehrere Punkte beachtet werden. Die Methode der NIRF-Bildgebung wére
generell auch fur die Anwendung beim Menschen geeignet, jedoch ist der klinische
Nutzen in der hier untersuchten Form besonders aufgrund der geringen Eindringtiefe
des Fluoreszenzlichts sehr begrenzt. Konventionelle Antikorper sind bereits seit
einiger Zeit im klinischen Einsatz angekommen. Nanobodies werden noch nicht
routinemanig verwendet. Die Firma Ablynx testet derzeit acht Nanobodies fur die
klinische Anwendung (www.ablynx.com; clinicaltrials.gov). Generell gelten
Nanobodies als wenig immunogen, sie sind sehr stabil und dazu kostengtinstig zu
produzieren (Huang et al. 2007, Wesolowski et al. 2009, Gonzalez-Sapienza et al.
2017). Es ist zu erwarten, dass die hier beschriebenen Vorteile, wie beispielsweise die
schnelle renale Exkretion tberschissiger Molekile, auch bei der Anwendung am
Menschen zutreffen. Die in dieser Studie verwendeten Nanobodies detektieren die

humane CD38-Variante. Nanobodies konnten prinzipiell auch beim Menschen
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eingesetzt werden, um Tumorzellen zu erkennen, die CD38 uberproduzieren und aus

korpereigenen humanen Zellen hervorgegangen sind.

Eine direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit auf den Menschen ist nicht
maoglich. Es ist jedoch anzunehmen, dass sich Nanobodies aufgrund ihrer

Eigenschaften als Sonden sehr gut fir die diagnostische Bildgebung eignen.

4.6 Ausblick

Die Verwendung von Nanobodies birgt noch groRes Potential flr verschiedene
Anwendungsbereiche der Medizin. Neben der in der vorgelegten Arbeit beschriebenen
Methode der diagnostischen Bildgebung zur frihzeitigen Erkennung von Tumoren
werden bereits viele weitere Ansétze erforscht. Dazu gehdrt der intraoperative Einsatz
von fluorophormarkierten Sonden (u.a. Nanobodies) zur Markierung der zu
entfernenden malignen Tumorzellen (Kijanka et al. 2013). Dabei werden
beispielsweise spezifische Nanobodies intravends verabreicht und wahrend der
Operation Bilder mit einer fluoreszenzoptischen Kamera angefertigt. Die Uberlagerung
der Fluoreszenzbilder mit dem Operationssitus ermoéglicht eine prazisere Entfernung
des Tumorgewebes, wodurch der Sicherheitsabstand zum gesunden Gewebe besser
abgeschatzt werden kann. Kleine Herde oder Metastasen, die makroskopisch nicht
von umliegendem Gewebe zu unterscheiden sind, kdnnen zusétzlich erkannt werden
und sensible anatomische Strukturen geschont werden (Newton et al. 2016,
Handgraaf et al. 2017).

Eine Alternative zur reinen Fluoreszenzbildgebung ist die ,Multispektrale
optoakustische Tomographie“* (MSOT), welche zusatzlich Ultraschallwellen
verwendet. Dabei wird das Versuchstier, wie bei der hier verwendeten
Fluoreszenzbildgebung, nichtinvasiv aus einer externen Lichtquelle mit
Fluoreszenzlicht bestrahlt. Die exponierten Gewebe oder Fluorophore werden durch
die Laserenergie angeregt, dehnen sich bei der Absorption aus und senden daraufhin
ein akustisches Signal in Form von Ultraschallwellen aus, welches von einem
entsprechenden Detektor gemessen und im Anschluss in ein Computerbild
umgerechnet wird. Dabei kbnnen mehrere verschiedene Proben oder Gewebetypen
gleichzeitig gemessen werden, die sich durch unterschiedliche Absorptionsspektren

unterscheiden und anschlie3end in einem dreidimensionalen Bild zusammengefiigt
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werden. (McNally et al. 2016). Einer der Vorteile gegenuber der
Fluoreszenzbildgebung besteht darin, dass die Limitation der begrenzten Eindringtiefe
durch den starken Signalverlust des Fluoreszenzlichtes im Gewebe nur fir den Hinweg
gilt. Zudem ist eine Echtzeitmessung wahrend der Injektion der Sonden mdglich,
wodurch die genaue Verteilung und Anreicherung im Korper tber die Zeit beobachtet

werden kann.

Weitere Mdglichkeiten der klinischen Anwendung von Nanobodies ergeben sich aus
der Verbindung des diagnostischen mit einem therapeutischen Ansatz. Dabei werden
unter anderem Nanobodies erforscht, welche durch die Blockade von VEGF-
Rezeptoren die Ausbildung von Kapillaren in Tumoren, in denen diese Gberexprimiert
werden, blockieren (Kijanka et al. 2015). Des Weiteren kann das Prinzip der Antikbrper
vermittelten Zytotoxizitat genutzt werden, um spezifisch Tumorzellen abzutdten. Zu
diesem Zweck werden bereits mAk wie Elotuzumab oder Daratumumab in der
Therapie des Multiplen Myeloms verwendet (FDA News Release 2015, Sherbenou et
al. 2017). Erganzend zu diesen bestehenden Werkzeugen wird versucht, die
antigenbindenden Domanen der Antikdrper durch CD38-spezifische Nanobodies zu
ersetzen, wobei die Fc-Domane des humanen IgGl erhalten bleibt. Diese
Fusionsproteine sollen im Anschluss in vitro sowie in vivo hinsichtlich der
Pharmakokinetik und Effektivitdt bei der Tumortherapie mit den konventionellen
Antikdrpern vergleichen werden, um weitere Alternativen zur Therapie des Multiplen
Myeloms zu entwickeln. Erste Studien zeigen, dass die Nanobody-basierten
Fusionsproteine in vivo sogar eine starkere Tumorreduktion als Daratumumab

bewirken (Fumey et al. 2017).

Diese  Entwicklungen belegen das groBe Potential der Kklinischen
Anwendungsmagglichkeiten von Nanobodies unter Verwendung der Nahinfrarot-
Fluoreszenzbildgebung sowie weiterer Methoden. Diese Arbeit soll dazu beitragen, in
der Zukunft mithilfe von Nanobodies die Diagnostik und Therapie von onkologischen

Erkrankungen zu verbessern.
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Zusammenfassung
In den letzten Jahrzehnten wurden vielféaltige medizinische Anwendungsmadglichkeiten
fur Antikorper etabliert, u.a. fur die Diagnostik von Tumorerkrankungen. Die lange
Verweildauer monoklonaler Antikérper (mAK) im Blutkreislauf ist bei deren Anwendung
zur spezifischen Tumorbildgebung ein Nachteil, da sie zu hohen Hintergrundwerten
und einem niedrigen Tumor-zu-Hintergrundverhaltnis (T/H-Verhaltnis) fuhrt.
Nanobodies stellen die antigenbindende Doméne von Schwere-Ketten-Antikdrpern
dar und sind zehnmal kleiner als mAk. Sie werden renal filtriert, weshalb
Uberschussige, nicht an Zielzellen gebundene Molekile schneller eliminiert werden.
Fur die bildgebende Diagnostik stellen Nanobodies deshalb eine interessante
Alternative zu mAKk dar. In dieser Arbeit wurden die Eigenschaften des mAk A10 mit
denen des Nanobodies MU1067 bei der in vivo Bildgebung von Lymphomen
verglichen. Beide Antikorperformate binden spezifisch an das humane
Oberflachenantigen CD38, welches von Dbestimmten Lymphomzellreihen
Uberexprimiert wird. Der Nanobody und der mAk wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AF680 markiert, um im Anschluss Nahinfrarot-Fluoreszenz- (NIRF-) Aufnahmen
anzufertigen. Das Gen fur humanes CD38 wurde in murine Lymphomzellen
eingebracht, sodass diese humanes CD38 auf der Oberflache exprimierten. Vor den
in vivo Experimenten wurde die spezifische Bindung beider AntikGrperformate in vitro
per Durchflusszytometrie (FACS) und im In Vivo Imaging System (IVIS)
nachgewiesen. In vivo NIRF-Aufnahmen im IVIS an tumortragenden Mausen zeigten,
dass MU1067-Nanobodies schneller im Tumorgewebe akkumulieren als die gré3eren
konventionellen A10-Antikorper. Wahrend mit dem MU1067-Nanobody signifikante
Signalintensitatsunterschiede zwischen Ziel- und Kontrolltumor bereits 4 Stunden
nach Injektion gefunden wurden, wurde erst 24 Stunden nach Injektion von A10 ein
signifikanter Kontrast erreicht. Dabei fuhrte eine héhere Dosis MU1067 von 50 ug
gegenuber 10 pug zu einer Steigerung der Absolutwerte im Zieltumor, wahrend die
Hintergrundwerte in geringerem MalRe stiegen, was in hdéheren T/H-Verhaltnissen
resultierte. Dieser Effekt fiel in der A10-Gruppe deutlich geringer aus. Die schnelle
Eliminierung von MU1067 einerseits und die langere Verweildauer von A10 im
Blutkreislauf andererseits konnte durch Serum- und Urinanalysen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Injektion gezeigt werden. Ex vivo Analysen bestatigten die Resultate
aus den in vivo Aufnahmen. Die Ergebnisse legen nahe, dass mit beiden
Antikorperformaten eine in vivo Bildgebung mdglich ist, jedoch nur die Applikation von
MU1067 aussagekraftige Aufnahmen am Tag der Injektion zul&sst. Sie kdnnten dazu
beitragen, die spezifische diagnostische Bildgebung onkologischer Erkrankungen in
der Zukunft zu verbessern.
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Abstract

Over the last decades numerous medical applications using antibodies have been
established, amongst others diagnostic tools for the detection of tumors. Monoclonal
antibodies (mADb) typically have a long retention time in the bloodstream leading to high
background levels and resulting in low tumor-to-background ratios (TBR) when used
for tumor imaging. In contrast, nanobodies consist of only the antigen binding domain
of a heavy-chain-only antibody and are ten times smaller than mAb. Therefore,
excessive non-bound molecules can be renally excreted rapidly. For this reason,
nanobodies can be a promising alternative to mAb for diagnostic imaging.

The aim of this study was to compare the characteristics of mAb A10 and nanobody
MU1067 for in vivo imaging of lymphomas, both of which specifically bind to human
CD38. CD38 is a surface antigen that is overexpressed by particular lymphoma strains.
The nanobody and the mAb were loaded with the fluorescence dye AF680 to perform
near-infrared fluorescence (NIRF) imaging. The genetic code for human CD38 was
transferred to murine lymphoma cells causing expression of human CD38 on their cell
surface. Prior to in vivo experiments, the specific binding of both antibodies was shown
in vitro using flow cytometry (FACS) analysis and an in vivo imaging system (IVIS). In
vivo NIRF images of tumor-bearing mice showed a faster accumulation of MU1067
nanobodies in the tumor than the bigger conventional mAb A10.

Regarding the signal intensity between target tumor and control tumor, the nanobody
MU1067 showed significant divergence already 4 hours after the injection. In contrast,
when using mAb A10, it took 24 hours until a significant level of contrast was reached.
The same experiments revealed that the use of a higher MU1067 dose of 50 ug
compared to 10 ug leads to higher absolute signal values in the target tumor while the
background levels rise to a lesser extent, resulting in higher TBRs. This effect was less
significant when A10 was used. The faster clearance of MU1067 as well as the longer
retention time in the blood stream of A10 were verified by analysis of blood and urine
samples of the tumor-bearing mice taken at various points of time after the injection.
The in vivo findings were confirmed by ex vivo analyses. These results suggest a
suitability of both antibodies for in vivo imaging in general. However, of the two entities,
only the nanobody MU1067 allows reliable same-day in vivo imaging. Thus, these
nanobodies could contribute to the improvement of future specific diagnostic imaging
technigues in oncology.
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