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1. Einleitung

1.1. CD38

1.1.1. Aufbau und Funktion

Humanes CD38, das aus einer einzelnen 300 Aminosauren (AS) langen Kette
besteht, ist ein Typ-ll-Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 45 kDa.
N-terminal besitzt es einen 21 AS langen, zytoplasmatischen Schwanz, mittig eine 23
AS lange Singlepass-Transmembrandomane und eine extrazellulare C-terminale
Domane von 256 AS (Jackson and Bell, 1990, Itoh et al., 1994).

Es gehdrt zu einer Enzymfamilie, dessen Mitglieder den Prozess der Zyklisierung von
NAD zu cADPR katalysieren. Die beiden Verwandten des Enzyms CD38 sind CD157
und die Aplysia ADP-Ribosyl-Cyclase (Lee and Aarhus, 1991, Itoh et al., 1994). Im
Bereich des N-Terminus ist das Protein hauptsachlich aus a-Helices aufgebaut,
wohingegen es c-terminal eher aus B-Faltblattern besteht. Ein Teil des aktiven
Zentrums des Enzyms ist innerhalb der Enzymfamilie hoch konserviert und zeichnet
sich durch ein TLEDTL-Motiv aus, welches in einer tiefen Tasche des Proteins liegt.
Als essentiell fur die Enzymfunktion hat sich die Glutaminsaure (Glu) an Position 226
in der katalytischen Domane herausgestellt (Munshi et al., 2000). Daneben
erscheinen auch Glu146 und Thr221 (Threonin) eine Rolle bei der Hydrolisierung
sowie Zyklisierung seiner Substrate zu spielen (Graeff et al., 2001). In ahnlicher
Weise konserviert wie das aktive Zentrum sind 12 Cysteine, die durch Ausbildung
von 6 Disulfidbricken dem Enzym Stabilitat verleihen. CD38 ist ein Ektoenzym und
wurde zuerst aulden auf der Zellmembran beschrieben. Es befindet sich jedoch nicht
nur auf aulleren Plasmamembranen, sondern auch auf denen des endoplasma-
tischen Retikulums und Membranen der Zellkerne (Sun et al., 2002).

Bei CD38 handelt es sich um ein Protein, dass erstmals 1970 auf T-Zellen und
Thymozyten entdeckt wurde. Es stellte sich jedoch heraus, dass CD38 auf einer
Vielzahl von Hamozyten, wie T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen, Thrombozyten,
Erythrozyten und vielen ihrer Vorlauferzellen zu finden ist. Auf T- und B-Zellen findet
sich ein charakteristisches Expressionsmuster von CD38: der Groldteil der

Progenitorzellen ist CD38-positiv, ausgereifte, jedoch inaktive T- und B-Zellen



exprimieren weniger CD38 und aktivierte T- und B-Zellen wiederum deutlich mehr
CD38 (Malavasi et al., 1994). Neben den Zellen des Blutes wird es au3erdem auf der
Oberflache von Purkinje-Zellen, Zellen im Bereich des Glomerulums, Betazellen in
den Langerhans-Inseln oder auf Osteoklasten exprimiert. (Quarona et al., 2013). Die
hochsten Expressionsdichten von CD38 finden sich auf Plasmazellen und deren
malignem Gegenstlick, den Myelomzellen (Malavasi et al., 2008).

CD38 ist ein multifunktionales Ektoenzym, welches unter neutralen bzw. alkalischen
pH-Bedingungen die Katalysierung der Zyklisierung von Nikotinamidadenin-
dinukleotid (NAD) zu zyklischer ADP-Ribose (cADPR) vornimmt (Abb. 1.1.).
Allerdings wird nur ein Teil des NAD zyklisiert, wobei das meiste zu ADP-Ribose
(ADPR) weiterhydrolisiert wird. Das bedeutet, dass cADPR nicht nur Produkt der
enzymatischen Funktion von CD38 ist, sondern auch dessen Substrat, das in ADPR
umgewandelt wird (Howard et al., 1993, Lee, 2006). Die Konversion zu cADPR flhrt
zur Bindung dessen an FK506 binding protein 12.6, wodurch sich dieses von
Calciumionenkanalen, den sogenannten Ryanodin-Rezeptoren, 6st. Dies flhrt
wiederum zur Aktivierung dieser Kanale, welche einen Calciumeinstrom aus dem
endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol bewirken (Noguchi et al., 1997, Sun et al.,
2002). Im Gegensatz zu cADPR wirkt ADPR agonistisch am TRPM (transient
receptor potential cation channel, melastatin subfamily, member 2). Dabei handelt es
sich um einen nicht-selektiven Kationenkanal in der Plasmamembran, der uber
Calciuminflux an der Sekretion von Insulin und Oxytocin beteiligt ist (Togashi et al.,
2006, Liu et al., 2016).

Ein weiteres Substrat von CD38 ist NADP (Abb. 1.1.). In Gegenwart von
Nikotinsaure und unter sauren pH-Bedingungen bewirkt das Enzym durch einen
nukleophilen Angriff den Basenaustausch von Nikotinamid mit der Nikotinsaure,
woraus NAADP entsteht. Ebenso wie bei der Reaktion unter alkalischen
Bedingungen kann CD38 wieder das Produkt als Substrat verwenden und unter
Abspaltung der Nikotinsaure NAADP zu ADP-Ribose-2’-Phosphat (ADPRP)
hydrolisieren (Lee, 2006, Wei et al., 2014). NAADP ist ebenfalls Akteur im
Calciumstoffwechsel, jedoch mobilisiert es im Gegensatz zu cADPR keine
Calciumreserven aus dem endoplasmatischen Retikulum, sondern aus Lysosom-
verwandten Organellen (Churchill et al., 2002).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass CD38 mit NAADP und cADPR Calcium-

mobilisierende Purinnukleotide synthetisieren kann, die durch Einstrom aus Zell-



organellen die intrazellulare Calciumkonzentration erhéhen, es jedoch auch fur deren
Degradation verantwortlich ist. Diese doppelte Enzymfunktion hat den Vorteil, dass
die Second Messenger an der Lokalisation, an der sie gebildet wurden, nach erfillter

Aufgabe wieder vom gleichen Enzym abgebaut werden kénnen (Lee, 2006).
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Abb. 1.1.: Enzymatische Aktivitdt von CD38. Die Abbildung stellt die von CD38 katalysierten
Prozesse im sauren und alkalischen Milieu dar. Veranschaulicht wird, dass CD38 unter beiden pH-
Bedingungen mit cADPR und NAADP ein Produkt wieder als Substrat verwenden kann. Au3erdem
wird deutlich, dass sich die Substrate im Wesentlichen durch die Phosphatgruppe, an den an Adenin
gebundenen Finfring unterscheiden. Die Abkirzungen stehen fir: Nikotinamidadenindinukleotid
(NAD), zyklische Adenosindiphosphat-Ribose (cADPR), Adenosindiphosphat-Ribose (ADPR),
Nikotinsdureadenindinukleotidphosphat (NAADP), Adenosindiphosphoribosephosphat (ADPRP),
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP), Nikotinsdure (NA). Die Kristallstruktur von CD38
wurde mittels PyMOL erstellt. Die chemischen Strukturen wurden mittels ChemSpider Editor erstellt.

Neben der Funktion als Enzym fungiert CD38 des Weiteren als Rezeptor flr seinen
Liganden CD31 (Deaglio et al., 2001). Bei CD31, auch PECAM-1 genannt, handelt
es sich um ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, welches auf Hamozyten und
Endothelzellen zu finden ist und zu dessen Funktionen unter anderem die
Beteiligung an transendothelialer Migration von Leukozyten gehoért (Newman, 1999).
Durch die Bindung von CD38 an CD31 kommt es zur Adhasion der beteiligten Zellen

und schlieBlich zum Durchtreten der Immunzellen durch das Endothel. Weiterhin



fuhrt die Bindung zur Aktivierung der CD38* Zellen, was in T-Zellen beispielsweise
durch einen Anstieg von mRNA-Leveln von IL-6, IL-10, GM-CSF und IFN-y
beobachtet werden konnte (Deaglio et al., 1998).

In B-Lymphozyten wurde beobachtet, dass mit fortschreitender Reifung der Zellen
von der Pro-B-Zelle zur Plasmazelle die Expression von CD38 ansteigt. Ergebnisse
aus Mausmodellen lassen vermuten, dass in frihen Stadien der Zellentwicklung
CD38 eine Rolle als Regulator von Apoptose spielt und somit zur Hemmung der
Lymphopoese beitragt (Romero-Ramirez et al., 2015). Demgegenuber stehen
andere Ergebnisse aus In-vitro-Untersuchungen an reifen B-Zellen aus tonsillaren
Keimzentren, in denen durch Ligation mit einem monoklonalen Antikdrper eine
Induktion der Apoptose unterdrickt werden konnte, was allerdings mit anderen mAbs
nicht gelang (Zupo et al., 1994). Indes kann wie bei T-Zellen davon gesprochen
werden, dass die Ligation von CD38 zu Proliferation von B-Zellen beitragt sowie zur
Zellaktivierung, was sich durch einen Anstieg in mRNA von CD25, HLA-Klasse-Il und
IL-1a, IL-2, IL-4 und IL-6 niederschlagt (Funaro et al., 1997). Auch in NK-Zellen
konnte durch Ligation von CD38 eine verstarkte Expression von CD25, HLA-Klasse-
[l und Uberdies mRNA von IFN-y und GM-CSF beobachtet werden. (Mallone et al.,
2001, Malavasi et al., 2008).

In Osteoklasten fiihrt cADPR zur Offnung von zwei verschiedenen Ryanodin-
rezeptoren. Der resultierende Calciumeinstrom retrahiert die Zelle, reduziert die
Sauresekretion und hemmt somit die osteolytische Aktivitat (Sun et al., 1999). Die
erhohte intrazellulare Calciumkonzentration bedingt allerdings auch die Ausschuittung
von |IL-6, was der Hemmung der Resorption entgegenwirkt. Somit scheint CD38
malfigeblich am Gleichgewicht der Aktivitdt von Osteoklasten beteiligt zu sein
(Adebanjo et al., 1998).

1.1.2. Die Rolle von CD38 in malignen Erkrankungen

CD38 wird auf einer auf einer Vielzahl von Zellen insbesondere T-Zellen, B-Zellen,
NK-Zellen und deren Progenitoren exprimiert und hat diverse Funktionen in der
Homodostase von jenen Zellen. Durch diese wichtige Rolle von CD38 im Zellhaushalt,
kann seine Uberexpression im Zuge mancher Krankheiten an ihrer Entstehung oder

dem Verlauf beteiligt sein.



Bei der chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) kommt es zu einer Lymphozytose
von reifen, kleinen, jedoch weitgehend funktionslosen B-Zellen, die sich im
peripheren Blut, im Knochenmark und in den Lymphknoten abspielt, weshalb sie
heutzutage zu den Lymphomen zahlt. Vor allem in den Lymphknoten finden sich viele
CD38* Lymphomzellnester, die sich ihr eigenes proliferatives Tumormikromilieu
schaffen. Auf Stromazellen und den sogenannten nurselike cells (NLCs) findet sich
das CXCL12. Durch Interaktion mit seinem Rezeptor CXCR4, der sich auf den
Lymphomzellen befindet, kommt es zur Rekrutierung der Zellen ins Mikromilieu des
Lymphknoten. CD38 erhéht die Empfanglichkeit der durch CXCL12 hervorgerufenen
Chemotaxis (Burger et al., 2000, Vaisitti et al., 2010). Zusatzlich tragt ZAP-70, eine
Tyrosinkinase, welche durch Ligation von CD38 phosphoryliert und somit aktiviert
wird, dazu bei, das migratorische Potential der Zellen und die Sensibilitat gegenuber
CXCL12 weiter zu erhdhen und dient Uberdies als Proliferationssignal (Deaglio et al.,
2007, Malavasi et al., 2011).

Weiterhin exprimieren Stromazellen in den Keimzentren der Lymphknoten CD31. Der
Kontakt von CD38* Lymphomzellen mit seinem Liganden CD31 auf transduzierten
Mausfibroblasten fuhrte zur Proliferation der Population. Ferner erbrachte die
Interaktion die Hochregulation von CD100, einem Aktivierungs- und Uberlebens-
marker in B-Zellen (Deaglio et al., 2005).

Dies alles fuhrt Uber einen positiven Feedback-Mechanismus, der CD38* Zellen in
die Proliferationszentren bringt, ihnen dort einen Uberlebensvorteil verschafft und
somit andere funktionsfahige Lymphozyten verdrangt. Aus diesen Griinden sind eine
hohe CD38- sowie ZAP-70-Expression, besonders bei simultaner Expression,
prognostisch schlechte Marker fur den Krankheitsverlauf einer CLL (Deaglio et al.,
2007).

Das Multiple Myelom ist eine maligne Erkrankung, die sich in den Plasmazellen
manifestiert. Bei der Krankheit kommt es zur Vermehrung der Myelomzellen im
Knochenmark und darauf folgend zur massiven Produktion von monoklonalen
Antikorpern oder funktionslosen Leichtketten. Dadurch erklart sich auch die
Symptomkonstellation der Patienten, welche unter Nierenschadigungen, Osteolysen
und dadurch bedingter Hypercalcamie sowie einer Verdrangung der Blutbildung

leiden.
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Ihr Altersgipfel liegt zwischen 71 und 73 Jahren und macht 1 % aller Krebs-
erkrankungen in Deutschland aus. Jedes Jahr erkranken pro 100.000 Einwohnern
etwa 7 Menschen (Kortiim et al., 2013). Das mittlere Uberleben bei Diagnosestellung
hat sich durch neuere Therapien und eine deutliche Steigerung in der Durchfuhrung
von Stammzelltransplantationen in den letzten 20 Jahren auf 7-8 Jahre verdoppelt
(Anderson, 2012).

Myelomzellen zeigen eine gesteigerte Expression von CD38 (Malavasi et al., 2008,
Quarona et al., 2013). Auch eine erhdhte Expression von CD38 in Osteoklasten, vor
allem wahrend der Osteoklastogenese, scheint eine Rolle bei der Erkrankung zu
spielen. Durch ihre Aktivierung konnte eine reziproke Hemmung von zytotoxischen T-
Zellen nachgewiesen werden, was wiederum ein immunsuppressives Mikromilieu im
Knochenmark schafft. In Ex-vivo-Versuchen konnte die T-Zell-Funktionalitdt durch
Inkubation mit einem CD38-spezifischen mAb wieder hergestellt werden (An et al.,
2016).

Durch CD38 synthetisiertes cADPR spielt eine Rolle in der Hemmung des
Knochenabbaus. Im Einklang damit konnte in CD38-KO-Mausen eine ein-
geschrankte Funktion von Osteoklasten festgestellt werden, was in den Mausen eine
ausgepragte Osteoporose hervorrief (Sun et al., 2003). Allerdings kommt es bei
Multiplen-Myelom-Patienten zu ausgepragten Osteolysen, die hierbei durch
Uberexpression von CD38 unterstiitzt wird. Dementsprechend zeigten Versuche mit
dem monoklonalen CD38-spezifischen Antikorper Daratumumab eine Hemmung der
Osteoklastogenese nach In-vitro-Behandlung der Zellen. Dieser inhibitorische Effekt
in der Zellentwicklung konnte durch die Koinkubation von ATRA und Daratumumab
noch verstarkt werden, wobei er auch bei ATRA-Monotherapie deutlich sichtbar war
(Costa et al., 2017). Bei ATRA oder all-trans-Retinsdure handelt es sich um eine dem
Vitamin-A1-verwandte Struktur, die die CD38-Expression hochreguliert, besonders in
malignen Zellen (Drach et al., 1994). Dies zeigt, dass es durch Uberexpression, aber
auch Unterexpression von CD38 zu einem Ungleichgewicht von Knochenbildung und
Knochenresorption kommt, was in beiden Fallen zu einer Osteopathie, entweder in
Form von Osteoporose oder Osteolyse fuhrt.

Weiterhin konnte in vielen Fallen in Myelomzellen eine Koexpression von CD38 und
seinem Liganden CD31 detektiert werden, was ihnen madglicherweise einen

zusétzlichen Uberlebensvorteil erbringt (Vallario et al., 1999).
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1.2. Antikorpertherapie

1.2.1. Entwicklung der Antikorpertherapie

Der erste im Labor hergestellte monoklonale Antikorper (mAb) wurde 1975
entwickelt. Durchgefihrt wurde dies mit der sogenannten Hybridom-Technik, bei
welcher B-Zellen von immunisierten Mausen mit einer Myelomzellline gekreuzt
wurden. Somit wurde die Fahigkeit der einen Zelle, den geeigneten Antikdrper zu
produzieren, und die Immortalitat der anderen ausgenutzt, wodurch die entstehenden
Klone des Hybridoms eine unerschopfliche Menge an Antikérpern produzieren
konnten (Kohler and Milstein, 2005). Diese murinen Antikorper haben allerdings den
Nachteil, dass sie korperfremd sind und potentiell schwerere Nebenwirkungen als
ganzlich humane mAbs verursachen. Eine Weiterentwicklung hierzu stellt die Fusion
der variablen Domane der leichten Kette (VL) und die der schweren Kette (VH) einer
Maus mit der Fc-Region eines Menschen dar. Die meisten in der Klinik erhaltlichen
Antikorper bestehen heutzutage aus einer Fusion der humanen Fc-Region mit einer
murinen Antigen-bindenden Domane, was als humanisierter Antikdrper bezeichnet
wird (Hansel et al., 2010).

Im Jahre 1986 wurde mit Muromonab der erste monoklonale Antikérper flr
therapeutische Zwecke von der FDA (U.S. Food and Drug Administration)
zugelassen. Seitdem wurden bis Mai 2021 insgesamt 99 weitere mAbs fur den
Einsatz am Menschen zugelassen (Mullard, 2021). Im Jahr 2019 wurden Uber $115
Mrd. mit ihrer Vermarktung weltweit generiert (Lu et. al, 2020). Aufgrund der
Tatsache, dass viele dieser Antikdrper in einen alternativiosen therapeutischen Raum
eingebracht werden, sind die Regularien fir ihre Einfihrung in die Kklinische
Testphase oft vergleichsweise geringer, worauf schneller eine Zulassung folgen
kann. Hinzu kommt, dass durch eine immer alter werdende Bevdlkerung die
Nachfrage nach Therapeutika gegen Krankheiten des hohen Lebensalters weiter
steigen wird (Liu, 2013, Ecker et al., 2015).
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1.2.2. Effektorfunktionen eines Antikorpers

Antikorper haben vielfaltige immunologische Effektormechanismen.

An erster Stelle steht die direkte Antikdrperwirkung, die stark abhangig von dem
angesteuerten Antigen ist. Durch Ligation mit dem Antikérper kann eine
antagonistische bzw. agonistische Signalwirkung des betroffenen Enzyms oder
Rezeptors erfolgen. Somit vermittelt beispielsweise der als Therapie beim
Mammakarzinom eingesetzte mAb Trastuzumab einen direkten hemmenden Einfluss
auf sein Antigen, HER2, ein Protein, das zu den EGF-Rezeptoren (epidermal growth
factor) zahlt. Eine antiapoptotische und proliferative Signaltransduktion wird
unterdrickt und es kommt zum Arrest oder Zelltod (Spector and Blackwell, 2009).

Ein weiterer Effektormechanismus ist die sogenannte antikorperabhangige zell-
vermittelte Zytotoxizitat, abgekirzt ADCC (Abb. 1.2.). Darin zusammengefasst sind
zytolytische Wirkungen von NK-Zellen, Makrophagen oder Granulozyten, die durch
einen gebundenen mAb erzeugt werden. Als wichtigste Effektoren tragen die NK-
Zellen eine Vielzahl aktivierender Rezeptoren wie dem FcyRllla (Fcy-Rezeptor llla,
CD16a) sowie inhibitorischer Rezeptoren wie dem KIR (Killer Cell Immunoglobulin-
like Rezeptor) auf ihrer Zelloberflache. Die Funktion jener Rezeptoren ist es zwischen
Pathogenen und korpereigenen Strukturen zu unterscheiden. In ihrem Zellinneren
befinden sich mit Perforinen und Granzymen gefiillite Vesikel. Kommt es zu einem
Ubergewicht an aktivierenden gegeniiber hemmenden Signalen im Extrazellular-
raum, formt sich eine immunologische Synapse zwischen Target- und NK-Zelle und
die lytischen Enzyme werden ausgeschiittet, was zum Zelltod der Zielzelle fuhrt
(Wang et al., 2015).
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Abb. 1.2.: Schematische Darstellung von ADCC. Nachdem ein Schwere-Ketten-Antikdrper an ein
CD38-Molekdl einer Tumorzelle gebunden hat, kann sich eine NK-Zelle tGber ihr CD16a an diesen
gebundenen Antikdrper anlagern. Durch intrazellulare Signalwege in der NK-Zelle werden als Folge
dieser Bindung Vesikel mit Granzymen und Perforinen ausgeschdttet. Diese Enzyme flhren zu einer
Lyse der Tumorzelle.

Zellunabhangig funktioniert die komplementabhangige Zytotoxizitat (CDC) (Abb.
1.3.). Diese Reaktion wird durch das im Blutplasma befindliche oder teils
membrangebundene Komplementsystem durchgeflihrt. Dabei handelt es sich um ein
aus Uber 30 verschiedenen Proteinen bestehendes System, an dessen Ende diverse
Wirkungen wie Apoptose oder Chemotaxis stehen. Viele der Proteine sind inaktive
Zymogene, welche durch proteolytische Spaltung in einer Kaskade nacheinander
aktiviert werden. Bekannt sind drei Wege, Uber die das Komplementsystem seine
Wirkung entfalten kann: der alternative Weg, der Lektin-Weg und der klassische
Weg, auf den hier hauptsachlich eingegangen wird (Sarma and Ward, 2011).

Der klassische Weg beginnt, wenn der C1-Komplex, bestehend aus zwei C1r-, zwei
C1s- und einem C1g-Molekul, an mindestens zwei Fc-Regionen mehrerer 19G- bzw.
IgM-Immunkomplexe bindet (Abb.1.3.). Die Fc-bindende Komponente des
Komplexes ist das C1q, welches aus 3 Y-formigen Armen besteht und eine einzelne
Fc-Region nur mit niedriger Affinitat bindet. Ferner ist eine einzelne Bindung nicht
suffizient, um die weitere Aktivierung des klassischen Weges zu gewahrleisten,
weshalb ein IgG-Molekdl allein nicht in der Lage ist, den C1-Komplex zu aktivieren,
ein IgM jedoch durchaus. C1q besitzt 6 Bindungsstellen fur Fc-Regionen. Eine
maximale Aktivierung wird durch die Hexamerisierung von sechs Fc-Regionen

mehrerer IgGs erlangt (Michaelsen et al., 2006, Diebolder et al., 2014). Durch die

14



C1qg-Bindung erfolgt die Aktivierung von C1r und C1s, welche C2 und C4 spalten. Die
Spaltprodukte wiederum fligen sich zusammen zu der C3-Konvertase, C4bC2a. Der
nachste Schritt der Kaskade ist die Spaltung von C3 via C3-Konvertase, wodurch die
Produkte C3a und C3b entstehen. Letzteres lagert sich an die C3-Konvertase
C4bC2a an, aus der nun die C5-Konvertase C4bC2aC3b entsteht. Durch sie wird C5
in C5a und C5b zerlegt. C5a und das zuvor gebildete C3a fungieren in vivo als
potente Anaphylotoxine, dessen Aufgaben die Mediation von Entzindung, das
Anlocken und Aktivieren von Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen ist (Klos et
al., 2009). C5b hingegen fligt sich an Komponente C6 und dann C7 an. Bei dieser
Anlagerung durchgeht C7 eine Konfigurationsanderung, auf welche Weise ein
hydrophober Teil des Proteins freigelegt wird, der dem C5bC6C7-Komplex die
Insertion in eine Zellmembran ermdglicht. Dort findet die Anlagerung von C8 und
dem ersten Moleklil C9 statt. Nach der Bindung von C9 durchlauft diese
Komplementkomponente eine Konfigurationsanderung, auf welche der zylindrische
Zusammenschluss vieler C9-Molekile folgt. Eine hydrophile Pore, der sogenannte
Membranangriffskomplex (MAC), wird in der Plasmamembran gebildet. Durch den
MAC konnen Elektrolyte und Flussigkeit sich frei zwischen Intra- und Extrazellular-
raum bewegen, was aufgrund der hoheren intrazellularen Osmolalitat zum Einstrom
von Wasser fihrt und die Zelle platzen lasst (Wlrzner, 2000, Sarma and Ward,
2011).
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Abb. 1.3.: Schematische Darstellung von CDC und klassischem Weg des Komplement-
systems. Durch die Anlagerung von zwei Schwere-Ketten-Antikorpern an zwei CD38-Molekile einer
Tumorzelle kann ein C1-Komplex, der aus dem sechskdpfigen C1q und je zwei C1r und C1s
aufgebaut ist, an die Fc-Domanen jener Antikdrper binden und die Komplementkaskade in Gang
setzen. Beginnend mit der Spaltung von C2 und C4 durch den C1-Komplex entsteht die C3-
Konvertase C4bC2a. Diese aktiviert C3 wonach sich C3a an C4bC2a anlagert, wodurch die C5-
Konvertase C4bC2aC3b gebildet wird. Diese spaltet C5 in C5a und C5b, welches sich mit C6 und
schlieBlich mit C7 zusammenfiigt und in die Zellmembran inseriert wird. Dort folgen die Anlagerung
von C8 und C9, welche als Anker des Membranangriffskomplex (MAC) fungieren. Weitere C9-
Molekile folgen und bilden letztendlich den MAC, welcher als wasserdurchlassige Pore in der
Zellmembran fir das Anschwellen und Platzen der Tumorzelle verantwortlich ist.

Haufig vernachlassigt, jedoch ebenfalls wichtig in der Immunantwort auf einen
gebunden Antikérper, sind Makrophagen und die von ihnen vermittelte anti-
korperabhangige zellulare Phagozytose (ADCP). Anders als NK-Zellen besitzen
Makrophagen alle Arten von FcyRs. Interagieren sie mit der Fc-Region eines
Antikorpers, kommt es zur Phosphorylierung des intrazellularen Aktin-Myosin-
Skeletts, die eine Kontraktion des Makrophagen und somit die Phagozytose zur
Folge hat. Inhibitorisch auf diese Kaskade wirkt die Bindung des auf den
Makrophagen befindlichen SIRPa an CD47 auf einer Zielzelle. Dieses Ober-
flachenmolekul wird oft als ,don’t eat me“-Signal bezeichnet, da es eine

Dephosphorylierungskaskade auslost und eine gebundene Zelle so vor der
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Phagozytose bewahrt. Manche Tumoren Uberexprimieren CD47, um so dem
Immunsystem zu entkommen. Die ADCP wird in der Forschung oft auller Acht
gelassen, da Makrophagen im Gegensatz zu anderen Effektorzellen nicht aus dem
peripheren Blut gewonnen werden kdénnen, sondern sich aus ex-vivo-stimulierten
Monozyten differenzieren. Uberdies ist die Analyse eines ADCP-Assays schwieriger
und ungenauer, als dies bei CDC- oder ADCC-Assays der Fall ist (Weiskopf and
Weissman, 2015, Dheilly et al., 2017).

1.2.3. CD38-spezifische Antikorpertherapie

CD38 wird in der Entstehung und dem Verlauf des bisher unheilbaren MMs eine
wesentliche Rolle zugesprochen. Zusatzlich wird es auf Myelomzellen so stark
exprimiert wie auf keiner anderen Zelle. Dies macht CD38 zu einem attraktiven
Target fur eine antikdrperbasierte Immuntherapie mit CD38-spezifischen Antikérpern
(Malavasi et al., 2008).

Der monoklonale CD38-spezifische Antikorper Daratumumab wurde 2015 von der
FDA fur die Therapie des MMs zugelassen. Er stammt aus immunisierten,
transgenen Mausen und ist vollstandig human (van de Donk et al., 2016). Praklinisch
konnte nachgewiesen werden, dass Daratumumab CDC, ADCC, ADCP und auch
Apoptose durch Fc-Region-Kreuzvernetzung des Antikorpers mit Unterstutzung von
anti-human-lgG-Antikdrpern in Zielzellen induziert (Nijhof et al., 2015, Overdijk et al.,
2015, Overdijk et al., 2016).

Bevor Daratumumab auf den Markt kam, gehdrten zum Standardtherapieschema flr
das MM einerseits Lenalidomid, ein Medikament aus der Klasse der Immun-
modulatoren mit antiproliferativer und antiinflammatorischer Wirkung, andererseits
Bortezomib, einem proapoptotisch wirkenden Proteasom-Inhibitor (Kortim et al.,
2013).

Seit seiner Zulassung wurde Daratumumab in zahlreichen klinischen Studien bei
therapierefraktarem und rickfalligem MM evaluiert. Zuerst wurde in zwei Mono-
therapiestudien (GEN501 und SIRIUS) eine Menge von 16 mg/kg Korpergewicht als
vorteilhaft zwischen Wirk- und Nebenwirkungsprofil eruiert. Hierbei konnte ein
partielles Ansprechen bei 29-36 % aller Patienten beobachtet werden (Usmani et al.,
2016).
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AnschlieBend wurde es auf seine Wirksamkeit in Kombination mit Dexamethason
und Lenalidomid getestet. In der POLLUX-Studie, einer Phase-llI-Studie, ergab sich
in der Gruppe, die zusatzlich mit Daratumumab behandelt wurde, eine Ansprechrate
von 81 % (Dimopoulos et al., 2016). Auch in Kombination mit Bortezomib lag das
Gesamtansprechen in der Daratumumabgruppe mit 83 % um 20 % hoher als in der
Kontrollgruppe, die nur mit Bortezomib und Dexamethason behandelt wurde
(Palumbo et al., 2016).

Haufige Nebenwirkungen von Daratumumab, wie auch bei vielen anderen mAbs,
sind infusionsbedingte Reaktionen vom Grad 1 und 2. Dazu zahlen Rhinitis, Husten,
Dyspnoe oder Fieber. Durch die groRe Vielfalt an myeloiden und lymphoiden Zellen
sowie deren Progenitoren, auf denen CD38 exprimiert wird, kann es durch die
Behandlung mit Daratumumab zu teils schwerwiegenden Nebenwirkungen kommen.
Zu diesen zahlen unter anderem Anamien, Thrombozytopenien und Leukopenien,
insbesondere Neutropenien (Lokhorst et al., 2015).

Zur Zeit scheint die beste Behandlung von ruckfalligen Multiplen Myelomen, die auf
bewahrte Therapien nicht ansprechen, eine Kombinationstherapie aus Lenalidomid,
Dexamethason und Daratumumab mit einem progressionsfreiem Uberleben (PFS)
von 22,6 Monaten zu sein. Fur Patienten mit frihen Ruckfallen ist die Studienlage
durftig. Experten gehen davon aus, dass Daratumumab in den nachsten Jahren in

die Erstlinientherapie aufgenommen wird (van de Donk et al., 2018).
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1.3. Schwere-Ketten-Antikorper

In der Evolution haben sich nicht nur anatomische Verhaltnisse zwischen
verschiedenen Lebewesen verandert, sondern auch teilweise ihr Immunsystem. So
wurde 1993 eine besondere Eigenart in einem Teil der Antikdrper von Dromedaren
festgestellt. Neben dem ,normalen IgG1-Anteil im Serum der Tiere wurden die
sogenannten Schwere-Ketten-Antikdrper (hcAb) entdeckt (Abb. 1.4.). Bald nach der
Entdeckung konnte auflerdem gezeigt werden, dass hcAbs nicht ausschlie3lich in
Dromedaren vorkommen, sondern auch in anderen Kameliden wie Lamas und
Alpakas. Generiert werden kdonnen hcAbs, indem man einem immunisierten Tier
Lymphozyten entnimmt, die mRNA der VyH-Domane in cDNA umschreibt, sie mittels
PCR amplifiziert und via Phage-Display selektiert (Arbabi Ghahroudi et al., 1997).

Im Gegensatz zu einem IgG1-Antikorper (150 kDa), der aus zwei schweren Ketten
(je 50 kDa) und zwei leichten Ketten (je 25 kDa) zusammengesetzt ist, besteht ein
solcher Schwerer-Ketten-Antikorper (80 kDa) lediglich aus zwei schweren Ketten zu
je 40 kDa ohne eine CH1-Region (Abb. 1.4.) (Hamers-Casterman et al., 1993). Die
VuH (variable domain of the heavy chain of heavy chain antibodies) oder auch als
.Nanobody“ bezeichnete Domane ist das Paratop, also die Antigen-bindende
Domane eines hcAbs. Sie ist nur 15 kDa gro® und besitzt drei CDRs
(complementarity determining region), im Vergleich zu den sechs CDRs eines
konventionellen Antikérperarms. Eine weitere Eigenart ist die Lange der CDR3-
Schleife, die bei einem Nanobody bis zu 28 Aminosauren lang sein kann, bei einem
konventionellen Antikorper hingegen maximal 15 Aminosauren umfasst (Wesolowski
et al., 2009). Durch ihre geringe Grofle und lange CDR3-Schleife kdnnen einige
Nanobodies in das aktive Zentrum eines Enzyms binden und dessen enzymatische
Aktivitat modulieren (De Genst et al., 2006). Ein weiterer Vorteil, der sich aus der
geringen GroRRe ergibt, ist die bessere Gewebepenetration und die schnelle renale
Eliminierung, da Nanobodies deutlich unter der GréRengrenze der Filtrationsbarriere
der Niere von etwa 65 kDa liegen. Somit sind Nanobodies ebenfalls hervorragend in
der Diagnostik einsetzbar, da ungebundene Antikérper einfach wieder aus-
geschieden werden (Chakravarty et al., 2014). Nanobodies bieten Uberdies eine
einfache, gentechnische Handhabung, denn sie kdnnen von einer Vielzahl von Zellen
produziert werden. Dies liegt daran, dass die Faltung und Zusammensetzung eines

Nanobodies bedeutend simpler ist als die eines konventionellen Antikorpers, weil es
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in der VuH-Domane nur eine einzelne Disulfidbricke gibt, wohingegen in einem IgG1
multiple Domanen auf diese Weise miteinander verknupft sind (Arbabi-Ghahroudi,
2017). Die Fusion eines Nanobodies mit der Gelenkregion einer humanen Fc-Region

resultiert in einem chimarischen hcAb (Unger et al., 2015).

(4

Schwere-Ketten-Antikorper Schwere-Ketten-Antikorper Nanobody-Dimer
(mutierter Fc-Teil)

humaner konventioneller
monoklonaler Antikorper

Abb. 1.4.: Schematische Darstellung von verschieden Antikorpertypen. Rechts ist ein
konventioneller, humaner monoklonaler Antikérper (mAb) dargestellt, wie beispielsweise
Daratumumab. Ein solcher Antikbrper besteht aus zwei leichten und zwei schweren Ketten, die
zusammen eine Masse von 150 kD ausmachen. Verbunden sind leichte und schwere Kette durch
eine Disulfidbriicke zwischen ihren konstanten Doméanen C. und Cn1. Die Hinge-Region verknipft
den Fc-Teil mit dem Fab-Teil und halt beide Halften des Antikérpers durch zwei Disulfidbriicken
zusammen. Die dunklen Schattierungen in der variablen Domane des mAb illustrieren die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen VL und V4. Die CDR-Regionen der variablen Domanen
sind durch fingerartige, rote Strukturen dargestellt. Der Schwere-Ketten-Antikérper (hcAb) besteht
nur aus zwei schweren Ketten und ist dementsprechend nur 80 kD schwer. Es besteht kein
Unterschied in Fc- oder Hinge-Region. Die variable Domane des hcAbs wird als VyH oder auch
Nanobody bezeichnet. Diese ist mit 15 kD wesentlich leichter als eine Fab-Region eines
konventionellen mAbs mit 50 kD. Die CDR3-Schleife ist groRer. Die VHH besitzt an ihren Seiten eine
hydrophile Region, die ihr eine verbesserte Loslichkeit einbringt (gestrichelte Linie). Neben dem
Schwere-Ketten-Antikdrper ist ein weiterer hcAb mit mutiertem Fc-Teil dargestellt. Die Mutationen
werden durch die Sternchen in CH2-Doméne verdeutlicht. Der Nanobody-Dimer ist eine mit GS-
Linker verknlpfte Struktur aus zwei VyHs. Die Abbildung wurde von Julia Hambach angefertigt und
teilweise verandert (Schitze et al., 2018).

Durch die Fusion zweier Nanobodies, verbunden durch einen genetischen Peptid-
linker aus Aminosauren wie Glycin und Serin, entsteht ein bivalenter Nanobody-
Dimer (Abb.1.4.). Es gilt hierbei zwischen einem biparatopischen und einem
bispezifischen Dimer zu unterscheiden. Bispezifisch bedeutet, dass ein Antikorper an
zwei unterschiedliche Antigene binden kann. Ein biparatopischer Dimer, eine
Unterform des bispezifischen Antikorpers, zeichnet sich durch zwei Nanobodies aus,
die an nicht-Uberlappende Epitope des gleichen Antigens binden. Sie weisen eine
hohe Spezifitat und niedrige Off-Target-Bindung auf (Bannas et al., 2017). Ferner
entstehen bei der Zusammensetzung solcher bispezifischer Nanobody-Dimere nicht

die Probleme, die beispielsweise bei der Paarung von leichter und schwerer Kette
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eines scFvs auftreten, was Nanobodies zu optimalen Bausteinen fur kleine Adapter
oder Linker macht (Els Conrath et al., 2001). Zuletzt konnte im Falle eines
biparatopischen Nanobody-Dimers gegen einen EGFR ein anti-proliferativer Effekt
nachgewiesen werden, der die Wirkung der einzelnen verwendeten VuHs Uberstieg
(Roovers et al., 2011).

Die Auswahl der Aminosauren, welche fir den Linker zwischen den VyHs verwendet
werden, beeinflusst die Eigenschaften des entstehenden Fusionsproteins. Polare
Aminosauren, wie Serin Threonin, Lysin oder Glutaminsdure haben den Vortelil,
durch Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen in wassriger Losung die Loslichkeit
des Proteins zu erhdhen. Als vorteilhaft erweist sich die kleinste unpolare
Aminosaure Glycin aufgrund ihrer geringen Grole, was fur Flexibilitdt sorgt und eine
geringe Angriffsflache fur proteolytische Enzyme bietet. Die am haufigsten
verwendeten Linker in Fusionsproteinen bestehen aus einer Kombination aus Glycin
und Serin in einer Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Sequenz unbestimmter Lange (Chen et al.,
2013). Diese Komposition eines Glycin-Serin-Linkers in dreifacher Ausfihrung hat
sich bereits in der Verknupfung von VL und V4 eines scFvs etabliert (Huston et al.,
1988).

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden bereits einige CD38-spezifische hcAbs aus
immunisierten Lamas gewonnen. Sie wurden auf ihre enzymmodulatorischen
Fahigkeiten und auf ihre Bindungsstellen am CD38-Molekull getestet. Dabei zeigte
sich, dass die generierten Nanobodies an drei nicht-Uberlappende Epitope binden
(Abb. 1.5.) (Fumey et al., 2017).

Im Ergebnisteil wurden neben den konventionellen Schwere-Ketten-Antikbrpern
weiterhin zwei hcAbs verwendet, die sich im Gegensatz zu ihnen durch spezifische
Mutationen in der CH2-Domane auszeichnen. Der im Folgenden als WF211 +/+ hcAb
bezeichnete Antikorper besitzt eine Mutation einer Glutaminsaure zu einem Arginin
an Position 345 (E345R) in der CH2-Domane. Diese flhrt zu einer besseren C1qg-
Bindung und somit starkerer Aktivierung des CDC aufgrund vereinfachter
Hexamerisierung der Immunglobuline (Diebolder et al., 2014). Weiterhin weist die Fc-
Region drei Mutationen in der CH2-Domane auf, welche zu einer verstarkten NK-
Zell-Aktivierung durch eine verbesserte Bindung an den FcyRIlla flhrt: Glycin zu
Alanin an Position 236 (G236A), Serin zu Asparaginsaure an Position 239 (S239D)

und Isoleucin zu Glutaminsdure an Position 332 (I332E) (Saxena and Wu, 2016).
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Das im Namen verwendete ,+/+“ steht fur die Verstarkung von CDC und ADCC. Die
WF211 -/- hcAb Mutante besitzt ein Prolin fur ein Glycin (P329G) in der CH2-
Domane, was zu einer Abschwachung von CDC- und ADCC-Effektivitat fuhrt
(Schlothauer et al., 2016). Beide Antikérper wurden von William Fumey kloniert,

produziert und fur die Versuche bereitgestellt.

Oben Unten Seitlich

scFv-isa (e3)

MU551 (€2)

Abb. 1.5.: Nicht-liberlappende Bindungsstellen von CD38. Die Darstellung zeigt ein CD38-
Molekdl (gelb) in seiner Kristallstruktur mit drei verschiedenen Antikérpern, die an ihre jeweiligen
Epitope binden. Die dargestellten Antikérper werden nicht in dieser Arbeit verwendet, verkdrpern
allerdings die entsprechenden Gruppen von Antikérpern, die sich an Epitop e1, Epitop €2 und Epitop
e3 anlagern. In grau dargestellt ist MU375, welcher an Epitop e1 bindet, in tirkis MU551 bindet an
Epitop €2 und scFv-isa in dunkelblau-helllila bindet an Epitop e€3. Es lasst sich deutlich erkennen,
dass die Antikdrper jeweils distinkt voneinander binden, es also zu keinerlei Uberlappung kommt. Die
Abbildung entstammt der Arbeit von Julia Hambach und wurde teilweise verandert (Hambach et al.,
2020).

Da im Ergebnisteil dieser Arbeit das Augenmerk oft darauf liegt, an welches Epitop
einer der Schwere-Ketten-Antikorper bindet, werden die Epitope durch die
Schriftauszeichnung, in der die Antikérper notiert sind, deutlich gemacht. Antikoérper,
die an Epitop e1 binden, werden ohne Veranderung dargestellt; jene die an Epitop e2
binden, werden unterstrichen dargestellt und jene, die an Epitop e3 binden, werden
kursiv geschrieben. Im Falle von bivalenten Nanobody-Dimeren wird der Name
zweigeteilt dargestellt. Beispielhaft sieht dies so aus: WF211 (e1), JK2 (e2), MU1105
(e3), NiS2 (e2-e3).

In Tab. 1.1. sind die essentiellen Nanobodies, die in dieser Arbeit Verwendung

fanden, aufgeflhrt.
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Tab. 1.1.: Eingesetzte Nanobodies fiir In-vivo-Versuche und Dimerisierung.

Nanobody CDR3 Epitop
WF211 RLRGWITTRKPNEYDY el
WF211 +/+ RLRGWITTRKPNEYDY el
WF211 -/- RLRGWITTRKPNEYDY el
JK2 WHYAAGRDY e2
JK36 DHTFAGVY e3
MU1105 DVTLNPFTGWDTRSGPMYRYEYDY e3
Daratumumab Vu: DKILWFGEPVFDY el

Die in der Tabelle aufgefiihrten Nanobodies WF211, WF211 +/+, WF211 -/-, JK2 und MU1105
wurden in den im Ergebnisteil folgenden Tierversuche eingesetzt, um festzustellen, ob Mause durch
Behandlung eines injizierten Tumors einen Uberlebensvorteil erlangen. Die hcAbs mit einem Wildtyp
Fc-Teil wurden sowohl als Monotherapie sowie als Kombination mit Daratumumab eingesetzt. Die
Auswahl basierte auf Ergebnissen der Arbeitsgruppe, bei denen sich die Antikdrper als therapeutisch
vielversprechend herausstellten. Weiterhin wurden JK2 und JK36 als Nanobodies ausgewahlt, um
sie zu Homo- und Heterodimeren zu klonieren und zu produzieren. Diese Kombination aus zwei
Antikérpern, die die Fahigkeit hatten unabhangig von Daratumumab zu binden, sollte eine
gemeinsame Anwendung mit dem konventionellen Antikérper ermdglichen.

1.4. Ziele der Arbeit

CD38 hat sich als stark exprimiertes Antigen in hamatologischen Erkrankungen wie
dem unheilbaren Multiplen Myelom in den letzten Jahren als potentielles Target einer
antikorperbasierten Immuntherapie herauskristallisiert. In Vorarbeiten konnte bereits
gezeigt werden, dass Kombinationen von chimaren CD38-spezifischen Schwere-
Ketten-Antikorpern mit dem klinisch etablierten monoklonalen Antikorper
Daratumumab teilweise die Induktion zytotoxischer Immunantworten verstarken.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung neuer Kombinationen von
Antikérpern und ihrer Fahigkeit CDC und ADCC in Tumorzellen auszulésen. Ferner
soll geklart werden, ob das Uberleben von Mausen mit einem humanen Tumor-
Xenograft mit eben jenen Antikorperkombinationen verlangert werden kann oder, ob
eine vollstandige Tumoreradikation moglich ist.

Der zweite Teil der Arbeit besteht aus der Klonierung und Produktion von bivalenten,
teils biparatopischen CD38-spezifischen Nanobody-Dimeren. Es soll analysiert
werden, ob diese Dimere die Effektivitat von Daratumumab oder von Schwere-
Ketten-Antikorpern im Hinblick auf ADCC oder CDC erhéhen kdnnen.
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2. Materialien

2.1. Laborgerate

Gerat Modell Firma
Autoklav Evo 130 MediTech
DNA 40-0708 Peglab Biotechnologie
Gelelektrophoresekammer
Durchflusszytometer FACSCantoll BD Biosciences

FACSCelesta BD Biosciences
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf
Homogenisator Gentlemacs Miltenyi Biotec
Inkubationsschuttler HT INFORS Unitron
Inkubator MCO-20AIC Sanyo
'[;‘(;‘{(il‘jr‘;'entaionssystem IVIS SpektrumBL PerkinElmer
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss
Mikrowelle M 637 EC Miele
Mikrotiterplattenleser VICTOR2 D Perkin-Elmer
Zahlkammer Neubauer Marienfeld
Photometer Nanodrop 2000c Peqlab Biotechnologie
Pipetten Research-Line Eppendorf
Pipettierhilfe Pipettboy Integra Biosciences
PCR-Maschine T3 Thermocycler Biometra
Reagenzschuttler Reax1 Heidolph
Scanner CanonScan 9800F Canon
SDS-PAGE-Kammer Xcell [l MiniCell Invitrogen
Spannungsgerate BIO105 LVD Biometra

Power Pac 200 BioRad
Sterile Werkbanke HeraSafe Heraeus
UV-Transilluminator Biovision 3026 Peglab Biotechnologie
Waage Scout Pro OHAUS
Wasserbader WTE var 3185 Assistent

1002 GFL
Zentrifugen Rotanta 460 R Hettich

5424 Eppendorf
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2.2. Verbrauchsmaterialien

Material Name/Art Firma
Aktivkohlebeutel Destaining Bags AMRESCO
Cellulosefolien Dry Ease Invitrogen
g[e\lcﬁ:enzierungsgeféfse Genomics Eurofins
Einmalhandschuhe Dermagrip WRP
Einwegpipetten steril Serological Pipette Sarstedt
Advantage Falcon
FACS-Roéhrchen 5 ml Rundbodenréhrchen  |Falcon
Gelfiltrationssaulen PD-10 GE Healthcare
Homogenisatorrohrchen Gentlemacs C Tubes SteriClin
Kulturflaschen T75,T175 Nunc
Kulturschalen 10 cm; 25 cm Greiner

Mikrotiterplatten 96-Well
Mikrotiterplatten 96-Well
Mikrotiterplatten 96-Well
Chromatographie-Saulen
Pipettenspitzen
SDS-Gele
Serumrdhrchen

Spritzen
Polypropylenrohrchen
Reaktionsgefalle
Ultrazentrifugationsfilter
Vakuum-Filtrationssystem
Verschlussfilm

Zellsieb
Zentrifugationsrohrchen

Nunclon Delta Surface U
Nunclon Delta Surface F
Optiplate

Econo-Pac

Tip StackPack

Novex BIS-TRIS 12%
S-Monovette

Omnican F 1 ml

13 ml

0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml
Amicon Ultra 10000 MWCO
Durapore 0.22 pm
Parafilm M

Cell Strainer 70 ym

15 ml; 50 ml

Thermo Scientific
Thermo Scientific
PerkinElmer
Bio-Rad

Sarstedt
Invitrogen
Sarstedt

Braun

Sarstedt

Sarstedt

Millipore

Millipore

Bemis

Falcon

Greiner
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2.3. Reagenzsysteme (Kits)

Material

Name

Firma

Gelextraktion

Plasmid-Praparation

Nucleospin Gel and PCR
Clean- up

QIAprep Spin Miniprep Kit
Endofree Plasmid Maxi Kit
Pierce BCA Protein Assay

Macherey-Nagel

Qiagen
Qiagen

BCA-Kit Kit

Thermo Scientific

2.4. Chemikalien

Chemikalie Firma
Agarose Invitrogen
Aqua ad iniectabilia Braun
Antarktische Phosphatase Puffer NEB

BSA Sigma-Aldrich
Carbenicillin Gibco
Cutsmart-Puffer NEB
D-Luciferin Biosynth AG
DNA Loading Dye 6x Fermentas
dNTPs Invitrogen
DTT Invitrogen
EDTA Roth

Ethanol, vergallt Walter CMP GmbH
FCS Biochrom
Freestyle Medium Gibco

Gel Drying Solution Invitrogen

GeneRuler 1 kb DNA-Ladder
Glukose

Hefeextrakt

InstantBlue

Isofluran

JetPEI

KCI

KHCO3

Thermo Fischer
Sigma

Gibco BRL
Expedeon
Abbott

Polyplus

Roth

Merck
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Chemikalie Firma
KOD-Puffer Novagen
LB Agar BD/Difco
LB Medium BD/Difco
MgClo Fluka
MgSOq4 Novagen
MEM Alpha Medium Gibco
MES 20x SDS Running Buffer Invitrogen
NaCl 0,9 % Ldsung Braun
Natriumpyruvat Gibco
NH4CI Merck
Nickel-NTA Sigma
NuPage LDS sample buffer 4x Invitrogen
PBS Gibco
Pferdeserum Gibco
Propiumiodid Invitrogen
Puromycin InvivoGen
Q5 High GC Enhancer NEB

Q5 Reaktionspuffer NEB
Roti-Safe Roth
RPMI 1640 Gibco
TAE 50x Invitrogen
Trypton Gibco BRL
3.1 Puffer NEB
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2.5. Medien

Medium

Zusammensetzung

o-MEM

Freestyle Feeding Medium
LB Medium

LB Agar
RPMI Komplettmedium

SOC Medium

400 ml MEM Alpha Medium
50 ml FCS

50 ml Pferdeserum

5 ml L-Glutamin

25yl IL-2

Freestyle Medium

20 % Trypton

25 g/l in dH20

30,5 g/l in dH20

500 ml RPMI Medium 1640
25 ml FCS

5 ml L-Glutamin

5 ml Natriumpyruvat

0,5 % Hefeextrakt

2 % Trypton

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl2

10 mM MgSOs4

20 mM Glukose

2.6. Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Erythrozytenlysepuffer

Ni-NTA Elutionspuffer

Ni-NTA Lagerungspuffer

in dH20

155 mM NH4CI
10 mM KHCO3
100 uM EDTA

in PBS -/-

250 mM Imidazol
in PBS -/-

20 % Ethanol

28



2.7. Antikorper

Antigen Klon Fluorochrom Firma
CD38 Daratumumab - Janssen
CD38 JK2 AlexaFluor647 AG Nolte
CD38 JK2 - AG Nolte
CD38 JK19 - AG Nolte
CD38 JK22 - AG Nolte
CD38 JK28 - AG Nolte
CD38 JK29 - AG Nolte
CD38 JK36 - AG Nolte
CD38 JK44 - AG Nolte
CD38 MU274 - AG Nolte
CD38 MU370 - AG Nolte
CD38 MU415 - AG Nolte
CD38 MU523 - AG Nolte
CD38 MU738 - AG Nolte
CD38 MU1058 - AG Nolte
CD38 MU1067 - AG Nolte
CD38 MU1068 - AG Nolte
CD38 WF9 - AG Nolte
CD38 WF14 - AG Nolte
CD38 WF42 - AG Nolte
CD38 WF100 - AG Nolte
CD38 WF121 - AG Nolte
CD38 WF141 - AG Nolte
CD38 WF211 - AG Nolte
CD38 WF211 +/+ - AG Nolte
CD38 WF211 -/- - AG Nolte
c-Myc 9E10 APC AG Nolte
hulgG1 i PE ijsfrll(jr?gResearch
hulgG1 G17-1 Biotin BD
CDTa L-15 - AG Nolte
P2X4 271 - AG Nolte
Streptavidin - PE BD
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2.8. Enzyme

Antigen Firma
Antarktische Phosphatase NEB
BamHI NEB
KOD Hot Start Polymerase Novagen
Ncol NEB

Notl NEB

Pcil NEB
Q5-Polymerase NEB

T4 Ligase NEB
2.9. Zelllinien

Zelllinie Firma
prokaryotische Zellen

XL-1 Blue E. coli AG Nolte
XL-10 Gold E. coli Stratagene
eukaryotische Zellen

CA46 AG Nolte
CAA46 luc AG Nolte
Daudi AG Nolte
Daudi luc AG Nolte
HEK293-6E AG Nolte
HEK293-6E CD38 AG Nolte
NK-92-Zellen huCD16 CD38 KO AG Nolte
2.10. Mauslinien

Linie Firma

CB17/lcr-Prkdcscid/|cricoCrl

Charles Rivers
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2.11. DNA- und Protein-Standards

Standard Zusammensetzung Firma
GeneRuler 1 kb DNA Ladder |- Thermo Fischer
Supermarker 1x SM (Protein) {100 pyg/ml BSA AG Nolte
75 ug/ml 1gG
10 pg/ml Lysozyme
2.12. Plasmide
beinhaltendes Gen Vektor Firma
JK2 pCSE2.5 hulgG AG Nolte
JK36 pCSE2.5_hulgG AG Nolte
JK36 pCSE2.5 HIS _myc AG Nolte

2.13. Oligonukleotide

Name Sequenz Firma
36 pci TCGGACATGTCCCAGGTGCAACTG Sigma
for 36 5GS |TCTTGGATCCGGCGGCGGTGGATCAATGGCGCAGGTGCAAGTG  Sigma
for 36 15GS TCTTGGATCCGGCGGGGGAGGTAGTGGGGGTGGGGGCTCAGGTGG Sigma
CGGCGGCTCAATGGCGCAGGTGCAACTG 9
36 r3GS GCGAGGATCCTCCCCCGCCTGAGGAGACGGTGACCTGGGTCCC  Sigma
36 1 8GS GCGAGGATCCCCCACCCCCACTACCTCCCCCGCCTGAGGAGACGG Sigma
TGACCTGGGTCCC 9
361 18GS GCGAGGATCCGCCGCCACCGCTGCCGCCGCCACCTGAGCCCCCAC Sigma
CCCCACTACCTCCCCCGCCTGAGGAGACGGTGACCTGGGTCCC 9
CH2 rev TCCACCACCACGCATGTGACC Sigma
CMV CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG Sigma
BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG Sigma
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation von spezifischen DNA-Abschnitten. Fur
PCRs wurden als DNA-Polymerase entweder KOD Hot Start Polymerase oder Q5-
Polymerase mit den jeweiligen im Kit enthaltenen Puffern und Reagenzien
eingesetzt. Die Primerauswahl wurde entsprechend der Linkerlangen und zu
amplifizierenden Nanobodies getroffen. Bei jedem Ansatz wurden 10 ng der Plasmid-
DNA als Matrize eingesetzt. Die einzelnen Bestandteile, Schritte und Temperaturen
sind in Tab. 3.1. und Tab. 3.2. aufgelistet.

Tab. 3.1.: PCR zur Amplifikation von Nanobodies mit GS-Linker mittels KOD-Polymerase

Plasmid DNA (10 ng/ul) 1 nl 95 °C 27
forward Primer 2 ul 95 °C 2077
reverse Primer 2 pl 58 °C 2077 10x
dNTPs 5 nl 70 °C 3077
KOD-Puffer (10x) 5 nl 95 °C 2077 20x
MgSOs 2 nl 70 °C 5077
KOD Hot Start Polymerase 1 pl 70 °C 10’
H,0 32 nl 4 °C Pause

50 ul

Tab. 3.2.: PCR zur Amplifikation von Nanobodies mit GS-Linker mittels Q5-Polymerase

Plasmid DNA (10 ng/pl) 1 pl 98 °C 3077
forward Primer 2,5 nl 98 °cC 1077
reverse Primer 2,5 upl 60 °C 207" 39x
dNTPs 5 nl 72 °C 3077
Q05 Reaktionspuffer (5x) 10 pl 72 °C 27
Q5 High GC Enhancer (5x) 10 pl 4 °C Pause
Q5-Polymerase 0,5 pl
H,0 18,5 ul

50 ul
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3.1.2. Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau ist das spezifische Schneiden von doppelstrangiger DNA
mittels Restriktionsendonukleasen, welche an Palindromsequenzen binden und je
nach Enzym glatte oder Uberstehende Enden hinterlassen. Der Verdau von den
PCR-Amplifikaten und den Plasmiden erfolgte durch die entsprechenden
Restriktionsenzyme. Die geeigneten Puffer wurden mittels Double Digest Finder
(NEB) ermittelt. Fir die Klonierungen wurden die in Tab. 3.3. aufgelisteten

Kombinationen aus Restriktionsenzymen verwendet.

Tab. 3.3.: Restriktionsverdau der DNA mit entsprechenden Enzymen

DNA Enzym 1 Enzym 2 Temperatur Dauer
Nanobody 1 PciI BamHI 37 °C 5h
Nanobody 2 BamHI NotI 37 °C 5h
PCSE2.5-Vektor Ncol NotI 37 °C 5h

3.1.3. Dephosphorylierung von Vektoren

Um einer spontanen Religation der durch den Restriktionsverdau linearisierten
Plasmid-DNA vorzubeugen, wurde sie mithilfe von antarktischer Phosphatase
dephosphoryliert. Bei der Dephosphorylierung wird die Phosphatgruppe am 5-Ende
abgespalten. Die Dephosphorylierung wurde mit 1 ul Antarktischer Phosphatase,
3,5 ul Antarktischer Phosphatase Puffer und 2 ug verdauter Plasmid-DNA in 35 pl
Reaktionsansatz fur 1 h bei 37 °C durchgefuhrt. Die Antarktische Phosphatase wurde

anschlieRend fiir 20 min bei 65 °C inaktiviert.
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3.1.4. Agarose-Gelelektrophorese und Gelaufreinigung

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA. Nach
Anlegen eines elektrischen Feldes wandert die DNA aufgrund ihrer negativen
Ladungen in Richtung der Anode und wird durch die Polymermatrix der Agarose
abgebremst. Das bedeutet, je kurzer der DNA-Strang, desto weiter wandert er im
Gel. In dieser Arbeit wurden stets 1 % Agarose in 1x TAE Puffer verwendet und in
einer Mikrowelle zum Kochen gebracht. Nach kurzem Abklihlen wurden 0,5 pg/mi
Roti-GelStain hinzugefugt und das Gel gegossen. Das Gel wurde in die
Elektrophoresekammer gelegt und diese mit 1x TAE Puffer aufgeflllt. Die Proben
wurden mit passender Menge 6x Loading Dye versetzt und in die Taschen des Geles
pipettiert. AnschlieRend wurde fur 40 min eine Spannung von 120 V angelegt. Mittels
eines UV-Transilluminators wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht, fur die
Dokumentation fotografiert und danach ausgeschnitten.

Die nachfolgende Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem Nucleospin Kit
gemal den Herstellerangaben. Allerdings erfolgte die Elution stets in dH20 anstelle
von TE Puffer.

3.1.5. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation, das kovalente Verknipfen von DNA-Fragmenten, fand mittels 1 ul T4-
Ligase und 1 pl T4-Ligase Puffer in 10 yl Reaktionsansatzen statt. Es handelte sich
stets um eine Drei-Wege-Ligation, dementsprechend wurden zwei Inserts und ein
Vektor ligiert. Die Menge der Inserts betrug jeweils 30 ng und die Menge des Vektors
100 ng. Die Ansatze wurden fr 16 h bei 16 °C ligiert und die Ligase anschliel3end fur
20 min bei 65 °C inaktiviert.

3.1.6. DNA-Sequenzierung
Fir die DNA-Sequenzierung wurden zwischen 50-150 ng DNA Plasmid-DNA
verwendet. 2 ul der entsprechenden Primer wurden zu 15 ul DNA in destilliertem

Wasser hinzugefligt. Die Sequenzierung wurde von Eurofins durchgefthrt. Mithilfe

von 4Peaks von Nucleobytes (Version 1.7.2) wurde die DNA analysiert.
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3.2. Proteinbiochemische Methoden

3.2.1. Produktion von Nanobody-Dimeren

Die DNA der einzelnen Nanobodies, welche spater als Homo- bzw. Heterodimere
geklont und produziert wurden, lagen bereits auf pCSE2.5-Vektoren vor. Bei den
Nanobodies handelte es sich um JK2 (FS#833) und JK36 (FS#832). Sie wurden in
den Konstellationen JK2-JK2, JK2-JK36, JK36-JK2 und JK36-JK36 mit jeweils einem
15GS-, 25GS- bzw. 35GS-Linker kloniert. Die DNA der Nanobodies wurde mittels

PCR amplifiziert. Bei der PCR wurden durch die Auswahl der Primer zu den

Nanobodies an erster Stelle noch eine Pcil-Schnittstelle und eine GS-Linker-Halfte
inklusive BamHI-Schnittstelle amplifiziert. Beim Nanobody an zweiter Stelle kamen
eine BamHI-Schnittstelle plus GS-Linker und eine Notl-Schnittstelle hinzu. Die
Amplifikate wurde mittels der Restriktionsenzyme Pcil und BamHI bzw. BamHI und
Notl geschnitten. Als Zielvektor wurde ein einen His-Myc-Tag beinhaltenden
pCSE2.5-Vektor (FS#817) ausgewahlt. Dieser Vektor wurde mit Ncol und Notl
verdaut und anschlieBend dephosphoryliert. Der Hexahistidin-Tag, auch His-Tag
genannt, besteht aus sechs hintereinander gereihten Histidinen am c-terminalen
Ende des Proteins und wird flr die spatere Aufreinigung bendtigt. Vektor und
entsprechende Inserts wurden in einer Drei-Wege-Ligation ligiert. Mit den
entstandenen Ligationsansatzen wurden XL-1 Blue bzw. XL-10 Gold E. coli
transformiert. Nach erfolgreicher Transformation wurden einige Klone der Bakterien
gepickt, kultiviert und eine Minipraperation angefertigt. Danach wurde die DNA
sequenziert. Entsprach sie der korrekten Sequenz, wurde eine Retransformation,
gefolgt von einer Maxipraperation, durchgefiihrt. Die gewonnene DNA wurde erneut
sequenziert und fur die Transfektion von HEK293-6E-Zellen benutzt. Eine Woche
nach der Transfektion wurde der Zelluberstand geerntet und steril filtriert.
Anschlielend wurden die Nanobody-Dimere Uber eine Nickel-NTA-Saule auf-
gereinigt. Eluiert wurde in Imidazolpuffer, welcher allerdings toxisch ist. Die
Umpufferung der Proteine fand mittels PD-10 Saulen in PBS +/+ statt. Die

Konzentrationsbestimmung erfolgte Gber BCA Kit nach Herstellerangaben.
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3.2.2. Aufreinigung von Nanobody-Dimeren

Die nach 7 Tagen geernteten Zelluberstande der HEK-GE-Zellen wurden mittels einer
Nickel-NTA-Saulen (Nitrilotriessigsaure) aufgereinigt. In diesen Saulen befinden sich
Nickel-lonen, die Uber NTA an Agarose Beads gebunden sind. Da die auf-
zureinigenden Proteine ein c-terminales His-Tag besitzen, konnen die basischen
Imidazolringe von je zwei Histidinen des His-Tags an die Ni2*-lonen binden. Vorerst
wurden die Saulen mit Nickel-NTA 2 ml befullt und mit 10 ml PBS -/- gewaschen.
Anschlieend wurden 30 ml der HEK-Zelluberstande auf die Saulen gegeben und
erneut gewaschen. Eluiert wurde per Imidazolgradient mit 250 mM Imidazol in PBS
-/-. Die Saulen wurden mit Lagerungspuffer (PBS -/- + 20% Ethanol) beflllt und bei
4 °C gelagert. Aufgrund der Zytotoxizitat von Imidazol wurden die Proteine nach der
Elution tUber PD-10-Saulen in PBS +/+ umgepuffert. Die Konzentrierung der Eluate
geschah per Zentrifugation (Rotanta 460 R, Hettich) bei 4000 rpm fir 10 min in
einem Amicon Ultra 10000 MWCO. Die aufgereinigten Antikdrper wurden bei -80 °C
gelagert.

3.2.3. SDS-PAGE

Das Prinzip der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
Auftrennung von Proteinen proportional zu ihrem Molekulargewicht. SDS steht fir
Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate). Es handelt sich hierbei um ein
anionisches Tensid, welches sich an die Aminosauren der Proteine anlagert, wodurch
die einzelnen negativen Ladungen der SDS-Molekile sich voneinander abstol3en
und so die Denaturierung der Proteine fordern. Erganzend zum Verlust der Tertiar-
bzw. Sekundarstruktur Uberlagern die negativen Ladungen des SDS die Eigenladung
des Proteins, so dass nunmehr die Wanderung durch das Gel nicht von elektrischer
Ladung, sondern nur vom Molekulargewicht abhangt. Durch Zugabe von
Dithiothreitol, einem Reduktionsmittel, kdnnen Disulfidbricken aufgetrennt werden.
Den Proben wurde eine entsprechende Menge 4x LDS Sample Buffer und 10 %
Reduktionsmittel hinzugefltigt, wonach sie fir 10 min auf 70 °C erhitzt wurden. Dies
fordert die Denaturierung. Danach wurden sie fur eine Minute bei 13.000 rpm (5424,
Eppendorf) zentrifugiert. Anschlielend wurde die Elektrophoresekammer mit 1x MES

Puffer aufgefullt und die Proben in die Taschen des Geles pipettiert. Durch das
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Anlegen einer Spannung von 200 V und einer Stromstarke von 110 mA fir 35 min
wandern die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts durch die Poren des
Polyacrylamidgeles. Fur diese Arbeit wurden 12%ige SDS-Gele der Firma Invitrogen

mit 12 oder 10 Taschen verwendet.

3.2.4. Coomassie-Farbung

Um die Protein-Banden nach der SDS-PAGE sichtbar zu machen, wurden die Gele
mittels einer Coomassie-Farbung (Instant Blue, Expedeon) uber Nacht gefarbt. Um
den Blaustich des Hintergrundes zu minimieren, wurden die Gele anschliel3end uber
mehrere Stunden mit Aktivkohlebeuteln in Wasser entfarbt. Die Trocknung der Gele
erfolgte, indem sie fur einige Minuten in Drying Solution inkubiert und danach in
Cellulosefolien Uber Nacht aufgespannt wurden. Nach dem Trocknungsvorgang

wurden die Gele zur Dokumentation eingescannt.
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3.3. Zellbiologische Methoden

3.3.1. Zellkultur

Alle Zellkulturzellen wurden in ihrem adaquaten Medium bei 5 %iger CO2-
Atmosphare und 37 °C gelagert. Jegliche Behandlung der Zellen wurde steril an
einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Die verwendeten Medien
und Reagenzien wurden zuvor steril durch ein Vakuum-Filtrationssystem filtriert.
Verwendete Materialien wurden vorher bei 121 °C autoklaviert. Samtliche Zelllinien,
die in dieser Arbeit benutzt wurden, sind in 2.9. aufgefihrt.

Tumorzelllinien wurden in RPMI-Komplettmedium, HEK293-6E-Zellen in Freestyle-

Medium und NK-92-Zellen huCD16 CD38 KO jn g-MEM-Medium kultiviert. Die Zellen

wurden dreimal wochentlich je nach Zustand und Dichte der Zellkultur 1:1 bis 1:5
geteilt. Luciferase-transduzierte Zelllinien wurden aufgrund einer als Selektions-
marker verwendeten Puromycin-Resistenz zusatzlich mit 10 pyg Puromycin
behandelt.

3.3.2. Zellzahlen

Die Bestimmung von Zellzahlen wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer
durchgefuhrt, indem 10 pl Zellgemisch auf die Kammer pipettiert wurden. Die

Gesamtzahl wurde durch Multiplikation mit dem Gesamtvolumen ermittelt.

3.3.3. Transformation von E. coli

FUr die Transformation wurden chemisch kompetente XL-10 Gold und XL-1 Blue
Escherichia coli verwendet. 50 ul Bakterien wurden mit 2 ul Ligationsansatz fur
30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fur 30 s bei 42 °C, wonach die
Bakterien erneut 2 min auf Eis inkubierten. Nach Zugabe von 450 pl auf 42 °C
vorgewarmten SOC-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C und 220 rpm
geschuttelt. Es wurden jeweils 20 pyl und 100 ul eines Ansatzes auf LB-Carb-Agar

ausplattiert.
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3.3.4. Kultivierung der Bakterien und DNA-Aufreinigung

Nachdem auf dem LB-Carb-Agar uber Nacht bei 37 °C Bakterienkolonien gewachsen
sind, wurden Klone gepickt. Je nachdem, wie viele Klone auf der Religationsplatte
vorhanden waren, wurden 2 bis 5 Klone gepickt und in LB-Medium mit 100 ug/ml
Carbenicillin angeimpft. Fand die Kultivierung zwecks einer anschlieBenden DNA-
Sequenzierung statt, wurden 5 ml Medium verwendet. Fur die Produktion groRRerer
Mengen DNA wurden 100 ml Medium verwendet. Die Bakterienkulturen inkubierten
dann Uber Nacht bei 220 rpm und 37 °C.

Kleinere Mengen DNA wurden mittels Minipraperationskit den Herstellerangaben

entsprechend aufgereinigt und groRere Mengen mittels Maxipraperationskit.

3.3.5. Transfektion von HEK293-6E-Zellen

Alle Transfektionen dieser Arbeit wurden in HEK293-6E-Zellen mittels JetPEl
(Polyplus) durchgefihrt. Zweck der Transfektion war die Produktion von Nanobody-
Dimeren. Bei PEI handelt sich dabei um ein lineares Polyethylenimin, welches sich
aufgrund seiner positiven Ladung an die negativ geladene Plasmid-DNA anlagert und
somit eine Salzhllle bildet. Diese Hulle verhindert die Absto3ung von ebenfalls
negativ geladener Zellmembran und DNA und ermoglicht auf diese Weise die
Endozytose letzterer. Fir die Transfektion in T175 Flaschen von 30 ml HEK293-6E-
Zellen, was zwischen 2x107 und 4x107 Zellen entspricht, wurden 20 ug Plasmid-DNA
verwendet. Bei der DNA handelte es sich in allen Fallen um pCSE.2.5 VyH+His+c-
Myc Expressionsvektoren. Das Verfahren erfolgte laut Herstellerangaben. 24 h nach
erfolgter Transfektion wurde den Zellen 84 ul Freestyle Feeding Medium hinzugeflgt.
Der Zelluberstand wurde nach 7 d abgenommen, bei 4000 rpm fir 10 min und 4 °C

zentrifugiert und mittels eines Vakuum-Filtrationssystems steril filtriert.
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3.4. Immunologische Methoden

3.4.1. Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie oder FACS (fluorescence-activated cell sorting) ist ein
Analyseverfahren, mit welchem die Expression spezifischer Proteine sowie anderer
Bestandteile einer Zelle nachgewiesen werden koénnen. Dies funktioniert flr
gewoOhnlich, indem die Strukturen mithilfe eines Fluorochrom-konjugierten
Antikérpers markiert werden. Eine Zellsuspension mit gefarbten Zellen wird im
Durchflusszytometer durch eine Kulvette gesaugt und mit mehreren Lasern
unterschiedlicher Wellenlangen bestrahlt. Das emittierte Licht der Fluorochrome wird
uber Teilerspiegel und durch Bandbreitenfilter weitergeleitet, bis es im
entsprechenden Detektor gemessen werden kann. Die Durchflusszytometrie
ermdoglicht es, die Expression vieler unterschiedlicher Strukturen einer Zelle
gleichzeitig zu analysieren.

Extrazellulare Farbungen dieser Arbeit wurden entweder direkt mit einem
Fluorochrom-konjugierten Antikdrper oder Uber einen Biotin-konjugierten Primar-
antikorper und einen Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper durchgefuhrt. Als
intrazellulares Live/Dead-Staining wurde Propiumiodid (Pl) verwendet, welches bei
toten Zellen durch die Zellmembran eindringen kann und in die DNA interkaliert.
Proben wurden mit 1 yl Fluoreszenzantikdrper fur 30 min bei RT oder 4 °C inkubiert.
Danach erfolgte eine zweifache Waschung durch Zentrifugation (Rotanta 460 R,
Hettich) bei 1600 rpm fir 5 min und 4 °C, Abklopfen der Probe und Resuspension in
200 pl PBS + 0,2 % BSA. Bei Primar- und Sekundarantikbrpern wurde ebenso
verfahren. Pl-Anfarbungen wurden nach der letzten Waschung im Verhaltnis 1:500
durchgefuhrt. Die verwendeten Durchflusszytometer waren FACS Canto Il und FACS

Celesta. Ausgewertet wurden die Versuche mit FlowJo (Version 10.4).
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3.4.2. Affinitats-Assays

Zur Uberprifung der Affinitat von Antikrpern zu ihrem Zielantigen wurden diese in
einer Titrationsreihe mit 1x105 CA46-Zellen in 100 ul PBS + 0,2 % BSA inkubiert.
Nach einer halbstindigen Inkubation wurden Uberschissige Antikérper durch
zweifache Zentrifugation und Resuspension entfernt. Es wurde 1 pl anti-c-Myc-
Antikérper (AlexaFluor647) hinzugegeben und wiederum 30 min inkubiert. Nach

erneuter zweimaliger Waschung wurden die Zellen in Durchflusszytometer analysiert.

3.4.3. Nachweis von Antikdrpern im Serum

Samtliche NiS-Dimere besitzen ein sogenanntes His-Tag und ein Myc-Tag am c-
Terminus. Es besteht die Mdglichkeit, dass Serumspender durch direkten Kontakt zu
His- oder Myc-getaggten Proteinen gegenuber diesen Tags immunisiert wurden. Um
dies auszuschliel’en, wurden 1x108 CD38-transduzierte HEK293-6E-Zellen in 200 pl
PBS + 0,2 % BSA fir 30 min bei Raumtemperatur mit 100 nM NiS-Dimeren, einem
Kontrollantikorper oder Daratumumab inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben
zweimal gewaschen: Zentrifugation bei 1600 rom (Rotanta 460 R, Hettich) fir 5
Minuten, Ausschutten der FACS Tubes und Resuspendieren der Zellen in 200 ul PBS
+ 0,2% BSA. Im Anschluss erfolgte eine 30-minutige Inkubation der Proben mit NiS-
Dimeren und denen des Kontrollantikbrpers mit 15 % humanem Serum von
gesunden Spendern. Um keine komplementabhangige Lyse der mit Daratumumab
inkubierten Zellen hervorzurufen, wurde dieser Probe kein humanes Serum
hinzugeflgt. Alle Proben wurden dann wie oben beschrieben zweimal gewaschen .
Anschlie®end wurden die Proben zum Nachweis von gebundenem IgG mit einem

anti-hulgG1-Antikorper (PE) angefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
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3.4.4. CDC-Assays

Die komplementabhangige Zytotoxizitat von Antikorpern, welche durch den
klassischen Weg des Komplementsystems vermittelt wird, wurde in dieser Arbeit an
den Zelllinien CA46, CA46 luc und Daudi luc getestet. Das verwendete Serum wurde
mittels Serumrdhrchen gesunden Spendern nach vorherigem Einvernehmen
entnommen.. Zur Gerinnung wurde es 30 min bei RT stehen lassen. Es folgte die
Zentrifugation (Rotanta 460 R, Hettich) bei 1600 rpm flr 10 min bei 4°C und das
Abpipettieren des Serums. Mittels CDC-Assay wurde das Komplementsystem auf
seine Funktionalitat Gberprift und darauf, ob sich praexistierende Antikdrper gegen
die Zellkulturzellen im Serum befanden. Dies wirde sich durch eine Zytolyse der
Zellen ohne Zugabe von zusatzlichen Antikdrpern prasentieren. Das Serum wurde
bei -20 °C gelagert.

Fur den CDC-Assay wurden die Zellen aus Kulturschalen geerntet und bei 1600 rpm
fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wurden sie auf 1x105- 5x105 Zellen pro
100 yl PBS + 0,2 % BSA mittels Neubauer-Zahlkammer eingestellt. Durchgefuhrt
wurden alle Assays auf 96-Well-Mikrotiterplatten mit U-Boden. In 70 yl PBS + 0,2 %
BSA wurden 100 nM Antikérper (angepasst auf das finale Gesamtvolumen von
200 pl) vorgelegt bzw. bei Antikorperkombinationen 50 nM + 50 nM. Nachfolgend
wurden 100 ul Zellen hinzugeflgt und 5 Minuten inkubiert. 30 pl natives oder hitze-
inaktiviertes humanes Serum, 15 % des Gesamtvolumens entsprechend, wurden
den Proben zugegeben, die Platten mit Parafilm verschlossen und im Wasserbad fur
1 h bei 37 °C inkubiert. Die Hitzeinaktivierung des Serums erfolgte durch 30-mindtige
Erhitzung auf 56 °C. Dadurch denaturieren unter anderm die Proteine des
Komplementsystems und werden so inaktiviert. Nach der Inkubation wurden die
Proben zweimal gewaschen: Zentrifugation bei 1600 rpm fir 5 Minuten, Abklopfen
der Mikrotiterplatte und Resuspendieren der Zellen in 200 pyl PBS + 0,2% BSA. Als
live/dead staining wurde 2 pl Pl hinzupipettiert und die Proben im Durchfluss-

zytometer analysiert.
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3.4.5. ADCC-Assays

Unterschiedliche Zelltypen konnen an der ADCC (antibody dependent cellular
cytotoxicity) beteiligt sein, in den ADCC-Assays dieser Arbeit wurden NK-Zellen
verwendet. Die Bindung des Fcy-Rezeptors llla an die Fc-Region eines Antikdrpers
I6st in NK-Zellen die Ausschuttung von Perforinen und Granzymen aus, welche
Poren in der Zellmembran des Targets bilden und ihren Zelluntergang induzieren. In
dieser Arbeit wurden als Effektorzellen huCD16-transduzierte CD38 KO NK-92-Zellen
und CA46 luc und Daudi luc als Tumorzellen verwendet. Die Zellen wurden nach
Zentrifugation bei 1600 rpm fur 5 min bei 4 °C mittels Neubauer-Zahlkammer gezahit.
Anschlie®end wurden Effektor- und Targetzellen auf 2,5x105% bzw. 1x105 pro 100 ul
RPMI-Komplettmedium eingestellt. In einer 96-Well-Platte mit U-Boden wurde in 67yl
RPMI-Komplett-medium die beschriebene Menge Antikdrper angepasst auf das
finale Volumen von 200 ul vorgelegt. AnschlieRend wurden 33 ul Targetzellen
hinzugegeben. Nach funfminutiger Inkubation wurden 100 pl huCD16-transduzierte
CD38 KO NK-92-Zellen beigeflgt. Somit ergibt sich eine Effektor-Target-Ratio (E:T)
von 3:1. Die Proben wurden fir 3,5 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden sie wie oben beschrieben zentrifugiert, die Mikrotiterplatte ausgeschuttet und
die Proben in 200 pyl PBS + 0,2% BSA resuspendiert. Der Vorgang wurde wiederholt
und die Proben in 100 yl PBS + 0,2% BSA resuspendiert. Den Ansatzen wurde 100
gl Luciferin Working Solution (150 pg/ml Luciferin in PBS) hinzugefugt, worauf eine
20-minutige lichtgeschutzte Inkubation bei RT folgte. Die Proben wurden per

VICTOR-Biolumineszenzmessung ausgewertet.
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3.5. Tierversuche

3.5.1. Tumor-Xenograft-Modell

In dieser Arbeit wurde ein Maus-Tumor-Xenograft-Modell mit humanen CA46-luc-
Zellen durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um CD38* Luciferase-transduzierte
Burkitt-Lymphom-Zellen. Zweck dieses Versuchs war es, einen Behandlungsversuch
mit moglichst langem Uberleben zu erzielen. Der verwendete Mausstamm war CB17/
Icr-Prkdcscid/IcrlcoCrl  (Charles River). Diese Tieren haben ein SCID (severe
combined immunodeficiency), wobei es sich um einen Immundefekt handelt, durch
den ein schwerer Mangel an T- und B-Zellen hervorgerufen wird. Teile des
angeborenen Immunsystems sind nicht beeintrachtigt. Diese Konstellation macht die
Mause geeignet fur eine Xenotransplantation von menschlichen Tumorzellen, die
somit nicht abgestollen werden. Zu Versuchsbeginn waren die ausschlielich
weiblichen Mause 11 Wochen alt. Es erfolgte eine i.v. Injektion in die Schwanzvene
von 4x106 CA46-luc-Zellen, geldst in 200 pl 0,9 %iger Natriumchloridlésung. Eine
Woche spater erfolgte die Kontrolle des Xenografts mittels 1VIS-Biolumineszenz-
messung. Die Mause wurden entsprechend der BLI (Biolumineszenzintensitat) in
10 Gruppen eingeteilt. Gruppen, die mit einem einzelnen hcAb oder einem
Kontrollantikdrper behandelt wurden, enthielten 7 Mause, diejenigen, die mit einer
Kombination aus Daratumumab und hcAb behandelt wurden, enthielten 5 Mause.
Behandelt wurden die Mause einmal wochentlich mit 50 pg hcAb oder
Kontrollantikdrper bzw. 100 ug Daratumumab. Dies liegt an dem beinahe doppelten
Molekulargewicht eines konventionellen Antikorpers gegenuber einem Schwere-
Ketten-Antikorper. Die Kombinationstherapie wurde mit 25 ug hcAb plus 70 ug
Daratumumab durchgefuhrt. Gelést wurden die Antikorper in 200 pl PBS. Die
Injektion der Antikorper erfolgte stets i.p., wobei eine 1 ml Spritze fur maximal 5 Tiere
verwendet wurde. Kontrollen Uber den Zustand der Mause erfolgten dreimal
wochentlich. Beurteilt wurde nach Gewicht, Verhalten und Aussehen mittels eines
objektiven Scoring-Systems. Bei Erreichen eines bestimmten Scores wurde die
entsprechende Maus per cervikaler Dislokation getotet. Die Mause wurden mit
maximal 5 Tieren pro Kafig in IVC-Kafigen (individually ventilated cage) gehalten. Der

primare Endpunkt des Versuchs wurde vor Beginn auf 150 Tage festgelegt.
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3.5.2. IVIS-Biolumineszenzmessungen

Zur Beurteilung der Tumorgrof3e und Verteilung wurde sich die Luciferaseaktivitat der
CA46-luc-Zellen zunutze gemacht. Einmal pro Woche wurden die Tiere mittels
inhalativer Isoflurannarkose betaubt. Anschlieend erhielten sie eine i.p. Injektion von
6 mg Luciferin in 200 pyl PBS. Nach 15-minutiger Inkubation wurden die Mause in
Sets von jeweils funf per IVIS-Biolumineszenzmessung in Rickenlage fotografiert.
Die Aufnahmen wurden in 4 unterschiedlichen Belichtungs- und Blenden-
einstellungen vorgenommen (Tab. 3.4.). Die Auswertungen der Bilder wurden mit

Living Image (Version 4.5.2) durchgefuhrt.

Tab. 3.4.: Kameraeinstellungen bei IVIS-Biolumineszenzmessung

Setting Belichtungszeit Binning Blendenzahl Bildfenster
1 auto 8 1 C
2 60"’ 1 8 C
3 4077 4 2 C
4 3077 2 4 C

3.5.3. Ex-vivo-Organanalysen

Von einigen Mausen, die laut dem Scoring-System aus dem Uberlebensversuch
ausschieden, wurden Ex-vivo-Organanalysen durchgefuhrt. Nachdem betroffene
Tiere mittels Isofluran betaubt wurden, erfolgte eine i.p. Injektion von 6 mg Luciferin,
gelést in 200 yl PBS -/-. Nach 15-mindtiger Inkubation erfolgte die cervikale
Dislokation. Danach wurden samtliche Bauch- und Thoraxorgane, sowie das Gehirn
der Maus prapariert und auf einer schwarzen Unterlage neben dem eréffneten Kopf
und Korper flr Biolumineszenzaufnahmen positioniert. Die Aufnahmen wurden
ebenfalls per IVIS durchgefihrt. Organe, welche ein Biolumineszenzsignal
aufwiesen, sprich tumorbefallene Organe, wurden in mit 10 ml PBS + 0,2 % BSA
geflllten Gentlemacs Tubes deponiert und anschlieRend in den Tubes mit dem hoher
Umdrehungszahl im Gentlemacs homogenisiert. Zur weiteren Homogenisierung
wurden sie durch ein 70 pym Zellsieb gepresst. Es erfolgte eine dreiminatige
Erythrozytenlyse mittels Erythrozytenlysepuffer, welcher nach der Zeit durch Zugabe

von 10 ml PBS + 0,2 % BSA inaktiviert wurde. Die Zellen wurden per Neubauer-
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Zahlkammer auf 1x108 Zellen pro 100 yl PBS + 0,2 % BSA eingestellt. Als Kontrolle
wurde ein Ansatz mit dem Antikorper, mit welchem die Maus behandelt wurde,
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und die Ansatze mit gegen hulgG1 und
CD38 angefarbt, wobei darauf geachtet werden musste, dass sich die Epitope des
anti-CD38-Behandlungsantikérpers und des anti-CD38-Fluorochromantikdrpers nicht

Uberlappen. Die Auswertung erfolgte im Durchflusszytometer.
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4. Ergebnisse

4.1. Effektivitat von CD38-spezifischen hcAbs in vitro und in vivo

In der Tumortherapie ist die Hemmung des Wachstums oder die Eradikation von
malignen Zellen ein entscheidender Parameter der Effektivitat eines Antikorpers. Die
zu untersuchenden CD38-spezifischen Schwere-Ketten-Antikérper, bestehend aus
der VyH-Domane eines Lama-Schwere-Ketten-Antikdrpers und einem humanen Fc-
Fragment, wurden in den im folgenden Teil vorgestellten Versuchen einzeln und in
Kombination mit Daratumumab eingesetzt. Die als Target dienende Burkitt-
Lymphom-Zelllinie CA46 luc zeichnet sich durch eine hohe Expression von CD38 auf
der Zelloberflache aus. Hinzu kam, dass die Zellen mit GFP und Luciferase
transduziert waren. Es wurden drei Nanobodies untersucht, die sich in ihrer
Bindungsstelle am CD38-Molekul unterscheiden. Jeder von ihnen besitzt ein
distinktes Epitop am Ektoenzym. WF211 bindet ebenso wie Daratumumab an Epitop
e1, JK2 bindet an Epitop €2 und MU17105 bindet an Epitop e3. Diese drei Nanobodies
wurden als hcAb mit normaler Fc-Region eingesetzt. Uberdies kamen zwei hcAbs
zum Einsatz, welche einen mutierten Fc-Teil besalden. Diese wurden bereits in der
Einleitung beschrieben und mit WF211 +/+ sowie WF211 -/- bezeichnet. Als
Negativkontrolle wurde mit L-15 hcAb ein Nanobody-hcAb ausgewahlt, der an CDTa
bindet, wobei es sich um ein Toxin des Bakteriums Clostridium difficile handelt. Als
Positivkontrolle wurde der vollstdndig humane, monoklonale CD38-spezifische
Antikérper Daratumumab als therapeutischer und diagnostischer Standard ver-
wendet. In dieser Arbeit wird daher verglichen, ob hcAbs eine mogliche
therapeutische Alternative bieten. Im Folgenden soll die Funktionalitat der Antikorper
getestet werden, CDC und ADCC in Lymphomzellen auszulésen und das
Tumorwachstum der gleichen Zellen in einem Mausen-implantierten Xenograft zu
begrenzen.

Die folgenden Versuche (4.1.1. und 4.1.2.) wurden in Kooperation mit Levin

Schriewer durchgeflhrt.
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4.1.1. CD38-spezifische Antikorper induzieren ADCC

Die Vermittlung von antikOrperabhangiger zellularer Zytotoxizitat spielt eine wichtige
Rolle in der Wirkung eines Antikorpers. Diese kann in vivo durch Makrophagen,
Granulozyten oder NK-Zellen verursacht werden. Fir die In-vitro-Experimente
wurden huCD16-transduzierte CD38 KO NK-92-Zellen verwendet. Zellkultur-NK-92-
Zellen exprimieren standardmaRig kein CD16a (FcyRIlla) auf ihrer Zelloberflache,
was sie als Effektorzellen dieses Versuches nutzlos gemacht hatte, sodass sie
keinen ADCC ausldsen konnten. Daher wurden sie in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
via Lentiviren mit dem CD16a-Gen transduziert. Da NK-Zellen CD38 exprimieren,
wurden die im Versuch angewendeten CD38-spezifischen Antikdrper ebenfalls an sie
binden. Um also die gegenseitige Lyse der Zellen zu verhindern, wurde mittels
CRISPR/Cas der CD38-kodierende Genlocus ausgeknockt. Dies wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Fehse durchgeflhrt. Wie im CDC-Assay wurden CA46-luc-
Zellen als Targetzellen verwendet. 2,5x105 wurden mit 100 nM bzw. 50 nM + 50 nM
Antikorper in RPMI-Komplettmedium inkubiert. Nach der Zugabe von den 7,5x10%
NK-92-Zellen hucD16 CD38 KO grfolgte eine Inkubation fur 3,5 h bei 37 °C. Die Effektor-
Target-Ratio betrug 3:1.

Fur die Analyse eines ADCC-Assays wird haufig die Messung der Freisetzung von
Chromisotopen aus lysierten Tumorzellen verwendet, die vorher mit den Isotopen
inkubiert wurden (Nelson et al., 2001). Aufgrund der Luciferaseaktivitat war es jedoch
moglich, die Viabilitat der CA46-luc-Zellen per Biolumineszenzmessung zu
analysieren. Luciferase katalysiert die Reaktion von D-Luciferin in Oxiluciferin, wobei
ATP bendtigt wird. Bei dieser Reaktion wird aul3erdem ein Photon emittiert, was in
der BLI-Messung wahrgenommen wird. Auf die Perforinausschuttung der aktivierten
NK-Zellen nach FcyRIlla-Bindung folgt die Permeabilisierung der Tumorzellmembran,
was einen ATP-Ausstrom zur Folge hat. Steht dieses nach dem Zelltod nicht mehr
zur Verfugung, lasst die Luciferaseaktivitat nach.

Die einzelnen hcAbs erwiesen sich, bis auf WF211 -/- hcAb, als potente Induktoren
der ADCC (Abb. 4.1.). Die Ansatze mit WF211 -/- hcAb hatten ein ebenso starkes
Biolumineszenzsignal abgegeben wie der Kontrollantikorper, also unterlagen sie
keiner nennenswerten ADCC. Die starkste Zytotoxizitat konnte WF211 hcAb mit
unverandertem Fc-Fragment auslésen. Die WF211 +/+ hcAb Variante mit der

Mutation in der CH2-Domane, die eigentlich eine Verbesserung der FcyRIlI-Bindung
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hervorrufen sollte, war weniger effektiv als WF211 mit normaler Fc-Region. Es liel3
sich beobachten, dass die Kombination aus Daratumumab und WF211 hcAb etwa
die gleiche Zytolyserate wie Daratumumab allein besal. Hervorstechend erschien,
dass Daratumumab und JK2 hcAb als Monotherapie eine wirkungsvolle Zelllyse
verursachten, die Kombinationstherapie aus beiden jedoch wesentlich mehr
lebendige Zellen hinterlie®. Auch bei MU7105 liel® sich in Kombination mit
Daratumumab kein Vorteil feststellen, jedoch kam es hierbei nicht zu einer

Verschlechterung der Effektivitat.
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Abb. 4.1.: ADCC-Effekt von CD38-spezifischen hcAbs und Daratumumab an CA46-luc-Zellen.
Es liel3 sich eine starke Zytolyse in allen Ansatzen von hcAbs mit nativem Fc-Teil, ,verbessertem®
Fc-Teil und Daratumumab nachweisen. WF211 -/- verursachte keinen ADCC-Effekt. Kombinationen
aus Daratumumab mit hcAb waren der Monotherapie nicht Uberlegen. In einer lichtundurchlassigen
Mikrotiterplatte wurden zu 2,5x105 CA46-luc-Zellen in RPMI-Komplettmedium 100 nM Antikérper
oder bei Kombinationen aus Daratumumab und hcAb 50 nM + 50 nM Antikérper hinzugefugt. Die
Zellen wurden mit 7,5x105 CD16-transduzierten CD38 KO NK-92-Zellen in RPMI-Komplettmedium
far 3,5 h bei 37 °C inkubiert. Nach zweifacher Waschung wurden die Zellen fur 20 min in Luciferin
Working Solution (150 pg/ml Luciferin in PBS) inkubiert und anschlieBend mittels Bio-
lumineszenzmessung im Mikrotiterplattenleser vermessen. Der Versuch wurde in dreifachen
Ansatzen durchgefiihrt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Typographische
Darstellung der Epitope: Epitop e1, Epitop €2, Epitop e3.

49



4.1.2. Kombinationen CD38-spezifischer Antikorper und

Daratumumab losen potente CDC aus

Die komplementabhangige Zytolyse einer Zelle, kann nach Bindung von Antikorpern
an eine Zelle durch Aktivierung des klassischen Wegs des Komplementsystems
induziert werden. 5x105 CA46-luc-Zellen wurden 100 nM eines Antikdrpers bzw. 50
nM + 50 nM Antikdrper bei Kombinationsansatzen aus Daratumumab und hcAb
hinzugeflgt. Zusatzlich wurde zu den Zellen 15 % humanes, natives Serum bzw.
hitze-inaktiviertes Serum gegeben und sie fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Ausgewertet
wurde die Effektivitat der CDC im Durchflusszytometer mittels Propiumiodid als Live/
Dead-Staining, wobei eine starke intrazellulare Konzentration dieses Farbstoffes
hierbei fir eine hohe Zelllyse sprach. Darlber hinaus verloren die toten Zellen ihr
GFP-Signal.

Durch die Behandlung mit inaktiviertem Serum ergab sich bei keinem der Ansatze
eine Zytolyse. Auch nach Inkubation mit aktivem Serum waren als Monotherapie alle
hcAbs mit unmodifiziertem Fc-Fragment sowie WF211 -/- hcAb nicht in der Lage,
eine CDC auszulésen. Dahingegen ergab sich durch die Inkubation mit aktivem
Serum und dem konventionellen Antikdrper Daratumumab eine schwache Zytolyse
von circa 18 %. Auffallig war das Resultat in den Ansatzen von Daratumumab und
einem hcAb, der nicht an sein Epitop e1 band, das bedeutet MU7705 hcAb und JK2
hcAb. Dadurch erhdhte sich der Zelltod auf beinahe 100 %. In Abb. 4.2.A sind
exemplarisch die FACS-Plots von JK2 hcAb und Daratumumab sowie die
Koinkubation aus beiden aufgeflhrt. Dort wird der Shift von lebendigen, GFP
exprimierenden Zellen in den Einzelansatzen hin zu lysierten, GFP-negativen Zellen
im Kombinationsansatz deutlich. Im Gegensatz dazu hatte Daratumumab kombiniert
mit WF211 hcAb, der ebenfalls an Epitop e1 bindet, keinen Effekt auf die Zellen. Das
heildt, die Koinkubation von beiden hat den Effekt, den Daratumumab allein auf die
Zellen hatte, sogar noch reduziert. Als einziges Monoagens konnte die Mutante
WF211 +/+ hcAb eine fast vollstandige Zytolyse in den CA46-luc-Zellen hervorrufen.
In Abb. 4.2.B sind die Lyseraten, die jeder Antikorper ausgelost hat, in einem

Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 4.2.: CDC-Effekt von CD38-spezifischen hcAbs und Daratumumab an CA46-luc-Zellen.
(A) FACS Plots ausgewahlter CDC-Ansatze von Daratumumab (e1), JK2 hcAb (e2) oder
Kombination beider, zeigen eine ausgepragte CDC-Aktivitdt bei der Kombination von beiden
Antikdrpern. (B) Graphische Auftragung der Messwerte aller CDC Ansatze mit aktivem und
hitzeinaktiviertem Serum im Balkendiagramm. 5x105 CA46-luc-Zellen wurden mit 100 nM Antikoérper
oder bei Kombinationen aus Daratumumab und hcAb mit 50 nM + 50 nM Antikérper und 15 %
humanem, aktiven oder hitzeinaktivierten Serum fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach zweifacher
Waschung wurde den Proben Pl (Propiumiodid) im Verhaltnis 1:500 hinzugegeben und sie im
Durchflusszytometer vermessen. Die Zahlen in den oberen Ecken der FACS-Plots (A) geben die
prozentuale Verteilung der Zellpopulation an. Der Versuch wurde in zweifachen Ansatzen
durchgefiihrt, wobei die Balken jeweils den Mittelwert angeben. Typographische Darstellung der
Epitope: Epitop e1, Epitop €2, Epitop e3.
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4.1.3. Maus-Tumor-Xenograft CD38* Burkitt-Lymphom-Zellen

Nach der Uberpriifung der Effizienz der CD38-spezifischen hcAbs in CDC- und
ADCC-Assays wurde ein Maus-Tumor-Xenograft-Modell mit CA46-luc-Zellen
durchgefiihrt. Der Fokus dieses Experiments lag vor allem auf dem Uberleben der
Mause und dem Tumorwachstum. Die verwendeten CB17/Icr-Prkdcscid/IcrlcoCrl-
Mause zeichneten sich durch einen schweren Immundefekt (SCID) des adaptiven
Immunsystems aus, besallen jedoch normale Makrophagen, Granulozyten und NK-
Zellen. Durch diese Symptomkonstellation war es moglich, den Mausen menschliche
Tumorzellen zu injizieren ohne, dass es zu einer AbstoBung jener kam. Den 11
Wochen alten Mausen wurden 4x106 CA46-luc-Zellen in die Schwanzvene injiziert.
Durch die Injektion in die vendse Blutbahn gelangten die Tumorzellen zunachst zum
Herzen der Maus und verbreiteten sich von da aus weiter im Korper. Die Zellen
zeichneten sich durch gutes Anwachsen aus, denn von 70 Tieren verblieben nur 5
ohne Tumor. Diese Tiere schieden dadurch aus dem Versuch aus. 6 Tage post
injectionem wurden die Mause mittels 1VIS-Biolumenzenzmessung untersucht und
gleichmafig in Gruppen nach ihrer BLI eingeteilt. IVIS-Biolumenzenzmessungen
wurden wodchentlich bis Tag 49 durchgefuhrt. Hierbei wurden die Mause volatil
narkotisiert und ihnen danach die Luciferinlésung i.p. injiziert. Sie wurden in Sets von
5 Mausen fotografiert, wonach sie eine weitere i.p. Injektion ihres jeweiligen
Antikorpers bzw. ihrer jeweiligen Antikorperkombination erhielten. Es wurden
insgesamt 8 Messungen und 7 Behandlungen durchgefuhrt, wobei die erste

Messung der Gruppeneinteilung diente.

41.3.1. Behandlung von Mausen mit CD38-spezifischen Antikorpern hemmt

Tumorwachstum

Die BLI, die Uber dem Korper einer Maus gemessen werden konnte, korrespondierte
mit Tumorgrofle der CA46-luc-Zellen. Die Biolumineszenzkurven in Abb. 4.4.A und
Abb. 4.4.B beschreiben alle einen Aufwartstrend, was bedeutet, dass trotz aller
Behandlungen das Tumorwachstum nur gebremst, jedoch nicht gestoppt werden
konnte. Zu beachten ist, dass die BLI in logarithmischer Form aufgetragen wurde.
Das bedeutet, dass das Tumorwachstum nicht zunachst stark anstieg und danach in
eine Plateauphase Uberging, sondern die absolute Tumormasse uUber die gesamte
Zeit hinweg zunahm. In Abb. 4.3. erschien bei der ersten Messung an Tag 7 das
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Biolumineszenzsignal starker zu sein, als an den darauffolgenden Messungen, was
daran lag, dass die Sensitivitat auf den Bildern dieser Messung erhoht wurde, um
den Tumor besser abzubilden. Die Gruppe, welche mit dem Kontrollantikdrper
behandelt wurde, zeigte ein deutlich starkeres Biolumineszenzsignal als Mause der
anderen Gruppen und den gravierendsten initialen Anstieg. Bereits zu frihen
Messzeitpunkten zeichneten sich eindeutig betroffene Organe auf dem Korper der
Tiere ab. Dazu zahlten unter anderem die axillaren und inguinalen Lymphknoten
sowie der Kopf und die Milz (Abb. 4.3.). Zu den letzten beiden Zeitpunkten schienen
die Tiere aufgrund des starken Signals beinahe ganzlich zu ,leuchten®. Zwischen den
letzten beiden Messungen an Tag 42 und Tag 49 wurden aulRerdem 6 der 7
Kontrollmause aus dem Versuch genommen, weshalb auf den letzten Punkt der
Kontrollgruppe im Graphen verzichtet wurde. Anders als bei den vorangegangenen
In-vitro-Versuchen zeichneten sich die Fc-Mutationsvarianten von WF211 durch
ebenfalls relativ starkes Tumorwachstum aus und unterschieden sich wenig in ihrer
Effektivitat. Auch bei ihnen wurden friih die Lymphknoten sowie die Milz als starkes
Signal sichtbar. Weniger intensiv ausgepragt war die BLI der mit Daratumumab
behandelten Mause. Ab Tag 21 lag sie etwa 90 % unter jener der Kontrollantikbrper-
Mause. Am besten schnitten die Nanobody-hcAbs mit nativer Fc-Region ab. JK2
hcAb wies vor MU11056 hcAb und WF211 hcAb den groRten Antitumoreffekt auf.

Ebenso wie in ADCC- und CDC-Assays wurde im Tierversuch Daratumumab mit
WF211 hcAb, JK2 hcAb bzw. MU1105 hcAb als Kombinationstherapie eingesetzt. Die
Unterschiede in der Biolumineszenz zwischen Tumoren, die mit Daratumumab und
der Kombination aus jenem mit JK2 hcAb bzw. MU1105 hcAb behandelt worden
waren, waren anders als beim CDC nur marginal. Die in vitro nicht erfolgreiche
Kombination aus WF211 hcAb und Daratumumab hingegen erzielte den groften
Antitumoreffekt von allen Therapien, obwohl die beiden Antikdrper um das gleiche

Epitop e1 konkurrieren.
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Abb. 4.3.: Tumorwachstum von humanem Burkitt-Lymphom-Xenograft in SCID-Mausen. Fur
die In-vivo-Bildgebung der Tumoren wurde das Biolumineszenzsignal der Luciferase-exprimierenden
CA46-luc-Zellen gemessen. Die Mause wurden narkotisiert und erhielten eine i.p Injektion von 6 mg
Luciferin in 200 pyl PBS -/-. Nach 15-min(tiger Inkubation wurden die IVIS-Aufnahmen durchgefiihrt.
Die Tagesangaben links geben den Zeitpunkt der Messung post injectionem an. Exemplarisch
dargestellt ist je eine Maus aus jeder Behandlungsgruppe. Die mit L-15 hcAb behandelte Maus
wurde vor der letzten Messung an Tag 49 aus dem Versuch genommen. Typographische Darstellung
der Epitope: Epitop e1, Epitop €2, Epitop e3.
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Abb. 4.4.: Inhibition des Tumorwachstums durch CD38-spezifische hcAbs als Monotherapie
und in Kombination mit Daratumumab in Mausen. Die Gruppen in (A) stellen die mit
Einzelantikdrpern behandelten Gruppen aus jeweils 7 Mausen dar. In (B) sind die Gruppen
aufgezeichnet (inklusive beider Kontrollen), die mit der Kombination aus Daratumumab und CD38-
spezifischem hcAb behandelt wurden und aus jeweils 5 Tieren bestanden. Die CB17/lcr-Prkdcscid/
IcrlcoCrl-Mause wurden 6 Tage nach intravendser Tumorinjektion von 4x108 CA46-luc-Zellen mithilfe
des IVIS gemessen und gleichmafig anhand ihrer BLI auf die 10 Behandlungsgruppen verteilt. Daflr
wurden sie mit Isofluran narkotisiert und ihnen 6 mg Luciferin in 200 yl PBS -/- i.p. injiziert. Nach 15-
mindtiger Inkubation wurde das Imaging von jeweils 5 Mausen gleichzeitig durchgefiihrt. Die erste
Messung flr die Auswertung fand an Tag 7 statt, worauf wéchentliche Messungen bis Tag 49 folgten.
Zu beachten ist die Auftragung des Gesamtflusses in logarithmischer Form. Sie wird in Photonen pro
Sekunde definiert. Typographische Darstellung der Epitope: Epitop e1, Epitop e2, Epitop e3.
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4.1.3.2. CD38-spezifische mAbs verlingern Uberleben im Tierversuch

Wie sich die Therapie mit einem Antikdrper auf das Langzeitiberleben der
Probanden auswirkt, ist eine essentielle Frage. Tiere schieden aus dem Versuch aus,
wenn sie nach Beurteilung ihres Zustandes einen bestimmten Punktewert
Uuberschritten, der sich aus Punkten fir Gewicht, Aussehen und Verhalten
zusammensetzte. Das Gewicht wurde objektiv durch einzelnes Wiegen jeder Maus
dreimal wochentlich bestimmt. Das Aussehen wurde anhand des Fells, der Ohren,
Schnurrhaare und eventuellen Verletzungen bewertet. Aullerdem wurde das
Verhalten analysiert. Es gab wahrend des gesamten Versuchs eine Maus, die
spontan einen Tag nach Injektion verstarb. Dabei handelte es sich um eine mit
WF211 +/+ hcAb behandelte Maus, die an Tag 29 verstarb.

In Abb. 4.5.A und Abb. 4.5.B sind jeweils eine Kaplan-Meier-Kurve sowie eine
Tabelle, die das mittlere Uberleben der Mause einer Gruppe angibt, dargestellt. Die
Mause der Kontrollantikdrpergruppe prasentierten sich mit dem durchschnittlich
kiirzesten Uberleben. Beinahe alle wurden zwischen Tag 42 und Tag 49 aufgrund
von massivem Gewichtsverlust aus dem Versuch genommen. Korrelierend mit dem
Tumorwachstum starben die Mause der beiden Fc-Mutationsvarianten von WF211
ebenfalls sehr friih. Das mittlere Uberleben der beiden Gruppen lag mit circa 60
Tagen nur 15 Tage Uber dem der Gruppe der Kontrollmause. Erstaunlicherweise
unterschied sich das mittlere Uberleben der mit hcAbs als Monotherapie behandelten
Mause um nicht einmal einen Tag. Auffallig war, dass innerhalb einer Woche alle
MU1105-Mause verstarben. Als bestes Einzelkonstrukt manifestierte sich
Daratumumab mit einem mittleren Uberleben von 89,4 Tagen. Die Uberlebensraten
der Mause mit Kombinationstherapie lagen jedoch noch etwas hoher, wobei sich
WF211 hcAb und MU1105 hcAb zusammen mit Daratumumab das Uberleben nur um
etwa 6 bzw. etwa 3 Tage im Vergleich zur Daratumumab-Monotherapie verlangerte.
Mit einem mittleren Uberleben von 108 Tagen konnte das Uberleben der Mause
durch die Kombination aus Daratumumab und JK2 hcAb am starksten verlangert
werden, wobei man beachten muss, dass eine Maus mit 150 Tagen Uberleben den

Durchschnitt der ganzen Gruppe nach oben verschob.
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Abb. 4.5.: Verlingerung des Uberlebens von Miusen durch wéchentliche Behandlung mit
hcAbs oder mit Kombination aus hcAb und Daratumumab. In der Kaplan-Meier-Kurve in (A)
dargestellte Mause wurden mit 50 pg hcAb oder 100 yg Daratumumab behandelt; M&use in (B) mit
einer Kombination aus 70 pyg Daratumumab und 25 pg hcAb (Kontrollen mit abgebildet). Die
Tabellen in (A) und (B) geben das mittlere Uberleben der Mause einer Behandlungsgruppe an. Die
CB17/Icr-Prkdcscid/IcricoCrl-Mause wurden eine Woche nach intravendser Tumorinjektion von 4x10¢
CA46-luc-Zellen in 10 Behandlungsgruppen eingeteilt. Ab Tag 7 bis Tag 49 bekamen sie in
siebentagigen Absténden eine intraperitoneale Antikorperinjektion. Die Mause wurden dreimal
wadchentlich Kontrollen Uber Aussehen, Verhalten und Gewicht unterzogen und demnach bewertet.
Bei Verschlechterung des gesundheitlichen Zustandes Uber ein gewisses Mal® wurden sie getotet
und schieden aus dem Versuch aus. Die Pfeile (|) verdeutlichen die Injektionszeitpunkte an Tag 7,
Tag 14, Tag 21, Tag 28, Tag 35, Tag 42 und Tag 49. Typographische Darstellung der Epitope: Epitop
e1, Epitop e2, Epitop e3.
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41.3.3. Ex-vivo-Organanalysen zeigen keine gebundenen CD38-Antikorper

auf Tumorzellen

Die wochentliche Antikorperbehandlung wurde in allen Versuchsgruppen ab Tag 49
post injectionem eingestellt. Die verwendete Mauslinie, die durch ihren schwer-
wiegenden Immundefekt fur die Xenotransplantation gut geeignet ist, zeichnet sich
aullerdem dadurch aus, sehr anfallig fur Infektionskrankheiten zu sein, da ihnen B-
und T-Zellen praktisch fehlen. Um das Risiko von Infektionen zu minimieren, wurden
die Tiere ausschliel3lich in IVC-Kafigen gehalten. Jedoch liefen die mehrmals
wochentlich stattfindenden Kontrollen Uber ihren Zustand auRerhalb des Kafigs ab.
Dies warf die Frage auf, ob bei den Mausen zum Todeszeitpunkt Tumoren in
lebenswichtigen Organen vorhanden waren oder nicht, was wiederum eine Infektion
als Todesursache wahrscheinlicher machen wiirde. Uberdies sollte Uberpriift werden,
ob auf den CA46-luc-Zellen in den Tumoren noch immer Antikdrper gebunden waren;
dartber hinaus, ob die Tumorzellen noch in normalem Mall CD38 exprimierten oder
es eventuell durch Shedding oder Internalisierung des Ektoenzyms zu einer sog.
Immunevasion kam (Pfister et al., 2001). Zu diesem Zweck wurden von 33 Mausen
nach Uberschreiten des Scorelimits und Ausscheiden aus dem Versuch Ex-vivo-
Organanalysen an-gefertigt.

Vor der cervikalen Dislokation wurde den Mausen eine Luciferinlésung i.p. gespritzt.
Nachdem die Organe prapariert waren und mithilfe des IVIS die Biolumineszenz der
CA46-luc-Zellen gemessen wurde, folgte die Analyse tumorbefallener Organe. Dazu
wurden sie homogenisiert und mit unterschiedlichen Fluoreszenzantikérpern
inkubiert. Es zeigte sich, dass das oberflachengebundene CD38 der CA46-luc-Zellen
weiterhin einer hohen Expression unterlag. Als Negativkontrolle wurden ungefarbte
Zellen verwendet (Abb. 4.6.A), da einige Proben durch viele positive Signale im PE-
Filter imponierten, obschon keine PE-konjugierten Antikdrper in diesen Proben
verwendet wurden. Dies wurde womdoglich durch autofluoreszierende Zelltrimmer
hervorgerufen, die bei der Praparation und vor allem beim nachfolgenden
Homogenisieren der Organe entstanden. In keinem der analysierten Organe befand
sich gebundenes humanes IgG1 auf der Zelloberflache (Abb. 4.6.B). Hierbei schien
es keinen Unterschied zu machen, ob Mause eine Woche zuvor ihre letzte
Antikorperinjektion erhielten oder ob sie schon lange zurlcklag. Somit wurden die

Tumoren entweder nicht mehr von den Antikdrpern erreicht oder es befanden sich
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keine zirkulierenden Antikérper mehr im Serum der Tiere. Fligte man jedoch den
Ansatzen nachtraglich den entsprechenden Antikorper hinzu, mit der die Maus im
Langzeitversuch behandelt wurde, konnte dieser auf den Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 4.6.C.).
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Abb. 4.6.: Keine gebundenen Antikorper auf CA46-luc-Zellen nachweisbar. Bei jeder Ex-vivo-
Organpraparation wurden mehrere Biolumineszenz-positive Organe fiir weitere Analysen aufbereitet.
Etwa die Halfte aller Tiere wurde auf diese Art untersucht. Die Organe wurden mittels Gentlemacs
und 70 um Zellsieb homogenisiert und anschlieBend mit unterschiedlichen Antikérpern inkubiert. Die
hier untersuchten Organe stammen aus der einer mit WF211 -/- hcAb behandelten Maus, die nach
62 Tagen starb, wobei ihre letzte Antikérperinjektion 13 Tage zuriicklag. Die Organe sind in Abb.
4.7.A mit weillen Pfeilen und Zahlen markiert. Milz: 1; linke Niere: 2; solider, abdomineller Tumor: 3.
In (A) wurden die Ansatze gegen CD38 angefarbt, in (B) gegen humanes IgG1 und CD38 und in (C)
wurden die praparierten Zellen fir 30 min mit dem jeweiligen Behandlungsantikorper der Maus
inkubiert (in diesem Fall WF211 -/- hcAb) und anschlieliend gegen CD38 und humanes IgG1
angefarbt. Die Vermessung der Zellen erfolgte im Durchflusszytometer und die FACS-Plots wurden
mit FlowJo erstellt. Die Zahlen in den Quadranten stellen den prozentualen Anteil der Zellpopulation
dar. Die Anfarbungen zeigen, dass auf den praparierten CA46-luc-Zellen kein Immunglobulin mehr
detektiert wurde, jedoch eine Nachbehandlung mit entsprechendem Behandlungsantikdrper wieder
normal auf den Zellen band und nachweisbar war.
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Die Tumorlokalisationen unterschieden sich mafgeblich je nach Behandlungsanti-
korper, den die Mause erhielten. Die am haufigsten von Tumoren betroffenen
abdominellen Organe waren die Milz, die Nieren und auch der Magen. Diese Organe
waren jedoch fast ausschlieBlich bei Tieren befallen, die mit dem KontrollantikGrper
oder den beiden WF211 hcAb Mutanten behandelt wurden. Sie entwickelten alle eine
ausgepragte Splenomegalie und haufig multiple Tumorherde an den Nieren. Hinzu
kamen stets Tumoren am Schadel und Hirn. Sie waren aulerdem die Tiere, die im
Durchschnitt am fruhesten verstarben. Exemplarisch dargestellt sind in Abb. 4.7.A
eine Maus, die mit WF211 -/- hcAb behandelt wurde und nach 62 Tagen verstarb und
in Abb. 4.7.B eine Maus, die mit der Kombination aus Daratumumab und MU77105
behandelt wurde und nach 94 Tagen verstarb. Bei den anderen Mausen, die mit
einem Antikérper mit nativem Fc-Teil behandelt wurden, liel3 sich ebenfalls meistens

lediglich im Schadel und Gehirn ein starkes Biolumineszenzsignal nachweisen.

Abb. 4.7.: Organpraparation von Biolumineszenz-positiven Organen. In (A) wurde eine Maus,
die nach 62 Tagen aus dem Versuch ausschied prapariert, wobei sich deutlich abgrenzbare Tumoren
in Kopf, Gehirn, Lymphknoten, Nieren, Milz, Magen und einem soliden Geschwulst der Bauchhdéhle
befanden. Die Maus wurde mit WF211 -/- hcAb behandelt. Die in (B) dargestellte Maus wurde mit
einer Kombination aus Daratumumab und MU7705 behandelt und starb nach 94 Tagen. Es lieRen
sich lediglich Tumoren in Kopf und Gehirn nachweisen. Nachdem Mause aus dem Versuch
ausschieden, wurden etwa von der Halfte aller Mause Ex-vivo-Organanalysen angefertigt. Wahrend
des Versuchs wurde ihr Wohlergehen mittels eines Scores Uber den Zustand der Maus quantifiziert.
Bei Erreichen eines bestimmten Limits wurden die Mause per cervikaler Dislokation getotet. Tiere,
die flr Organanalysen herangezogen wurden, wurden vor Genickbruch mit Isofluran narkotisiert und
erhielten eine i.p. Injektion von 6 mg Luciferin in 200 pyl PBS -/-. 15 min spéater erfolgten Tétung,
Praparation der Organe und IVIS-Biolumineszenzmessung. Die jeweils linken Bilder von Kopf und
Korper in (A) und (B) wurden mit sehr sensitiven Einstellungen aufgenommen, die rechten erlauben
einen besseren Blick auf die genaue Lokalisation der Tumoren.
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4.2. CD38-spezifische Nanobody-Dimere

4.2.1. Produktion und Aufreinigung von bivalenten Nanobody-

Dimeren

Bei naherer Betrachtung der Ergebnisse, die in den vorangegangenen CDC-Assays
gewonnen wurden, fallt auf, dass die Antikérperkombination aus Daratumumab und
JK2 hcAb oder MU1105 hcAb eine beinahe vollstandige Zytolyse in den CA46-luc-
Zellen hervorriefen. Dies war wahrscheinlich auf Kreuzvernetzungen zwischen den
einzelnen CD38-Antikorper-immunkomplexen auf der Zelloberflache zurickzuflhren,
welche dadurch entstehen koénnen, dass die Antikdrper unterschiedliche Epitope
binden und somit mehrere Molekule miteinander verknupfen. Moglicherweise fuhrt
allein die unmittelbare Proximitat der Fc-Regionen der gebundenen Antikdrper zu
einer verstarkten Rekrutierung des C1-Komplexes und somit zur Aktivierung des
klassischen Weges des Komplementsystems. Weiterhin ware es mdglich, dass auch
andere Effektormechanismen wie ADCC auf diese Weise verstarkt werden kdnnten.
Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden 12 verschiedene bivalente CD38-
spezifische Nanobody-Dimere kloniert und anschliel3end produziert.

Die verwendeten Nanobody-Monomere, die fir die Klonierung benutzt wurden,
waren JK2 und JK36, wobei ersterer an Epitop €2 und letzterer an Epitop e3 bindet.
Die DNA-Sequenzen beider Nanobodies wurden bereits durch Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe in pCSE2.5 VyH+hFc IgG1 Vektoren kloniert und konnten so fur die
Amplifizierung mittels PCR verwendet werden. Als Linker wurde ein sogenannter GS-
Linker verwendet, der aus je 4 Glycinen und einem Serin (GGGGS)n besteht. Hierbei
steht ,n“ fur die Anzahl an Wiederholungen der Aminosauresequenz, aus der der
Linker aufgebaut ist. Diese Art von Linker bietet eine hohe Flexibilitdt aufgrund der
geringen Grolke der Aminosauren und Stabilitdt durch die Formierung von
Wasserstoffbrickenbindungen in wassriger Losung (Chen et al., 2013). Im
Folgenden wird eine Abfolge von (GGGGS)1 mit ,5GS“ gleichgesetzt, wobei die
verwendeten Linker immer aus Vielfachen dieser Kombination bestanden. Die
Nanobodies wurden in den Konstellationen JK2-JK2, JK2-JK36, JK36-JK2 und JK36-
JK36 mit jeweils einem 15GS-, einem 25GS- und einem 35GS-Linker kloniert (Abb.
4.8.). Die VyHs an jeweils vorderer Stelle wurden aus den Plasmiden von JK2
(FS#833) und JK36 (FS#832) mithilfe spezifischer Primer, die eine Pcil-Schnittstelle
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vor und die erste Halfte des GS-Linkers hinter der Nanobody-DNA-Sequenz
codieren, via PCR amplifiziert. Nanobodies an zweiter Stelle im Dimer wurden auf die
gleiche Weise mit der entsprechenden zweiten Halfte des GS-Linkers vor und einer
Notl-Schnittstelle hinter der VHH-DNA-Sequenz amplifiziert. Die DNA-Sequenzen
sowie der Vektor wurden mit den adaquaten Restriktionsendonukleasen verdaut. Die
Pcil-Schnittstelle vor den Nanobodies wurde angefigt, da die DNA-Sequenz von JK2
eine interne Ncol-Schnittstelle besitzt und mit diesem Enzym auch das Insert aus
dem Vektor geschnitten wird. Allerdings sind die Restriktionsschnittstellen von Ncol
und Pcil nach dem Restriktionsverdau miteinander kompatibel und konnten somit
ohne Probleme ligiert werden. Im Anschluss an den Verdau wurden die Inserts per
Dreiwegeligation in einen pCSE2.5 VxH+His+c-Myc Vektor mit endstandigem His-
Myc-Tag eingefugt. Im folgenden Teil der Arbeit werden fiir die Nanobody-Dimere
anstatt der Bezeichnungen JK2-JK2 15GS, JK2-JK36 15GS usw. die Bezeichnungen
NiS1 - NiS12 verwendet.
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Abb. 4.8.: Schematische Darstellung aller 12 bivalenten NiS-Nanobody-Dimere. Die Darstellung
zeigt alle Nanobody-Dimere von NiS1 - NiS712. Die Nanobody-Dimere wurden mit einem GS-Linker
in den Langen 15GS, 25GS und 35GS kloniert. Das ,HIS“-Kastchen symbolisiert den
Hexahistidin(His)-Myc-Tag. Bei der Schreibweise der Namen wurde weiterhin darauf geachtet, dass
Namen der Epitop-e2-bindenden Nanobodies unterstrichen und Namen der Epitop-e3-bindenden
Nanobodies kursiv aufgefiihrt werden. Homodimere aus JK2 binden nur an Epitop €2, Homodimere
aus JK36 binden nur an Epitop 3. Somit werden erstere nur unterstrichen, letztere nur kursiv
geschrieben. Heterodimere werden teils unterstrichen, teils kursiv geschrieben.
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Die Produktion der NiS-Nanobody-Dimere wurde mittels transienter Transfektion in
HEK293-6E-Zellen durchgefuhrt. Dazu wurden die Expressionsvektoren mithilfe von
PEI durch die Zellmembranen geschleust. Die Zellen produzierten und sezernierten
Uber eine Woche Dimere in Suspension. Eine Woche nach Transfektion wurden die
Zelluberstande geerntet und zentrifugiert. Die Zellen wurden verworfen und die
Uberstande mittels Ni-NTA Prézipitation aufgereinigt. Eluiert wurden die Proteine in
PBS -/- mit 250 nM Imidazol. Aufgrund der Toxizitat von Imidazol wurden die Dimere
anschlie3end mithilfe von Gelfiltrationssaulen vom Imidazol getrennt und in PBS +/+
umgepuffert. Die Konzentrationen wurden per BCA Kit bestimmt. Danach wurden sie
auf ein SDS-Gel aufgetragen und mit einer Coomassie-Farbung angefarbt (Abb.
4.9.). Das Molekulargewicht der Nanobody-Dimere betragt abhangig von GS-

Linkerlange und Zusammensetzung der Nanobodies zwischen 29,7 und 32 kDa.

KDa  4x 1x NiS1 NiS2 Nis3 NiS4 NiS5 NiS6 NiS7 NiS8 4x 1x NiS9 NiS10 Nis11 Nis12
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25 o~
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Abb. 4.9.: Produktion rekombinanter, bivalenter Nanobody-Dimere in HEK293-6E-Zellen. Die
Zellen wurden mithilfe von JetPEI (Polyplus) mit den pCSE2.5 VyH+His+c-Myc Expressionsvektoren
der Nanobody-Dimere NiS1 - NiS12 transient transduziert. Zelliberstdnde wurden nach 7 Tagen
geerntet, fur 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert und steril filtriert. Die Aufreinigung fand Uber eine
Nickel-NTA Matrix statt. Uber die Imindazolringe des Hexahistidin-Tags banden die Protein an die
Matrix, wonach sie in Puffer aus PBS -/- mit 250 mM Imidazol eluiert wurden. Aufgrund der Toxizitat
des Imidazols wurden die Nanobody-Dimere anschlieBend Uber PD10-Saulen in PBS +/+
umgepuffert. Das Eluat wurde mittels Ultrazentrifugation eingeengt und die Konzentration per BCA-
Kit festgestellt. Jeweils 1ug der aufgereinigten Proteine wurden per SDS-PAGE analysiert. Das
Molekulargewicht der Dimere liegt zwischen 29,7 kDa und 32 kDa. Supermarker SM beinhaltet: BSA
(1pg, 66 kDa), 1gG schwere Kette (500 ng, 50 kDa), IgG leichte Kette (250 ng, 25 kDa) und Lysozym
(100 ng, 16 kDa) in einfacher Menge (1x) oder vierfacher Menge (4x). Typographische Darstellung
der Epitope: Epitop e2, Epitop e3.
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4.2.2. Charakterisierung von bivalenten Nanobody-Dimeren

Zur Charakterisierung der Nanobody-Dimere wurde die Affinitdt der Antikdrper zu
ihrem Zielantigen getestet. Dazu wurden CD38 exprimierende CA46-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Antikorpern in 100 ul inkubiert. Es handelte
sich um eine dezimale Verdunnungsreihe, die in sechs Schritten von einer
Konzentration von 1 uM zu 1 pM flhrte. Da die Klonierung der NiS-Dimere in einen
pCSE2.5 VyH+His+c-Myc Expressionsvektor durchgefuhrt wurden, konnte man die
an CD38 gebundenen Antikorper Uber einen anti-c-Myc-Antikorper detektieren.
Dieser Antikdrper war an AlexaFluor647 konjugiert, welches im APC-Kanal des FACS
gemessen wurde.

In Abb. 4.10. sind in drei Graphen die Bindungskurven von den 12 NiS-Dimeren
dargestellt, wobei sich jeweils die 15GS- (Abb. 4.10.A), die 25GS- (Abb. 4.10.B) und
35GS-Dimere (Abb. 4.10.C) einen Graph teilen. Auf den ersten Blick scheint es, dass
die Heterodimere aus JK2 und JK36 eine deutlich starkere Bindung aufwiesen, als es
bei den Homodimeren der Fall war. Man sollte jedoch in Betracht ziehen, dass fur die
Bindung der Heterodimere doppelt so viele Epitope zur Verfligung standen, wie es
bei den Homodimeren der Fall war. Aufgrund dessen war in diesem Assay ein
niedrigeres maximales Signal bei den Homodimeren zu erwarten als bei den
Heterodimeren. Da die Kurven der Homodimere bis auf NiS4 und NiS70 ebenfalls
eine ahnliche sigmoidale Form besitzen, wurde davon ausgegangen, dass das
maximale APC-Signal bei einer Dimerkonzentration von 1 yM zu erwarten war. Die
Dissoziationskonstante Kp, welche die Konzentration angibt, bei der ein
halbmaximales Signal gemessen wurde, sprich die Halfte aller CD38-Molekule mit
Antikdrpern besetzt waren, ist neben dem jeweiligen Graphen in einer Tabelle
angegeben. Dadurch, dass jeweils zwei Ansatze gemessen wurden, gab es bei NiS4
und NiS70 je einen Ausreil3er nach oben bei einer Konzentration von 1 uM, der die
Werte moglicherweise verfalscht hat. Fur sie konnten keine genauen Kp-Werte
ermittelt werden. Je niedriger der Kp-Wert, desto hoher war die Affinitat des
Antikoérpers zu seinem Antigen. Die JK2-Homodimere wiesen die starkste Bindung
auf gefolgt von JK2-JK36-Heterodimeren. Die Affinitaten von JK36-JK2-Dimeren und
JK36-Homodimeren waren insbesondere bei 15GS- und 25GS-Linker-Dimeren

etwas geringer.
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Abb. 4.10.: Titrationsreihe der Nanobody-Dimere NiS1 - NiS12 an CA46-Zellen zur Analyse der
Bindung. In (A) sind die 15GS-Dimere NiS1 - NiS4, in (B) die 25GS-Dimere NiS5 - NiS8 und in (C)
die 35GS-Dimere NiS9 - NiS12 dargestellt. In den Tabellen neben den Graphen sind die Kp-Werte
fur die Dimere angegeben, welche mit dem Rechner von ATT Bioquest ermittelt wurden. Die Werte
von NiS4 und NiS710 waren nicht bestimmbar (nb). CA46-Zellen zeichnen sich durch eine hohe
Expressionsrate von CD38 auf ihrer Zelloberflache aus. Alle Nanobody-Dimere wurden an einem
His-Myc-Tag gekoppelt produziert, welche als Detektionsstelle verwendet werden konnte. Pro Ansatz
wurden 1x105 Zellen verwendet. Die Antikdrper wurden in Konzentrationen von 1 yM in dezimalen
Schritten bis 1 pM in 100 pyl PBS + 0,2 % BSA zu den Zellen gegeben und mittels eines c-Myc-
Antikdrpers (APC) detektiert. Als Negativkontrolle wurde ein Nanobody mit dem Namen 271
verwendet, welcher P2X4 bindet. Die Werte wurden in zwei Ansatzen gemessen und gemittelt.
Typographische Darstellung der Epitope: Epitop e2, Epitop e3.

65




4.2.3. Kein Nachweis von Antikorpern gegen Nanobody-Dimere in

verwendetem humanen Serum

Vor dem Einsatz von den Nanobody-Dimeren in CDC-Assays stellte sich die Frage,
ob komplementabhangige Lyse durch Nanobody-Dimere und hcAbs durch die
Kreuzvernetzung von CD38-Molekllen moglich ware oder ob sich im eingesetzten
Serum praformierte, gegen die Dimere gerichtete, Antikdrper befanden, die ebenfalls
zu einer erhohten Zelllyse fihren kénnten. Das Serum besteht neben dem fir CDC-
Assays unerlasslichen Komplementsystem unter anderem aus Elektrolyten,
Metaboliten, Nahrstoffen und Antikorpern. Die Zusammensetzung der Antikdrper im
Serum kann sehr stark variieren. Dies hangt entscheidend davon ab, mit welcher Art
von Antigenen ein Individuum in seinem Leben bereits in Kontakt gekommen ist. So
bestand unter anderem die Moglichkeit, dass einer der Serumspender zirkulierende
Antikorper gegen einen Teil der Nanobody-Dimere, wie zum Beispiel die c-terminalen
Tags, besald.

Das in den Versuchen dieser Arbeit verwendete Serum wurde gewonnen, indem
gesunden Spendern Blut entnommen wurde, welches eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur gerinnen lassen wurde. Durch zehnminltige Zentrifugation bei
1600 rpm wurde das Serum von zellularen Bestandteilen des Blutes getrennt.
Anschlieliend wurde es abpipettiert und von jedem Spender einzeln getestet. Diese
Testung erfolgte, indem Daudi oder CA46-Zellen in CDC-Assays mit bekannter-
malen zytotoxischen Antikérperkombinationen und Serum inkubiert wurden, was
einen hohen Anteil an nekrotischen Zellen mit sich bringen sollte. Aulerdem wurde
getestet, ob sich durch die reine Inkubation des Serums mit den Zellen eine Zytolyse
ergab. Nach dieser Uberpriifung, wurde das Serum gepoolt und erneut auf dieses
Weise getestet.

Die Nanobody-Dimere bestanden aus zwei VnHs, die mit einem GS-Linker
verbunden und mit einem Polyhistidin- und einem Myc-Tag versehen waren. Sie
besallen keine Fc-Region. Um zu untersuchen, ob im verwendeten Serum Antikorper
gegen eine der genannten Strukturen existierten, wurden CD38-tranfizierte
HEK293-6E-Zellen mit Nanobody-Dimeren inkubiert. Uberschiissige Dimere wurden
durch Zentrifugation und Resuspension entfernt. Es folgten eine Inkubation mit
humanem Serum und eine erneute Waschung. Nach Zugabe eines an die Fc-Region

bindenden PE-gelabelten Antikérpers wurden die Zellen im Durchflusszytometer
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vermessen. Eine Inkubation von CD38-tranfizierten HEK293-6E-Zellen ohne
vorherige Inkubation mit NiS-Dimeren gab Aufschluss daruber, dass sich keine
gegen HEK-Zellen gerichteten Antikérper im Serum befanden oder HEK-Zellen
oberflachengebundenes Ig exprimierten, wie es bei Daudi und CA46-Zellen der Fall
ist. Auch bei Zellen mit vorheriger Inkubation mit VyH-Dimer liel3 sich nachweisen,
dass auf den Zellen keine Antikérper gebunden waren (Abb. 4.11.). Das bedeutet,
dass das verwendete Serum frei von Antikrpern gegen die Dimere oder ihre Tags
war. Als Positivkontrolle wurde Daratumumab verwendet und mit den HEK-Zellen
inkubiert. Allerdings wurden die Zellen nach der Inkubation mit Daratumumab nicht
mit Serum inkubiert, da dies einen teilweisen CDC-Effekt mit sich bringen wirde.
Durch die Behandlung der Zellen mit Daratumumab wiesen sie ein hohes Signal fur

gebundene Immunglobuline auf.

ohne Nb + Serum DARA NiS1 + Serum Overlay
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Abb. 4.11.: Keine gegen Nanobody-Dimere mit His-Myc-Tag gerichteten Antikdrper in
humanem Serum nachweisbar. Pro Ansatz wurden 1x10¢ CD38-transduzierte HEK293-6E-Zellen
verwendet. Diese wurden mit 100 nM Nanobody-Dimer fiir 30 min inkubiert. Es folgte eine zweifache
Waschung und Inkubation mit 15 % nativem, humanem Serum. Nach erneuter Zentrifugation wurde
das Serum entfernt und die Zellen in PBS + 0,2 % BSA resuspendiert. Die Zellen wurden gegen IgG
(PE) angefarbt und im Durchflusszytometer vermessen. Es wurden mehrere Ansatze mit VuH-
Monomeren sowie VyH-Dimeren Uberprift (Daten nicht gezeigt), wobei sich immer das gleiche Bild
wie bei NiS1 + Serum ergab, daher wurde nur dieser Ansatz exemplarisch dargestellt. Als
Negativkontrolle wurden Zellen nur mit Serum inkubiert, um ausschliefen zu kdénnen, dass sich
gegen HEK-Zellen gerichtete Antikérper im Serum befanden oder HEK-Zellen oberflachen-
gebundenes Immunglobulin exprimierten, was beides nicht der Fall war. Als Positivkontrolle wurden
Zellen mit 100 nM Daratumumab inkubiert, aber anschlieRend nicht mit Serum, da dies die
Auslésung von CDC zur Folge hatte, sondern nur mit einem anti-lgG-Fluoreszenzantikdrper. Im
Overlay wird deutlich, dass an zuvor mit Nanobody-Dimer inkubierten Zellen keine Antikdrper
banden. Daher konnte die Existenz von im Serum befindlichen Antikdrpern gegen einen Teil der
Nanobody-Dimere ausgeschlossen werden. Typographische Darstellung der Epitope: Epitop e2.
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4.2.4. Nanobody-Dimere in Kombination mit Daratumumab oder
hcAbs weisen hohe CDC-Effektivitat auf

Die ursprungliche Hypothese, dass eine CDC in einer Zelle durch Kreuzvernetzung
der CD38-Antikorper-Immunkomplexe ausgelost bzw. verstarkt werden kann, sollte
durch den Einsatz von Nanobody-Dimeren untersucht werden. Diese Nanobody-
Dimere zeichnen sich alle durch eine Bivalenz aus, also das Binden an zwei
Antigenen gleichzeitig. Einige von ihnen sind biparatopisch, das heif3t, sie kbnnen am
gleichen Molekul zwei unterschiedliche Epitope binden. Zu letzteren zahlen lediglich
die Heterodimere JK2-JK36- bzw. JK36-JK2-Dimere: NiS2, NiS3, NiS6, NiS7, NiS10
und NiS11. Nichtsdestotrotz sind alle Dimere in der Lage, unabhangig von
Daratumumab an CD38 zu binden, da dieser konventionelle Antikérper an Epitop e1
und die Dimere an die Epitope e2 und/oder Epitop e3 binden. Bei den bisher
dargestellten CDC-Assays war das Resultat, dass eine Zugabe von Daratumumab
und humanem Serum zu CA46-luc-Zellen eine Lyse von etwa 20 % der Zellen ergab.
Die Behandlung der gleichen Zellen mit einem hcAb anstatt Daratumumab flhrte
dabei zu keiner Lyse. Der Hintergrund toter Zellen lag bei etwa 10 %. Durch die
Koinkubation von Daratumumab und JK2 hcAb bzw. MU71105 hcAb wurde die Lyse
jedoch auf nahezu 100 % erhoht. Es bestand also die Moglichkeit, dass durch die
Bindung von mehr Antikérpern zusatzliche Fc-Regionen fir eine verstarkte
Aktivierung des Komplementsystems sorgten. Eine weitere Moglichkeit war, dass
durch die lokale Nahe der CD38-Molekule die Bindung des C1q an die Fc-Regionen
erleichtert wurde. Die Arme der unterschiedlichen Antikorper kdnnen je bis zu zwei
CD38-Molektle binden. So kdme es nicht wie bei einem einzelnen Antikérper nur zu
einer Verknupfung von je zwei CD38, sondern zu einer Verkettung von einer weitaus
groReren Anzahl der Ektoenzyme.

Um diese These zu Uberprifen, wurde ein CDC-Assay an CA46-Zellen durchgeflhrt.
Zu 1x105 Zellen wurden 50 nM Daratumumab und 50 nM Nanobody-Dimer gegeben
und sie anschlieBend mit 15 % nativen bzw. hitzeinaktiviertem humanem Serum fur 1
h bei 37 °C inkubiert. Die Nachweis nekrotischer Zellen erfolgte mittels Durchfluss-
zytometer mittels PI-Farbung.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse fiel auf, dass die Kombination aus Daratumumab
und Dimeren in allen Fallen ein sehr hohes Potential fir die Induktion einer CDC

aufwies (Abb. 4.12.A). In diesem Fall lag sie sogar Uber der erwiesenermafen
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effektiven Kombination aus JK2 hcAb und Daratumumab. Bezogen auf ihre
Linkerlange, liel3 sich bei den Dimeren ein Unterschied in der Fahigkeit, eine CDC
auszuldsen, erkennen. Die Unterschiede waren marginal, jedoch fiel auf, dass je
langer ein Linker war, desto geringer lag die Zytolyserate. So wiesen alle Ansatze der
CA46-Zellen in Gegenwart der 15GS-Dimere eine hohere Lyse auf als die der
korrespondierenden 25GS- bzw. 35GS-Dimere. Weiterhin war erkennbar, dass
verglichen innerhalb der Linkerlangen NiS1, NiS5 und NiS9 (JK2-Homodimere) am
wenigsten und NiS4, NiS8 und NiS12 (JK36-Homodimere) am meisten Zytolyse in
den Zellen erzeugten.

Zuvor wurde dieser Versuch mit ahnlichem Ergebnis an Daudi-luc-Zellen durch-
gefuhrt (Daten nicht abgebildet).

Nachdem beobachtet werden konnte, dass die NiS-Nanobody-Dimere die Fahigkeit
besallen den CDC-Effekt von Daratumumab mafgeblich zu verstarken, wurde
untersucht wie sich die Dimere in Kombination mit Schwere-Ketten-Antikdrpern
verhielten. Dazu wurden die zwei hcAbs gewahlt, die die gleichen Nanobodies
enthielten wie die produzierten Dimere und welche an verschiedene Epitope binden:
JK2 hcAb bindet an Epitop €2 und JK36 hcAb bindet an Epitop e3. Die CDC-Assays
wurden genau wie im oben beschriebenen Versuch in Kombination mit den Dimeren
durchgefuhrt.

Der erste Schwere-Ketten-Antikdrper, dessen Fahigkeit in Kombination mit den NiS
VuH-Dimeren CDC zu induzieren untersucht wurde, war JK2 hcAb (Abb. 4.12.B) Bei
der Koinkubation von Dimer und hcAb zeichnete sich ab, dass sowohl JK2-
Homodimere als auch JK2-JK36-Heterodimere die CDC-Effektivitat nicht zu steigern
vermochten. Allerdings konnten die Heterodimere mit JK36 an erster Stelle, NiS3,
NiS7 und NiS11, eine Lyse von 30 bis 40 % in CA46-Zellen bewirken. Dabei war die
Rolle der unterschiedlichen GS-Linkerlangen bemerkenswert. Die Zytotoxizitat nahm
mit der Lange des Linkers kontinuierlich ab. Dies bekraftigt die Annahme, dass es
von Vorteil zu sein scheint, eine enge Verknipfung zwischen den CD38-Molekilen
und somit zwischen den Fc-Regionen der an sie gebundenen Antikdrper zu schaffen,
um eine komplementabhangige Lyse in den Targetzellen auszuldsen.

Der gleiche Abfall in der Zelllyse bei zunehmender Linkerlange wurde auch bei den
JK36-Homodimeren deutlich. Diese Dimere waren die Einzigen, die nicht um Epitop

e2 mit JK2 hcAb konkurrieren, was ihnen die Bildung von Kreuzvernetzungen
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ermdglichte und wodurch sie gemeinsam mit JK2 hcAb ahnlich zytotoxisch wirkten,
wie jenes in Kombination mit Daratumumab.

Als zweiter Schwere-Ketten-Antikorper wurde JK36 hcAb mit allen CD38-
spezifischen Nanobody-Dimeren an CA46-Zellen getestet (Abb. 4.12.C.). Wieder
wurden 50 nM Antikdrper und 50 nM Dimer mit 1x105 Zellen und 15 % humanem
Serum koinkubiert. Es ergab sich ein ahnliches Bild wie schon in Abb. 4.12.B,
allerdings vice versa. Nur drei der Dimere steigerten die Effektivitat von JK36 hcAb,
wobei es sich um NiS1, NiS5 und NiS9 handelte. Diese JK2-Homodimere binden

unabhangig von JK36 an Epitop €2 und konnen somit die Kreuzvernetzungen

erzeugen, die, wie bei der Kombination von JK2 hcAb und distinkt bindenden JK36-
Dimeren beobachtet wurde, zu einer verstarkten komplementabhangigen Zyto-
toxizitat fuhrten. Im Unterschied zu den anderen Versuchen liel3 sich hier nicht
erkennen, dass die Linkerlange einen Einfluss auf die Effektivitat zu haben schien,
denn die Lyse von NiS1 und NiS9 war auf gleichem Niveau bei 89 %. Der Anteil

nekrotischer Zellen bei NiS5 + JK36 hcAb lag mit 85 % nur minimal darunter.
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Abb. 4.12.: CDC-Effekt aller Nanobody-Dimere in Kombination mit DARA (A), mit JK2 hcAb (B)
und JK36 hcAb (C). In (D) ist eine Legende der verwendeten Nanobodies abgebildet. Es lieR sich
beobachten, dass alle Dimere in Kombination mit Daratumumab eine potente CDC induzieren
konnten (A). NiS4, NiS8 und NiS12 (JK36-Homodimere) konnten die CDC-Effektivitat von JK2 hcAb
soweit steigern, wie Daratumumab und JK2 hcAb in Kombination (B). NiS1, NiS5 und NiS9 als JK2-
Homodimere waren in der Lage, die CDC-Effektivitat von JK36 hcAb maRgeblich zu erhdhen.
Unabhangig von der Linkerlange fuhrte die Koinkubation zu einer Zytolyse von beinahe 90 % (C).
1x105 CA46-Zellen wurden mit 50 nM JK2 hcAb + 50 nM NiS-Nanobody-Dimer und 15 % humanem
Serum, aktiviert oder inaktiviert, fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach zweifacher Waschung wurden die
Zellen resuspendiert und Pl als Live/Dead-Staining im Verhaltnis 1:500 hinzugegeben. Die Proben
wurden im Durchflusszytometer analysiert. Der Versuch wurde in dreifachen Ansatzen durchgefihrt.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Typographische Darstellung der Epitope:
Epitop e1, Epitop €2, Epitop e3.
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4.2.5. Nanobody-Dimere in Kombination mit hcAbs unterschiedlicher
Spezifitat induzieren potente CDC bei nicht-liberlappenden

Epitopen

In den vorangegangenen CDC-Assays zeichnete sich ab, dass die CD38-
spezifischen Nanobody-Dimere als potente Verstarker des CDC-Effekts von
Daratumumab sowie in gewissen Kombinationen mit den verschiedenen Schwere-
Ketten-Antikérpern fungieren konnten. Auffallig bezogen auf den Grofteil der
Ansatze, waren die Unterschiede in der Verstarkung der Zytotoxizitat von Dimeren
mit gleichen VuHs, aber verschiedener Linkerlangen. Obwohl die Abweichungen
meist nur marginal waren, kristallisierte sich im Grof3en und Ganzen heraus, dass je
langer ein GS-Linker war, desto ineffizienter war die Aktivierung des Komplement-
systems und die mit ihr einhergehende Lyse. Aus diesem Grund wurden fur die
folgenden Versuche lediglich NiS1, NiS2, NiS3 und NiS4 mit einem 15GS-Linker
verwendet.

Es war entscheidend, welche Dimere in Kombination mit welchen Antikdrpern
eingesetzt wurden. Hierbei gab es erhebliche Unterschiede, falls Dimer und hcAb
eine Spezifitat flir das gleiche Epitop aufwiesen. Beobachten konnte man, dass bei
der Kombination von Homodimer und hcAb gleicher Spezifitat eine Lyse vollstandig
ausblieb. Auch bei der Kombination aus Heterodimer und hcAb, wo die Spezifitat
eines VhHs des Dimers mit der Spezifitdt des Schwere-Ketten-Antikdrpers
Ubereinstimmt, wurde bis auf die Ausnahmen von JK2 hcAb plus die JK36-JK2-
Heterodimere NiS3, NiS7 und NiS11 keine CDC ausgelost. Die einzig wirksamen
Varianten waren die Koinkubationen von einem Dimer und hcAb, deren Spezifitaten
sich ganzlich unterschieden, wie zum Beispiel bei JK36 hcAb mit NiS1. Dadurch
konnte der Dimer scheinbar als Linker zwischen den CD38-Immunkomplexen
agieren.

Um zusatzlichen Aufschluss Uber die Funktion der Nanobody-Dimere als Verstarker
von komplementabhangiger Zytolyse zu erlangen, wurden daher weitere Versuche
mit Schwere-Ketten-Antikdrpern durchgefihrt. Es wurden 1x105 CA46-Zellen fur eine
Stunde bei 37 °C mit 50 nM hcAb und 50 nM VuxH-Dimer und 15 % humanem,
nativen Serum inkubiert. Auf die Kontrollen mit hitzeinaktiviertem Serum wurde
hierbei verzichtet. Da sich bei den vorherigen CDC-Assays herausstellte, dass sich

eine kurze Linkerlange vorteilhaft auf den CDC-Effekt auswirkt, wurden nur die
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15GS-Dimere verwendet. Sie wurden mit 22 verschiedenen CD38-spezifischen
hcAbs inkubiert, von denen 11 an Epitop e1 binden, 3 an Epitop €2 und 8 an Epitop
es.

Die Effektivitat der drei Epitop-e2-hcAbs MU523 hcAb, MU1067 hcAb und JK2 hcAb
wurde ausschlieB3lich durch NiS4 verstarkt (Abb. 4.13.A). Wie in 4.2.4. beschrieben,
kénnen sich durch NiS4, das als JK36-Homodimer exklusiv an Epitop e3 bindet,
Kreuzvernetzungen zwischen CD38-Molekulen bilden. Die maximal ausgeldste Lyse
von 87 % wurde im Ansatz der Kombination NiS4 mit MU1067 erreicht. Damit war sie
so hoch wie die Lyse der meisten Epitop-e1-bindenden Schwere-Ketten-Antikérpers
mit NiS4 (Abb. 4.13.C). Durch die Koinkubation mit NiS1, NiS2 und NiS3 und den
Epitop €2 hcAbs ergab sich keine Zytolyse.

In Abb. 4.13.B ist die Lyse der 8 hcAbs, welche an Epitop e3 binden, aufgefihrt. Die
Koinkubation von NiS1 - NiS4 mit ihnen liel3 ein ahnliches Bild erkennen wie in Abb.
4.12.C bei der Kombination von JK36 hcAb den 15GS-Dimeren. Eine Zytolyse wurde
nicht ausgeldst bei der Kombination von Antikorpern mit NiS2, NiS3 oder NiS4.
Jedoch wurden Lyseraten von 75 % bis 91 % bei den Kombinationen NiS1, welches
als JK2-Homodimer unabhangig an Epitop e2 bindet, mit WF9 hcAb, WF100 hcAb,
WF121 hcAb, JK19 hcAb und JK36 hcAb erreicht. Demgegenuber wiesen drei der
Antikorper, WF14 hcAb, WF42 hcAb und WF124 hcAb, eine deutlich niedrigere
Potenz in der CDC-Induktion als der Rest auf. Trotzdem ging aus allen Ansatzen eine
ganz klare Tendenz dahingehend hervor, dass NiS1 ihre Zytotoxizitat steigerte und
sich durch die Koinkubation von NiS2 - NiS4 nichts veranderte.

In Abb. 4.13.C sind die Lyseraten von den Kombinationen aus Dimeren mit Schwere-
Ketten-Antikorpern, die an Epitop e1 binden, dargestellt. Es stellte sich heraus, dass
sie in Kombination mit den Heterodimeren NiS2 und NiS3 mit der einzigen
Ausnahme von MU1068 hcAb + NiS3 eine Zytolyse von Uber 80 % in den Zielzellen
hervorriefen. Ansatze mit NiS1 waren aul3er bei JK22 hcAb durch die geringste Lyse
gekennzeichnet. In den Fallen von MU415 hcAb, MU738 hcAb, MU1053 hcAb und
MU1068 hcAb betrug der Anteil der nekrotischen Zellen zwischen 10 und 15 %
weniger als der des nachstbesseren Dimers. Die Raten von NiS4 lagen bei allen
Antikérpern mit 74 bis 90 % Lyse auf hohem Niveau mit der Ausnahme bei WF211
hcAb mit etwa 55 % Zelllyse.
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Abb. 4.13.: CDC-Effekt von Nanobody-Dimeren in Kombination mit Epitop e2 hcAbs (A), mit
Epitop e3 hcAbs (B) und Epitop e1 hcAbs (C). In (D) ist eine Legende der verwendeten
Nanobodies abgebildet. Alle Dimere flihren zu ausgepragtem CDC-Effekt von Epitop-e1-bindenden
hcAbs. NiS4 verstarkt Epitop e2 hcAbs und NiS1 verstarkt Epitop e3 hcAbs. Pro Ansatz wurden
1x105% CA46-Zellen verwendet. Diese wurden bei 37 °C fir 1 h mit 50 nM Antikérper + 50 nM NiS-
Dimer und 15 % humanen Serum inkubiert. Die Proben wurden zweimal gewaschen und mit Pl in
Verhéltnis 1:500 in 150 upl PBS + 0,2 % BSA resuspendiert. Die Analyse erfolgte im
Durchflusszytometer. Als Kontrolle wurden 100 nM L-15 hcAb eingesetzt und als weitere Kontrollen
100 nM Daratumumab und 50 nM + 50 nM Daratumumab + JK2 hcAb. Der Versuch wurde in
Dreifachansatzen durchgefiihrt, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung angeben.

Typographische Darstellung der Epitope: Epitop e1, Epitop €2, Epitop e3.
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5. Diskussion

5.1. Uberblick der Ergebnisse

Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurden CD38-spezifische Schwere-Ketten-Antikorper
und Nanobody-Dimere in Hinblick auf ihr therapeutisches Potential an CD38-
positiven Tumorzellen untersucht. Hierfir wurden malgeblich zwei Bereiche
betrachtet: CDC und Tumor-Xenograft-Modell. Es konnte gezeigt werden, dass in
vivo hcAbs allein oder in vitro in Kombination mit Daratumumab oder mit Nanobody-
Dimeren eine effektive Zytotoxizitat gegentber CD38-positiven Zellen vermitteln.
Bezuglich der CDC wurde beobachtet, dass einzelne hcAbs keine Effektive Zytolyse
an CA46-luc-Zellen hervorrufen konnten. Allerdings stellte sich heraus, dass die
Kombination von zwei hcAbs oder Daratumumab mit einem hcAb eine nahezu
vollstandige Zelllyse erzeugten, wenn die verwendeten AntikOrper an verschiedenen
Epitopen banden. Zur weiteren Untersuchung dieses Ergebnisses wurden
Nanobody-Dimere, welche zum Teil ausschliellich an Epitop €2, Epitop e3 oder an
beide gleichzeitig binden konnten, mit hcAbs unterschiedlicher Spezifitat kombiniert.
Dabei zeigte sich, dass Dimere mit reiner Epitop-e2-Spezifitat in Kombination mit
einem hcAb mit Epitop-e1- oder Epitop-e3-Spezifitat ebenfalls eine vollstandige
Zelllyse in CA46-Zellen auslosten. Aquivalent dazu verhielt es sich bei der
Kombination aus einem reinen Epitop-e3-Dimer mit einem Epitop-e1- oder Epitop-
e2-hcAb. Im Folgenden werden die Epitope in Klammern hinter den Antikorpern
angegeben.

In den In-vivo-Versuchen dieser Arbeit wurden Mause mit CA46-luc-Zellen injiziert,
woraufhin die sich entwickelnden Tumoren mit verschiedenen hcAbs und
Daratumumab einzeln oder in Kombination therapiert wurden. Dabei zeigte sich,
dass Mause mit einer Monotherapie bereits ein etwa doppelt so langes Uberleben
ein deutlich vermindertes Tumorwachstum aufwiesen als Mause der Kontrollgruppe.
Weiterhin konnte demonstriert werden, dass Kombinationen aus den hcAbs mit

Daratumumab noch darliber hinaus ein verlangertes Uberleben boten.
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5.2. CDC-Aktivierung

CDC-Assays sind einer der Pfeiler fur die praklinische Evaluation von monoklonalen
Antikdrpern. Die Umsetzung in vitro und auch ihre Auswertung sind simpel und
kostengunstig. Auch in vivo gibt es zahlreiche Untersuchungen, die zeigen, welche
essentielle Rolle ein funktionierendes Komplementsystems in der Tumorzelllyse
einnimmt. Fur die Wichtigkeit des CDC-Effekts sprechen Experimente mit dem
CD20-spezifischen Antikdrper Rituximab, wobei C1q KO Mausen Lymphomzellen
injiziert und mit Rituximab behandelt wurden. Jene Mause verstarben so schnell wie
Mause ohne Antikoérperbehandlung, Wildtyp Mause hingegen prasentierten voll-
standige Remission (Di Gaetano et al., 2003). Dartber hinaus wurde beobachtet,
dass Prognose und Progression von kolorektalen Karzinomen negativ mit deren
Expression von CD59, einem Inhibitor des Membranangriffskomplexes, einhergingen
(Watson et al., 2005).

Die untersuchten CD38-spezifischen Schwere-Ketten-Antikdrper allein wiesen nach
der Inkubation mit CA46-luc-Zellen keine Tumorlyse auf. Allerdings war auch
Daratumumab (e1) mit einer Lyse von 20 % kein potenter Induktor einer CDC.
Kombiniert mit Daratumumab (e1) konnten hingegen JK2 hcAb (e2) und MU1105
hcAb (e3) eine vollstandige Tumorlyse induzieren. Diese Antikorper binden beide
eigenstandige Epitope von Daratumumab (e1) und kdonnen so gleichzeitig mit dem
konventionellen Antikorper an CD38 binden. Dieser Effekt konnte bereits in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beobachtet werden (Schitze et al., 2018). CD38 ist
nicht das einzige Antigen bei dem zwei Antikorper, die an nicht-Uberlappende Epitope
binden, den CDC-Effekt an betroffenen Zellen maRgeblich verstarken. Ahnliche
Ergebnisse konnten bei verschiedenen, distinkt bindenden CD5-spezifischen
Antikdrpern an CLL-Zellen festgestellt werden (Klitgaard et al., 2013).

Als Grund fir die Potenzierung der komplementabhangigen Zytotoxizitat wird unter
anderem eine hdhere Dichte von Immunkomplexen auf der Zelloberflache und nicht
nur eine erhdhte absolute Anzahl an Fc-Regionen der gebunden Antikorper
angenommen. Zwar stehen durch Inkubation von Zellen mit zwei eigenstandig
bindenden Antikérpern theoretisch doppelt so viele Fc-Regionen flr eine Bindung
des C1-Komplexes zur Verfigung, allerdings scheinen aber nicht diese zusatzlichen

auf der Zelloberflache befindlichen Fc-Regionen fir die verbesserte Aktivierung des
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Komplements verantwortlich zu sein, sondern etwas anderes, wie in den CDC-
Assays mit den Nanobody-Dimeren bewiesen wurde.

C1q besteht aus 3 Untereinheiten zu je 6 Ketten, die der Komplementkomponente
eine maximale Breite von 40 nm verleihen. Die Untereinheiten haben die Form eines
,Y‘s und besitzen an beiden Armen einen endstandigen, kugelformigen Kopf,
welcher an ein Motiv der CH2-Domane einer Fc-Region binden kann. Die Entfernung
dieser Motive unterschiedlicher Fc-Regionen darf zwischen 10 und 40 nm betragen,
um von einem C1q gebunden zu werden (Dobrovolskaia and McNeil, 2013). C1q
bindet einzelne Fc-Fragmente nur mit einer niedrigen Affinitdt von 100 uM und wird
idealerweise durch Hexamerisierung von Fc-Regionen gebunden, was die Affinitat
auf 10 nM erhoht (Duncan and Winter, 1988, Diebolder et al., 2014). Wenn zwei
Antikérper, die nicht-Uberlappende Epitope an CD38 erkennen, mit einem Arm an
dasselbe CD38-Molekul binden, besteht die Mdglichkeit, dass der jeweils zweite Arm
der Immunglobuline an ein anderes CD38-Molekul bindet. Die entstehenden
Verkettungen von CD38-Immunkomplexen durch die Kreuzvernetzung flhren zu
einer groleren Proximitat von Fc-Regionen. Um zu eruieren, ob in einem solchen
Szenario die Kreuzvernetzungen oder nur die zusatzlichen Fc-Regionen auf der
Zelloberflache eine Rolle in der CDC spielen, wurden in dieser Arbeit CD38-
spezifische Nanobody-Dimere, die eben keine Fc-Regionen besitzen, kloniert und
produziert. Durch die Kombination dieser Konstrukte mit Daratumumab (e1) oder
Schwere-Ketten-Antikorpern, die nicht-Uberlappend an CD38 banden, konnte gezeigt
werden, dass die Kreuzvernetzung der CD38-Immunkomplexe entscheidend flr die
Aktivierung der Komplementkaskade war.

Die GrofRe eines Nanobodies wurde anhand seiner Kristallstruktur mit 2,5 nm im
Durchmesser und 4 nm in der Hohe berechnet (Revets et al., 2005). Die maximale
Lange eines 15GS-Linkers wurde mit 5,7 nm berechnet, woraus sich errechnete
Langen von 9,5 nm fur einen 25GS-Linker und 13,3 nm fur einen 35GS-Linker
ergeben (Chen et al., 2013). Daraus wiederum ergeben sich Langen der 15GS-
Dimere von 13,7 nm, der 256GS-Dimere von 17,5 nm und der 35GS-Dimere von 21,3
nm. Somit waren rein rechnerisch alle Dimere in der Lage, CD38-Antikdrper-
Konjugate auf einem so engen Raum kreuzzuvernetzen, dass mindestes zwei Fc-
Regionen der gebundenen Antikérper dicht genug beisammen sind, um C1q zu
binden und somit mit dem C1-Komplex den klassischen Weg des Komplement-

systems zu aktivieren. In Abb. 4.12. wird deutlich, dass kurzere Linkerlangen der
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Dimere von 15GS zu einer geringflgig hoheren Zelllyse fuhren, als Dimere gleicher
Spezifitat mit 25GS- oder 35GS-Linkern. Dies erhartet weiterhin die Vermutung, dass
eine grollere Nahe der Immunkomplexe bedeutend fir die Aktvierung von
Komplement sind.

Entscheidend war welche Dimere in Kombination mit welchen Antikdrpern eingesetzt
wurden. Hierbei gab es erhebliche Unterschiede, falls Dimer und hcAb eine Spezifitat
fur das gleiche Epitop aufwiesen. Die Annahme war, dass bei der Kombination von
Homodimer und hcAb gleicher Spezifitat eine Kreuzvernetzung unmdglich war, da sie
gegenseitig ihre Epitope blockierten (Abb. 5.1.). Auch bei der Kombination aus
Heterodimer und hcAb gab es demnach eine Blockade, wenn die Spezifitat eines
VHHs des Dimers mit der Spezifitat des Schwere-Ketten-Antikdrpers Ubereinstimmte.
So bestlinde zwar die Moglichkeit der Kreuzvernetzung von CD38-Molektlen auf der
Zelloberflache, allerdings nicht von CD38-Immunkomplexen mit Fc-Regionen, da
Epitope von Dimeren fur Schwere-Ketten-Antikorper geblockt waren (Abb. 5.2.). Die
einzig effektive Variante war die Koinkubation von einem Dimer und Antikorper, deren
Spezifitaten sich ganzlich unterschieden, wie zum Beispiel bei JK36 hcAb (e3) mit
NiS1 (e2-e2). Bei dieser Kombination kommt es durch die Bindung des hcAbs an
CD38 zur Ausbildung von Immunkomplexen. Diese CD38-Immunkomplexe werden
dann durch die Bindung des Dimers an ein anderes Epitop desselben CD38-
Moleklls quervernetzt. Somit entstehen letztendlich Cluster aus vielen Dimeren,
Antikorpern und CD38-Molekulen, die jeweils an zwei Stellen miteinander verbunden
sind (Abb. 5.3.). Mit den beobachteten Ergebnissen ist es vereinbar zu sagen, dass
diese Kreuzvernetzungen fur eine beobachtete Zelllyse in den CA46-Zellen

verantwortlich waren.
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Abb. 5.1.: Schematische Abbildung der Koinkubation von NiS1 (e2-e2) und JK2 hcAb (e2). Bei
einer Koinkubation von einem NiS1-Dimer und JK2 hcAb besitzen beide Antikérper die gleiche
Spezifitdt und kénnen jeweils nur ein Epitop an einem CD38-Molekiil besetzen. Es besteht zwar die
Moglichkeit fir hcAb und Dimer jeweils zwei CD38-Molekiile gleichzeitig zu binden, jedoch ist die
Entstehung von Kreuzvernetzungen unméglich. Typographische Darstellung der Epitope: Epitop e2.

Abb. 5.2.: Schematische Abbildung der Koinkubation von NiS2 (e2-e3) und JK2 hcAb (e2).
Durch eine Koinkubation von NiS2 und JK2 hcAb koénnen CD38-Molekile aufgrund der
bispezifischen NiS2-Dimere kreuzvernetzt werden. Die Moglichkeit einer langen Verkettung von
CD38-Molekilen besteht. Jedoch kdénnen an von Dimeren gebundene CD38-Molekile keine JK2
hcAbs mehr binden, da durch die Dimere bereits das Epitop e2 besetzt wurde. Die einzige
Méglichkeit an eine solche Kreuzvernetzung zu binden, besteht am Ende bzw. am Anfang einer
solchen Verkettung. Somit kdnnen bei dieser Form von Koinkubation keine vernetzten CD38-
Immunkomplexe mit Fc-Teilen gebildet werden. Weiterhin kénnen JK2 hcAbs, wie bei einer
Inkubation mit nur diesen Antikérper, zwei CD38-Molekiile gleichzeitig binden, ohne dass weitere
NiS2-Dimere involviert sind. Typographische Darstellung der Epitope: Epitop €2, Epitop e3.
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Abb. 5.3.: Schematische Abbildung der Koinkubation von NiS1 (e2-e2) und JK36 hcAb (e3).
Die Koinkubation von CA46-Zellen mit NiS1 und JK36 hcAb hat im CDC-Assay eine vollstandige
Zytolyse hervorgebracht. Der Mechanismus der Kreuzvernetzungen ist hier schematisch dargestellt.
CD38-Molekile konnen jeweils von JK36 hcAb an Epitop e3 und NiS1-Dimer an Epitop e2
gleichzeitig gebunden werden und somit entstehen nicht nur Kreuzvernetzungen von CD38-
Molekilen sondern CD38-Immunkomplexen. Durch die enge Verknupfung durch die NiS1-Dimere
kénnen die Fc-Regionen der Schwere-Ketten-Antikdrper dichter zusammenriicken, um somit
suffizient C1g zu binden und den C1-Komplex zu aktivieren. Es besteht natirlich immer die
Maoglichkeit, dass zwei CD38-Molekiile nur von einem NiS1-Dimer oder einem JK36 hcAb gebunden
werden, jedoch ware danach immer noch das jeweils andere Epitop frei zuganglich fir den anderen
Antikorper. Typographische Darstellung der Epitope: Epitop €2, Epitop e3.

80



5.3. In-vivo-Effektivitat

Maus-Tumor-Xenograft-Modelle, wie sie in dieser Arbeit durchgefuhrt wurden, sind
eine Moglichkeit Tumorwachstum und Uberleben in vivo zu untersuchen. Dazu
werden Mause mit einem schweren Immundefekt eingesetzt, die dadurch keine
Abstollungsreaktion des Transplantats erfahren. Durch die Verwendung von
Luciferase-exprimierenden Tumorzellen wurde die Dokumentation des Tumor-
wachstums an den lebendigen Tieren zu jedem Zeitpunkt des Versuchs moglich
(Christoph et al., 2013).

In dieser Arbeit wurden 10 Behandlungsgruppen mit Daratumumab, Daratumumab
und hcAb, nur hcAb oder hcAb mit Fc-Mutationen beobachtet. Zwei Werte waren
dabei am Ende mafRgeblich von Bedeutung. Einerseits die Dauer des Uberlebens,
andererseits das emittierte Biolumineszenzsignal, welches mit dem Tumorwachstum
korrelierte. Betrachtete man letzteres in den Gruppen, die lediglich mit einem hcAb
behandelt wurden, so schnitten alle drei hcAbs, WF211 hcab (e1), JK2 hcAb (e2) und
MU1105 hcAb (e3), mit einem niedrigeren Biolumineszenzsignal also besser ab als
Daratumumab (e1) (Abb. 4.4.A). In den Gruppen, in denen eine Kombinations-
behandlung aus Daratumumab und hcAb durchgeflhrt wurde, stellte sich die
Kombination aus Daratumumab (e1) und WF211 hcAb (e1) als effektivste dar (Abb.
4.4.B). Verglich man die Biolumineszenz mit den Daten des durchschnittlichen
Uberlebens (Abb. 4.5.), kam man zu dem Schluss, dass in diesen Fallen die beiden
Werte nicht genau korrelierten. Das Biolumineszenzsignal wurde nur bis
einschlieBlich Tag 49 post injectionem gemessen und ebenso wurde die Therapie ab
diesem Tag eingestellt. Eine Erklarung fur diese Diskrepanz ist, dass die Tumorgrolie
in den besagten Gruppen bis zu diesem Zeitpunkt kleiner war und nach
Therapieende ein erneutes verstarktes Wachstum stattgefunden hat oder aber, dass
nicht die gesamte TumorgrélRe, sondern das Auftreten von Tumoren an fir die
Antikérper unzugénglichen Stellen die wichtigere Einflussgroe der Uberlebenszeit
darstellt. Um dies zu prufen, ware ein weiteres Maus-Xenograft-Modell notwendig,
bei dem Imaging und Treatment bis zum Tod der Mause fortgeflhrt werden.

Die Tumorverteilung konnte in allen Gruppen, die mit nativem hcAb, Daratumumab
oder beidem behandelt wurden, gleich beschrieben werden. Tumoren in Geweben,
die einfach zuganglich fir die applizierten Antikbrper waren, waren stark reduziert

und in Ex-vivo-Analysen nur in Kopf, Gehirn und nur teilweise in peripheren
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Lymphknoten nachweisbar (Abb. 4.7.B). Im Gegensatz dazu prasentierten sich die
Mause in den Gruppen der Fc-Mutationsvarianten von WF211 (e1) und in der
Kontrollgruppe mit Tumoren in leicht zuganglichen Organen wie der Milz oder den
Nieren (Abb. 4.7.A). Dies konnte dafur sprechen, dass in den Mausen der hcAb- und
Daratumumab-Gruppen zirkulierende Tumorzellen besser abgetdtet wurden und nur
dort anwachsen konnten, wo die Antikorper sie nicht erreichten. Denn in den
besagten abdominalen Organen lielen sich bei Mausen, die mit Antikbrpern mit
nativem Fc-Teil behandelt wurden, keine Tumoren nachweisen.

Weiterhin wurde ersichtlich, dass wahrend der Behandlung mit beiden Fc-
Mutationsvarianten von WF211 ein deutlich starkeres Tumorwachstum auftrat und die
therapierten Mause eher verstarben als bei der nativen Fc-Variante von WF211
(Abb. 4.4.A, Abb. 4.5.A). Bei WF211 -/- war dies zu erwarten, da auch in In-vitro-
Vorversuchen keine merkliche Aktivierung von Komplementsystem oder NK-Zellen zu
Tage traten (Abb. 4.1., Abb. 4.2.B). Im Gegensatz dazu war WF211 +/+ allein in der
Lage, ein vollstandige Lyse in CDC-Versuchen und eine NK-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat in ADCC-Assays hervorzurufen. Nichtsdestotrotz verhielten sich die
beiden Behandlungsgruppen in vivo ahnlich bezogen auf Tumorgrof3e und -verteilung
sowie das durchschnittliche Uberleben. Méglicherweise konnte die mutierte CH2-
Doméne der ,verbesserten® WF211 Variante nicht die Effektormechanismen der
Maus adaquat aktivieren. Eine weitere Erklarung ware, dass sich Ldslichkeits-
eigenschaften des Antikdrpers durch die Mutationen veranderten und somit nicht den
gewiinschten Effekt erzielten. Die Uberprifung warum eine mutierte Fc-Region in In-
vitro-Experimenten einen anderen Effekt zeigt als in vivo kdnnte ebenfalls Bestandteil
zukunftiger Arbeiten sein.

In den In-vivo-Experimenten konnten somit einige Beobachtungen gemacht werden,
die teils mit unserem bisherigen Wissenstand plausibel erklarbar sind, aber mit der
Diskrepanz zwischen gemessener Tumorgréfe und Uberleben der Mause, der Dauer
der Behandlung und der Ineffektivitat der Fc-Mutationsvarianten bestehen in Zukunft
noch offene Fragen. Weitere Mausversuche mit weniger Gruppen und einem
gezielten Fokus auf jene Fragestellungen waren ethisch vertretbare Optionen, um ein

passendes Modell bezuglich der Therapie zu etablieren.
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5.4. Ausblick fiir Schwere-Ketten-Antikorper und Nanobodies in

der Therapie von Tumoren

Schwere-Ketten-Antikorper sind eine relativ neue Sparte der Immunotherapie und
daher im klinischen Setting bei Weitem nicht so gut erforscht wie konventionelle
Antikorper bezuglich ihrer Wirkung und Immunogenitat.

In den 1980er Jahren wurde in einer Studie herausgefunden, dass als Antwort auf
die Behandlung mit vollstandig murinen Antikdrpern von den Probanden humane
anti-Maus-Antikorper (HAMAs) gebildet wurden. Anders als erwartet, konnte keine
klinische Toxizitat von dieser Immunreaktion ausgehend beobachtet werde, sowie
keine Abnahme der Effektivitadt der murinen Antikdrper (Schroff et al., 1985). In den
einigen darauffolgenden Untersuchungen lieR sich sogar ein verlangertes Uberleben
durch eine erhéhte Immunogenitat von Antikoérpern feststellen, besonders wenn von
Probanden anti-Idiotyp-Antikdrper gebildet wurden. Darunter versteht man Anti-
korper, welche an Teile der variablen Domane eines anderen Antikdrpers binden
(Mirick et al., 2004).

Der erste jemals von der FDA im Februar 2019 und von der EMA im August 2018
zugelassene bivalente Nanobody, Caplacizumab, richtet sich gegen die A1 Doméne
des von-Willebrand-Faktors und wird bei der thrombotisch-thrombozytopenischen
Purpura (TTP) eingesetzt (Scully et al., 2019). Bereits in der praklinischen
Zulassungsphase konnte ihm eine gute Vertraglichkeit und geringe Immnogenitat
bescheinigt werden (Bartunek et al., 2008, Peyvandi et al., 2016). In einer Studie mit
145 Patienten erwies sich die Behandlung mit Caplacizumab als sehr effektiv und
zeigte eine geringe Nebenwirkungsrate. Bei 3 % der Patienten lieRen sich Anti-
Idiotyp-Antikdrper nachgewiesen werden, eine Anderung der Effektivitadt des
Nanobodies gab es dadurch nicht (Scully et al., 2019).

Bezlglich der Immunogenitat von Antikorper-Tags gab es keine Hinweise, dass
Mause in Versuchen, bei denen Polyhistidin-getaggte Antikdrper zum Einsatz kamen,
eine gegen die Tags gerichtete Immunreaktion ablief (Watson et al., 2011). So waren
auch in jenen in den Experimenten dieser Arbeit eingesetzten humanen Seren keine
Antikérper gegen Hexahistidin- oder Myc-Tags nachweisbar (Abb. 4.11.), was
allerdings nicht zwangslaufig bedeutet, dass nicht die Moglichkeit einer sich gegen

jene Tags gerichtete Immunantwort besteht.
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Bevor die Antikorper, die in dieser Arbeit verwendet wurden, allerdings in der
Tumortherapie am Menschen zum Einsatz kommen konnen, bedarf es noch weiterer
praklinischer Evaluation. Die hier eingesetzten Zelllinien waren Burkitt-Lymphom-
Zellen, die CD38 uberexprimierten. Diese sind einfach in der Handhabung und finden
in vielen Laboren Anwendung. Jedoch sollte als nachster Schritt die Uberpriifung der
erzielten Ergebnisse an verschieden Myelomzelllinien folgen, da sie schlussendlich
das in der Therapie angepeilte Target darstellen. Uberdies wurde die Anti-
korperwirkung bisher nur in ADCC- und CDC-Assays getestet. Ein weiterer Aspekt,
um eine Ubersicht zu bekommen, wie gut die Antikbrper sich in vitro gegen CD38+-
Tumoren behaupten, ist die ADCP, die methodisch eine groRere Herausforderung
darstellt als die beiden anderen Prinzipien.

Sollten die Antikdrper auch dort zufriedenstellende Ergebnisse erzielen, wirde im
Anschluss die Ubertragung auf menschliches Material in Form von einer ex vivo
Antikorpertestung an primaren Knochenmarkszellen von Patienten erfolgen, die an
einem Multiplen Myelom erkrankt sind. Durch diese Testung kénnen ebenfalls weitere
Erkenntnisse Uber die Vertraglichkeit der Antikorpertherapie bezuglich anderer
Blutzellen, die CD38 auf ihrer Zelloberflache exprimieren, gewonnen werden. Erst
danach konnte eine klinische Studie in vivo am Menschen in Betracht gezogen
werden.

Abschlie®end lasst sich sagen, dass noch weitere Schritte in der Erforschung der
Nanobodies folgen mussen, bevor Menschen mit ihnen behandelt werden kdnnen,
jedoch konnten bei den Untersuchungen dieser Arbeit einige positive Effekte
beobachtet werden und somit sind die Ergebnisse sehr vielversprechend flr

zukunftige Arbeiten.
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6. Kurzfassung

Das Multiple Myelom ist eine neoplastische Erkrankung, die sich in malignen
Plasmazellen manifestiert. Zu den Therapieoptionen gehdren Proteasom-Inhibitoren,
immunmodulatorische Medikamente und neuerdings der monoklonale Antikorper
Daratumumab. Daratumumab richtet sich gegen CD38, welches von Myelomzellen
Uberexprimiert wird. 1993 eroffnete sich ein neues Feld in der Antikdrperforschung
als in Dromedaren die Schwere-Ketten-Antikorper (hcAbs) entdeckt wurden. Die
Besonderheiten an ihnen sind die fehlenden leichten Ketten und ihre VhH-Domanen,
die sogenannten Nanobodies. Diese zeichnen sich beispielsweise durch ihre geringe
Grolle, gute Loslichkeit und hohe Stabilitat aus. Im Februar 2019 wurde mit
Caplacizumab der erste Nanobody-Dimer von der FDA zugelassen.

In dieser Arbeit wurden gegen CD38 gerichtete hcAbs und Nanobodies auf ihre
antitumoralen Eigenschaften getestet. Dies erfolgte zunachst mit hcAbs in CDC- und
ADCC-Assays an Burkitt-Lymphom-Zellen und spater durch ihren Einsatz in einem
Maus-Tumor-Xenograft-Modell. Der zweite Teil der Arbeit bestand aus der
Klonierung, Produktion und Testung von bivalenten Nanobody-Dimeren. Dabei wurde
das Augenmerk hauptsachlich auf den CDC-Effekt der Dimere in Kombination mit
hcAbs gelegt. In den Experimenten des ersten Teils stellte sich heraus, dass die
Effektivitat der hcAbs in ADCC-Assay und Mausversuch mit der von Daratumumab
vergleichbar war. Die CDC-Assays zeigten, dass die Kombination von zwei
Antikdrpern, die an unterschiedliche Epitope banden, eine vollstandige Tumorlyse
erbrachte, wobei die einzelnen Antikorper beinahe keinen Effekt zeigten. Diese
vollstandige Lyse wurde ebenfalls bei den Nanobody-Dimeren beobachtet, die nur
als Linker zwischen CD38-Molekllen dienten und sie somit kreuzvernetzten, wenn
man sie mit einem hcAb anderer Spezifitat koinkubierte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass die verwendeten CD38-
spezifischen Schwere-Ketten-Antikdrper in ihrer antitumoralen Funktion mit dem mAb
Daratumumab vergleichbar sind. Weiterhin kdonnten die entwickelten Dimere eine
potentielle Verbesserung der bisher etablierten antikorperbasierten Tumortherapie

des Multiplen Myeloms darstellen.
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7. Abstract

Multiple myeloma is a neoplastic disease, which manifests itself in malignant plasma
cells. The therapeutic options consist of proteasome inhibitors, immunomodulatory
drugs and recently the monoclonal antibody Daratumumab. Daratumumab is directed
against CD38, which is overexpressed by myeloma cells. 1993 a new field in
antibody research opened up as heavy-chain antibodies (hcAbs) were discovered in
dromedaries. Their special features are the missing light chains and their VxH
domains, the so-called nanobodies. They distinguish themselves from conventional
antibodies in their small size, high solubility and stability. In February 2019 the first
nanobody-dimer Caplacizumab was approved by the FDA.

In this study the antitumor ability of hcAbs and nanobodies directed against CD38
were tested. First, this was examined with hcAbs in CDC and ADCC assays on
Burkitt ymphoma cells and thereafter in a mouse tumor xenograft model. The second
part of this study consisted of cloning, production and testing of bivalent nanobody
dimers. The focus laid on the CDC effect of the dimers in combination with hcAbs. In
ADCC assays and the mouse model the effectivity of the hcAbs were comparable
with Daratumumab. In CDC assays it became apparent that the combination of two
antibodies binding distinct epitopes caused a complete lysis of the tumor, whereas
single hcAbs barely exhibited any effect. This complete lysis was also observed with
nanobody dimers, which only served as a linker between CD38 molecules thus
cross-linking them, when they were coincubated with an hcAb targeting another
distinct epitope of CD38.

The results of this study demonstrate that CD38-specific heavy-chain antibodies are
comparable to the mAb Daratumumab in their antitumor function. Furthermore the
generated dimers could present themselves as a potential improvement to the

already established tumor therapy of multiple myeloma.
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8. Anhang

8.1. Plasmidkarten
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8.2. Sequenzen der Nanobody-Dimere

NiSl (JK2-JK2, 15GS-Linker)
MSQOVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKOQRELVGYVGSMGITNYA
DSVKGRFTISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSMAQVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGY
VGSMGITNYADSVKGRETISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQ
VIVSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDL

NiS2 (JK2-JK36, 15GS-Linker)
MSQVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIEFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSMGITNYA
DSVKGRETISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSMAQVQLOESGGGLVOQPGGSLRLSCAASGITILRIYDMGWYRQAPGKQRELVAA
ITSRGSTNYADSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQV
TVSSEPKTPKPOQPAAAHHHHHHGAAEOKLISEEDL

NiS3 (JK36-JK2, 15GS-Linker)
MSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGT I LRIYDMGWYRQAPGKQRELVAATTSRGSTNYA
DSVKGRETISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSMAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYV
GSMGTTNYADSVKGRETISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQV
TVSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAABQKL T SEEDL

NiS4 (JK36-JK36, 15GS-Linker)
MSQOVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAPGKOQRELVAATITSRGSTNYA
DSVKGRFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSMAQVQOLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAPGKQRELVAAT
TSRGSTNYADSVKGRETISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQVT
VSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDL

NiS5 (JK2-JK2, 25GS-Linker)
MSQOVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIEFSRNTMGWYRQAPGKORELVGYVGSMGITNYA
DSVKGREFTISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGESGGGEGSMAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERTIEFSRNTMGWYRQA
PGKQRELVGYVGSMGITNYADSVKGRETISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAA
GRDYWGQGTQVTVSSEPKTPKPOPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDL

NiS6 (JK2-JK36, 25GS-Linker)
MSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSMGITNYA
DSVKGRFTISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSMAQVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGT I LRTYDMGWYRQA
PGKOQRELVAATITSRGSTNYADSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTFA
GVYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDIL
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NiS7 (JK36-JK2, 25GS-Linker)
MSQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGITILRIYDMGWYRQAPGKOQRELVAATTSRGSTNYA
DSVKGRETISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTEFAGVYWGQGTQVIVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSMAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAP
GKORELVGYVGSMGITNYADSVKGRETISSDNAKNT IYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAG
RDYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDL

NiS8 (JK36-JK36, 25GS-Linker)
MSQOVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAPGKOQRELVAATITSRGSTNYA
DSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTEFAGVYWGQGTQVIVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGESMAQVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAP
GKORELVAAITSRGSTNYADSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTEAG
VYWGQGTQVTVSSEPKTPKPOPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDL

NiS9 (JK2-JK2, 35GS-Linker)
MSQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSMGITNYA
DSVKGRFTISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSMAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFES
RNTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSMGITNYADSVKGRFTISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAV
YYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSEPKTPKPOQPAAAHHHHHHGAAEQOKLISEEDL

NiS10 (JK2-JK36, 35GS-Linker)
MSQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIFSRNTMGWYRQAPGKOQRELVGYVGSMGITNYA
DSVKGRETISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVYYCNYWHYAAGRDYWGQGTQVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSMAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILR
IYDMGWYRQAPGKQRELVAATTSRGSTNYADSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAV
YYCNADHTFAGVYWGQGTQVIVSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAAEQOKLISEEDL

Nisll (JK36-JK2, 35GS-Linker)
MSQVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIILRIYDMGWYRQAPGKQRELVAATTSRGSTNYA
DSVKGRETISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTFAGVYWGQGTQVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGEGGSGGEGEGESGGEEGESGGEGGESMAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCVGSERIEFSR
NTMGWYRQAPGKQRELVGYVGSMGITNYADSVKGREFTISSDNAKNTIYLOMNNLKPEDTAVY
YCNYWHYAAGRDYWGQGTQVIVSSEPKTPKPOPAAAHHHHAHGAAEQKLISEEDL

NiS12 (JK36-JK36, 35GS-Linker)
MSQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGITILRIYDMGWYRQAPGKOQRELVAATITSREGSTNYA
DSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVYYCNADHTEFAGVYWGQGTQVIVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGEGSGGGESMAQVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGIILRI
YDMGWYRQAPGKORELVAAITSRCGSTNYADSVKGREFTISRDNAENTVSLOMNSLKPGDTAVY
YCNADHTFAGVYWGQGTQVTVSSEPKTPKPOQPAAAHHHHHHGAAEQOKLISEEDL

Komplementaritdt-determinierende Regionen: CDR1, CDR2, CDR3

GS-Linker
His-Myc-Tag
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8.3. Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ADCC

ADCP

ADP
ADPR
ADPRP
APC
AS
ATP
ATRA
BCA
BLI
BSA
cADPR
Carb
CD

CDC
CDR

CDTa
CH

CMV
CXCL
CXCR
DARA
dH20
DNA
dNTP

Abbildung

antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody dependent
cellular cytotoxicity)

antikérperabhangige zellvermittelte Phagozytose (antibody dependent
cellular phagocytosis)

Adenosindiphosphat

ADP-Ribose

ADP-Ribose-2’-Phosphat

Allophycocyanin

Aminosaure

Adenosintriphosphat

all-trans-Retinsaure (all-trans-retinoic acid)

Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid)

Biolumineszenzintensitat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

zyklische ADP-Ribose

Carbenicillin

Unterscheidungsgruppen immunphanotypischer Oberflachenmerkmale
(cluster of differentiation)

komplementabhangige Zytotoxizitat (complement-dependent cytotoxicity)
Komplementaritat-determinierende Region (complementarity determining
region)

Clostridium difficile Toxin A

konstante Domane der schweren Kette (constant domain of the heavy
chain)

Cytomegalievirus

CXC-Motiv-Chemokin

CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

Daratumumab

destilliertes Wasser

Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)

Desoxyribonukleosidtriphosphat
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DTT
E. coli
EDTA
EGFR
ET

et al.
FACS
Fc
FCS
FDA
GFP
GM-CSF
GS
hcAb
HEK
HLA

IVC
VIS
V.
kDa
KIR
KO
LB
luc
mADb
MAC
MEM
MES
MFI
MM

Dithiothreitol
Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor (epidermal growth factor receptor)

Effektor-Target-Ratio

und andere

Durchflusszytometrie (fluorescent activated cell sorting)
konstante Region eines Antikorpers (fragment crystallizable)
Fetales Kalbserum (fetal calf serum)

U. S. Food and Drug Administration

grun fluoreszierendes Protein
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
Glycin-Serin-Linker

Schwere-Ketten-Antikorper (heavy chain antibody)

humane, embryonale Nierenzelllinie (human embryonic kidney)
humanes Histokompatibilitdtsantigen (human leukocyte antigen)
human

Immunglobulin

Interleukin

intraperitoneal

induvidually ventilated cage

in vivo imaging system

intravends

Kilodalton

Killer-Zell Immunoglobulin-like Rezeptor

Ausschalten eines Gens (knock-out)

Lysogeny broth

Luciferase-transduziert

monoklonaler Antikdrper

Membranangriffskomplex (membrane attack complex)
Zellkulturmedium (minimum essential medium)
2-Morpholinoethansulfonsaure

mittlere Fluoreszenzintensitat

Muliples Myelom
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mMRNA
MWCO
NAADP
NAD
NADP
Nb

NK
NTA
PAGE
PBS
PCR
PE
PECAM
PEI

Pl

rom
RPMI
RT

scFv

SCID
SDS
SIRP
SM
SOC
Tab.
TAE
TRPM

uv
VH
VuH
Vi
ZAP

Boten-Ribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid)
molekulare Ausschlussgrenze (molecular weight cut off)
Nikotinsaureadenindinukleotidphosphat
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat

Nanobody

Naturliche Killerzelle

Nitrilotriessigsaure (nitrilotriacetic acid)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

platelet endothelial cell adhesion molecule

Polyethylenimin

Propiumiodid

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Zellkulturmedium (Roswell Park Memorial Institut)
Raumtemperatur

Antikérperfragment bestehend aus kovalent gebundenen Vuund V. (single
chain variable Fragment)

schwerer kombinierter Immundefekt (severe combined immunodeficiency)
Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Signal-regulatorisches Protein

Supermarker

super optimal broth + 20 nM Glukose

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Kationenkanal (transient receptor potential channel of melastatin
subfamily)

Ultraviolett

variable Domane der schweren Kette

Nanobody (variable domain of the heavy chain of heavy chain antibodies)
variable Domane der leichten Kette

Zeta-chain-associated protein kinase
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