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Einleitung

1 Einleitung

In Deutschland erkranken jahrlich rund 500 000 Menschen neu an Krebs, etwa 45 % der
Patienten sterben an den Krankheitsfolgen. Krebs ist somit die zweithdufigste Todesursache
in Deutschland (RKI, 2015)(destatis, 2015). Weltweit erkranken jahrlich etwa 14 Millionen
Menschen neu an Krebs, etwa 8.2 Millionen sterben daran. Laut der World Health Organisation
(WHO) wird sich in den nachsten zwei Jahrzehnten die Zahl neuer Krebserkrankungen
weltweit um etwa 70 % erhéhen (WHO, 2015). Trotz jahrzehntelanger Forschung ist bei vielen
Tumorerkrankungen bis heute eine kurative Therapie nicht mdglich. Anhand etlicher Kriterien
wie z.B. Krebsform, Tumor-Lage, -GrofRe und -Stadium wird entschieden, welchen
Behandlungsstrategien die Patienten unterzogen werden kénnen. Dabei kann sowohl eine
einzelne Therapieform wie auch eine Kombination mehrerer Therapien angewandt werden.
Neben den gangigen Mdoglichkeiten wie der chirurgischen Entfernung des Tumors, der
Strahlen- und Chemotherapie kommen auch biologische Therapeutika zum Einsatz. Sowohl
die Strahlen- wie auch die Chemotherapie haben den Nachteil, dass es zu Schéden an
gesundem Gewebe bzw. gesunden Zellen kommen kann. Bei der Strahlentherapie werden
Tumorzellen im Tumorgewebe durch hochenergetische Strahlung geschadigt und zerstort,
wodurch das Wachstum des Tumors gebremst werden soll. Trotz préziser Tumorlokalisation
und Bestrahlung heutzutage kommt es allerdings immer noch haufig zu Schadigung des
gesunden angrenzenden Gewebes, was je nach Tumorlokalisation, zu mehr oder weniger
schweren Nebenwirkungen fiihren kann. Wahrend die Strahlentherapie vor allem der lokalen
Tumorbehandlung dient, wirken die in der Chemotherapie eingesetzten Zytostatika
systemisch. Zytostatika sind Medikamente, welche entweder direkt auf die Zellteilung
einwirken oder den Stoffwechsel der Tumorzelle stoéren. Da Stoffwechsel- und
Zellteilungsvorgange aber auch in gesunden Zellen stattfinden, werden auch gesunde Zellen
geschadigt. Tumorzellen weisen eine hohe Zellteilungsrate auf, wodurch die
Chemotherapeutika diese meist mehr schadigen als die Ubrigen Kdrperzellen, welche sich
zum Zweck des Erhalts und der Regeneration nur langsam teilen. Wenn die Korperzellen
allerdings wegen starker mechanischer Beanspruchung und somit notwendiger schneller
Regenerationsfahigkeit eine ahnlich Teilungsrate wie Tumorzellen aufweisen, dann kann es
zu bekannten Nebenwirkungen wie Schleimhautproblemen, Haarausfall, Nagelschaden,
Anamie und Infektanfalligkeit kommen. Chemotherapeutika werden aufRerdem sowohl
intrazellular und intravasal metabolisiert als auch tber die Leber und Niere ausgeschieden,
was zur Folge hat, dass dementsprechend hohe Dosen verbreicht werden missen, um einen
therapeutischen Effekt am Tumor zu erzielen. Hierbei ist es haufig schwierig die Balance
zwischen ausreichender Aktivitat gegen die Tumorzellen und moglichst geringer systemischer

Toxizitat zu finden. Oft liegt die maximal tolerierte Dosis unter der Dosis, welche fur eine
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effektive Therapie notwendig wére. Deshalb wird seit Jahrzehnten an Strategien des
sogenannten Drug Targeting geforscht, also an Mdglichkeiten Krebszellen zielgerichtet mit

Chemotherapeutika oder auch anderen zytotoxischen Agenzien zu behandeln.

1.1 Strategien der zielgerichteten Krebstherapie

1.1.1 Targeted Drug Delivery

Eine Mdglichkeit fur die gezielte Anreicherung der Wirkstoffe an Tumorzellen ist das Passive
Drug Targeting. Hierbei nutzt man den EPR-Effekt (erhthte Permeabilitdt und Retention), also
die erhdhte Durchlassigkeit der Endothelzellen von GeféalRen, im Bereich des Tumors. GrolRe
Molekile mit einem Durchmesser von etwa 10 bis 100 nm kénnen extravasieren und sich im
interstitiellen Raum des Tumors anreichern (Matsumura et al., 1986)(Greish et al., 2003). Um
die sehr kleinen chemotherapeutischen Molekile in dieser makromolekularen Form
verabreichen zu kdnnen, werden I3sliche partikulare Tréger, wie z.B. Liposomen, Nanopartikel
oder polymere Mizellen benétigt. Aufgrund der geringen Anzahl von LymphgefaRen, welche
fur den Abtransport der im Gewebe befindlichen Flissigkeit verantwortlich sind, kann das
Chemotherapeutikum, eingebunden in diese Makromolekile, im Vergleich zur konventionellen
Gabe so eine 10- bis 100-fach hohere intratumorale Konzentrationen erreichen (Hamaguchi
et al., 2005)(Padera et al., 2002).

Eine weitere Mdoglichkeit der gezielten Wirkstoffanreicherung ist das Physikalische Drug
Targeting. Neoplastisches Gewebe zeigt zum Teil einen niedrigeren pH oder eine erhdhte
Temperatur im Vergleich zu gesundem Gewebe. Es gibt Wirkstofftrager, welche sich dies zu
Nutze machen und durch diesen physikalischen Unterschied dazu angeregt werden ihren
Wirkstoff abzugeben (Danhier et al., 2010)(Torchilin et al., 1993). Aber auch andere Stimuli
wie z.B. Magnetfelder konnen dazu genutzt werden, Wirkstoffe Uber beispielsweise
ferromagnetische Trager am Tumor anzureichern und gezielt freizusetzen (LUbbe et al., 1996).

Eine weitere vielversprechende Variante einen Wirkstoff gezielt an Tumorzellen anzureichern
ist das Aktive Drug Targeting. Dabei werden unterschiedliche Ansatze verfolgt, um die
Wirkstoffe an ihre Zielorte zu bringen. Wie beim Passiven Drug Targeting sind mit
Chemotherapeutika beladene partikulare Trager wie Liposomen, Nanopartikel oder polymere
Mizellen denkbar, die ihrerseits wieder mit einem Targeting Vektor gekoppelt sind, welche fir
einen gezielten Transport zur Tumorzelle sorgen. Auch kénnen Chemotherapeutika oder
Toxine direkt Uber unterschiedliche Methoden an ein Vektormolekil gebunden und so zum
Tumor transportiert werden. Krebszellen tber exprimieren h&aufig tumorspezifische Antigene,
Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren oder bestimmte Zuckerstrukturen auf ihrer Oberflache, an
welche die Vektormolekile mit einer bestimmten Spezifitat binden kdnnen. Als Vektormolekule
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eignen sich Antikdrper (AK) und deren Fragmente, Proteine, Peptide, Lectine, Hormone,

Zytokine, Polysaccharide oder Oligonukleotide.

Der Nutzen all dieser Targeting Methoden liegt v.a. darin die Toxizitat fur gesunde Zellen zu
reduzieren. Bei der Entwicklung eines solchen zielgerichteten Therapeutikums gilt es im
Wesentlichen drei Parameter bzw. die Kombination dieser Parameter untereinander zu
beachten. Diese drei Parameter sind Target, Wirkstoff und Design des Vektormolekdls. In den
letzten 30 Jahren wurde besonders intensiv an antikérperbasierten Therapeutika geforscht.
Hinsichtlich des Targets ist es fiur eine erfolgreiche Anwendung der antikorperbasierten
Therapeutika wichtig, dass die tumorassoziierten Antigene in hoher Dichte, moglichst
homogen auf der Tumoroberflache vorliegen, in gesundem Gewebe kaum vorhanden bzw.
nicht zugéanglich sind und nicht durch Proteasen von der Zelloberflache abgespalten werden.
Auch die Internalisierung und das intrazellulare Trafficking bestimmen maf3geblich die Wirkung
des zielgerichteten Therapeutikums (Goldmacher & Kovtun, 2011). Auf detailiertere Kriterien
der genannten Parameter in der Entwicklung antikérperbasierter Therapeutika wird in der

Zielstellung dieser Arbeit weiter eingegangen (siehe 1.2).

1.1.2 Monoklonale Antikorper

Die Einfuhrung der Technologie zur Produktion monoklonaler Antikérper (monoclonal
Antibodies, mAbs) von Koéhler und Milstein (Kdhler & Milstein, 1975) legte den Grundstein fiir
die Entwicklung hoch selektiver Krebstherapeutika. War es in den Anfangen nur mdglich
murine Antikdrper herzustellen, die den Nachteil hoher Immungenitéat, kurzer Halbwertszeiten
und unzureichender Effektorfunktionen aufwiesen, so ist es durch die Fortschritte der Immun-
und Molekularbiologie heute moglich chimere (Neuberger et al., 1985), humanisierte (Jones
et al., 1986) oder humane (Lonberg, 2008) Antikdrper herzustellen (Abb. 1.1-1). Die fur die
Antigenbindung wichtige Region eines Immunglobulins G (IgG) ist die variable Region der
leichten (VL) und schweren Kette (VH). Da Antikérper hochkonservierte Strukturen Uber die
Evolution aufweisen, kénnen chimere Antikdrper, Uber die Fusion der murinen variablen
Regionen mit den humanen konstanten Regionen (Fc) der leichten (LC) und schweren Kette
(HC), generiert werden. Es entstehen Antikdrper, die zu etwa 70 % human sind und einen
vollstdndigen humanen Fc-Teil besitzen, wodurch sie weniger immunogen sind und im Koérper
besser von den Effektorzellen oder dem Komplementsystem gebunden werden kénnen. Wird
der murine Anteil des Antikorpers tber CDR-Grafting noch weiter verringert (Jones et al.,
1986), so dass nur noch die Komplement bestimmenden Regionen (CDRs) murin sind, so
spricht man von humanisierten Antikorpern, die eine noch niedrigere Immunogenitéat
aufweisen. Es gibt Uber 70 monoklonale, meist chimére oder humanisierte Antikorper
unterschiedlichster Art, die von der Food and Drug Administration (FDA) als Medikament zur

3
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Behandlung verschiedener Erkrankungen, wie z.B. Krebs, zugelassen sind (FDA, 2016). Die
Mechanismen therapeutischer Antikorper, welche zum Absterben der Tumorzellen fihren,
sind unterschiedlich. So kénnen z.B. Ligand-Rezeptor-Interaktionen blockiert werden, die fir
das Wachstum oder Uberleben der Tumorzellen notwendig sind. AuRerdem kann es durch
den Fc-Teil des an der Tumorzelle gebundenen Antikorpers zu einer antikbrperabhéangigen,

zellularen Zytotoxizitat (ADCC) durch die Effektorzellen des Immunsystems, zur Komplement

vermittelten Zytolyse (CDC) oder zur Komplement vermittelten zellabhangigen Zytotoxizitat
(CDCC) der Tumorzellen kommen (siehe 1.2.1.2).

Muriner AntikGrper Chimarer Antikorper Humanisierter Antikérper

I Maus
[ Mensch

Abb. 1.1-1: Schematische Darstellung modifizierter mAbs fir therapeutische Anwendungen

Bei murinen Antikorpern sind die beiden schweren und leichten Ketten zu 100 % murinen Ursprungs.
Bei chiméaren Antikérpern sind nur die variablen Regionen der leichten und schweren Kette murinen
Ursprungs. Humanisierte Antikérper tragen nur noch in den hypervariablen Regionen (HVRs) murine

Merkmale.

Trotz des therapeutischen Nutzens der monoklonalen Antikorper, ist der Bedarf an
wirksameren Molekilen hoch. Denn monoklonale Antikdrper zeigen haufig nur einen
lebensverlangernden Effekt, aber keine Heilung. Das Beispiel Rituxan®, der erste fir das Non-
Hodgkin’s Lymphom (NHL) zugelassene chimére anti-CD20 Antikorper, zeigt zwar eine
beachtliche Verminderung der CD20-tragenden Lymphomzellen bei etwa 50 % der
behandelten Falle, allerdings nur eine Complete Response Rate (CRR) von etwa 10 %
(Eisenbeis et al., 2003). Kombiniert man die Behandlung zusatzlich mit einer Chemotherapie,
so verbessert man zwar den Behandlungserfolg im Vergleich zur alleinigen Antikdrpertherapie,
aber eine wesentlich héhere vollstédndige Remissionsrate ist nicht zu verzeichnen. Deshalb
wurden und werden weitere modifizierte, anti-CD20 Antikorper basierte Molekile entwickelt.
Ein erfolgsversprechender Ansatz zur Verbesserung der Wirksamkeit therapeutischer

Antikorper allgemein ist die Konjugation verschiedenster sogenannter Payloads, wie
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konventionellen  Chemotherapeutika, Radionukliden oder auch Pflanzen- oder

Bakterientoxinen an Antikorper oder Antikdrperderivate.

1.1.3 Antikorper-Radionuklid-Konjugate

Fur die zielgerichtete Therapie von radioaktiven Substanzen waére ein Antikorper ideal, der
sich schnell an der Tumorzelle anreichert und nur kurz im Kdrper zirkuliert. Als Payload kénnen
alpha- oder beta-Strahler zum Einsatz kommen. Im Fall von anti-CD20 mAbs wurden mit
Zevalin® und Bexxar® von der FDA zwei Antikorper-beta-Strahler-Konjugate (Antibody-
Radionuclide-Conjugates, ARC) zur Behandlung des NHL zugelassen. Die mit den ARCs
einhergehende Problematik des Handlings von radioaktiven Substanzen und deren
Entsorgung, neben z.B. Herstellung und Lagerung dieser Molekiile, stellt allerdings eine
logistische und technische Herausforderung dar. Die Schwierigkeit bei der Entwicklung eines
solchen Molekils ist auRerdem, die fur die jeweilige Tumorart passende und wirksamste
Kombination aus Radionuklid und Antikorper zu finden (Koppe et al., 2005)(Steiner et al.,
2011). So konnte seit der Zulassung von Zevalin® und Bexxar® 2002 bzw. 2003 kein weiteres
ARC in klinischen Studien im Vergleich zu komplementédren unkonjugierten Antikorpern

Uiberzeugen.

1.1.4 Antikorper-Wirkstoff-Konjugate

Wie bereits erwahnt, gehoért die Kombination von monoklonalen Antikdrpern mit einer
Chemotherapie in der Therapie bereits zu gangigen Routine im klinischen Alltag, um eine
hdhere Wirksamkeit zu erzielen. Dabei tritt allerdings immer der grof3e Nachteil der Off-Target
Toxizitat gegentber normalen Zellen auf. Um diese zu verringern, wird ein ahnlicher Gedanke,
wie bei der Entwicklung der ARCs verfolgt, namlich die Konjugation einer kleiner zytotoxischen
Substanz an einen monoklonalen Antikdrper. Das dadurch entstehende Antikorper-Wirkstoff-
Konjugat (Antibody-Drug-Conjugate, ADC) sollte durch die spezifische Bindung eines
tumorassoziierten Antigens einen deutlich besseren therapeutischen Index aufweisen — also
eine geringere systemische Toxizitat bzw. Toxizitat fur gesunde Zellen bei therapeutisch
wirksamer Dosis zeigen. ADCs der ,ersten Generation* waren monoklonale Antikorper, die mit
seit Jahrzehnten bekannten und in der Klinik verwendeten Zytostatika wie Methotrexat (Smyth
et al., 1987), Vinblastin (Schrappe et al., 1992) oder Doxorubicin konjugiert wurden (Yang &
Reisfeld, 1988)(Firestone et al., 1996). BR96-Dox, ein Doxorubicin-Konjugat mit einem anti-
LeY-Antikorper, welcher an dem auf Brustkrebszellen Uberexprimierten Oberflachenantigen
Lewis Y bindet, konnte in Phase Il Studien nicht tiberzeugen. Die Wirksamkeit von Doxorubicin

als Payload war zu niedrig, die Instabilitat des Linkers und die Bindung an normale Zellen zu
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hoch, so dass die Entwicklung dieses ADCs eingestellt wurde (Tolcher et al., 1999). Fir die
ADCs der zweiten Generation wurden 100 bis 1000fach potentere Zytostatika als bei den
vorher entwickelten ADCs getestet. Meist handelt es sich um Substanzen, die als ,freie”
Chemotherapeutika, also ohne sie an monoklonale Antikdrper zu konjugieren, eine zu hohe
systemische Toxizitat aufwiesen. So wurde beispielsweise das ADC Kadzycla® entwickelt,
welches auf dem mAb Trastuzumab basiert und mit dem Maytansinoid N(2)-deacetyl-N(2)-
(3-mercapto-1-oxopropyl)-maytansin (DM1) konjugiert ist. Kadzycla® ist seit 2012 zur Therapie
von metastasierendem Brustkrebs (Metastatic Breast Cancer, MBC) zugelassen. Ein Jahr
zuvor wurde bereits Adcetris®, ein ADC aus dem monoklonalen anti-CD30-Antikorper und dem
Zytostatikum Monomethylauristatin E (MMAE) zur Behandlung des Hodgkin-Lymphoms und
des anaplastischen grof3zelligen Lymphoms (ALCL) zugelassen. Aktuell befinden sich Gber 30
ADCs in klinischen Phasen, die meisten davon sind Antikérperkonjugate mit den von
Kadzycla® oder Adcetris® bekannten, wirksamen Zytostatika aus der Gruppe der
Maytansinoide (Widdison et al., 2006) oder Auristatine (Doronina et al., 2006).

Im Wesentlichen kdnnen bei der Behandlung mit ADCs die gleichen Nebenwirkungen wie bei
Jreien* Chemotherapeutika auftreten. Denn ist die zytotoxische Payload nicht stabil genug an
den Antikorper bzw. das Antikdrperderivat gekoppelt, so kann sie sich im Plasma vom ADC
I6sen. Durch die Plasmainstabilitdtt kann es dann zu unerwinschten systemischen
Nebenwirkungen kommen. Krebszellen kdnnen aufRerdem durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Mechanismen resistent gegeniber verschiedensten chemischen Agenzien
werden. Diese Multi Drug Resistence (MDR) wird beispielsweise durch eine Uberexpression
des P-Glykoproteins MDR1 oder anderer Transporterproteine, welche den Efflux der
Chemotherapeutika aus Krebszellen erhdhen, verursacht. Im Falle der Maytansinoide, welche
haufig in der Entwicklung von ADCs eingesetzt werden, ist bekannt, dass die erhohte
Expression von MDR1 fir die Resistenz gegen das hochpotente Zytostatikum oder dessen
Konjugate verantwortlich ist (Tang et al., 2009). Die MDR ist ein Problem, welches den

therapeutischen Nutzen und die Potenz der ADCs deutlich einschrankt.

1.1.5 Immuntoxine

Ebenso wie bei ADCs wird auch bei Immuntoxinen das Prinzip genutzt die toxische Payload,
in dem Fall Bakterien- oder Pflanzentoxine, an einen Antikdrper zu koppeln, um nach
Antigenbindung und Internalisierung das Absterben der Zellen zu induzieren. Die Toxizitat ist
meist auf die Hemmung der Proteinbiosynthese in der Zelle zurtickzufiihren. Die Toxine
kénnen chemisch mit unterschiedlichen Linkern an einen Antikorper oder ein Antikdrperderivat
gekoppelt werden. Mit dem seit Jahrzehnten bekannten, hochwirksamen Bakterientoxin

Pseudomonas Exotoxin (PE) (Iglewski et al., 1977)(Pollack, 1983) wurden aber auch vermehrt
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rekombinante Immuntoxine entwickelt. PE hat eine Grof3e von etwa 66 kDa und inaktiviert,
nach Internalisierung und Freisetzung ins Zytosol, den Elongationsfaktor 2 (EF-2), was zur
Hemmung der Translation und so zum Absterben der Zelle fihrt. Die Gré3e des aus drei
Doméanen bestehenden PE66 (Allured et al.,1986), konnte durch Weglassen einzelner Teil-
Domé&nen auf ein 40 oder 38 kDa grofRes Molekil (PE40 oder PE38) verkleinert und die
Zytotoxizitat durch gezielte Mutation einer Aminoséuresequenz am C-Terminus erhdht werden
(Kreitman & Pastan, 1995). PE gehdrt, mit z.B. Ricin und dem Diphterie Toxin (DT), zu den
Toxinen, die naturlicherweise eine Doméane haben, die die Bindung an die Zelle vermittelt. In
dieser naturlichen Form konnen sie in Zellen eindringen und dort ihre zytotoxische Wirkung
entfalten. Immuntoxine der ersten Generation enthielten noch das Toxin der gesamten Lange,
wie es in der Natur vorkommt und meist murine Antikdrper, an die sie gekoppelt wurden.
Spater wurde die Zellbindungsdoméne entfernt und durch Antikdrper oder Antikérperderivate
ersetzt (Bird et al., 1988)(Huston et al., 1988)(Brinkmann et al., 1991). Durch die Kopplung
kleinerer Antikorperderivate wie scFvs konnte bei Immuntoxinen die schlechte
Tumorpenetration der Immuntoxine, die an vollstandige IgGs gekoppelt wurden, verbessert
werden. Aktuell befindet sich beispielsweise ein Immuntoxin zur Therapie verschiedener
Leukamie-Arten, bestehend aus einem Disulfid verbriicktem variablen Fragment (dsFv) gegen
CD22, an welches PE38 konjugiert wurde, in der klinischen Phase | (Kreitman et al., 2012).
Fur die Therapie solider Tumoren werden ahnliche Immuntoxine gegen LeY in klinischen
Studien (Pastan et al., 2007) untersucht. Ein groRer Nachteil der Immuntoxine ist, dass die
Therapie auf wenige Gaben beschrankt sein kann, da es haufig zu Immunreaktionen gegen
das Toxin (Human Anti-Toxin Antibody, HATA) oder den murinen Antikérper (Human Anti-
Mouse Antibody, HAMA) kommt. Das Problem der HAMASs konnte durch die Konjugation an
humane bzw. humanisierte Antikérper oder Antikdrperderivate angegangen werden. Anders
als bei ADCs sind die Toxine keine kleinen chemischen Molekile, sondern gré3ere Peptide
oder Proteine pflanzlichen oder bakteriellen Ursprungs und ihre Doméanen sind hoch
immunogen. So kann es passieren, dass bereits nach wenigen Infusionen, HATAs gebildet
werden. Um dies zu vermeiden, verfolgen neuere Anséatze das Ziel, B- oder T-Zell-Epitope,
welche eine solche Immunreaktion auslésen kdonnten, gentechnisch zu beseitigen (Onda et
al., 2008).

1.2 Problemstellung und Ziele

1.2.1 Strategien zur Molekuloptimierung von ADCs oder Immuntoxinen

In der klinischen Entwicklung der beiden bereits aufgefihrten ADCs zeigte sich deutlich, dass
es keine universelle, fir alle ADCs allgemeingultige ,Bauweise” gibt. Die erfolgreiche

Entwicklung eines ADCs hangt von mehreren Faktoren ab. So spielen Antikérper bzw. das
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Antikorper-Format, die Wirksamkeit der zytotoxischen Payload, die Stabilitat des Linkers und
der Kopplungsstelle, an welche das Payload-Linker-Molekil konjugiert wird, eine
entscheidende Rolle (Goldmacher & Kovtun, 2011).

1.2.1.1 Target-Auswahl

Grundsatzlich bleibt die Auswahl des Targets eine der schwierigsten Aufgaben. Ideal wéare ein
tumorspezifisches Antigen, welches ausschlieZlich auf Tumorzellen oder der Tumorvaskulatur
(Gerber et al., 2009) und sehr gering auf normalen Zellen exprimiert wird. Da die meisten
bisher identifizierten tumorassoziierten Antigene auch auf normalen Zellen vorhanden sein
konnen, ist ein vorheriger Test der Expressionslevel unabdingbar. Ein geeignetes Target fur
ein ADC oder Immuntoxin ware eines, das in hoher Dichte selektiv und homogen auf
Tumorzellen und in geringer Dichte auf gesunden Zellen vorhanden ist. Dabei muss das Target
aber nicht zwangslaufig massiv tiberexprimiert sein. Bei Mylotarg®, welches gegen das CD33-
Antigen auf AML-Zellen (akute myeloische Leukdmie, AML) gerichtet ist, findet man nur etwa
5000 bis 10000 Rezeptoren auf der Zelloberflache (Tanimoto et al., 1989). Das sind etwa 300-
mal weniger als etwa bei dem Antigen Her2 auf bestimmten Brustkrebszellen. Ist es bei den
eingangs erwahnten ARCs nicht zwingend erforderlich, dass sie internalisiert werden, da die
Strahlung sogar in benachbartes Gewebe einige Millimeter bis Zentimeter tief eindringen und
so Zellen zerstoren kann, missen Immuntoxine und in der Regel auch ADCs, nach Bindung
auf Tumorzellen, internalisiert werden. Zytotoxische Payloads miissen Ublicherweise ins
Zellinnere oder sogar in den Zellkern gelangen, um dort wirken zu kdnnen, weshalb Targets
ausgewahlt werden sollten, die eine effiziente Internalisierung zeigen. Die Turmorzellen auf
denen das Target nicht homogen exprimiert sein sollte, kdnnen von dem sogenannten
Bystander Effekt profitieren. Dabei kénnen in der Zelle freigesetzte zytotoxische Payload-
Molekile durch die Zellmembran nach auf3en diffundieren und von dort in Nachbarzellen
aufgenommen werden, welche so ebenfalls abgetdtet werden (Kovtun et al., 2006). Neben der
Antigendichte und der Internalisierungsrate hat auch die Bindungsaffinitdt einen
entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit des ADCs oder Immuntoxins. Dabei ist zu
beachten, dass eine hohe Bindungsaffinitdt und schnelle Internalisierung zwar das
Nebenwirkunspotenzial verringern, aber bei der Therapie von soliden Tumoren auch von
Nachteil sein kann, da das ADC oder Immuntoxin dann weniger weit in das Tumorgewebe
eindringt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit LeY (Scott et al., 2000) und CD33 (van der
Velden et al.,, 2001) zwei bekannte Oberflachenantigene genutzt, die durch frihere
Forschungsarbeiten hinreichend charakterisiert sind und von denen bekannt ist, dass sie nach

Antikdrperbindung internalisieren.
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1.2.1.2 Antikorperstruktur und Effektorfunktion

Ebenso wie bei unkonjugierten mAbs ist die Aufnahme des ADCs oder Immuntoxins durch den
Tumor von der richtigen Balance zwischen Pharmakokinetik, Tumorpenetration und -retention
abhangig. Diese werden wiederum im Wesentlichen durch Antikérper- bzw. ADC- oder
Immuntoxin-Grol3e, -Form, -Affinitat, -Isotyp, Anzahl der Antigen-Bindungstellen und Anzahl
der pro Antikdrper gebundenen toxischen Payload bestimmt. Der Isotyp des Antikérpers spielt
v.a. fur die Pharmakokinetik eine Rolle. Die meisten der in der klinischen Entwicklung oder auf
dem Markt befindlichen ADCs sind vom Isotyp 1gG1. Diese liegen mit etwa 150 kDa von der
GroRRe her deutlich Uber dem Schwellenwert der Nierenfiltration von etwa 70 kDa, was ein
Herausfiltern der ADCs durch die Glomeruli der Nieren verhindert. Die CH2-CH3-Domane im
konstanen Teil des IgG kann auBBerdem an den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) auf der
Oberflache verschiedener Zelltypen, wie z.B. Entdothelzellen, Monozyten, Makrophagen
binden. Dies fihrt zu Antikérper Recycling (Roopenian & Akilesh, 2007), wodurch Antikorper
eine deutlich langere Halbwertszeit haben, was meistens von Vorteil ist, da die
pharmakokinetischen Eigenschaften verbessert werden (Kuo & Aveson, 2011)(Yip et al.,
2014). Bindet die Fc-Doméne an einen Rezeptor der Fcy-Familie, welcher auf der Oberflache
verschiedener Effektorzellen, wie Neutrophilen, Makrophagen, dendritischen Zellen und
nattrlichen Killerzellen exprimiert wird, wird das zellulare Immunsystem, insbesondere die
ADCC durch die naturlichen Killerzellen stimuliert (Nimmerjahn & Ravetch, 2007). Dabei spielt
ein niedriger Fucose-Gehalt in der Glykosilierung der CH2-Domaéne eine entscheidende Rolle
fur die Affinitdt der Fcy-Rezeptor-Bindung, was zur Entwicklung afucosylierter Antikdrper
gefihrt hat (Mori et al., 2007). Der Fc-Teil hat, wie in Abb. 1.2-1 gezeigt, dartuiber hinaus aber
auch noch einen weiteren Einfluss auf die Funktion des Antikorpers. Er kann Uber die Bindung
des Fakors C1q das Komplement aktivieren, wodurch die CDC bzw. CDCC ausgeldst wird und

ebenso wie die ADCC zum Absterben der durch den Antikdrper gebundenen Zelle fiihrt.
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Abb. 1.2-1: Schema der Antikdrper vermittelten Immunantwort (angepasst nach Peters & Brown, 2015)

Nach der Bindung eines IgG mAbs an das Oberflachenantigen auf einer Tumorzelle wird tiber den Clq
Komplement Faktor, der an den Fc-Teil des mAbs bindet, die Komplementabhangig Kaskase ausgelost.
Es kommt zu Ausbildung Membran attackierender Komplexe (MAC), welche zur Lyse der Zellen fiihren
(CDC). C3b, welches wahrend der Komplementkaskade gebildet wird, vermittelt die Bindung an
C3b-Rezeptoren auf Makrophagen und Killerzellen, die die Phagozytose und Zytolyse induzieren
(CDCC). Die Antikorper binden tUber den Fc-Teil auBerdem an Fcy-Rezeptoren auf der Oberflache von
Makrophagen und natirlichen Killerzellen (ADCC), wodurch ebenfalls Phagozytose und Zytolyse

ausgelést wird.

Im Falle von ADCs oder Immuntoxinen ist die ADCC bzw. die Fcy-Rezeptor-Bindung fir die
therapeutische Wirksamkeit nicht wichtig. Denn das ADC oder Immuntoxin sollte nach
Target-Bindung internalisiert werden, damit die zytotoxische Payload intrazellular freigesetzt
werden und wirken kann. Somit ist kein Antikdrper mehr auf der Zelloberflache zuganglich, der
die ADCC auslosen koénnte. In dieser Hinsicht ist die CH2-Domane mit entsprechender
Fcy-Rezeptor-Bindung fur die Wirkung von ADCs und Immuntoxinen nicht ausschlaggebend.
Neben Antikérpern vom Typ IgG wurden in unkonventionelleren Ansatzen auch vermehrt
kleinere Formate entwickelt (Bird et al., 1988)(Holliger & Hudson, 2005), die aufgrund ihrer
geringen GroRe den Vorteil haben, dass sie sich schneller und gleichmaRiger in soliden

Tumoren verteilen. Dieser Ansatz ist auch fir ADCs oder Immuntoxine sinnvoll, allerdings
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besteht durch den fehlenden Fc-Teil der Nachteil, dass kein Antikdrper Recycling stattfindet,
was eine geringe Zirkulationsdauer der Antikdrperderivate im Korper bewirkt. Wird eine Gréle
von etwa 70 kDa unterschritten, werden die Antikdrperderivate auf3erdem sehr schnell tber
die Niere ausgeschieden, was haufige Infusionen fir eine ausreichende Wirksamkeit
notwendig macht. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf grolReren Antikdrperkonstrukten, da
basierend auf dem Prinzip der bispezifischen Hapten-bindenden Antikérper, die Anzahl
gebundener haptenylierter Payloads erhoht werden sollte, was nur mit einem grof3eren
Antikdrperkonstrukt erreicht werden konnte. Fir analytische Fragstellungen wurden allerdings
auch kleinere Antikorperderivate hergestellt, die nur eine haptenylierte Payload binden

konnten.

1.2.1.3 Zytotoxische Payloads

Die gangige Annahme fir den Wirkmechanismus eines Immuntoxins ist, dass es nach
Antigenbindung Uber endozytische Prozesse internalisiert wird, anschlieBend das Toxin im
Zellinnern aus den Endosomen freisetzt und es durch dessen Wirkung zum Absterben der
Zelle kommt. Bei ADCs hingegen ist grundsétzlich nicht auszuschlieRen, dass sie nicht
internalisiert werden muissen, sondern das Chemotherapeutikum nach Antigenbindung des
gesamten ADCs extrazellular abgespalten werden kann und anschlieRend durch Diffusion
oder andere Transportmechanismen in die Krebszelle gelangt, um dann dort zelltdtend zu
wirken. Da die Expressionslevel mancher Target-Antigene auf Tumorzellen haufig nicht sehr
hoch sind, muss die Payload eine ausreichend zytotoxische Wirkung haben — auch bei
niedrigen Konzentrationen. Die meisten der zytoxischen Payloads der derzeit in der
Entwicklung befindlichen ADCs binden an die DNA und verhindern eine erfolgreiche
Replikation oder sie binden an Tubulin, wodurch die fur die Mitose wichtige Funktion der
Mikrotubuli gestort wird. In beiden Fallen fihrt dies zur Induktion der Apoptose. In dieser Arbeit
wurden mit Mytomycin C und Doxorubicin zwei anti-Tumor Antibiotika getestet, die aufgrund
Ihrer hohen unspezifischen Toxizitat nicht fur die Behandlung bakterieller Infektionen geeignet
sind und so Ihren Weg in die Tumortherapie gefunden haben. Mitomycin C interkaliert nach
enzymatischer Aktivierung zwischen zwei DNA-Strdnge und verhindert so die Transkription
und Replikation der DNA, wodurch sowohl das Wachstum als auch die Vermehrung der Zellen
zum Erliegen kommt. Doxorubicin interkaliert in die DNA und hemmt die Topoisomerase Il, ein
fur die Entspiralisierung der DNA wichtiges Enzym, wodurch sowohl die Zellteilung als auch
die Transkription und somit die Proteinsynthese behindert wird. Doxorubicin wie auch
Mitomycin C zeigen eine héhere Aktivitat in proliferierenden Zellen und missen in relativ hoher
molarer Konzentration, etwa im mikromolaren Bereich, angewandt werden, um einen

ausreichenden zytotoxischen Effekt zu erzielen (An et al., 2015)(Chen et al., 2013). Deshalb
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wird Mitomycin C und Doxorubicin héaufig in chemotherapeutischer Kombinationstherapie
eingesetzt (Cocconi et al., 1994)(Pujade-Lauraine et al., 2010). Die Wirksamkeit von
Doxorubicin wird nicht nur durch die Kombination mit weiteren Zytostatika versucht zu
erhohen, sondern auch durch die Kombination mit anderen Arzneien, wie z.B. dem
Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen (Panasci et al., 1996). Haufig wird Doxorubicin dabei
nicht ,frei“, sondern in Form von Doxorubicin beladenen Mizellen oder Liposomen bestimmter
GroRRe verabreicht, um ein passives Targeting zu erreichen und so die Nebenwirkungen von

Doxorubicin zu reduzieren (Huang et al., 2010)(Oudard et al., 1991) .

Die Bakterien- oder Pflanzentoxine zeigen haufig ein sehr hohes zytotoxisches Potential,
welches sogar teilweise so hoch ist, dass ein einziges Molekil pro Zelle fir den Zelltod
ausreichend ist (Yamaizumi et al., 1978). Zahlreiche der hoch potenten Pflanzentoxine
gehdren zu den Ribosomen inaktivierenden Proteinen (RIPs). Diese entfernen Adenin aus der
ribosomalen 28S-rRNA, wodurch es zum Erliegen der Proteinbiosynthese und so zum
Absterben der Zelle kommt. Man unterscheidet Typ-I-RIPs, etwa 30 kDa grof3e monomere
Proteine, die nur Enzymaktivitdt besitzen und Typ-lI-RIPs, welche zuséatzlich eine Lectin
bindende Doméne oder eine andere Rezeptorbindungsdoméane in Form einer etwa 35 kDa
grof3en zellbindenden Kette enthalten (Lord et al., 1994). Ricin und Abrin sind die zwei Typ-II-
RIPs und Saporin und Gelonin die zwei Typ-I-RIPs, welche bis heute am besten charakterisiert
und klinisch erforscht sind. Saporin hat sich in zahlreichen Studien mit unterschiedlichen
Tumorzelllinien und Target-Antigenen als vielversprechende zytotoxische Payload erwiesen
(Pistillo et al., 2003)(Kato et al., 2012), weshalb dieses Typ-I-RIP im Rahmen der Doktorarbeit
untersucht werden sollte. Saporin ist ein pflanzliches Toxin, welches aus dem gewdhnlichen
Seifenkraut Saponaria officinalis isoliert werden kann. Fur die Testung innerhalb dieser
Doktorarbeit wurde das Extrakt aus den Samen des Seifenkrauts verwendet, welches aus
einem Gemisch mehrerer Isoformen besteht, die alle die fur die zytotoxische Wirkung
notwendigen, katalytisch aktiven Domanen aufweisen (Ferreras et al., 1993).

Bei den Bakterientoxinen, wie dem Pseudomonas Toxin und dem Diphterie Toxin, handelt es
sich um Proteine mit nur einer Kette, die allerdings sowohl katalytische Domanen als auch
Zellbindungsdomanen besitzt. Sowohl Bakterien- als auch Pflanzentoxine kénnen also, sofern
eine Zellbindungsdoméane vorhanden ist, an die Zelloberflache binden und internalisieren. Sie
sollten proteolytische Abbauprozesse und den sauren pH, wie er z.B. in Endosomen
vorherrscht, unbeschadet Uberstehen, um nach Abspaltung von der Bindungsdomane, durch
die katalytische Inhibition der Ribosomen, Apoptose induzieren zu kdnnen. Kommen diese
Toxine als zytotoxische Payloads fur Immuntoxine zum Einsatz, wird die Domane bzw. Kette,
die fur die Zellbindung verantwortlich ist, durch einen Antikérper oder ein Antikorperderivat
ersetzt. In dieser Doktorarbeit wurde das Pseudomonas Exotoxin als ,Goldstandard”

mitgefuhrt, da es eines der am genauesten untersuchten Toxine fur die Herstellung von
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Immuntoxinen ist (Collier et al., 1979)(Saelinger & Morris, 1987)(Wolf & Elsdsser-Beile, 2009).
Das native Pseudomonas Exotoxin besteht aus drei Domanen. Doméne | ist dafir
verantwortlich, dass das Toxin an Rezeptoren auf der Zelloberflache binden kann. Domane I
ist die Translokationsdoméne, welche wichtig ist, damit das PE aus dem Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) in das Zytosol gelangen kann und Domane Il ist fur die
eigentliche zytotoxische Wirkung verantwortlich. Das in dieser Arbeit verwendete PE38 ist eine
verklrzte Form des PE66, dem die Rezeptorbindungsdomane la vollstandig (aa 1 - 252) und
die Domane Ib, teilweise (aa 365 — 380) fehlt (Roscoe, Pai & Pastan, 1997). Die Furin
Schnittstelle, die bendtigt wird, damit das Toxin katalytisch und so letztlich zytotoxisch wirken
kann, wurde bei dieser verkirzten Form PE38 erhalten. Ebenfalls enthalt PE38, wie das native
lange PE66 auch, das C-terminale REDL Motiv, durch welches es an KDEL-Rezeptoren des
Trans-Golgi Netzwerks binden kann. Es wird vermutet, dass dieses REDL Motiv daflr
verantwortlich ist, dass das Toxin zum ER transportiert wird (Ogata et al., 1990), von wo es
durch Teile der Doméne Il ins Zytosol transloziert. Doméne Il katalysiert dort dann die ADP-
Ribolysierung des Elogantionsfaktor EF-2, wodurch es in Folge zum Erliegen der

Proteinsynthese und somit zum Absterben der Zelle kommt.

1.2.1.4 Konjugation und Linker-Design

Sowohl bei ADCs als auch bei Immuntoxinen spielt der Linker und die Konjugation eine
entscheidende Rolle, da dadurch die Pharmakokinetik, die Loslichkeit, die Stabilitat, der

therapeutische Index und die Wirksamkeit nachhaltig beeinflusst wird (Boylan et al., 2013).

Ein idealer Linker sollte im Blutkreislauf stabil sein, so dass die zytotoxische Payload erst am
Tumor freigesetzt wird und so die Off-Target Toxizitat minimiert wird. Gleichzeitig sollte die
zytotoxische Payload nach Internalisierung effizient und in intakter Form von dem Antikdrper
oder Antikorperderivat abgespalten werden (Teicher & Chari, 2011). Bei den meisten ADCs in
der klinischen Entwicklung wird die zytotoxische Payload unspezifisch an bestimmte, auf der
Antikodrperoberflache zugangliche Aminosauren, meist Lysine, oder an Sulfhydryl-Gruppen in
der Hinge-Region Antikdrpers bzw. in der CH1- und Ckappa (Ck) Region der HC und LC
konjugiert (Abb. 1.2-2 und Abb. 1.2-2B). Dies resultiert in einem Mix von ADC-Spezies mit
variablen Drug-Antibody-Ratios (DAR) und Konjugationsstellen (Sochaj et al.,, 2015). Es
kénnen somit fir gewodhnlich ADC Molekile mit keiner, nur einer oder bis zu 8 toxischen
Payloads entstehen (Junutula et al., 2010), die sich auch noch hinsichtlich der
Konjugationsposition unterscheiden. Die Schwierigkeit im Produktionsprozess ist diese
Unterschiede zu kontrollieren, monitoren und das heterogene Material robust aufzureinigen.
Ein Weg diese Heterogenitat zu minimieren, ist die Site-specific Conjugation, also die
stéchiometrisch und lokal definierte, homogene Konjugation der zytotoxischen Payload an den

13



Einleitung

Antikorper bzw. das Antikorperderivat. Grundsatzlich lasst sich das durch drei Strategien
realisieren (Abb. 1.2-2C): i) das Einfigen von Cysteinen, die auf der Oberflache der Antikorper
zuganglich sind (Lyons et al.,, 1990)(Stimmel et al., 2000) ii) das Einfigen unnattrlicher
Aminoséauren mit anschlie3ender Konjugation des Toxins an diese Aminosauren (Young &
Schultz, 2010) iii) die enzymatische Konjugation an bestimmte Aminosauremotive (Jeger et
al., 2010). Bei der Kopplung an Thiole eingefuhrter bzw. mutierter Cysteine auf der Oberflache
missen milde Reduktions- und Reoxidationsbedingungen angewandt werden, damit keine
interchain- und intrachain-Cysteine, sondern nur eingefihrte bzw. mutierte Cysteine konjugiert
werden und wenig heterogene Produkte entstehen (Junutula et al., 2008). Neben der
Konjugation an Cysteine, ist auch die Konjugation an eine unnattrliche Aminoséure wie
p-acetylphenylalanin denkbar, die zuvor in die konstante Region des rekombinant
hergestellten Antikorpers eingefligt worden ist. An diese mutierten Antikdrper werden
beispielsweise Alkoxyamin-Wirkstoffderivate unter Ausbildung einer stabilen Oximbindung
gekoppelt (Axup et al., 2012). Auch chemoenzymatische Konjugationen werden getestet. Die
aus dem Bakterium Staphylococcus aureus stammende Sortase A katalysiert die Hydrolyse
der Bindung zwischen Threonin und Glycin in Proteinen, die das Motiv NLPXTGC enthalten,
um dann eine neue Peptidbindung zwischen dem C-Terminus des Threonin und dem freien
N-Terminus einer Polyglycin-Akzeptormolekiils einzugehen (Madej et al., 2012). Bringt man
dieses Motiv an geeigneter Stelle in einen Antikorper oder dessen Derivat ein, kann man es
dazu nutzen eine zytotoxische Payload, die einen Poly-Glycin-Tag enthalt, daran spezifisch

und definiert zu koppeln.
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Abb. 1.2-2: Schema zur Konjugation zytotoxischer Payloads an Antikérper

A Konjugation an Lysine fuhrt zu groRer Heterogenitat des ADCs hinsichtlich Position und Anzahl der
modifizierten Lysine. B Konjugation Uber die Reduzierung von interchain-Disulfidbriicken zeigt zwar
reduzierte, aber immer noch grol3e Heterogenitat der ADCs hinsichtlich ihrer DAR. C Die Site-specific
Conjugation bietet Uber das gezielte Einfihren von Cysteinen, unnatirlichen Aminosauren oder
bestimmten Aminosauremotiven fur die enzymatische Kopplung, die Mdglichkeit die Anzahl und die
Position gebundener zytotoxischer Payloads zu regulieren. Die Anzahl der Konjugationssites kann auch
erhoéht werden (DAR Daten entstammen Panowksi et al., 2014).

Der ideale Linker sollte im Blutkreislauf stabil sein, damit die pharmakokinetischen
Eigenschaften des ADCs ahnlich wie die des unkonjugierten Antikorpers sind, die Wirkung der
Payload in der Tumorzelle aber nicht behindert wird. Bei den bisher entwickelten ADCs werden
sowohl spaltbare als auch nicht spaltbare Linker eingesetzt. Bei den spaltbaren Linkern wird
die Payload vom Tragermolekil unter unterschiedlichen Bedingungen freigesetzt. Bei
Mylotarg® wurde beispielsweise ein saurelabiler Hydrazonlinker eingesetzt, der Calicheamicin
erst im sauren Milieu der Endosomen (pH = 5-6) und Lysosomen (pH =4.8) vom Antikdrper
abspaltet (van der Velden, 2001). Ein weiteres Prinzip nutzen Protease spaltbare Linker, bei
denen lysosomale Proteasen die Peptidbindung eines kurzen Linker-Peptids spalten, und so
die Freisetzung der zytotoxischen Payload ermdglichen. Die Protease Cathepsin B zum
Beispiel wird in Tumorzellen tUberexprimiert (Podgorski & Sloane, 2003). Bei Adcetris® wurde
deshalb ein Valin-Citrullin-Linker, also ein Dipeptid Linker, eingefuhrt, der nach Spaltung durch
Cathepsin B letztlich die zytostatische Payload Monomethylauristatin E (MMAE) freisetzt
(Senter & Sievers, 2012). Bei nicht spaltbaren Linkern wird die Payload nicht durch solch einen
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~kontrollierten* Mechanismus, sondern durch die Degradation des ADCs in den Lysosomen
abgespalten. Wie Untersuchungen zeigten, bleibt die Payload dabei allerdings kovalent am
Linker und an Aminoséaureresten des Antikérpers gebunden (Erickson et al., 2006)(Doronina
et al., 2003), was die Wirksamkeit der Payload aber nicht behindern muss. Haufig werden
Maleimidocaproyl oder Thioether Linker, wie bei Kadcycla® eingesetzt (Junttila et al., 2011).
Nicht spaltbare Linker kdnnen die Vertraglichkeit und Stabilitat verbessern und so die Off-
Target Toxizitat im Vergleich zu spaltbaren Linkern minimieren (Polson et al., 2009). Eine
erhdhte Wirksamkeit durch den Bystander Effekt ist allerdings aufgrund der Undurchlassigkeit
der Zellmembran fir hydrophile Molekile, zu denen die abgespaltenen Payload-
Linker-Molekiile eher zahlen, nicht zu erwarten. Unterschiedliche Studien zeigen, dass es Vor-
und Nachteile bei beiden Linkern gibt und alle anderen Parameter der ADCs, wie z.B. das
Target, die Antikorperstruktur oder die Payload ebenfalls bei der Wahl des Linkers

bericksichtigt werden missen (Lewis Phillips et al., 2008)(Anthony W Tolcher et al., 2003).

a) Mylotarg® b) Kadcyla® =

iw”‘jr ~

c) Adcetris®

I=
=

) ST T

- Linker
- Spacer

Abb. 1.2-3 Schematische Darstellung der zugelassenen ADCs (angepasst nach Hess et al., 2014)

a) Mylotarg® ist ein anti-CD33-Antikorper, welcher mit dem Zytotoxin Calicheamycin konjugiert ist. An
Lysine des Antikdrpers ist der saurelabile Hydrazonlinker gekoppelt und daran ein Spacer, der wiederum
die Bindung von Calicheamycin Uber eine Disulfidbricke erlaubt. b) Kadcylca® ist ein
anti-Her2-Antikorper, welcher mit dem Maytansin Derivat DM-1 konjugiert ist. An Lysine des Antikérpers
ist ein SMCC-Linker (Succinimidyl trans-4-(maleimidylmethyl)cyclohexan-1-carboxylat) gekoppelt und
daran ein Sulfhydryl-Spacer, der die nicht spaltbare Thioether Kopplung von DM-1 erlaubt. ¢) Adcetris®
ist ein anti-CD30-Antikdrper, welcher mit dem Zytostatikum Monomethylauristatin E (MMAE) konjugiert
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ist. An Cysteine des Antikdrpers ist ein Maleimidocaproyl Rest tiber einen Thioether gebunden. Der fir
die Funktion wichtige Cathepsin B spaltbare Dipeptid Linker ist Giber einen p-Aminobenzyl Carbamate
Spacer an MMAE gebunden.

Grundsatzlich gelten fur die Linker bei Immuntoxinen dieselben Anforderungen wie bei ADCs.
Da es sich bei Immuntoxinen aber um toxische Proteine handelt, die an einen Antikorper
gekoppelt sind, werden diese in der Regel rekombinant hergestellt, wodurch ein Linker
Uberflissig wird und die, durch die Instabilitéat des Linkers bedingte, Off-Target Toxizitat selten
die Ursache fur Nebenwirkungen ist. Dafir werden aber haufig, wie unter 1.1.5 beschrieben,
anti-Toxin-Antikorper gebildet. Erste Immuntoxine wurden hergestellt, indem man die
vollstdndigen Toxine oder deren katalytische Untereinheiten lber eine reduzierbare Disulfid-
oder nicht reduzierbare Thioether-Bindung an den Antikérper koppelte (FitzGerald et al.,
1990). Dabei entstanden allerdings nicht selten instabil gekoppelte oder sehr heterogen
gekoppelte Immuntoxine (FitzGerald et al., 2004), weshalb sich rekombinant hergestelite
Immuntoxine durchsetzten. Dies hat den Vorteil, dass ausschlief3lich nur Domanen des Toxins
verwendet werden, die fur die Wirkung wichtig sind und auRerdem gezielt Mutationen in den
Bereichen eingebracht werden kdnnen, die fir HATAs verantwortlich sind. Sollen Immuntoxine
kleiner GroRRe hergestellt werden, die durch ihre geringe GrolRe eine verbesserte
Tumorpenetration haben, besitzt die rekombinante Produktion auf3erdem den Vorteil, dass
relativ grof3e Mengen Uber eine bakterielle Expression hergestellt werden kdnnen. Typische
Toxine wie Pseudomonas Exotoxin oder das Diphterie Toxin (Gu et al., 1996)(Tsuneoka et al.,
1993) enthalten von Natur aus eine Furin Spaltstelle, die fur die toxische Wirkung unerlasslich
ist, da erst nach Spaltung die eigentlich toxische Doméane katalytisch aktiv wird (Chiron et al.,
1994). Furin ist ein Enzym, welches zur Familie der Proprotein Konvertasen gehort, d.h. es
aktiviert andere Proteine indem es Aminosaureketten, welche die Aktivitat blocken, entfernt.
Es kommt in Endosomen bzw. dem Trans-Golgi-Netzwerk vor. Wird PE oder DT Uber die
Rezeptorbindungsdoméne von einer Zelle gebunden, wird es internalisiert und 16st sich im
sauren Milieu der Endosomen wieder vom Rezeptor. Furin spaltet dann die
Rezeptorbindungsdoméne von den toxischen Doménen, die somit durch Hemmung der
Proteinsynthese den Zelltod auslosen kdnnen. Die Rezeptorbindungsdoméne wird in einem
Immuntoxin durch einen Antikorper bzw. ein AntikOrperderivat ersetzt. Die weiteren Doméanen
und die Furin Spaltstelle bleiben allerdings unverandert, da diese fiir das intrazellulare Routing
und die Aktivitat des Toxins bendtigt werden. Eine Verkirzung einzelner Domanen ist ggf.
maoglich, wenn man die entscheidenden Sequenzen beibehélt (siehe 3.1). In jedem Fall ist bei
der Konjugation und dem Linkerdesign darauf zu achten, dass die Wirkung des Toxins nicht

siginifikant eingeschrénkt wird.
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1.2.1.5 Hapten-bindende Antikorper

Far die ,Kopplung“ eines Toxins an einen Antikérper kann, neben den unter 1.2.1.4 genannten
Strategien, noch das Prinizip der Hapten-bindenden Antikoérper eingesetzt werden.
Hapten-bindende Antikorper sind schon sehr lange v.a. aus diagnostischen Anwendungen
mittels ELISA bekannt, in denen sie fir die Detektion endogener und exogener Substanzen,
wie z.B. Glykolipiden oder Pestiziden eingesetzt werden (Duk et al., 2003)(Vasylieva et al.,
2015). Haptene kénnen Arzneimittelwirkstoffe, Hormone, Steroide, Vitamine, Herbizide und
viele andere Substanzen sein. Einen Uberblick iiber Haptene und Hapten-bindende Antikorper
liefert eine eigene Datenbank, die umfassende Informationen tber chemische, physikalische
und strukturelle Eigenschaften dieser Molekiile gibt (M. K. Singh et al., 2006). Allgemein
versteht man unter einem Hapten ein kleines chemisches, stabiles Molekil, welches
normalerweise eine GroéRe < 1000 Da besitzt und nicht immunogen ist. Erst wenn das Hapten
an ein Tragerprotein, wie z.B. BSA gekoppelt ist, kann eine vollstandige Immunreaktion und
somit die Bildung von anti-Hapten Antikdrpern ausgelost werden. So wurden auch die ersten
anti-DIG Antikdrper vor Jahrzehnten generiert, die in dieser Arbeit als Basis fiir die
bispezifischen DIG-bindenden Antikorper dienten (Kessler, 1991). Da es sich bei anti-Hapten
Antikdrpern um hochspezifische und hochaffine Antikorper handelt, wird dieses Prinzip seit
einiger Zeit auch fur therapeutische Anwendungen getestet (Schneider et al., 2012)(Metz et
al., 2011).

1.2.2 Zielsetzung der Arbeit

Die Entwicklung therapeutisch wirksamer ADCs und Immuntoxine h&angt von vielen, in den
vorherigen Kapiteln, beschriebenen Einflussfaktoren ab, die die Produktion sehr aufwendig
werden lassen. Deshalb beschéftigt sich diese Arbeit damit, Uber haptenylierte Payloads und
anti-Hapten Antikorper die Moglichkeit zu schaffen, Antikbrper gegen verschiedenste Targets
mit unterschiedlichsten toxischen Payloads, &hnlich einem ,Baukastensystem®, zu
kombinieren und so die Entwicklung therapeutischer exakt definierter Antikorper-Payload-
Komplexe zu erleichtern. In dieser Arbeit sollten auf Basis des bereits durch S. Metz und
Kollegen entwickelten bispezifischen bivalenten Digoxigenin bindenenden Antikorpers zur
zielgerichteten Payload-Applikation (Metz et al., 2011)(Schneider et al., 2012) weitere
trivalente bispezifische Hapten-bindende Antikérper-Formate entwickelt werden. Es sollte
dadurch ermdglicht werden nicht nur zwei, sondern drei toxische Wirkstoffmolekile pro
Antikorper in die Zelle einzuschleusen und so die zytototoxische Potenz der Antikérper zu
verbessern. Neben dem Nachweis, dass alle Valenzen des bispezifischen Antikorpers fir die
Haptenbindung intakt sind und eine haptenylierte Payload binden, sollte der Nachweis
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erbracht werden, dass der bispezifische Antikorper gleichzeitig spezifisch an das

Oberflachentarget auf Tumorzellen binden kann.

Da Digoxigenin ein Derivat des herzaktiven Glykosids Digoxin ist (Terra et al., 1999) und eine
Wirkung auf das Herz, in der fur die zielgerichtetete Antikérper-Payload-Applikation bendtigten
Konzentration, zum jetzigen Zeitpunkt durch in vivo Versuche nicht auszuschlieRen ist, sollte
mit Theophyllin ein alternatives Hapten zu Digoxigenin identifiziert werden. Bei Theophyllin
handelt es sich um Purinalkaloid ahnlich wie Koffein oder Theobromin, welches fur die
Therapie von Bronchialerkrankungen eingesetzt wird. Die therapeutische Dosis liegt mit
5 — 10 pmol/L 5000 bis 10000 Mal hoher als die von Digoxin (Markham & Faulds, 1998). Im
Anschluss sollten die neu entwickelten Digoxigenin bindenden Antikdrper-Formate auf
Theophyllin Gbertragen werden (siehe Abb. 1.2-4). Zuletzt sollte auRerdem die Bindung zweier
unterschiedlicher Payloads iber die beiden unterschiedlichen Haptene Digoxigenin und
Theophyllin im Rahmen der Entwicklung trispezifischer Antikbrper getestet werden, da diese
Anwendung die Moéglichkeit eréffnen wiirde synergistische Effekte von zwei unterschiedlichen

Payloads auszutesten.

Weiterhin sollten aus der Literatur bekannte Toxine im Hinblick auf Haptenylierbarkeit und
Toxizitat untersucht werden. In einem Vorversuch sollte getestet werden, ob sich die Toxine
Mitomycin C, Saporin, Doxorubicin und Pseudomonas Exotoxin hinsichtlich ihrer Toxizitat und
Haptenylierbarkeit als toxische Payloads eignen. Danach sollten die haptenylierten Toxine in
vitro auf deren Zytotoxizitat untersucht werden und verglichen werden, ob sich diese nach
Haptenylierung verandert. Das Targeting und die Wirksamkeit der haptenylierten Payloads mit
den neuen bi- oder trivalenten bispezifischen Antikérpern sollte in Zellkulturexperimenten

getestet werden.

+ ()— Toxin + O VEED §
+ @ Toxin 2
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Abb. 1.2-4: Schema zur Strategie der Entwicklung bispezifischer Hapten-bindender Antikorper

A Auf Basis des bekannten Digoxigenin bindenden Antikorpers fur die targetspezifische Payload-
Applikation sollten neue Antikérper-Formate mit unterschiedlichen Valenzen fur die Haptenbindung
entwickelt werden. Ebenso sollten verschiedene Toxine haptenyliert werden, welche alleine und in
Kombination mit den Digoxigenin bindenden Antikérpern in vitro auf Zytotoxizitat zu testen waren. Die
neuen Antikdrper-Formate sollten auf das alternative Hapten Theophyllin Gbertragen werden, um das
.Baukastensystem" zu erweitern. Ebenso sollten trispezifische Antikérper zur Applikation zweier
unterschiedlicher Payloads hergestellt werden. B Basierend auf der Theorie der Internalisierung von
ADCs uber Clathrin vermittelte Endozytose und anschlielender proteolytischer Degradation (Senter,
2009)(Kovtun & Goldmacher, 2007)(Kalim et al., 2017), sollten die bispezifischen Antikdrper mit den
toxischen Hapten-Payloads an ein tumorspezifisches Target binden und internalisiert werden. Im sauren
pH der Endosomen sollte das Hapten-Toxin freigesetzt werden und so am jeweiligen intrazellularen

Target durch seinen Wirkmachanismus zum Zelltod fiihren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

AKTAexplorer™ 100 Air mit Frac-950

AKTApurifier™ mit Frac-950

Amicon® Ultra Centrifugal Filters 3000 MWCO,
15 mL

Amicon® Ultra Centrifugal Filters 30000 MWCO,
50 mL

Amicon® Ultra Centrifugal Filters 100000 MWCO,
50 mL

Biacore T100

Biacore T200

Biophotometer®

Blottingpapier

Brutschrank BBD6220

Brutschrank RUMED

Dokumentationsanlage (UV, Fluoreszenz) Lumi-lmager™

F1

Durchflusszytometer BD FACSCanto™

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

Millipore, Billerica (USA)

Millipore, Billerica (USA)

Millipore, Billerica (USA)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules
(USA)

Heraeus, Hanau
Rubarth Apparate, Laatzen

Roche, Mannheim

Becton Dickinson, Franklin
Lakes (USA)
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Bezeichnung

Hersteller

Eismaschine

ELISA-Reader SpectraMax

Geldokumentationsanlage (UV) FluorChem FC2

Gelkammer flr Agarose-Gelelektrophorese

Gelkammer fur SDS-PAGE Xcell SureLock™

HiLoad™ 26/60 Superdex™ 200, 318 mL

HiTrap™ Kappa-Select™, 5 mL

HiTrap™ MabSelect SuRe™, 5 mL

HPLC-Anlage fur analytische SEC Dionex Summit

Immobilon® PVFD Transfer Membrane

Konfokalmikroskop SP8

Kunststoff-Drigalski Spatel

Kunststoff-Erlenmeyerkolben, 0.25 - 3 L

Kunststoff-Impfosen

MabPac™ SEC-1, 30 mm

Massenspektrometer MaXis (QTOF)

Mastercycler® gradient

Mikrotiterplattenleser Tecan Infinite® F200

Mikrozentrifuge Galaxy Mini

Multikanal-Pipetten

ZIEGRA Eismaschinen,

Isernhagen

Molecular Devices, Minchen
Alpha Innotec, Kasendorf
PEQLAB, Erlangen
Invitrogen, Carlsbad (USA)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (USA)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (USA)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Millipore, Billerica (USA)
Leica, Wetzlar

VWR, Darmstadt
Corning, Corning (USA)
VWR, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Bruker, Bremen
Eppendorf, Hamburg
Tecan, Mannedorf (CH)
VWR, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
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Bezeichnung

Hersteller

ND-1000 Spektrophotometer

Netzgerat fur Agarose-Gelelektrophorese
Netzgerat fur SDS-PAGE PowerEase® 500

Netzgerat fur Western Blotting VLP 2403

NuPAGE 4-12 % Bis-Tris-Gele
Objekttrager mit 8-Well Kammer
Omnifix, 10 mL

PD10 Desalting Columns

pH-Meter Orion 3-Star

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetus

Plastikkivetten (Schichtdicke 1 cm)

Plattformschittler Rotamax 120

Polypropylen-Réhrchen, 14 mL
Quarzglas-Kuvetten

Reaktionsgefalie, 0.2 — 2 mL
Rollenmischer

Schittelinkubator Climo-Shaker ISF1-X
Schittelinkubator Minitron

Sensorchip C1

NanoDrop Technologies,
Wilmington (USA)

Consort, Turnhout (B)
Invitrogen, Carlsbad (USA)

Voltcraft (Conrad Electronic),

Hirschau

Invitrogen, Carlsbad (USA)
Ibidi, Planegg

Braun, Melsungen

GE Healthcare,
Buckinghamshire (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgeréate,
Eberstadt

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments,

Schwabach

Greiner, Kremsmiunster (A)
Hellma, Millheim

Eppendorf, Hamburg

A. Hartenstein, Wirzburg
Kuhner, Birsfelden (CH)
Infors, Bottmingen/Basel (CH)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)
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Bezeichnung

Hersteller

Sensorchip CM5

Sepahdex G-25

Serologische Pipetten, 5 — 50 mL

Sterilfilter Minisart 0.20 um
Spritzenvorsatzfilter 0.22 pym
Thermomixer Comfort

Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell

TSKgel G3000SWXL, 30 mm

Ultraschallgerat Sonifier® Cell Disrupter

Ultrazentrifuge Sorvall® Evolution RC

Umkehrmikroskop
Uvikon UV Spektrometer
UV-Schirm Safe Imager

Vakuumanlage Vacusafe comfort

Vortexer IKA MS3 basic
Wasserbad precitherm PFV

96 Well-Mikrotiterplatte, transparent, U-Boden

96 Well-Mikrotiterplatte, weil3, transparenter Flachboden

Zeba™ Spin Desalting Columns, 2 und 5 mL

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

Becton Dickinson, Franklin
Lakes (USA)

Sartorius, Gottingen
Millipore, Billerica (USA)

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules

(USA)

Tosoh Bioscience, Shunan

(Japan)
Branson, Danbury (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Leica, Wetzlar
Goebel Analytik, Au
Invitrogen, Carlsbad (USA)

INTEGRA Biosciences,

Fernwald
IKA, Staufen
ehem. Boehringer-Mannheim

Becton Dickinson, Franklin
Lakes (USA)

Greiner, Kremsmiunster (A)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)
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Bezeichnung

Hersteller

Zellkulturflaschen, 75 und 175 cm?
Zellzahler Casy® TTC
Zentrifugenbecher, 250 und 500 mL
Zentrifugen Centrifuge 5417R, 5810R
Zentrifuge Multifuge 3SR+

Tabelle 2.1.1: Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Greiner, Kremsmiunster (A)
Innovatis AG, Reutlingen
Corning, Corning (USA)
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Bezeichnung

Hersteller

ABTS-Substrat

Accutase
Acetonitril
Agarose

Alexa Fluor 488-Streptavidin-Konjugat

Ameisensaure
Ammonium-Fe(ll)-Citrat
Ampicillin

Bacto Agar

BamHlI

BCIP®/NBT-Blue Liquid Substrate
bovines Serumalbumin (BSA)

Cy5 gelabelte Digoxigenin-siRNA

Thermo Fisher

Waltham (USA)

PAA, Pasching (A)

Baker, Center Valley
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roche, Mannheim

Becton Dickinson, Franklin
Lakes (USA)

New England Biolabs, Ipswich
(GB)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roche, Mannheim

Roche, Penzberg & Kulmbach

25

Scientific,



Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller

Cy5-Polyglycerol-Nanopartikel

D-Glukose

Digoxigenin-Biotin
Digoxigenin-Carboxymethyl-N-Hydroxysuccinimide Ester
Digoxigenin-Cy5
Digoxigenin-Cy5-Polyglycerol-Nanopartikel
Digoxigenin-Doxorubicin
Digoxigenin-Doxorubicin-Polyglycerol-Nanopartikel

Digoxigenin-Methylcarbonyl-e-Aminocaproicacid- N-

hydroxysuccinimide Ester
Digoxigenin-Mitomycin
Digoxigenin-Methyl-Amid-Maleimid
Digoxigenin-Pseudomonas Exotoxin PE38
Digoxigenin-Saporin
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO.)
Dimethylsulfoxid

Doxorubicin
Doxorubicin-Polyglycerol-Nanopartikel
ESI-L MS low concentration tuning mix
Ethanol

Ethanolamin, reinst
Ethidiumbromidldsung (10 mg/mL)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-L6sung (0.5 M)
fotales Rinderserum (FBS)

Gelfiltrationsstandard Nr. 151-1901

AG Haag, FU Berlin

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
AG Haag, FU Berlin

Roche, Mannheim & Penzberg
AG Haag, FU Berlin

Roche, Mannheim & Penzberg

Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
AG Haag, FU Berlin

Agilent, Santa Clara

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
PAA, Pasching (A)

Bio-Rad, Hercules (USA)
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Bezeichnung

Hersteller

Glycin-HCI (pH 1.5)

Guanidin Hydrochlorid

Hind 11

Imidazol

Kpn |

KOD Hot Start DNA Polymerase
L-Asparagin

L-Glutamin

L-Glutamin-Lésung (200 mM)
L-Histidin

Lysozym

MEM Non-Essential Amino Acids (100x)

2-Mercaptoethanol
Methanol
Milchpulver
Mitomycin C
Natriumchlorid

Natriumchlorid-Losung (1 M)

Natriumchlorid-Lésung (5 M)

Natriumhydroxid (NaOH)-L6sung (4 mol/L)

Natriumhydroxid (NaOH)-Lésung (50 mM)

GE Healthcare, Buckinghamshire

(GB)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

New England Biolabs, Ipswich
(GB)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

New England Biolabs, Ipswich
(GB)

Novagen (Merck), Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Carlsbad (USA)

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Merck, Darmstadt

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
VWR, Darmstadt

GE Healthcare,
Buckinghamshire (GB)
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Bezeichnung

Hersteller

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO.)
N-Glycosidase F

Penicillin

Pseudomonas Exotoxin PE38

Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
2-Propanol

Saporin

Sacl

SDS-PAGE Laufpuffer NUPAGE® MES (20x)
SimplyBlue™ Safe Stain

Sojapepton HyPep 1510
Spurenelementeldsung

Staurosporin

Streptomycin

Theophyllin-BSA
Theophyllin-Carboxypropyl-N-Hydroxysuccinimide ester
Theophyllin-Cy5

Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder
Transfektionsreagenz 293-Free™

Tris(2-carboxyethyl)phosphin Hydrochlorid (TCEP)

Tris-HCI (1 M), pH 8.0
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Tween® 20

Tween® 20-Losung (10 %)

Merck, Darmstadt

Prozyme, Hayward
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roche, Penzberg

Bio-Rad, Hercules (USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

New England Biolabs, Ipswich
(GB)

Invitrogen, Carlsbad (USA)
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
Roche, Mannheim & Penzberg
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Novagen (Merck), Darmstadt

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Lonza, Basel (CH)
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Bio-Rad, Hercules (USA)
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Bezeichnung

Hersteller

Water, PCR Grade

Xba |

Zitronensdure-Monohydrat

Tabelle 2.1.2: Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

2.1.3 Puffer und Nahrmedien

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Ipswich
(GB)

Merck, Darmstadt

Bezeichnung

Hersteller

FreeStyle293

Hepesgepufferte Saline (HBS-P)

Hepesgepufferte Saline mit EDTA (HBS-EP)

LDS-Probenpuffer (4x)

LB-Medium

LB Broth

OPTI-MEM Reduced Serum Medium
Phosphatgepufferte Saline (PBS) (10x)
phosphatgepufferte Saline Dulbecco’s PBS (1 M)
RPMI 1640

S.0.C.-Medium

SuRE/Cut Buffer A, B
TBE-Gelladepuffer (10x)

TBE-Puffer (10x)

Transferpuffer Tris/Glycin (10x)
Trisgepufferte Saline (TBS) (10x)

Tabelle 2.1.3: Puffer und Nahrmedien

Gibco, Carlsbad (USA)

GE Healthcare, Buckinghamshire
(GB)

GE Healthcare, Buckinghamshire
(GB)

Invitrogen, Carlsbad (USA)
Gibco, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Gibco, Carlsbad (USA)
Roche, Mannheim

PAA, Pasching (A)

Gibco, Carlsbad (USA)
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Roche, Mannheim
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Roche, Mannheim
Bio-Rad, Hercules (USA)

Bio-Rad, Hercules (USA)
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2.1.4 Kits

Bezeichnung

Hersteller

Amine Coupling Kit

Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
FirstChoice® RLM-RACE Kit

HiSpeed® Plasmid Maxi Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

Rapid DNA Ligation Kit

RNeasy® Mini Kit

TOPO® TA Cloning Kit

Tabelle 2.1.4: Kits

2.1.5 Vektoren

GE Healthcare, Buckinghamshire
(GB)

Promega, Madison (USA)
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Als Basis fur die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren wurden zwei bereits vorhandene, auf

pUC18-Vektoren basierende Vektoren verwendet, welche von Dr. Silke Metz (Roche

Diagnostics GmbH, Penzberg) fur die Expression der schweren und leichten Kette des

bispezifischen Digoxigenin bindenden Antikérpers kloniert wurde (Metz et al., 2011).

2.1.6 Antikdrper und enzymkonjugierte Sekundarantikdrper

Antikorper Verwendung

Hersteller

Goat anti-human IgG (Fc Western Blot
specific)-Alkaline

Phosphatase

Goat anti-human-kappa-light- Durchflusszytometrie

chain (Bound and Free)-FITC

Sigma-Aldrich, St. Louis
(USA)

Sigma-Aldrich, St. Louis
(USA)
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Antikorper Verwendung

Hersteller

Goat anti-human-kappa-light- Western Blot

chain-Alkaline Phosphatase

Chicken polyclonal anti-DIG-  Zellbasierter ELISA
HRP

Tabelle 2.1.5: Antikérper und Sekundarantikdrper

2.1.7 Bakterienstamme und Zelllinien

Sigma-Aldrich, St. Louis
(USA)

Abcam, Cambridge (UK)

Medium + Zusatze

Zelllinie Beschreibung

MAX Efficiency® DH5a-T1 Escherichia Coli, Kompetente
Zellen

OneShot® Top10 Escherichia Coli, Kompetente
Zellen

XL10-Gold® Escherichia Coli, Kompetente
Zellen

HEK293-F Suspensionszelllinie aus

humanem embryonalen

Nierengewebe

MCFE-7 Adhéarente Zelllinie aus
humanem Adenokarzinom

der Brust

MOLM-13 Suspensionszelllinie
humaner akuter myeloischer

Leukamie

Tabelle 2.1.6: Bakterienstamme, Zellinien und Kulturmedien

LB-Medium

LB-Medium

LB-Medium

Freestyle293

RPMI 1640
10 % FBS
2 mM L-Glutamin

RPMI 1640
20 % FBS
2 mM L-Glutamin
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2.1.8 Synthetische Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz

Hersteller

Ckappa Primer

CH1 Primer

Stabilisierte Cy5
gelabelte
Digoxigenin
Duplex siRNA

5' RACE Adapter

5' RACE Inner

Primer

5-GCGCAAGCTTCCTAACACTCATTCCTGTTGAA
GCTC-3

5'-GCGCGGTACCCTCGACAGCTGGCAGGGTTAA
CTGG-3'

5' Cy5-CUG AAG ACC UGA AGA CAA UUU-DIG 3
3' AUU GAC UUC UGG ACU UCU GUU &'

5'-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUG
CUGGCUUUGAUGAAA-3'

5'-CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTT
GATG-3'

Tabelle 2.1.7: Synthetische Oligonukleotide

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

MWG Biotech AG,
Ebersberg

MWG Biotech AG,
Ebersberg

Roche, Penzberg
& Kulmbach

Invitrogen,
Carlsbad (USA)

Invitrogen,
Carlsbad (USA)

Fur die Klonierung wurden entweder OneShot® Top10 oder XL10-Gold® verwendet.

2.2.1.1 Restriktion und Ligation

Fur das sequenzspezifische Ausschneiden von DNA-Fragmenten aus langeren DNA-

Abschnitten bendtigt man Restriktionsendonukleasen, die es erlauben DNA-Sticke mit

definifierten Schnittenden zu generieren. Hierzu wurden etwa 3-4 pg DNA mit bis zu drei

Restriktionsenzymen 1 h bei 37 °C inkubiert. Ein typischer Ansatz mit den dazugehorigen

Volumina ist in Tabelle 2.2.1 aufgefihrt.

Komponente Volumen [uL]
DNA 2-5
Restriktionsenzym 1 1
Restriktionsenzym 2 1
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SuRE/Cut B Puffer (10x) 2
H>O ad 20

Tabelle 2.2.1: Reaktionsansatz fiir Restriktionsverdau

Zur Kontrolle des Verdaus wurden die Reaktionsansétze nach Inkubation auf ein 0.8 %iges
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.1.2). Zeigten die Fragmente
aus dem Verdau die korrekte Lange, wurden die entsprechenden Banden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und nach dem Herstellerprotokoll mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit

extrahiert.

Fur die Ligation der linearisierten DNA-Fragmente wurden dann Vektor und Insert im
Verhaltnis 1:3 mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent tber die kompatiblen Enden miteinander
verbunden. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 15 min durchgefihrt. Je nach
Konzentration des Inserts wurden 2 bis 4 uL davon verwendet (Tabelle 2.2.2). Das

erforderliche Verhéltnis der bendtigten DNA-Mengen errechnet sich nach folgender Formel:

Menge Vektor [ng] * Groe Insert [bp] , molares Verhaltnis Insert

GrolR3e Vektor [bp] Vektor

= MengeInsert[ng]

Formel 2.2-1 Berechnung DNA-Menge fiir Ligation

Komponente Volumen [uL]
Vektor DNA 1
Insert DNA 2-4
T4-DNA-Ligase

DNA-Dilution Puffer 4
T4-Ligase Puffer 10
H.O ad 20

Tabelle 2.2.2: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden auf ein 0.8 %iges Agarosegel aufgetragen. Zur Herstellung des
Gels wurden 0.8 g Agarose in 100 mL TBE-Puffer und 10 pyL Ethidiumbromid-Lésung gel6st.
Die DNA-Proben wurden 1:10 mit TBE-Gelladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels
aufgetragen. Zur Bestimmung der DNA-FragmentgréRen wurde der GroRenstandard Tracklt™

1Kb Plus DNA Ladder mitgefiihrt. Durch Anlegen einer Spannung (125 V, 50 min) wurden die
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DNA-Fragmente aufgetrennt und im UV-Licht durch den interkalierenden Farbstoff

Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

2.2.1.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Banden definierter GroRe wurden mit Hilfe eines Skalpells oder Bandenausstecher aus Plastik
aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA wurde dann mit dem QIAquick® Gel Extraction

Kit nach dem Herstellerprotokoll extrahiert und mit 30 uL Elutionspuffer eluiert.

2.2.1.4 RNA-Isolierung

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde das neue Hapten Theophyllin eingesetzt, welches an die
verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten Payloads gekoppelt wurde. Dieses Hapten sollte
von einem monoklonalen Hapten-bindenden Antikérper spezifisch gebunden werden. Um die
DNA Sequenz, die zur gezielten Herstellung dieser Antikdrper bendtigt wird, herauszufinden,
muss die RNA aus den murinen Hybridomazellen zun&chst isoliert werden und im Anschluss
in cDNA umgeschrieben und mittels PCR vervielfaltigt werden. Fir die RNA-Isolierung wurde
der RNeasy-Kit® gemal des Herstellerprotokolls genutzt. Ein Zellpellet mit 1x10°® murinen
Hybdridomzellen wurde mit 350 pL RLTM-Puffer mit 1 % Mercaptoethanol gemischt. Nachdem
die Probe sorgfaltig homogenisiert wurde, wurde sie in ein QlAshredder Tube tberfuhrt und
2 min zentrifugiert. Die so gewonnene RNA wurde mit 350 pL 70 % Ethanol gewaschen, auf
eine RNeasy Spin Column aufgetragen und 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen. Danach wurde die RNA mit 700 uL RW1-Puffer gewaschen und 15 s bei
8000 x g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Durchlaufs, wurden 500 pL RPE-Puffer auf
die RNeasy Spin Column aufgetragen und 15 s bei 8000 x g abzentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Allerdings wurde die RNeasy Spin Column
2 min bei 8000 x g zentrifugiert, um alle Reste von Ethanol zu entfernen. Die gereinigte RNA
wurde von der Sdule mit 30 pL RNase freiem Wasser 1 min bei 8000 x g eluiert. Die
Konzentration der RNA wurde spektroskopisch bestimmt und betrug 0.83 pg/uL, was einer

Gesamtmenge von etwa 32 g entsprach. Die RNA wurde danach bei -80 °C gelagert.

2.2.1.5 Reverse Transkription

Die cDNA, welche fiir die weitere RACE-PCR benétigt wurde, ist mittels des FirstChoice® RLM-
RACE Kits gewonnen worden. Dafur wurden 10 pg der isolierten RNA eingesetzt, um wie im

Herstellerprotokoll beschrieben, Uber reverse Transkription eine cDNA zu erzeugen. Die
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Gesamt-RNA wurde mit intestinaler Kalberphosphatase (CIP) behandelt, um die RNA mit
freien Phophatresten am 5'-Ende, wie z.B. rRNA, tRNA und fragmentierte mRNA zu entfernen
und so die intakte Gesamt-mRNA weiter einsetzen zu kénnen. Diese wurde im Anschluss
mittels Chloroform-Phenol-Extraktion gereinigt und mit Tabaksaure-Pyrophosphatase (TAP)
behandelt, um die CAP-Struktur zu entfernen. An dem verbleibenden Monophosphat des
5’-Ende erfolgte die Ligation des 5’RACE Adapters aus dem FirstChoice® RLM-RACE Kit. Fur
die reverse Transkription wurden dann 0.16 pg RNA aus der Ligationsreaktion verwendet.
Nach 1 h Inkubation bei 42 °C wurde der Ansatz bei -20 °C bis zur PCR aufbewahrt.

2.2.1.6 RACE PCR

Fur die PCR wurde die KOD Hot Start Polymerase verwendet, da sie im Vergleich zur im Kit
enthaltenen Taqg Polymerase eine erhéhte proof-reading-Aktivitat aufweist und erste Versuche
mit der Tag Polymerase keine erfolgreiche PCR ermdglichten. Nachdem der 5’RACE Adapter
eingefugt wurde, konnte direkt mittels der ,Inner PCR" fortgefahren werden. Daflr wurden
Primer-Paare verwendet, die aus dem im Kit enthaltenen 5’RACE Inner Primer und entweder
einem Cx oder IgA-CH1 spezifischem Primer bestanden. Die Sequenz fur den Cx Primer, um
die VL Region des Theophyllin IgA zu amplifizieren war 5-GCGC AAGCTT
CCTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTC-3'. Die Sequenz fir den CH1 Primer, um die VH
Region des Theophylin IgA zu amplifizieren war 5-GCGC GGTACC
CTCGACAGCTGGCAGGGTTAACTGG-3'. Fur diese Primer Kombinationen wurde eine
Annealing Temperatur von 60 °C verwendet, wobei nach einem 3-minitigen initialen
Denaturierungsschritt bei 94 °C, 35 Zyklen zur Amplifizierung (30 s 94 °C/ 30 s 60 °C/ 30 s

72 °C) und ein abschlieRender Verlangerungszyklus 7 min bei 72 °C durchgefihrt wurden.

Komponente Volumen [uL]
10x PCR reaction buffer 5
dNTP Mix 4
MgSO4 (25 mM) 4
Gene Specific Primer (10 uM) 2
5’RACE Inner Primer 2
DNA Template 2
KOD Hot Start Polymerase (5U/uL) 0.25
H-0 ad 50

Tabelle 2.2.3: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes
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2.2.1.7 TOPO Klonierung

Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen, wie unter 2.2.1.3 beschrieben aus
dem Agarosegel extrahiert und in den pCR®2.1-TOPQO® Vektor des TOPO® TA Cloning Kits fir
PCR-Produkte mit ,blunt ends* nach dem Herstellerprotokoll eingefiigt. Die Reaktionsansatze
der TOPO Klonierung wurden in kompetente MAX Efficiency® Escherichia coli DH5a-T1 Zellen
transformiert. Im Anschluss wurden E.coli Klone, welche die VL bzw. VH kodierenden
Sequenzen trugen, auf LB-Kanamycin und auch auf LB-Ampicillin Agar-Platten kultiviert.
Aufgrund des im Vektor enthaltenen LacZa Gens konnten Kolonien der E.coli Klone, in welche
der pCR®2.1-TOPO® Vektor erfolgreich transformiert wurde, Uber blue/ white Screening
identifiziert werden. Es wurden je 6 positive Klone pro Platte selektiert und in 3 mL LB-Medium
mit Kanamycin oder Ampicillin (100 pg/mL) Gber Nacht weiter propagiert. Im Anschluss daran
wurde die DNA dieser Kulturen isoliert und der Einbau der Vektoren Uuber den
Restriktionsverdau mit Sacl und Xbal kontrolliert. Da das Vektor Backbone Sacl und Xbal
Schnittstellen besal3, welche die Inserts an beiden Seiten flankierten, konnte aus Insert
tragenden Plasmiden mittels dieser Restriktionsenzyme Inserts mit einer Gré3e von etwa
750 bp (fur VH und VL) bestimmt werden. Die DNA Sequenz der VH und VL des Theophyllin
bindenden Antikérpers und die davon abgeleitete Proteinsequenz wurde aus der
automatisierten Sequenzierung zahlreicher Klone identifiziert. Diese wurde bei der SequiServe

GmbH in Auftrag gegeben und durchgefihrt.

2.2.1.8 Transformation und Anzucht verwendeter Mikroorganismen

Fur die Transformation wurden 18 puL OneShot® Top10 oder XL10-Gold® chemokompetente
Escherichia coli Zellen verwendet. Diese wurden bei -80 °C gelagert und fir die
Transformation auf Eis aufgetaut. Es wurden 2 pL des Ligationsansatzes wie in Tabelle 2.2.2
beschrieben mit den kompetenten Zellen vermischt und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlielend
wurde der Ansatz fiir 30 s bei XL10-Gold® Zellen bzw. 45 s bei OneShot® TOP10 Zellen auf
42 °C erhitzt. AnschlieBend wurden die Zellen schnell auf Eis tberfiihrt und fur 2 min stehen
gelassen. Danach wurde 250 yL SOC-Medium zugegeben und die transformierten Zellen
wurden fir mindestens 60 min auf dem Drehrad bei 37 °C inkubiert. 200 pL dieses Ansatzes
wurden auf Ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fur
die weitere Vermehrung gewachsener Klone wurden diese mit einer sterilen Pipettenspitze
oder Einweg-Impfése gepickt und in LB-Ampicillin-Medium weiter propagiert. Pro Konstrukt
wurden 4 Rohrchen mit je 3 mL LB-Ampicillin-Medium (50 pg/mL Ampicillin) mit je einem
Positiv Klon inokuliert und tber Nacht bei 37 °C auf dem Drehrad inkubiert. Bei einer Re-

Transformation erfolgte keine Ausplattierung, sondern eine Inokulation von 250 mL LB-
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Ampicillin-Medium (100 pg/mL Ampicillin) mit 250 pL der Vorkultur. Aus diesem grof3eren

Ansatz konnte dann eine DNA Maxipraparation vorgenommen werden.

2.2.1.9 Isolierung von Plasmid DNA

Um den Erfolg der Klonierung kontrollieren und einen Kontrollverdau durchfiihren zu kénnen,
muss die Plasmid-DNA aus den propagierten Zellen aufgereinigt werden. Auch wenn fir die
Antikorper Expression die Vektoren fur eine Transfektion von HEK293 Freestyle Zellen isoliert
werden sollten, musste die Bakterienkultur aufgereinigt werden. Dies geschah in kleinem
MaRstab mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit, mit dem 3 mL Bakteriensuspension
vollautomatisiert im QlAcube aufgereinigt werden kénnen oder in gro3em Malstab mit dem
HiSpeed® Plasmid Maxi Kit, mit dem 250 mL Bakteriensuspension aufgereinigt werden
kénnen. Das bendtigte Zellpellet wurde bei einem Volumen von 3 mL Bakteriensuspension
durch 2 min Zentrifugation bei 10000 rpm und bei einem Volumen von 250 mL durch 15 min
Zentrifugation bei 6000 rpm erhalten. Die Kits wurden gemafR den Anweisungen des

Herstellers angewandt.

2.2.1.10 Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA zu bestimmen, wurde ein UV-Photometer
benutzt. Hierfir wurde die DNA-Probe 1:20 in Elutionspuffer verdinnt und als ,dsDNA"
dreifach bestimmt. Als Blank diente der unverdiinnte Elutionspuffer. Zusatzlich zur
Konzentration wurde der Quotient aus A260 und A280 gebildet, welcher eine Aussage Uber
die Verschmutzung der DNA (Absorptionsmaximum bei 260 nm) mit Proteinen
(Absorptionsmaximum bei 280 nm) erlaubt. So weist ein A260/A280-Wert von 1,9 = 1 auf nicht

durch Proteine kontaminierte DNA hin.

2.2.2 Design der Expressionsvektoren

In der Arbeitsgruppe von Dr. Ulrich Brinkmann waren zwei auf pUC18-Vektoren basierende
Vektoren vorhanden, welche von Dr. Silke Metz (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg) fir die
Expression der schweren und leichten Kette des bispezifischen Digoxigenin bindenden
Antikorpers verwendet wurden (Metz et al., 2011) und fir die Konstrukte in dieser Arbeit weiter
modifiziert wurden. Diese Vektoren enthielten neben der Kassette zur Antikbrper-Expression,
auch den Replikationsursprung des EBV oriP, den fur die Replikation des Plasmids in E.coli

wichtigen Replikationsursprung des Vektors pUC18, ein beta-Lactamase Gen fir die Ampicillin
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Resistenz in E.coli, eine Poly-A-Sequenz und den Promotor des humanen CMV, welcher fur
die transiente Expression in eukaryontischen Zellen wichtig ist. Die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xbal flankieren den Bereich, der fir die Doméane der jeweiligen Antikérper-Kette
kodiert. N-Terminal kann Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Kpnl die variable
Region der schweren oder leichten Kette ausgetauscht werden. C-terminal kann tber Hindlll
und Xbal das dsscFv-Fragment entfernt oder ausgetauscht werden. Durch Kombination der
genannten Mdoglichkeiten eines Restriktionsverdaus konnten die Vektoren fir die in dieser
Arbeit  verwendeten  Antikorperkonstrukte  kloniert werden. Das Design der
Expressionsvektoren wurde mit Hilfe des Programms Vector NTI gemacht. Die fir die
jeweiligen Konstrukte bendtigten Genabschnitte wurden mittels automatischer Gensynthese
durch die Geneart AG hergestellt. Die so synthetisierte DNA wurde in den beschriebenen
Expressions-Vektor Uber die genannten Restriktionsschnittstellen subkloniert und dieser in
E.coli XL10-Gold® vermehrt. Von den subklonierten E.coli Kulturen wurde ein
Restriktionsenzym Kontrollverdau durchgefiihrt. Die korrekte Sequenz ausgewahlter Klone
wurde durch Doppelstrang Sequenzierung, durchgefihrt von der Sequiserve GmbH, Uberpruft.
Bei allen Gensequenzen, welche die leichten und schweren Ketten der Antikérper kodierten,
wurden mit einer am 5-Ende angehangten Leader-Sequenz gewahrleistet, dass der

exprimierte Antikorper in eukaryontischen Zellen in den Uberstand sezerniert wird.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Die zellbiologischen Arbeiten wurden in einem abgeschlossenen Zellkultur-Labor an einer
Sicherheitswerkbank (Klasse 2) unter Verwendung steriler Materialien und LOsungen
durchgefuhrt. Die Kultivierung der HEK293-F Zellen erfolgte in 1000 mL bis 3000 mL
Erlenmeyerkolben in einem Schiittelinkubator (37 °C, 8 % CO2, 75 % relativer Luftfeuchte,
125 rpm). Die adharenten Zellen (MCF-7) wurden wie die Suspensionszellen (MOLM-13) in
Zellkulturflaschen (75 cm? oder 175 cm?) in einem Inkubator (37 °C, 8 % CO,, 75 % relativer
Luftfeuchte) kultiviert.

2.2.3.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat eukaryontischer Zellen

Fur die Durchfiihrung zellbasierter Assays musste die genaue Zellkonzentration, also die
Anzahl der Zellen pro mL Suspension, bestimmt werden. Diese wurde mit dem Zellzahler
Casy® Model TTC bestimmt. Hierfiir wurden 10 uL der Suspension in 10 mL Casy Ton-Ldsung
verdunnt und in dreifacher Zahlung analysiert. Die Zellz&hlung dieses Gerats basiert auf dem
Prinzip des elektrischen Ausschlusses (electrical current exclusion (ECE)), wodurch die

Anzahl lebender Zellen ohne Verwendung von Farbstoffen ermittelt werden kann. Lebende
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Zellen besitzen eine intakte Plasmamembran, die im elektrischen Feld als Nichtleiter fungiert.
Hingegen ist die Plasmamembran von toten Zellen fir den elektrischen Strom durchlassig,
wodurch bei den toten Zellen als Nichtleiter die Kernmembran detektiert wird. Aufgrund der

GrolRe der Isolatoren kann dann zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden.

2.2.3.2 Reaktivierung einer Kryokultur

Zelllinien werden fur die Langzeit-Kryokonservierung in ein geeignetes Medium tberfuhrt, um
beim Einfrieren die Kristallbildung in den Zellsuspensionen, die die Zellen schadigen kann, zu
minimieren. Dieses Einfriermedium besteht im Fall der MCF-7 aus 5 % DMSO + 95 %
Kulturmedium und bei MOLM-13 aus 10 % DMSO + 90 % Kulturmedium. Eine Konzentration
von 5 bzw. 10 % DMSO ist im aufgetauten Zustand fur die Zellen toxisch. Deshalb wurden
eingefrorene Zellen zigig bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in ein 50 mL
Zentrifugenréhrchen mit 10 mL Zellkulturmedium Gberfuhrt. Die Zellen wurden 5 min bei 200 g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurden die sedimentierten Zellen in 5 mL
Nahrmedium aufgenommen und in eine eine 75 cm?-Zellkulturflasche Uberfiihrt. Die Zellen
wurden tber Nacht inkubiert (37 °C, 8 % COz, 75 % relativer Luftfeuchte). Um ein Enfernen
des toxischen DMSO sicherzustellen wurde nach 24 h nochmal das Zellkulturmedium

getauscht.

2.2.3.3 Kultivierung eukaryontischer adharenter und Suspensionszellen

Die Zellen wurden in 175 cm?-Zellkulturflaschen mit 10 bis 15 mL des jeweiligen
Zellkulturmediums im Brutschrank (37 °C, 8 % CO., 75 % relativer Luftfeuchte) kultiviert. Sie
wurden jeden zweiten Tag im Lichtmikroskop inspiziert. Dabei wurde bei den MCF-7 Zellen
vor allem darauf geachtet wie gut die Adharenz ist und wie dicht die Zellen gewachsen sind.
Bei den adhéarenten Zellen wurde das Medium alle 48 bis 72 h gewechselt bis die Zellen eine
optische Konfluenz von etwa 80-90 % erreicht hatten. Dann konnten sie fur die einzelnen
Zellkulturversuche als Aussaat verwendet oder im Verhaltnis 1:10 fur die weitere Passagierung
gesplittet werden. Hierfir wurden die Zellen vom Medium befreit, mit PBS gewaschen und
durch Zugabe von Accutase, nach 10 bis 15 min im Inkubator, abgelést und mit frischem
Medium im Verhdltnis 1:10 in eine neue Zellkulturflasche Uberfiihrt. Durch mehrmaliges
Resuspendieren mit einer Pipette sollte erreicht werden, dass die Zellen gut vereinzelt werden.
Die Suspensionszellen wurden drei- bis viermal pro Woche im Verhaltnis 1:6 - 1:8 gesplittet

oder nach Bedarf fiir Zellkulturversuche verwendet.
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2.2.3.4 Transfektion eukaryontischer Suspensionszellen und Proteinexpression

Die Antikorper wurden in HEK293 Freestyle Zellen exprimiert. HEK293 Zellen sind
Saugerzellen, die den exprimierten Antikorper in den Uberstand sezernieren, wodurch kein
Zellaufschluss fur die Produktisolation notwendig ist. Solange die HEK293-F Zellen nicht fur
die Proteinexpression bendtigt wurden, wurden diese passagiert. Das Passagieren der
HEK293-F Zellen erfolgte erfahrungsgemafld montags und mittwochs durch Splitten im

Verhaltnis 1:3 und freitags im Verhéltnis 1:4 - 1.5.

Die Antikorper wurden entweder im 1 L oder 2 L Massstab exprimiert. Dafiir mussten 750 mL
oder 2 x 750 mL mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen pro mL in einen Schttelkolben
ausgesat und Gber Nacht bei 37 °C, 8 % CO», 75 % relativer Luftfeuchte bei 125 rpm inkubiert
werden. Pro 750 mL Zellsuspension wurden insgesamt 375 ug DNA (Plasmid der schweren
und Plasmid der leichten Kette) und 499 pL Transfektionsreagenz Novagen 293-free (1.3 pL
Transfektionsreagenz pro 1 ug DNA) in 10 mL 1x PBS verdinnt und nach 10-mindtiger
Inkubation unter Rihren der Suspension zugegeben. Am ersten Tag nach Transfektion
wurden 750 mL Suspension mit 180 mL Nahrmedium und am fiinften Tag nach Transfektion
wurden je 750 mL Suspension mit 90 mL Nahrmedium versetzt. Die Zellen wurden nach der
Transfektion fir eine Woche im Inkubator (37 °C, 8 % COz2, 75 % relativer Luftfeuchte, 125
rpm) geschittelt und danach geerntet (erste Zentrifugation: 20 min 3000 rpm, zweite
Zentrifugation: 50 min 8400 rpm) und die dadurch erhaltenen Uberstande iiber einen 0.22 ym
Filter sterilfiltriert. Bis zur Reinigung der Antikdrper wurden die Uberstande eingefroren und

bei -20 °C gelagert.

2.2.3.5 Durchflusszytometrie

Die in dieser Arbeit generierten Antikorper wurden mittels Durchflusszytometrie auf
Funktionalitat und Targeting untersucht. Bei der DurchfluRzytometrie werden Einzelzellen in
Suspension an einem Laser vorbeigefuhrt. Die Zellen streuen einen Teil des Lichtes vorwarts
und seitwarts. Die GroRe und Granularitdt der Zellen bestimmen hier im Wesentlichen die
Streulichtanteile, durch die man bereits ohne Fluoreszenzfarbstoffe z.B. die einzelnen
Zellarten des Blutes unterscheiden kann. In dieser Arbeit sollte allerdings die Bindung der
Antikorper an die Zelle der ausgewahlten Zelllinien und die Bindung der Haptene an die
Antikbrper nachgewiesen werden. Dafiir benétigt man eine besondere Form der
Durchflusszytometrie — die Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (FACS). Hierbei wird nach
Passage des Lasers, sobald ein Lichtstreusignal gemessen wird, der Fluoreszenzkanal
aktiviert, wodurch die von den Zellen ausgehende charakteristische Fluoresezenz mittels

geeigneter Detektoren erfasst werden kann. Durch Zugabe eines Fluoreszenz-markierten anti-
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human-kappa-light-chain Antikdrpers konnte untersucht werden, ob die Antikérper an die
Zielzellen gebunden haben. Denn nur, wenn der fluoreszierende Sekundérantikbrper an den
zellgebundenen Antikdrper bindet, gibt es ein zellassoziiertes Fluoreszenzsignal. Durch
Zugabe von Fluoreszenz-markierten Haptenen wie z.B. DIG-Cy5, DIG-Cy5-Nanopartikel oder
Theo-Cy5 konnte die Haptenbindung nachgewiesen werden. Denn nur, wenn das
fluoreszierende Hapten vom Antikorper gebunden wird, gibt es ein zellassoziiertes
Fluoreszenzsignal. Es wurde je ein Ansatz mitgefiihrt, bei dem der Sekundarantikérper bzw.
die fluoreszierende Hapten-Payload ohne weiteren Antikoérper zu den MCF-7 Zellen gegeben
wurde, um zu Uberprifen, dass diese nicht unspezifisch an die Zellen binden und so ein
Hintergrundsignal verursachen. Auf eine Sortierung der Zellen, wie sie beim FACS noch

gemacht werden kann, wurde hier verzichtet.

Die Versuche hierfiir wurden am BD FACSCanto™ (BD Biosciences) unter Verwendung eines
Argon-Lasers durchgefiihrt. Die Messung erfolgte in transparenten 96-Well Mikrotiterplatten

(V-Boden), wobei eine Zellzahl von 300000 Zellen pro Well eingesetzt wurde.

Fur die Testung der Antikérperderivate wurden die Zellen mit einer finalen Konzentration der
Antikodrperkonstrukte von 10 nM inkubiert. Der FITC gelabelte Sekundarantikérper wurde mit
1.5puL auf 200 pL Antikorperlosung fir 300000 Zellen eingesetzt. Die fluoreszierenden
Haptene wurden in einer finalen Konzentration von 20 nM eingesetzt. Fiir die Herstellung des
Alexa Fluor 488-Streptavidin-Bi-DIG, welches gleichzeitig mit Theo-Cy5 als fluoresezierendes
Hapten zum Nachweis der Funktionalitat beider Haptenbindungssstellen in dem
trispezifischen Antikdrper eingesetzt wurde, wurde das Alexa Fluor-Streptavidin in
aguimolarem Verhéltnis mit Bi-DIG fiir 30 min bei RT vorinkubiert. Die Antikdrperkonstrukte
wurden dann mit dem fluoreszierenden Hapten oder dem Sekundarantikérper fir 1 h bei RT
im  Dunkeln vorinkubiert. Danach wurden die Zellen mit den vorinkubierten
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern im Dunkeln 30 min auf Eis inkubiert. Zum Schluss wurden
die Zellen 2x mit 200 yL 1x PBS gewaschen und fir die Messung in 100 uL 1x PBS
resuspendiert. Fluorescein und Alexa Fluor 488 haben ein Emissionsmaximum von 525 nm
und konnten im Fluorescein-Kanal detektiert werden. Cy5 hat ein Emissionsmaximum von

670 nm und konnte im Cy5-Kanal detektiert werden.

Fur die Testung der Nanopartikel (NPs) wurden fir die Durchflusszytometrie Cy5-markierte
NPs bzw. Cy5-markierte DIG-NPs verwendet. LeY-monospezifische, LeY-DIG-bispezifische
oder CD33-DIG-bispezifische Antikbrper wurden mit den Cy5-NPs und DIG-Cy5-NPs in einem
molaren Verhaltnis von 1:2 gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit einer finalen Antikérperkonzentration von 6.86 nM 1 h auf Eis inkubiert, anschlieRend 2x
mit 200 pL 1x PBS gewaschen und fir die Messung in 100 pL 1x PBS resuspendiert. Die

Emission von Cy5 wurde bei 670 nm im Cy5-Kanal detektiert.
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2.2.3.6 Zellviabilitatsassay

Bei diesem Assay wird der relative Anteil an lebenden Zellen bestimmt, wodurch auf die
Toxizitat des zugegebenen Molekills geschlossen werden kann. Werden unterschiedliche
Konzentrationen der toxischen Molekile zugegeben, kann auch die IC50 (Konzentration, bei
der das Wachstum der Zellen zu 50 % inhibiert wird) bestimmt werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Zellviabilitat mit dem Cell Titer-Glo® Assay (Promega) bestimmt. Dies ist ein
Lumineszenz Assay, der auf einer Luciferase Reaktion beruht. Wenn Adenosintriphosphat
(ATP) vorhanden ist, ensteht durch die Luciferase Oxyluciferin unter Aussendung eines
Lumineszenzsignals, welches gemessen werden kann. ATP ist nur in metabolisch aktiven
Zellen vorhanden, weshalb das gemessene Signal direkt proportional zur Anzahl lebender
Zellen ist. Es wurden etwa 5000 bis 10000 Zellen pro Well in 96-Well Mikrotiterplatten (weil3,
transparent, flacher Boden) ausgeséat und fir 24 Stunden inkubiert. Dann wurden die Zellen in
unterschiedlichen Konzentrationen mit vorinkubierten Antikorper-Payload-Komplexen bzw. mit
den einzelnen Payloads alleine fiir eine definierte Zeit von 48 bis 96 h inkubiert. Einzig bei den
Doxo- bzw. DIG-Doxo-NPs und PE- bzw. DIG-PE38 wurden die vorinkubierten Mischungen
mit den bispezifischen Antikérpern nach 2 h bzw. 0.5 h Inkubation durch Waschen von den
Zellen entfernt, um eine unspezifische Bindung und Internalisierung der Toxine zu vermeiden.
Fir den Rest der Inkubationszeit wurden die Zellen mit bloBem Zellkulturmedium inkubiert.
Neben diesen Proben wurden zusatzlich Medium-, Staurosporin- (Apoptose-Iinduktor) und
Lysis-Kontrollen mitgefiihrt. Fir die Lysis-Kontrolle wurde den Wells 10 pL eines Lysis-
Reagenz (Cytotoxicity Detection Kit Lysis Solution) ca. 15 Minuten vor Zugabe des Cell Titer-
Glo® Reagenz zugegeben und fur etw 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Lyse der Zellen
wurde im Mikroskop Uberpruft. AnschlieRend wurde in alle Wells 100 yL des Cell Titer-Glo®
Reagenz pipettiert, 30 Minuten auf dem Plattformschuttler geschuttelt (750 rpm) und
schlieBBlich die Lumineszenz mit einem Lesegerat fur Mikrotiterplatten (Tecan Infinite)

detektiert. Alle Anséatze erfolgten dabei in Triplikaten.

Bei allen Toxinkonzentrationen wurde der Anteil lebender Zellen ermittelt und anhand der
Mediumkontrolle, welche keine inhibierende Wirkung zeigt, auf eine Skala von 0 — 100 %
normiert. Fir die Ermittlung der IC50 wurde dieser prozentuale Anteil lebender Zellen gegen
die Antikoérper-Toxinkonzentration in logarithmischer Skalierung aufgetragen. Die Berechnung

erfolgt nach einer logistischen Funktion mit 4 Parametern:

v+ ymax'ymin
Y=Ymin x_-Hillfakior
1+(m

Formel 2.2-2: Berechnung der IC50

42



Material und Methoden

Die Auswertung der Daten erfolgt in Sigma Plot Version 6.1, wobei ymin und ymax die untere
(hohe Antikérper-Toxin-Konzentration) und obere (niedrige Antikdrper-Toxin-Konzentration)
Asymptote der Kurve ist und IC50, die Antikdrper-Toxin-Konzentration, bei der noch 50 % der
Zellen leben. Diese 3 Parameter wurden dabei von dem Programm berrechnet. Der Hillfaktor,
der die Steigung der Kurven im Mittelpunkt beschreibt, entfallt mit Annahme eines abfallenden

Standardverlaufs und einem dementsprechenden Hillfaktor von -1.

2.2.3.7 Zellbasierter ELISA

Um nachzuweisen, dass der LeY-DIG-bispezifische Antikorper das Oberflachenantigen LeY
und den DIG-Doxo-NP gleichzeitig binden kann, wurde ein zellbasierter ELISA durchgefiihrt
(siehe Abb. 2.2.1). Hierfir wurden MCF-7 Zellen in OPTI-MEM | Reduced Serum Medium in
einer 96-Well Mikrotiterplatte mit flachem Boden in einer Dichte von 15000 Zellen pro Well
eingesdht. Nach Adhéarenz Uber Nacht wurden den Zellen unkomplexierte bispezifische
Antikdrper oder mit NPs vorinkubierte bispezifische Antikérper in verschiedenen
Konzentrationen bis 500 nM zugefiigt. Jede Konzentration wurde in Triplikaten gemessen. Fur
die Vorinkubation der bispezifischen Antikbérper wurden diese in einem molaren
Antikérper:Nanopartikel-Verhaltnis von 1:2 2 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit den
bispezifischen Antikérpern bzw. Antikorper-NP-Komplexen 2 h auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Zellen 2x mit kaltem 1x PBS gewaschen und mit 100 pL anti-DIG Antikorper
(1:1000 verdinnt), welcher mit Meerrettichperoxidase konjugiert war (Horseradish Peroxidase;
HRP), 1 h auf Eis inkubiert. Zuletzt wurden die Zellen 2x mit kaltem 1x PBS gewaschen und
15 min mit 100 pL ABTS-Substrat (2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)) 15 min
bei Raumtemperatur auf einem Plattformschdttler bei 600 rpm inkubiert. Anschliel3end wurde
die Absorption an einem Mikrotiterplattenleser bei 405 nm ausgelesen. Die Absorptionswerte
wurden auf den hdchsten Absorptionswert normiert, so dass die Absorption des héchsten
positiven Signals 100 % betrug.

VABTS

HRP

A
<>&> -DOXO-NP

LeY-DIG bispec Ab

>

MCE-7

Abb. 2.2.1: Design des zellbasierten ELISA
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2.2.3.8 Konfokalmikroskopie

Um die Aufnahme von Doxorubicin aus Doxo- bzw. DIG-Doxo-NPs in Zellen zu visualisieren,
wurde die Konfokalmikroskopie angewandt, die sehr gut dafiir geeignet ist, definierte Ebenen
eines fluoreszenten Praparates mit hoher Auflésung darzustellen. Hierflir wurden 300 pL
MCF-7 Zellen pro Well mit einer Dichte von 187500 Zellen/ mL in einer 8-Well Kammer auf
Objekttrager mit optischem Boden ausgesat. Die Doxo- und DIG-Doxo-NPs wurden in
RPMI 1640 Medium ohne FBS in einer Doxo-aquivalenten Dosis von 5 pM in einem molaren
1:1 Verhaltnis mit dem LeY-DIG-bispezifischen und CD33-DIG-bispezifischen Antikdrper 3 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Zellen Gber Nacht adharierten, wurde das
Medium gegen die Antikbrper-NP-Mischungen bzw. freies Doxorubicin ausgetauscht und bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach 70 min wurde die Fluoreszenz von Doxorubicin bei 561 nm
angeregt und die Emission im Bereich 579 - 691 nm aufgenommen. Aul3erdem wurde auch in
Transmission gemessen. Diese Messungen wurden mit Unterstitzung von Heike Seul und Dr.

Olaf Mundigl bei Roche Diagnsotics durchgefiihrt.

2.2.4 Biochemische Methoden
2.2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittel UV-Spektroskopie

Uber das Lambert-Beersche Gesetz kann die Proteinkonzentration in Abh&ngigkeit der
Absorption, der Schichtdicke der Kivette und des Extinktionskoeffizienten berechnet werden.
Die Extinktionskoeffizienten konnten durch die Anzahl der aromatischen Aminosauren
kalkuliert werden. Es wurde entweder ein UV-Spektrometer mit 100 pL Kivetten oder ein
NanoDrop® Spektrophotometer verwendet. Bei der photometrischen Bestimmung der

Proteinkonzentration wurde die Absorption bei 280 nm gemessen.

2.2.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der GroRenauftrennung von
Proteinen unter denaturierenden Bedingungen. Sie ermdglicht es, die Reinheit einer Probe zu
prufen und das Molekulargewicht der Proteine abzuschéatzen. Dazu wird das zu untersuchende
Proteingemisch mit denaturierendem SDS-haltigem Puffer gemischt und auf 95 °C erhitzt. Das
SDS lagert sich um die Probe, so dass die Proteine nur noch die durch SDS verursachte
Ladung besitzen. Zur Untersuchung der einzelnen leichten und schweren Ketten von
Antikdrpern werden diese mit 2-Mercaptoethanol reduziert, so dass die Cysteine keine
Disulfidbriicken zur Verbindung der einzelnen Ketten mehr ausbilden. Die Proteine werden

entlang eines Spannungsfeldes durch den Siebeffekt des Geles aufgetrennt. Fir die
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Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde das Novex® NUPAGE® SDS-PAGE Gel System von
Invitrogen mit NUPAGE® 4 - 12 % Bis-Tris Gelen (zehn oder 15 Taschen, 1.00 mm Dicke)
verwendet und die Elektrophorese bei 185 V, 250 mA fur 45 min durchgefiihrt. Als Laufpuffer
diente 2-(N-Morpholino)ethan-sulfonséaure-Puffer (MES-Puffer). Die Probenvorbereitung
erfolgte bei nicht reduzierenden Bedingungen durch Zugabe des entsprechenden Volumens
an NUPAGE® LDS-Sample Buffer (4x). Bei reduzierenden Bedingungen wurde den Proben
neben dem Probenpuffer zusétzlich noch 2-Mercaptoethanol im Verhaltnis 1:10 zugegeben
und fur acht Minuten bei 95 °C inkubiert. Neben den Proben wurden 10 uL Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards als GrdRenstandard mitgefihrt. Um die Proteinbanden
sichtbar zu machen, wurden eine Coomassie Farbung mit Simply Blue™ SafeStain
(Invitrogen) durchgefihrt. Der Triphenylmethanfarbstoff lagert sich an basische Seitengruppen
der Proteine an, wodurch diese sichtbar werden. Hierfur wurden die Gele 3x5 min mit 100 mL
deionisiertem Wasser gewaschen und danach 60 bis 180 Minuten bei Raumtemperatur auf
einem Taumelschuttler in der Coomassie-Farbelosung inkubiert. Die Entfarbung erfolgte in

deionisiertem Wasser.

2.2.4.3 Western-Blot

Fur den Western-Blot wird das SDS-Gel tber Anlegen einer Spannung senkrecht zur
Elektrophorese Richtung auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Aufgrund ihrer Ladung
laufen die Proteine aus dem Gel auf die Membran und kénnen dort z.B. mit Peroxidase-
gekoppelten Antikbrpern nachgewiesen werden. Fiur einen Western Blot wurden finf
Filterpapiere, das Gel und die Nitrozellulose-Membran kurz in Transferpuffer eingeweicht und
anschlieRend nach dem semi-dry-Prinzip fir 60 min bei 18 V im Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell (Bio-Rad) geblottet. Nach dem Blotten wurde die Nitrocellulose-Membran zur
Absattigung unspezifischer Bindungstellen in 5 % Magermilch in TBS-T-Puffer (1x TBS-Puffer
mit 0.05 % Tween 20 Lésung) auf dem Taumelschittler 30 min inkubiert. Nach Zugabe des
Detektionsantikdrpers (anti-human-kappa-light-chain) oder anti-human 1gG (Fc specific),
1:1000 in Magermilch verdiinnt), welcher mit alkalischer Phophatase (AP) konjugiert war, und
Inkubation fur 1 h auf dem Taumelschuttler wurde die Membran 3x fir 10 min in TBS-T-Puffer
gewaschen, um den ungebundenen Detektionsantikbrper zu entfernen. Zuletzt wurde die
Entwicklersubstanz BCIP®/NBT-Blue Liquid Substrate zugegeben und solange inkubiert bis

Banden sichtbar wurden. Die Reaktion wurde durch kurzes Spilen mit Wasser gestoppt.
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2.2.4.4 Proteinreinigung tUber Protein A-Affinitatschromatographie

Die in dieser Arbeit generierten Antikdrper befinden sich nach Expression in einem
heterogenen Zelliberstand. Um die Antikdrper in einem ersten Reinigungsschritt von den
Ubrigen Zelliberstand Bestandteilen zu trennen, wurde als erster Reinigungsschritt die
Protein A-Affinitatschromatographie eingesetzt. Sie beruht auf der hohen Affinitdt des
Protein A-Liganden (aus Staphylococcus aureus) mit dem Fc-Teil von Immunglobulinen,
insbesondere 1gG, aus Saugetieren. Es wurden 5 mL HiTrap™ MabSelect SuRe™ Saulen
eingesetzt, die nach den Angaben des Herstellers eine dynamische Bindekapazitat von 30 bis
35 mg humanem IgG pro mL Saulenmedium besitzen. Die Bindung des Antikdrpers an die
Saule erfolgte bei neutralem pH in 1x PBS, bei pH 7.4, und die Elution bei saurem pH in 50 mM
Citratpuffer, bei pH 3.0. Die Chromatographie wurde automatisiert an einer AKTA Explorer 100
Anlage unter Verwendung eines geeigneten Programmes ausgefihrt. Alle fir die Reinigung
verwendeten Puffer und Lésungen wurden steril filtriert (PorengrofRe 0.22 um). Aulderdem
wurde das Anlagensystem, wie auch Saule und Fraktionssammler, vor dem Lauf manuell
zunachst mit Wasser, dann mit 0.5 M Natronlauge gespilt und zuletzt mit 1x PBS aquilibriert.
Der Aufzug des Kulturiiberstandes erfolgte mit einem Fluss von 5 mL/min. Der Durchlauf
wurde separat gesammelt und direkt im Anschluss an den Probenaufzug bei 5 °C gelagert,
um bei Nichtbinden des Antikdrpers auf den Durchlauf zurtickgreifen zu kdnnen. Anschliel3end
an den Aufzug wurde mit 5 Sdulenvolumen 1x PBS gewaschen, um das ungebundene Material
zu entfernen. Mit 7 Séulenvolumen 50 mM Citratpuffer wurde die Probe in Fraktionen zu
1.8 mL eluiert. Der niedrige pH der Fraktionen wurde durch Zugabe von 1 M Tris-Puffer pH 9.0
neutralisiert, um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern. Anschlie3end wurden die
Fraktionen mit entsprechendem Absorptionssignal bei 280 nm vereinigt. Sofern eine
praparative SEC benotigt wurde, wurden die gepoolten Fraktionen auf ein geeignetes Volumen
konzentriert. Hierfir wurden Amicon® Ultra Membranfilter mit einer AusschlussgréRe von
30000 Dalton verwendet.

2.2.4.5 Proteinreinigung Uber Kappa-Select-Affinitatschromatographie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Antikérperderivate generiert, die keinen 1gG Fc-Teil
bzw. nur eine CH1-Doméne enthielten. Da aber bei der Protein A-Affinitdtschromatographie
der Ligand mit der CH2- und CH3-Domane interagiert, konnte diese bei den genannten
Antikdrperderivaten nicht eingesetzt werden. Als alternative Reinigungsstrategie wurde dann
die Kappa-Select-Affinitatschromatographie gewahlt. Der Ligand fur diese Chromatographie,
ein rekombinantes Protein aus Saccharomyces cerevisiae, besitzt eine hohe Affinitat zu der
konstanten Region einer Kappa LC. Es wurden 5 mL Atoll Sdulen mit Kappa-Select-Medium

eingesetzt. Der Antikbrper wurde unter neutralen Bedingungen mit 1x PBS bei pH 7.4 an die
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Saule gebunden und bei pH 3.0 mit 25 mM Citratpuffer eluiert. Die Chromatographie wurde
automatisiert an einer AKTA Explorer 100 Anlage ausgefihrt. Alle fir die Reinigung
verwendeten Puffer und Losungen wurden steril filtriert (Porengrof3e 0.22 pym). AulRerdem
wurde das Anlagensystem, wie auch Saule und Fraktionssammler, vor dem Lauf manuell
zunachst mit Wasser, dann mit 0.5 M Natronlauge gespult und zuletzt mit 1x PBS &aquilibriert.
Der Kulturtiberstand wurde mit einem Fluss von 5 mL/min aufgezogen, der Durchlauf separat
gesammelt und bei 5 °C gelagert, um bei Nichtbinden des Antikdrpers auf den Durchlauf
zuruickgreifen zu konnen. Es wurde dann mit 5 Saulenvolumen 1x PBS gewaschen, um das
ungebundene Material zu entfernen. Mit 7 Saulenvolumen 50 mM Citratpuffer wurde die Probe
in Fraktionen zu 1.8 mL eluiert, deren niedriger pH-Wert durch Zugabe von 1 M Tris-Puffer pH
9.0 neutralisiert wurde, um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern. Anschliel3end
wurden die Fraktionen mit entsprechendem Absorptionssignal bei 280 nm vereinigt. Ebenso
wie die Antikorperkonstrukte, die im ersten Reinigungsschritt (ber Protein A-
Affinitdtschromatographie gereinigt wurden, konnten die so aufgereinigten Antikbrperderivate,
falls nétig und moglich, einer praparativen SEC unterzogen werden. Dafir mussten die
gepoolten Fraktionen mit Amicon® Ultra Membranfiltern mit einer AusschlussgroRe von 30000

Dalton auf ein geeignetes Volumen eingeengt werden.

2.2.4.6 Praparative GroRenausschlusschromatographie

Bei der Herstellung rekombinanter Antikorper kdnnen neben dem gewiinschten Antikorper
zusatzlich Nebenprodukte, wie Antikorperfragmente, halbe Antikorper oder Aggregate
auftreten. Diese kénnen durch Protein A- oder Kappa-Select-Affinitdtschromatographie meist
nicht abgetrennt werden, weshalb im Anschluss eine praparative SEC empfehlenswert ist. Die
GroRRenausschlusschromatographie trennt nach Molekilgré3e. In der Saulenmatrix befinden
sich Poren, in welche die unterschiedlichen Probenbestandteile unterschiedlich weit hinein
diffundieren kénnen. Grol3e Molekile, wie z.B. Oligomere oder Aggregate konnen kaum in die
Poren eindringen und eluieren somit zu friheren Retentionszeiten. Niedriger molekulare
Substanzen konnen tiefer in die Poren diffundieren und eluieren somit zu spéteren
Retentionszeiten. Fur die praparative SEC wurde eine HiLoad™ 26/60 Superdex™ 200 Saule
benutzt. Das ist eine Agarose basierte Séule, welche kovalent gekoppeltes Dextran enthalt.
Mit dieser Saule ist eine Trennung im Bereich von 10 kDa bis 600 kDa mdglich. Fir die
automatisierte Aufreinigung wurde eine AKTA Purifier Anlage mit geeignetem Laufprogramm
genutzt. Erst wurde die Saule mit zwei Saulenvolumen Laufpuffer (20 mM L-Histidin, 140 mM
NacCl, pH 6.0) aquilibriert. Dann wurde die Probe mit einem Fluss von 2.5 mL/min aufgezogen
und mit zwei Saulenvolumen Laufpuffer nachgewaschen. Die Elution erfolgte in 0.6

Saulenvolumen in Fraktionen zu je 4 mL. Nach Vereinigung der entsprechenden Fraktionen
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und Konzentrieren auf 1 - 4 mg/mL (mit Amicon® Ultra Membranfilter) wurde die Endanalytik
mittels SDS-PAGE durchgefuhrt. Das Endprodukt wurde bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert. Anlage und Séule wurden zur Lagerung nach dem Lauf in 20 %-iger

Ethanol-Losung umgespiilt.

2.2.4.7 Analytische GréfRenausschlusschromatographie

Die analytische SEC dient der GroRRenauftrennung von Proteinen unter nativen Bedingungen.
Sie ermdoglicht es die relativen Anteile an Nebenprodukten, wie Antikérperfragmenten, halben
Antikérpern oder Aggregaten bestimmen zu kénnen. Dazu wird das gereinigte und
aufkonzentrierte Endprodukt auf eine geeigente SEC Saule aufgetragen und mit geeignetem
Laufpuffer aufgetrennt. Ebenso wie bei der praparativen Gré3enausschlusschromatographie
wird hier nach Molekilgro3e aufgetrennt. In den Partikeln der S&ulenmatrix befinden sich
Poren, in welche die unterschiedlichen Probenbestandteile unterschiedlich weit hinein
diffundieren kénnen. Grol3e Molekiile eluieren vor kleineren Molekilen, da sie weniger tief als
die kleinen Molekiile in die Poren eindringen kénnen. Fir die analytische SEC wurde entweder
eine MabPac SEC-1 Saule (Thermo Fisher, 4 mm x 30 cm) oder eine TSKgel G3000SWXL
(Tosoh Bioscience, 7.8 mm x 30 cm) verwendet. Beides sind Kieselgel basierte Saulen, bei
denen durch eine kovalent gekoppelte hydrophile Diolphase die Silikaoberflache abgeschirmt
wird, so dass sie keine Interaktionen mit Proteinen mehr eingehen soll. Beide Saulen haben
eine Partikelgrof3e von 5 um und laut Herstellerangaben einen Trennbereich von 10 kDa bis
500 kDa (TSKgel G3000SWXL) bzw. 1000 kDa (MabPac SEC-1). Fir die automatisierte
Analytik wurde eine Dionex Ultimate 3000 HPLC mit geeignetem Laufprogramm genutzt. Die
Saule wurde mit zwei S&ulenvolumen Laufpuffer &quilibriert. Fur die S&ule TSKgel
G3000SWXL wurde der Laufpuffer 1x PBS, pH 6.8 und fur die MabPac SEC-1 wurde der
Laufpuffer 50 mM NaH.PO,4, 300 mM NaCl, pH 6.8 verwendet. Die Injektionsmenge fir die
Analytik der Antikdrperderivate betrug zwischen 10 und 100 pg und fir die Analytik der
Antikorper-DIG-Doxo-Nanopartikel 160 ug. Die Flussrate betrug zwischen 0.2 und 1 mL/min.
Zur Erstellung der Kalibrationsgeraden wurde immer ein Gelfiltrationsstandard von Bio-Rad
mitgefuhrt. Tragt man den Logarithmus des Molekulargewichts gegen die Retentionszeit auf,
so kann das Molekulargewicht anhand der Retentionszeit aus der Kalibrationsgeraden

abgeleitet werden.

Um die Stochiometrie der Antikérper-Payload Bindung fiir ein DIG-trivalentes Antikorper-
Format zu untersuchen, wurde ebenfalls die analytische GréZenausschlusschromatographie
verwendet. Daflr wurde der Antikorper in unterschiedlichen molekularen Verhaltnissen mit
DIG-siRNA-Cy5, welche gegen Abbau durch Endo- und Exonukleasen stabilisiert war, fir etwa
30 min im Dunkeln bei RT inkubiert und anschlielend mit einer Superdex 200 10/300 Saule
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analysiert, um nicht komplexierte DIG-SiRNA-Cy5 von Antikorper komplexierter DIG-siRNA-
Cy5 zu trennen. Die Auftragsmenge entsprach einer Proteinkonzentration von etwa 20 pg. Als
Laufmittel diente 1x PBS, pH 7.4. Um das Fluoreszenzsignal von Cy5 detektieren zu kénnen,
wurde eine Dionex Ultimate 3000 HPLC mit Fluoreszenzdetektor verwendet. Der
Verstarkungsfaktor am Detektor war 1 und die Sensitivitdt medium. Die Fluoreszenz wurde bei

650 nm angeregt und bei einer Emissionswellenlange von 667 nm aufgenommen.

2.2.4.8 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (Biacore)

Um das Bindungsverhalten von Biomolekilen in Echtzeit und ohne, dass es einer Markierung
und somit Verdnderung des Molekils bedarf, beobachten zu koénnen, ist die
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie ein geeignetes Mittel. Sie wurde hier daflr
eingesetzt, um die Bindungsaffinitit des bispezifischen Antikérpers an das Hapten zu
bestimmen und um die Stéchiometrie der Antikérper-Payload Bindung zu verifzieren. Die
Oberflachenplasmonenresonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR) tritt auf, wenn
polarisiertes Licht durch ein Prisma auf einen mit Gold beschichteten SPR-Sensor fallt und es
an der Grenzschicht zwischen Goldoberflache und Probenlésung zur Totalreflexion kommt
(Kretschmann & Raether, 1968). Unter bestimmten Bedingungen von Wellenlange,
Polarisation und Einfallswinkel, regen die Photonen des einfallenden Lichts die freien
Elektronen des Goldes zu longitudinalen Schwingungen parallel zur Metalloberflache an, den
sogenannten Oberflachenplasmonen. Durch diese Resonanzkopplung, kommt es zu einem
definierten Energieverlust des reflektierten Lichtes. Andern sich nun die Bedingungen auf der
Sensoroberflache z.B. durch Wechselwirkung zwischen auf dem Chip immobilisierten
Antikdrpern  und den eingefangenen Payloads, fihrt das zu ver&nderten
Resonanzbedingungen, wodurch sich der Energieverlust andert. Diese Anderung kann mit der
Beladung der Oberflache bis zu einem bestimmten Wert in ng/mm? korreliert werden, was eine
Aussage Uber Adsorptions- und Desorptionsprozesse ermdoglicht. Die Versuche fur diese
Arbeit wurden an einem Biacore T100 oder T200 System durchgefiihrt. Das Biacore System
besteht aus einem Sensor Chip, einem kontinuierlichen Flusssystem und einer optischen

Detektionseinheit.

Fur die Evaluierung, ob alle Hapten-Bindestellen des Antikérpers intakt sind, wurde ein
CM5 Chip mit einem 1:1 Mix aus 0.1 M N-hydroxysuccinimid und 0.1 M 3-(N,N-
dimethylamino)propyl-N-ethylcarbodiimid bei einer Flussrate von 5 pL/min aktiviert und
danach mit dem Fangreagenz anti-human Fab in 10 mM Na-Acetat, pH 5.0 mit einer
Konzentration von 10 pg/mL beschichtet bis eine Dichte von etwa 10000 RU erreichtwar. 1 RU
entspricht einer Masse von 1 pg/mm?2. Nach der Immobilisierung wurde die Oberflache mit 1 M

Ethanolamin/HCI, pH 8.5 geblockt. Im Anschluss wurde der zu analysierende Antikdrper in
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HBS-EP+ Laufpuffer (10 mM Hepes, 150 mM NacCl, 0.005 % PS 20, pH 7.4) mit einer
Konzentration von 20 pg/mL 120 s bei einer Flussrate von 20 pL/min aufgegeben. Zuletzt
wurde DIG-Doxorubicin in HBS-EP+ Laufpuffer mit einer Konzentration von 900 nM bei einem
Fluss von 50 pL/min aufgegeben. Die Kontakizeit (Assoziationsphase) betrug 3 min und die
Waschzeit mit Laufpuffer ohne Antikorper (Dissoziationsphase) betrug 5 min. Eine Referenz-
Flusszelle wurde auf gleiche Weise mit allen verwendeten Puffern und dem analysierten
Antikorper, aber ohne Fangreagenz behandelt, damit das Bruttosignal von der unspezifischen
Bindung bereinigt werden konnte. Der Chip wurde 2 x 60 s mit 60 mM Glycin, pH 1.5 und 30 s
mit 50 mM NaOH, 1 M NaCl bei einem Fluss von 30 pL/ min regeneriert, um nicht kovalent
gebundes Protein nach jedem Bindezyklus zu entfernen. Fir die Bestimmung der
Bindungsaffinitat des anti-Theophyllin Antikdrpers wurde ein C1 Chip verwendet, auf den tber
Aminkopplung das Fangreagenz Theo-BSA immobilisiert wurde. Die Assoziationsphase, in
der der anti-Theo-Antikbrper an das Theo-BSA bindet, betrug 3 min und die
Dissoziationsphase 10 min. Der Theo-Antikbrper wurde in verschiedenen definierten
Konzentrationen in HBS-EP+ Laufpuffer bei einem Fluss von 50 pL/min aufgegeben. Die
Ubrigen Versuchsbedingungen waren vergleichbar zu denen des CM5 Chips. Alle Versuche
wurden bei 25 °C durchgefiihrt und mittels der Biacore T200 Evaluation Software Version 1.0

ausgewertet.

2.2.4.9 Massenspektrometrie

Um die Integritat und ldentitat der Molekule zu bestatigen, wurde die Massenspektrometrie
eingesetzt. Im Falle der Antikorperkonstrukte konnte so v.a. die Sequenzintegritat bestimmt
werden. Fur die haptenylierten Toxine wurde die Massenspektrometrie hauptsachlich
eingesetzt, um den Haptenylierungsgrad, also die Anzahl gebundener Haptene pro
Toxinmolekl, herauszufinden. Da Proteine aus Stabilitatszwecken normalerweise in Puffern
vorliegen und die meisten Puffersalze in der Massenspektrometrie stéren, missen diese
vorher entsalzt werden. Au3erdem wurden die Antikdrperkonstrukte, die eine CH2-Domaéane
enthielten, deglykosiliert und fir die Analytik der einzelnen Antikorperketten auch reduziert.
Fir die Deglykoslierung der Antikorper wurden etwa 100 pg mit 1 pL N-Glycosidase F versetzt
und mit 100 mM NaH:PO. Verdiunnungspuffer (pH 7.1) auf ein Endvolumen von 230 uL
aufgefullt. Nach 16 h Inkubation bei 37 °C wurden davon 115 pL entnommen und mit 50 pL
8 M Guanidin Hydrochlorid-Losung und 60 pL 0.5 M Tris(2-carboxyethyl)phosphin
Hydrochlorid (TCEP) in 4 M Guanidin Hydrochlorid-L6sung 30 min bei 37 °C inkubiert und so
reduziert. So wurde ein Teil des Antikérper Aliquots nicht reduziert und deglykosiliert und ein
anderer denaturiert und reduziert. Die Hapten-trivalenten Antikorperkonstrukte und die

haptenylierten Toxine wurden nicht deglykosiliert, sondern nur auf eine Konzentration von
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etwa 0.5 mg/mL mit 100 mM NaH>PO,4 Verdunnungspuffer, pH 7.1, verdinnt. Im Anschluss
wurden die so vorbereiteten Proben Uber eine G25-Sephadex Saule mit 40 % Acetonitril, 2 %
Ameisensaure 8 min bei 1 mL/min an einer HPLC entsalzt. Der Elutionspeak wird bei 280 nm
detektiert und im Peakanstieg ab einer Extinktion von etwa 30 mAU bis zu einem Peakabfall
auf etwa 20 mAU gesammelt. Die Massenspektrometrie wurde mit einem MaXis qTOF-
Massenspektrometer (Bruker) durchgefiihrt. Die Aufzeichnung und Auswertung erfolgte unter
der Compass Software 1.3 mit micrOTOFcontrol V 3.0-SR2 und DataAnalysis V 4.0-SP4 von

Bruker.

2.2.5 Haptenylierung der Payloads

Die chemische Kopplung der Haptene wurde entweder intern bei der Roche Diagnostics
GmbH durch die Abteilung DXRE von Hr. Dr. Josel und Hr. Hermann durchgeftihrt oder, wie
bei den DIG-Doxo-Nanopartikeln durch den kooperierenden Partner, die AG Prof. Haag der
FU Berlin. Es wurden drei unterschiedliche DIG-Reagenzien mit unterschiedlichen Linker-
Langen fur die Digoxigenylierung der Toxine genutzt — Digoxigenin-3-Carboxymethyl-Osu fir
Mitomycin, Digoxigenin-Methylcarbonyl-Amcap-Osu fir Saporin und Pseudomonas Exotoxin
und Digoxigenin-Maleimid fur die Polyglycerol Doxorubicin-Nanopartikel. Die Linker-Lange
wurde auf das jeweilige Toxin abgestimmt, so dass in jedem Fall die Antikérperbindung an das
Hapten durch das gekoppelte Toxin nicht behindert werden sollte (siehe Abb. 3.1-1). Fir die
Herstellung von Theo-Saporin wurde ausschlie3lich Theophyllin-Carboxypropyl-Osu benutzt.
Bei der Osu-Chemie wird an einem im Toxin vorhandenen primdren Amin das Hapten
Digoxigenin, unter Ausbildung einer Amidbindung, gekoppelt. Bei der Maleimid-Chemie wird
das Hapten Digoxigenin an eine im Toxin vorhandene Sulfhydryl-Gruppe, unter Ausbildung
einer Thioetherbindung, gekoppelt. DIG-Mitomycin wurde gemal3 eines bereits publizierten
Mitomycin C Derivats mit einem Glutarsaurelinker hergestellt (Macky et al., 2002)(siehe Abb.
3.1-1-B). Dabei wurde Digoxigenin Uber diesen Linker an das sekundare Amin des
Aziridinrings in Mitomycin C gekoppelt. Die Polyglycerol Doxorubicin-Nanopartikel wurden von
der AG Haag der freien Universitat Berlin synthetisiert (Calderén et al., 2011)(Hussain et al.,
2013). Ebenso wie fir die Kopplung des (6-maleimidocaproyl) Hydrazon Derivates von
Doxorubicin (DOXO-EMCH) wurde dann eine Thiol-Zwischenstufe des
Polyglycerol-Konjugates Uber 2-Iminothiolane hergestellt, welches im Weiteren mit DIG-
Maleimid in einem theoretischen molekularen Verhaltnis von 4 DIG pro Nanopartikel
umgesetzt wurden. Pro Nanopartikel wurden sowohl 4 Doxorubicin- als auch 4 DIG-Molekile
stabil Uber eine Thioetherbindung gekoppelt (Mehrabadi & Adelmann et al., 2016) (siehe Abb.
3.1-1-A). Doxorubicin kann durch den Einbau eine saurelabilen Hydrazonlinkers im sauren pH

der Endosomen abgespalten werden.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zum einen toxische Substanzen getestet, welche sich
nach Haptenylierung als Payload fir tumorspezifische Antikorper eignen und zum anderen
wurden unterschiedliche bi- bzw. trispezifische Antikdrper-Formate rekombinant hergestellt
und gereinigt, welche fir den tumorspezifischen Transport der toxischen Payloads geeignet
sind. Ausgangspunkt fir die Entwicklung der bispezifischen Antikérper war ein IgG, welcher
spezifisch das Kohlenhydratantigen LeY oder das myeloide Oberflachenantigen CD33 bindet.
Ein DIG-bindender, disulfid-stabilisierter scFv (dsscFv) am C-Terminus der CH3-Doméne
ermoglichte die Bindung einer DIG-haptenylierten Payload. Auch eine ausreichende
Serumstabilitat dieser DIG-bispezifischen Antikdrper konnte bereits mit Payloads wie DIG-Cy5
oder DIG-Doxorubicin gezeigt werden (Metz et al., 2011). Basierend auf diesem Format,
welches zwei DIG-Payloads binden kann, wurden Formate mit drei DIG-Bindestellen
entwickelt und evaluiert. In friheren Untersuchungen konnte in vitro gezeigt werden, dass die
Anzahl der pro Antikdrper gebundenen toxischen Payload direkt mit der anti-Tumor Aktivitat
korreliert (Hamblett et al., 2004)(King et al., 1999). Die Herstellung der ADCs erfolgt
standardméaRig durch Reaktion des Chemotherapeutikums zuganglichen reaktiven
Aminosauren wie Lysin oder Cystein der Antikrper, mit oder ohne Zuhilfenahme chemischer
Crosslinking Reagenzien. Dies hat eine sehr heterogene Mixtur von ADCs zur Folge, welche
sich pharmakokinetisch sehr unterschiedlich verhalten (Wu & Senter, 2005)(Junutula et al.,
2010)(Hamblett et al., 2004). Fir die Entwicklung eines Immunkonjugates und die Beurteilung
dessen Wirksamkeit ist es allerdings essentiell ein Konjugat, welches eine stéchiometrisch
definierte Anzahl toxischer Payload bindet, zu verwenden. Vor allem fur toxische Payloads mit
steiler Dosis-Wirkungskurve, welche also nicht schon in sehr geringer Dosierung zytotoxisch
wirken, wie z.B. das Pseudomonas Exotoxin, bei dem theoretisch 1 Molekil pro Zelle
ausreichend ist, um die Zelle zu téten (Pastan et al., 1992), kann die erhgohte Antikdrper-
Payload-Ratio von Nutzen sein (Firestone et al., 1996). Weiter wurde als alternatives Hapten
zu Digoxigenin das Purinalkaloid Theophyllin verwendet. Aus Hybridoma wurde ein
Theophyllin bindender Antikdrper isoliert und auf Basis der getesteten DIG-bispezifischen
Formate ein humanisierter monoklonaler Theophyllin-bispezifischer Antikdrper generiert.
AulRerdem wurde ein trispezifischer Antikérper entwickelt und getestet, der neben dem
Zielantigen sowohl eine DIG-Payload als auch eine Theo-Payload binden kann. Ein additiver
oder synergistischer Effekt zweier Payloads konnte in Studien bereits mehrfach gezeigt
werden — allerdings nur in kombinatorischer Applikation der freien, nicht am Antikorper
gebunden Therapeutika (Lee et al., 2013)(Miskimins et al., 2014)(Tyagi, Agarwal, Chan, &
Agarwal, 2004). Die trispezifische Anwendung kann zur Austestung additiver oder
synergistischer Effekte von Payloads verwendet werden — und zwar in Form definierter

zielgerichteter Immunkonjugate, was in vivo deutliche Vorteile gegenuiiber der systemischen
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Behandlung aufweist. Denn ebenso wie bei der Behandlung mit einem einzelnen
Chemotherapeutikum, kann durch Kopplung zweier zytotoxischer Substanzen an einen
tumorspezifischen Antikorper, die Wirkung auf ,normale®, korpereigene Zellen reduziert und
die tumorspezifische Wirkung verbessert werden, wodurch ein breiteres therapeutisches
Fenster erreicht werden kann (Firestone et al., 1996). Bakterien- bzw. Pflanzentoxine oder
Zytostatika dienten in dieser Arbeit nach Haptenylierung als toxische Payload, welche mit den
verschiedenen Antikérper-Formaten kombiniert werden konnten. Bis heute sind zahlreiche
neue Antikdrper-Formate, die weit von einem Standard IgG entfernt sind, entwickelt worden
(Cuesta et al., 2010). Die Entwicklung neuartiger Antikérper-Formate ist komplex und in erster
Instanz vor allem hinsichtlich Exprimierbarkeit, Integritdt und Funktion zu untersuchen
(Chames et al., 2009)(C. Wu et al., 2007). Die Antikorper, die haptenylierten Payloads und die
daraus entstehenden modularen Antikorper-Payload-Komplexe wurden biochemisch

analysiert und zellbiologisch auf Ihre Wirksamkeit untersucht.

3.1 Toxische Payloads
Es wurden unterschiedliche zytotoxische Substanzen in dieser Arbeit untersucht (siehe

Tabelle 3.1.1). Bei der Auswahl der Substanzen wurde im Wesentlichen darauf geachtet, dass
sie z.B. -NH; oder -SH enthielten, um géangige Kopplungsmechanismen (siehe 2.2.5), wie
beispielsweise die O-Succinimid- oder Maleimid-Chemie fur die Haptenylierung der Toxine
nutzen zu konnen. Es wurden die anti-Tumor Antibiotika Mitomycin C und Doxorubicin
getestet, welche in die DNA interkalieren und so die Replikation und auch Transkription storen
(siehe 1.2.1.3). Beide Interkalantien sind bereits seit Jahrzehnten bekannt (Wakaki et al.,
1958)(Arcamone et al., 1969) und werden heutzutage haufig in Kombinationstherapie mit
anderen Chemotherapeutika eingesetzt, wobei Doxorubicin dabei meist in Form von
polymeren oder liposomalen Nanopartikeln verwendet wird (Wagenaar et al., 2001)(Grenader
et al., 2012). Weiterhin wurde das Pflanzentoxin Saporin getestet, das im Vergleich zu
Mitomycin C und Doxorubicin, eher zu den neueren Substanzen fiir die Tumortherapie zahlt
(Stirpe et al., 1983). Es gehort zu den Typ-I-RIPs, welches aus der ribosomalen 28S-rRNA
Adenin entfernt, wodurch die Proteinbiosynthese gehemmt wird und es zum Absterben der
Zellen kommt. Typ-I-RIPs werden aktuell hauptsachlich an Antikérper oder deren Fragmente
gekoppelt, um ihnen eine tumorspezifische Zytotoxizitat zu verleihen (Polito et al., 2013). Als
Kontrollsubstanz wurde das Bakterientoxin PE38, eine verkurzte Variante des nativen PE66
(Allured et al., 1986), mitgefuhrt, das die ADP-Ribolysierung des Elongationsfaktor EF-2
katalysiert, wodurch es in Folge zum Erliegen der Proteinbiosynthese und somit zum
Absterben der Zelle kommt. Von allen Toxinen, die fir Immuntoxine genutzt werden, ist

Pseudomonas Exotoxin das am besten aufgeklarte, weshalb es haufig fur die Entwicklung von
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Immuntoxinen verwendet wird (Becker & Benhar, 2012) und in dieser Doktorarbeit als
Referenzsubstanz dient. Da alle Domanen des Pseudomonas Exotoxins und deren einzelne
kodierende Gene bekannt sind (Pastan et al., 2007), wurden bis heute zahlreiche PE-basierte

Immuntoxine, die sich in klinischer Entwicklung befinden oder befanden (Kreitman et al.,

2012)(Hassan et al., 2007), hergestellit.

Substanz Quelle GroRRe Wirkmechanismus Literatur
[g/mol]
Mitomycin C Actinobakterien ~ 330 Interkalation in die Wakaki et al., 1958;
DNA Wagenaar et al., 2001;
Doxorubicin Actinobakterien ~ 540 Interkalation in die Arcamone et al., 1969;
DNA Grenader et al., 2012;
Pseudomonas | Pseudomonas ~ 66000 ADP-Ribosylierung Allured et al., 1986;
Exotoxin Bakterien (nativ) des Elongationsfaktor | Pastan et al., 2007;
EF-2
~ 38000
Saporin Seifenkraut ~ 29000 Adeninabspaltung Stirpe et al., 1983;
aus ribosomaler RNA | Polito et al., 2013;

Tabelle 3.1.1: Ubersicht tiber toxische Payloads

GrolRe und
Wirkmechanismus in der Tabelle aufgefiihrt ist. Die Literaturhinweise sind im Text wiederzufinden (3.1).

Es wurden vier unterschiedliche toxische Payloads verwendet, deren Herkunft,

Doxorubicin wurde in dieser Arbeit in Form eines Prodrug-Konjugates bzw. Nanopartikels
verwendet, welches theoretisch 4 Doxo- und 4 DIG-Molekile pro Konjugat enthalt. Die
Synthese dieser Partikel und der Referenzpartikel, wie z.B. ohne Digoxigenin wurde von der
AG Prof. Haag der FU Berlin durchgefihrt. Die 4 DIG-Moleklle wurden stabil Gber eine
Thioetherbindung gekoppelt, wobei durch Einfligen eines saurelabilen Hydrazonlinkers das
Abspalten der 4 Doxorubicin-Molekiile im sauren pH der Endosomen ermdglicht werden sollte
(Mehrabadi & Adelmann et al., 2016)(siehe Abb. 3.1-1-A). Freie nicht zur Kopplung von DIG
oder Doxorubicin Thiol-aktivierte Aminogruppen der dendritischen Polyglycerol Nanopartikel
(dPG-NPs) wurden mit PEG 2000 konjugiert. Dadurch sollten v.a. die Stabilitdt und
Wasserloslichkeit der NPs erhdht werden. NPs mit Cy5 wurden fir die fluoreszenzbasierte
Analytik, wie die Durchflusszytometrie, hergestellt. Dabei wurde Cy5 ebenfalls stabil tber
Maleimid-Chemie an den NP gekoppelt. DIG-Mitomycin wurde bei der Roche Diagnostics
GmbH von Hr. Dr. Josel und Hr. Hermann gemal eines bereits publizierten Mitomycin C
Derivats mit einem Glutarsaurelinker hergestellt (Macky et al., 2002)(siehe Abb. 3.1-1-B). Fur
die Herstellung des DIG-Saporins wurde das Extrakt aus den Samen des Seifenkrautes
(Sigma-Aldrich) verwendet, welches bei der Roche Diagnostics GmbH in der Abteilung DXRE
von Hr. Dr. Josel und Hr. Hermann digoxigenyliert wurde. PE38 wurde von Dr. B. Schneider
bei der Roche Diagnostics GmbH produziert. Die Digoxigenylierung wurde ebenfalls bei der
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Roche Diagnostics GmbH in der Abteilung DXRE von Hr. Dr. Josel und Hr. Hermann
durchgefuhrt (siehe Abb. 3.1-1-C).
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Abb. 3.1-1: Ubersicht digoxigenylierter Payloads

Als toxische Payloads wurden unterschiedlichste Toxine verwendet: A DIG-Doxo-Nanopartikel, welche
auf etwa 10 kDa groRen Polyglycerol-Nanopartikeln basieren, die mit je 4 Doxorubicin- und je 4
Digoxigenin-Molekilen funktionalisiert sind. Die toxische Payload kann durch den saurelabilen
Hydrazonlinker im Zellinnern freigesetzt werden. Zur Verbesserung der Ldslichkeit wurden 2 kDa grof3e
PEG Seitenketten eingebracht. Fir fluoreszenzbasierte Analytik wie die Durchflusszytometrie wurden
Cy5-NPs hergestellt. B DIG-Mitomycin, bei welchem Mitomycin-C tber einen langen Spacer und
Amidbindung an das Hapten Digoxigenin gekoppelt wurde. C Zytotoxische DIG-Proteine wie
DIG-Saporin und DIG-PE38, welche Uber die im Protein enthaltenen Lysine tber eine Amidbindung an
das Hapten Digoxigenin Giber einen Spacer gekoppelt wurden.

Die biologische Wirksamkeit vor und nach Haptenylierung und das Targeting haptenylierter
Toxine wurden mittels Zellviabilitdétsassays untersucht.
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3.1.1 Chemotherapeutische Payloads

Als niedermolekulare toxische Payloads wurden Mitomycin C und Doxorubicin getestet. Zwei
urspunglich aus Actinobakterien isolierte Zytostatika, die durch Interkalation in die DNA die
Replikation und auch Transkription hemmen, wodurch es zum Zelltod kommt. Eines der ersten
entwickelten und publizierten ADCs war BR96-Doxorubicin — ein chimarer anti-LeY-Antikorper,
an den uber einen Hydrazonlinker Doxorubicin gekoppelt war. Aus dieser Forschung ging
hervor, dass vermutlich deutlich toxischere Substanzen als Doxorubicin fur ein erfolgreiches
ADC bendtigt wirden (Chari et al., 1995)(C. Liu et al., 1996) oder eine deutlich héhere Anzahl
Doxorubicin-Molekile pro Antikérper noétig ist. Der alternative Ansatz fir Doxorubicin war
deshalb in dieser Doktorarbeit, dieses Chemotherapeutikum in definierter Beladung tber einen
saurelabilen Hydrazonlinker an dentritische Polyglycerol-Nanopartikel zu koppeln, an welchen
zusatzlich Digoxigenin Uber eine stabile Bindung gekoppelt war. Die Funktionalitat des
Hydrazonlinkers und somit erfolgreiche Freisetzung von Doxorubicin unter sauren Bedigungen
(pH < 6) konnte in pH-abhangigen Studien mit den dPG-NPs von der AG Haag gezeigt werden
(Mehrabadi & Adelmann et al., 2016). Uber den stabil gebundenen Digoxigenin Rest sollten
diese NPs wiederum von LeY-DIG-bispezifischen Antikdrpern gebunden werden, um so eine

zielgerichtete Payload-Applikation und Toxizitat auf MCF-7 Zellen zu erreichen.

3.1.1.1 Analytik der Antikdrper-Nanopartikel-Komplexe mittels SEC

Um eine erfolgreiche spezifische Bindung der bispezifischen Antikérper an DIG-Doxo-NPs
nachzuweisen, wurden sowohl LeY-DIG-bispezifische als auch LeY-monospezifische
Antikodrper mit den Nanopartikeln im Verhaltnis 1:2 Mol gemischt. Dieses Gemisch wurde tber
Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlieRend mittels analytischer Grol3enausschluss-
chromatographie mit UV-Detektion bei 280 nm untersucht. Die DIG-Doxo-NPs und die Doxo-
NPs alleine zeigen kein UV-Signal bei 280 nm, da die Konjugate keine UV-absorbierenden
Gruppen bei dieser Wellenldnge enthalten. Die Doxo-NPs zeigten weder mit dem LeY-DIG-
bispezifischen noch mit dem LeY-monspezifischen Antikérper eine stabile Komplexierung. Die
DIG-Doxo-NPs hingegen zeigten mit dem LeY-DIG-bispezifischen Antikdrper einen Shift zu
kirzeren Retentionszeiten, verglichen mit dem LeY-DIG-bispezifischen Antikorper alleine, was
auf eine stabile Komplexierung schlieBen lasst (siehe Abb. 3.1-2). Da bei beiden NPs kein
Retentionszeitshift mit dem LeY-monospezifischen Antikdrper detektiert werden konnte, kann
eine stabile Komplexierung, bedingt durch eine unspezifische Bindung an die LeY

Bindungsstelle, ausgeschlossen werden.
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DIG-Doxo-NP alleine 89 void volume
LeY monospec + DIG-Doxo-NP 499 16,1
LeY-DIG bispec + DIG-Doxo-NP 592 11,4

Abb. 3.1-2: Analytische SEC der der bsAb-NP-Komplexe

A Doxo-NPs wurden in einem molaren Verhéltnis von 2:1 mit dem LeY-DIG-bispezifischen und dem
LeY-monospezifischen Antikdrper gemischt. B DIG-Doxo-NPs wurden in einem molaren Verhaltnis von
2:1 mit dem LeY-DIG-bispezifischem und dem LeY-monospezifischen Antikdrper gemischt. Die
Mischungen wurden tber Nacht bei 4 °C inkubiert und danach mittels SEC auf einer TSKgel3000SWxI
Saule analysiert und mittels Gelfiltrationsstandard ausgewertet. C Die Proben wurde alle ohne
Unterbrechung von 10.5 bis 19.5 min integriert. Nur die DIG-Doxo-NPs mit LeY-DIG-bispezifischem
Antikorper zeigten einen ausgepragten Shift zu kirzeren Retentionszeiten, was auf eine DIG-

spezifische Bindung der DIG-Doxo-NPs schlie3en lasst.
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3.1.1.2 Analytik der Antikdrper-Nanopartikel-Komplexe mittels zellbasiertem ELISA

Um die simultane Bindung der LeY-DIG-bispezifischen Antikdrper an das Antigen LeY auf der
Oberflache von MCF-7 Zellen und an die DIG-Doxo-NPs zu zeigen, wurde ein zellbasierter
ELISA, wie unter 2.2.3.7 beschrieben, designt. Bindet dabei der LeY-DIG-bispezifische
Antikdrper an das hoch exprimierte LeY-Oberflachenantigen und an das DIG des DIG-Doxo-
NPs, so kann Uber einen weiteren DIG-Rest des gebundenen NPs der Sekundarantikorper
gebunden werden. Dieser Sekundarantiktrper ist HRP-konjugiert, wodurch die Umsetzung
des Substrats ABTS katalysiert und das Reaktionsprodukt dann photometrisch nachgewiesen
werden kann. Der DIG-Doxo-NP, welcher mit dem LeY-DIG-bispezifischen Antikdrper
vorinkubiert wurde, zeigt ein deutliches konzentrationsabhéngiges Signal bei 405 nm (Abb.
3.1-3). Der CD33-DIG-bispezifische Antikdrper, welcher in gleicher Weise mit dem DIG-Doxo-
NP vorinkubiert wurde, zeigt nur einen marginalen Anstieg des Signals. Aulerdem war weder
bei dem LeY-DIG-bipezifischen noch bei dem DIG-Doxo-NP alleine ein Signalanstieg

erkennbar.

m DIG-Doxo-NP + LeY-DIG bispec m DIG-Doxo-NP + CD33-DIG bispec
m DIG-Doxo-NP alleine m LeY-DIG bispec alleine

100
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60

40
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Abb. 3.1-3: Zellbasierter ELISA der bsAb-NP-Komplexe

DIG-Doxo-NPs wurden mit LeY- oder CD33-DIG-bispezifischen Antikérpern vorinkubiert und in
steigenden Konzentrationen auf MCF-7 Zellen aufgetragen. Werden die DIG-Doxo-NPs von den LeY-
DIG-bispezifischen Antikbrpern gebunden, so kénnen diese im Komplex tber den Antikérper an das
Oberflachenantigen LeY an die MCF-7 Zellen binden. Uber einen weiteren DIG-Rest des gebundenen
Antikorper-Nanopartikel-Komplexes kann die Bindung Uber einen HRP-markierten anti-DIG

Sekudarantikérper und ABTS nachgewiesen werden.
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3.1.1.3 Analytik der Antikdrper-Nanopartikel-Komplexe mittels Durchflusszytometrie

Mit Durchflusszytometrie sollte die simultane Bindung der LeY-DIG-bispezifischen Antikorper
an das Oberflachenantigen LeY auf MCF-7 Zellen und an die DIG-Doxo-NPs bestatigt werden.
Dafur wurden Cy5 markierte NPs und DIG-NPs verwendet, da die Fluorsezenz des
Doxorubicin fur die Detektion zu schwach war. Die Cy5-markierten Nanopartikel unterschieden
sich von den Doxorubicin haltigen Nanopartikeln einzig dadurch, dass statt 4 Doxorubicin-
Molektlen pro NP 1 Cy5-Molekil pro NP gebunden war (siehe Abb. 3.1-1).

Die Cy5-NPs und DIG-Cy5-NPs wurden mit den LeY-DIG-bispezifischen und LeY-
monospezifischen Antikdrpern in einem molaren 2:1 Verhaltnis gemischt, mit den MCF-7
Zellen inkubiert und danach die zellassoziierte Fluoreszenz aufgenommen. Weder die
Cy5-NPs noch die DIG-Cy5-NPs zeigten mit dem LeY-monospezifischen Antikérper einen
targetpezifischen Anstieg der Cy5-Fluoreszenz. Auch die Inkubation mit den Cy5-NPs und
DIG-Cy5-NPs alleine zeigte keine signifikante Cy5-Fluoreszenz. Cy5-NPs und DIG-Cy5-NPs,
welche mit CD33-DIG-bispezifischen Antikdrpern inkubiert wurden, zeigten ebenfalls keine
zellassoziierte Cy5-Fluoreszenz, genauso wie der LeY-DIG-bispezifische Antikdrper alleine
(Metz et al.,, 2011). Einzig der LeY-DIG-bispezifische Antikorper, der mit DIG-Cy5-NPs
inkubiert wurde, zeigte ein deutliches zellassoziiertes Cy5-Fluoreszenz-Signal, was auf eine

targetspezifische Bindung der Antikdrper-DIG-NPs schlieRen Iasst.

Cy5-NP + LeY-DIG bispec
Cy5-NP + CD33-DIG bispec

- Cy5-MP + LeY monospec
Cy5-MP alleine

DIG-Cy5-MP + LeY-DIG bispec
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Abb. 3.1-4: Durchflusszytometrie der bsAb-NP-Komplexe

A MCF-7 Zellen wurden mit Cy5-NPs alleine oder in Kombination mit LeY-monospezifischen, LeY- oder
CD33-DIG-bispezifischen Antikdrpern inkubiert. B MCF-7 Zellen wurden mit DIG-Cy5-NPs alleine oder

in Kombination mit LeY-monospezifischen, LeY- oder CD33-DIG-bispezifischen Antikdrpern inkubiert.
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3.1.1.4 Konfokalmikroskopie der Antikorper-Nanopartikel-Komplexe

Mittels SEC, zellbasiertem ELISA und Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass
DIG-NPs spezifisch durch LeY-DIG-bispezifische Antikdrper komplexiert werden und diese
Komplexe zielgerichtet an das Oberflachenantigen LeY auf MCF-7 Zellen binden. Mittels
Konfokalmikroskopie wurde untersucht wie sich die Doxo- und DIG-Doxo-NPs mit und ohne
bispezifischen Antikdrpern auf MCF-7 Zellen verhalten. In friiheren Studien konnten Calderon
und Kollegen (Calderon et al., 2011) zeigen, dass dPG-basierte NPs, bei denen Doxorubicin
Uber einen saurelabilen Linker an das dendritische Gertst gekoppelt war, erfolgreich fir
tumortherapeutische Zwecke eingesetzt werden konnten. Da Doxorubicin seine zytotoxische
Wirkung durch Interkalation in die DNA bewirkt, muss es in den Zellkern vordringen kénnen.
Die Ergebnisse der Konfokalmikroskopie (siehe Abb. 3.1-5) zeigten, dass Doxorubicin sowohl
von Doxo-NPs als auch von DIG-Doxo-NPs abgespalten werden kann, da bei beiden NPs im
Zellkern der MCF-7 Zellen ein deutliches Fluoreszenzsignal von Doxorubicin zu beobachten
war. Verglichen mit der Intensitat des freien Doxorubicin, war die Intensitat des Doxorubicin
bei beiden NPs etwas niedriger. Werden die Doxo- und DIG-Doxo-NPs nun mit LeY- oder
CD33-DIG-bispezifischen Antikdrpern vorinkubiert und auf die Zellen aufgetragen, so sind bei
allen Mischungen &hnliche Doxorubicin-Signale erkennbar. Dieses Ergebnis zeigt, dass
sowohl Doxo- als auch DIG-Doxo-NPs unabhé&ngig von DIG-bispezifischen Antikdrpern von
den Zellen aufgenommen werden konnen und die Bindung eines bispezifischen Antikorpers
weder die Aufnahme in die Zellen, noch die Abspaltung des Doxorubicin in den Zellen und
dessen Vermogen in den Zellkern zu gelangen beeinflusst.

Freies Doxo Doxo-NP DIG-Doxo-NP

Ohne
Antikorper

LeY-DIG bispec

CD33-DIG bispec

Abb. 3.1-5: Konfokalmikroskopie der bsAb-NP-Komplexe
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MCF-7 Zellen wurden mit freiem Doxorubicin, Doxo-NPs und DIG-Doxo-NPs alleine (oberste Reihe)
oder in Kombination mit LeY- oder CD33-DIG-bispezifischen Antikérpern inkubiert und mittels
Konfokalmikroskopie analysiert. Fir die Darstellung wurden die Bilder aus Transmission und

Fluoreszenz libereinander gelegt.

3.1.1.5 Aktivitat der toxischen Payloads vor und nach Haptenylierung

Mitomycin C wurde bei der Roche Diagnostics GmbH von Hr. Dr. Josel und Hr. Hermann
haptenyliert. Am sekundéren Amin des Aziridinrings wurde Uber einen Glutarsaurelinker
Digoxigenin gekoppelt. Dadurch wurde Mitomycin C sowohl chemisch modifiziert als auch in
seiner Gr6Re durch den angehéngten DIG-Rest verandert, weshalb in einem
Zellviabilitatassay verglichen wurde, ob die Zytotoxizitdt des DIG-Mitomycin mit der

Ausgangssubstanz Mitomycin C vergleichbar ist.

Doxorubicin wurde in Form eines Doxorubicin Prodrug-Konjugats getestet, von welchem
Calderon und Kollegen bereits zeigen konnten, dass es durch Endozytose in Zellen
aufgenommen wird, das Doxorubicin im sauren pH der Endosomen vom Konjugat abgespalten
wird und nach 6 h Inkubation im Zellkern detektierbar ist (Calderdn et al., 2011). In diesem
Konjugat sind 4 Doxorubicin-Molekile Uber einen saurelabilen Linker an ein dendritisches
Polyglycerol Polymer gebunden. Dieser Hydrazonlinker wurde bereits in vorherigen Studien
der AG Haag dazu genutzt die Beladung der NPs mit Doxorubicin bzw. die Freisetzung von
Doxorubicin besser kontrollieren zu kdnnen. Etwa 3 bis 4 DIG-Molekile wurden ebenso wie
Doxorubicin ber Maleimid-Chemie an die mit 2-Iminothiolane aktivierten Aminogruppen des
dPG-Geruists der NPs gekoppelt. Ubrige nicht durch DIG oder Doxorubicin belegte Sulfhydryl-
Gruppen wurden mit 2 kDa PEG funktionalisiert, um v.a. die Loéslichkeit und Stabilitat der
Konjugate zu erhdhen. Neben einem Doxorubicin-Nanopartikel mit DIG (DIG-Doxo-NP bzw.
dPG-DigMals-DOXs-PEG), bei dem das Hapten stabil an das Dendrimer gekoppelt war,
wurden Doxorubicin-Nanopartikel ohne DIG (Doxo-NP bzw. dPG-DOX4-PEG) hergestellt, um
zu testen, ob die Haptenylierung das Bindungsverhalten der NPs bzw. die Abspaltung des
Doxorubicin vom NP und somit die Zytotoxizitat beeinflusst. Strukturell vergleichbare dPG-NPs
ohne Doxorubicin wurden im Vorfeld getestet, um einen zytotoxischen Effekt durch dPG-NPs

alleine auszuschlie3en (Daten nicht gezeigt).

Die Zytotoxizitat der DIG-Payloads und der Ausgangs- bzw. Vergleichssubstanzen wurde
mittels CellTiter-Glo®-Zellviabilitatsassay gemessen. Die MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-
Format bei etwa 20 % Konfluenz mit verschiedenen Konzentrationen Toxin und DIG-Toxin
48 h (Doxorubicin-Nanopartikel) oder 72 h (Mitomycin C) inkubiert. Anschlieend wurde
gemaR 2.2.3.6 100 pyL des CellTiter-Glo®-Reagenz pro Well dazugegeben und das

Lumineszenz-Signal ausgelesen. Die Lumineszenz ist ein MaR fir den ATP-Gehalt, welcher
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proportional zur Anzahl lebender Zellen ist und wurde hier auf eine Skala normiert, bei der 1
einer Zellviabilitdt von 100 % entspricht. Mitomycin wurde in einer Konzentration von 0.5 bis
5 uM aufgetragen. Mitomycin zeigt nach Digoxigenylierung und 72 h Stunden Inkubation auf
MCF-7 Zellen einen Verlust der Zytotoxizitat von etwa 10 — 30 % im Vergleich zum nicht
digoxigenylierten Mitomycin C (Abb. 3.1-6-A). Doxorubicin und die Doxorubicin-Nanopartikel
wurden in einer fir Doxorubicin-Nanopartikel tblichen Konzentration von 0.1 bis 5 pM
aufgetragen (Shi et al., 2009)(Ren et al., 2011). Die Toxizitat der Doxo-NPs und DIG-
Doxo-NPs sieht vergleichbar aus (Abb. 3.1-6-B). Im Vergleich zu freiem Doxorubicin in

aquivalenten Dosen, zeigen die Nanopartikel allerdings eine etwas reduzierte Toxizitat.
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Abb. 3.1-6: Zytotoxizitat chemotherapeutischer Payloads vor und nach Haptenylierung

Die toxischen Payloads wurden einfach oder mehrfach mit Digoxigenin gekoppelt. Im Anschluss daran
wurde mittels CellTiter-Glo®-Assay untersucht, ob die Kopplung einen Einfluss auf die Zytotoxizitat hat.
Die Zytotoxizitat wurde mittels CellTiter-Glo®-Assay ausgelesen. Die Zellviabilitat wurde hier auf eine
Skala normiert, bei der eine Zellviabilitéat von 1 einer Anzahl von 100 % lebender Zellen entspricht. Diese

Zellviabilitat wurde gegen die jeweilige Toxinkonzentration aufgetragen.

A (") Mitomycin C (®) DIG-Mitomycin B (") Doxorubicin-Nanopartikel (¥) DIG-Doxorubicin-Nanopartikel

(' )Doxorubicin

3.1.1.6 Targeting der toxischen Payloads auf MCF-7 Zellen

Das Targeting des Toxins Uber den bispezifischen Hapten-bindenden und tumorspezifischen
Antikérper ist von essentieller Bedeutung, um unerwilnschte Nebenwirkungen auf
korpereigene Zellen zu reduzieren und die zielgerichtete Wirkung des Toxins zu
gewahrleisten. Deshalb wurde untersucht, ob die digoxigenylierten Toxine nach Vorinkubation
mit LeY-DIG-bispezifischen Antikdrpern auf MCF-7 Zellen einen Targeting-Effekt zeigten. Fur
diesen Versuch wurde das bereits publizierte LeY-DIG-bispezifische Antikorper-Format (Metz

et al., 2011) mit DIG-Toxin im molaren Verhaltnis von 1:2 verwendet. Als Isotypkontrolle wurde
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der CD33-DIG-bispezifische Antikdrper, der nicht an MCF-7 Zellen bindet, im gleichen Format
verwendet. Die DIG-Toxine wurden mit den Antikdrpern 24 h bei 4 °C vorinkubiert und auf die
Zellen aufgebracht. Die MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-Format bei etwa 20 % Konfluenz mit
verschiedenen Konzentrationen der DIG-Toxin-Antikdrper-Komplexe 48 h (DIG-Doxorubicin-
Nanopartikel) oder 72 h (DIG-Mitomycin) inkubiert. Von den verwendeten Doxorubicin-
Nanopartikeln war zu erwarten, dass sie aufgrund ihrer chemischen und physikalischen
Optimierung (Calderén et al., 2011) auch passiv aufgenommen werden. Um diese passive
Aufnahme und somit unspezifische Zytotoxizitdt zu vermeiden, mussten geeignete
Analysebedingungen gefunden werden. Daher wurden die DIG-Doxorubicin-Nanopartikel-
Antikorper-Komplexe nach 2 h Inkubation durch Waschen mit Medium von den Zellen entfernt.
Die Zellen mit DIG-Mitomycin wurden nicht gewaschen. Anschlie3end wurde die Zellviabilitat
bestimmt. DIG-Mitomycin zeigt bis 5 uM keinen Targeting-Effekt mit dem bispezifischen LeY-
DIG-Antikorper (Abb. 3.1-7-A). Um den Targeting-Effekt der Doxorubicin-Nanopartikel zu
testen, wurde nicht nur der DIG-Doxorubicin-Nanopartikel mit je beiden Antikorpern
vorinkubiert und aufgetragen, sondern auch der nicht digoxigenylierte Doxorubicin-
Nanopartikel. Die DIG-Doxo-NPs mit LeY-DIG-bispezifischem Antikdrper zeigten im Vergleich
zu den Komplexen mit dem CD33-DIG-Antikérper oder den entsprechenden Antikorper-
Komplexen mit den Doxo-NPs ohne DIG eine leicht erhdhte Toxizitat. Dies konnte in
Wiederholungsmessungen besétigt werden (Daten nicht explizit gezeigt). Fur die DIG-
Doxorubicin-Nanopartikel zeigte sich also ein schwacher, aber reproduzierbarer Targeting-
Effekt. Allerdings zeigt auch der nicht digoxigenylierte Doxorubicin-Nanopartikel eine

dosisabhéngige erhthte Zytotoxizitat mit beiden bispezifischen Antikérpern (Abb. 3.1-7-B).

A LeY-DIG bispec + DIG-Mitomycin B &3 LeY-DIG bispec + Doxo-NP
1,1 W CD33-DIG bispec + DIG-Mitomycin 1,2 4 # CD33-DIG bispec + Doxo-NP
1 1,1 LeY-DIG bispec + DIG-Doxo-NP
0,9 | 1 W CD33-DIG bispec + DIG-Doxo-NP
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Konzentration Mitomycin [uM] Konzentration Doxorubicin [uM]

Abb. 3.1-7: Targeting digoxigenylierter toxischer Payloads mit LeY-DIG- und CD33-DIG- bispezifischen
Antikorpern auf MCF-7 Zellen

Digoxigenylierte Toxine wurden mit bispezifischen LeY-DIG- oder CD33-DIG-bindenden Antikérpern im
molaren Verhdltnis 2:1 (DIG-Toxin:Ak) 24 h inkubiert und dann auf die LeY-positiven MCF-7 Zellen

aufgebracht. Die Zytotoxizitat wurde mittels CellTiter-Glo®-Assay ausgelesen. Im Diagramm wurde die
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normierte Zellviabilitat gegen die jeweilige antikdrpergebundene Toxinkonzentration aufgetragen. Eine

Zellviabilitat von 1 entspricht einer Anzahl von 100 % lebenden Zellen.

A (") LeY-DIG bispec + DIG-Mitomycin (¥) CD33-DIG bispec + DIG-Mitomycin B (&) LeY-DIG bispec +
Doxo-Nanopartikel (B) CD33-DIG bispec + Doxo-Nanopartikel (") LeY-DIG bispec + DIG-Doxo-
Nanopartikel (®) CD33-DIG bispec + DIG-Doxo-Nanopartikel

3.1.2 Proteintoxine als Payloads

Als hohermolekulare Proteintoxine wurden das aus dem Seifenkraut stammende
Pflanzentoxin Saporin und das aus Pseudomonas Bakterien stammende Toxin PE38

untersucht.

3.1.2.1 Massenspektrometrische Analytik

Fur DIG-Saporin und DIG-PE38 wurde die Bestimmung des Digoxigenylierungsgrades, also
wieviel DIG-Reste pro Toxin-Molekll gebunden sind, mit Massenspektrometrie durchgefuhrt.
Als alternatives Hapten wurde auf3erdem Theophyllin im Rahmen dieser Doktorarbeit getestet,
weshalb fur weiterfUhrende Anwendungen mit bispezifischen Theophyllin bindenden
Antikérpern auch Theo-Saporin hergestellt (2.2.5) und in der Massenspektrometrie getestet
wurde. FUr DIG-Saporin waren unterschiedliche Haptenylierungszustédnde zwischen 0 und 6
DIG pro Toxinmolekil erkennbar (Abb. 3.1-8-A). Auch fur Theophyllin waren unterschiedliche
Haptenylierungszustéande zwischen 0 und 5 Theo pro Toxinmolekil nachweisbar (Abb.
3.1-8-B). Sowohl bei DIG-Saporin als auch bei Theo-Saporin waren die dominanten Spezies
2-fach und 3-fach haptenyliertes Toxin. Die Massenspektren sahen sehr heterogen aus, da
das verwendete Saporin eine Mischung mehrerer Isotypen und Glycosylierungszustande war.
Eine Deglykosilierung wurde versucht, blieb aber erfolglos. Fur die Auswertung wurde der
jeweils intensivste Peak als Referenz herangezogen, auf dessen Basis der relative Gehalt an
unterschiedlichen Haptenylierungszustéanden berechnet wurde. Unter der Annahme, dass alle
enthaltenen Spezies keine Sequenzunterschiede an den fir die Haptenylierungsreaktion
wichtigen Stellen aufweisen (Lysine), kann davon ausgegangen werden, dass alle Isoformen
ahnliche Haptenylierungszusténde zeigen. Ebenso wie Saporin zeigte PE38 unterschiedliche
Digoxygenylierungszusténde zwischen 0 und 4 DIG pro Toxinmolekil. Die dominante Spezies
war hier mit nahezu 50 % PE38 + 2 DIG (Abb. 3.1-8-C). PE38 wurde rekombinant in E.coli
produziert, was dazu fihrt, dass es nicht glykosiliert ist und somit Probleme mit der
Deglykosilierung und ein entsprechendes heterogenes Spektrum hier nicht auftraten.
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Abb. 3.1-8: Massenspektrometrische Analyse der Haptenylierung von Saporin und PE38

Die Toxine wurden mit DIG-NHS oder Theo-NHS wie unter 2.2.5 beschrieben haptenyliert. Mit MS sollte
analysiert werden, wieviel DIG bzw. Theo pro Toxin-Molekil gebunden wurde. A zeigt die Verteilung
des konjugierten DIG-Saporin; auf der x-Achse ist das m/z-Verhaltnis aufgetragen und auf der y-Achse
die rel. Signalintensitat. B zeigt die Verteilung des konjugierten Theo-Saporin; auf der x-Achse ist das
m/z-Verhaltnis aufgetragen und auf der y-Achse die rel. Signalintensitat. C zeigt die Verteilung des
konjugierten DIG-PE38; auf der x-Achse ist die Masse aufgetragen und auf der y-Achse die rel.

Signalintensitét.

65



Ergebnisse

3.1.2.2 Aktivitat vor und nach Haptenylierung

Die Proteintoxine wurden innerhalb der Roche Diagnostics GmbH haptenyliert. Um zu testen,
ob die Payload durch die Haptenylierung ganz oder teilweise an Wirksamkeit verliert, wurde
die Zytotoxizitat der DIG-Payload mit der Zytotoxizitat der Ausgangssubstanz anhand des
CellTiter-Glo®-Zellviabilitatsassays verglichen (2.2.3.6). Die MCF-7 Zellen wurden im
96-Well-Format bei etwa 20 % Konfluenz mit verschiedenen Konzentrationen von Toxin und
DIG-Toxin 48 h (PE38) oder 72 h (Saporin) inkubiert. AnschlieRend wurde CellTiter-Glo®-
Reagenz dazugegeben und das Lumineszenz-Signal an einem Mikrotiterplatten-Reader
ausgelesen. Saporin wurde in einem Konzentrationsbereich von 0.01 bis 1 puM aufgebracht.
DIG-Saporin zeigt nach 72 h Inkubation auf MCF-7 Zellen eine etwa 20 — 50 % geringere
Zytotoxizitat als das unmodifizierte Saporin (Abb. 3.1-9-A). PE38 wurde in einem
Konzentrationsbereich von 0.1 bis 0.003 nM aufgebracht. Bei dem digoxigenylierten
Pseudomonas Exotoxin PE38 zeigte sich nach 48 h Inkubation auf MCF-7 Zellen keine

verminderte zytotoxische Wirksamkeit im Vergleich zum unmodifizierten PE38 (Abb. 3.1-9-B).

11 . Saporin 1,1
1 . PE38
m DIG-Saporin 1+
09 - I m DIG-PE38
4 T 09 -
L8 08 - z
g 0,7 - ::r'é 0,7 |
506 - 206 .
8 © -
305 S05
304 - E 0,4 -
0,3 - - 0,3 -
0,2 _ 0,2 -
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0 - T T T ] 0 - T T T 1
0,01 0,1 0,5 1 0,003 0,01 0,03 0,1
Konzentration Saporin [uM] Konzentration PE38 [nM]

Abb. 3.1-9: Zytotoxizitat proteintoxischer Payloads vor und nach Haptenylierung

Die toxischen Payloads wurden mehrfach mit Digoxigenin gekoppelt. Im Anschluss daran wurde mittels
CellTiter-Glo®-Assay untersucht, ob die Kopplung einen Einfluss auf die Zytotoxizitat hat. Die
Zytotoxizitat wurde mittels CellTiter-Glo®-Assay ausgelesen. Die Zellviabilitat von 1 entspricht einer
Anzahl von 100% lebenden Zellen. Diese Zellviabilitat wurde gegen die jeweilige Toxinkonzentration

aufgetragen.

A () Saporin, (®) DIG-Saporin B (") PE38 (¥) DIG-PE38

3.1.2.3 Targeting auf MCF-7 Zellen

Das Targeting des Toxins Uber den bispezifischen Hapten-bindenden und tumorspezifischen

Antikérper ist von essentieller Bedeutung, um unerwilnschte Nebenwirkungen auf
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korpereigene Zellen zu reduzieren und die zielgerichtete Wirkung des Toxins zu
gewadhrleisten. Deshalb wurde untersucht, ob die digoxigenylierten Toxine nach Vorinkubation
mit LeY-DIG-bispezifischen Antikdrpern auf MCF-7 Zellen einen Targeting-Effekt zeigten. Fur
diesen Versuch wurde das LeY-DIG-bispezifische Antikdrper-Format (Metz et al., 2011) mit
DIG-Toxin im molaren Verhaltnis von 1:2 verwendet. Als Isotypkontrolle wurde der CD33-DIG-
bispezifische Antikorper, der nicht an MCF-7 Zellen bindet, im gleichen Format verwendet. Die
DIG-Toxine wurden mit den Antikdrpern 24 h bei 4 °C vorinkubiert und auf die Zellen
aufgebracht. Die MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-Format bei etwa 20 % Konfluenz mit
verschiedenen Konzentrationen der DIG-Toxin-Antikdrper-Komplexe 48 h (PE38) oder 72 h
(Saporin) inkubiert. Um unspezifische Zytotoxizitdt zu vermeiden, wurden das mit den
bispezifischen Antikdrpern vorinkubierte DIG-PE38 nach 0.5 h Inkubation auf MCF-7 Zellen
durch Waschen mit Medium entfernt. Die Zellen mit bispezifischen Antikérpern und
DIG-Saporin wurden nicht gewaschen. Anschlieend wurde die Zellviabilitat bestimmit.
DIG-Saporin hatte mit dem bispezifischen LeY-DIG-Antikdrper einen bis zu mehr als doppelt
so hohen zytotoxischen Effekt im Vergleich zu Isotypkontrolle (Abb. 3.1-10-A). DIG-PE38 weist
ebenfalls einen deutlichen konzentrationsabhéngigen Targeting-Effekt auf MCF-7 Zellen auf
(Abb. 3.1-10-B).

A LeY-DIG bispec + DIG-Saporin B LeY-DIG bispec + DIG-PE38
12 4 m CD33-DIG bispec + DIG-Saporin 1,1 M CD33-DIG bispec + DIG-PE38
1,1 4
1 4
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Abb. 3.1-10: Targeting digoxigenylierter toxischer Payloads mit bispezifischen LeY- und CD33-
Antikérpern auf MCF-7 Zellen Digoxigenylierte Toxine wurden mit bispezifischen LeY- oder CD33-
bindenden Antikérpern im Verhdltnis 2:1 (DIG-Toxin:Ak) 24 h inkubiert und dann auf die LeY-positiven
MCF-7 Zellen aufgebracht. Die Zytotoxizitdt wurde mittels CellTiter-Glo®-Assay ausgelesen. Eine

Zellviabilitat von 1 entspricht einer Anzahl von 100 % lebenden Zellen.

A (7) LeY-DIG bispec + DIG-Saporin (¥) CD33-DIG bispec + DIG-Saporin B () LeY-DIG bispec +
DIG-PE38 () CD33-DIG hispec + DIG-PE38
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3.1.3 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden als potentielle Payloads toxische Substanzen
ausgewahlt, die hauptsachlich Gber bekannte oder etablierte Kopplungsmechanismen, wie die
O-Succinimid- oder Maleimid-Chemie mit dem Hapten Digoxigenin gekoppelt werden konnten.
In der Substanzklasse der antibiotischen Tumortherapeutika wurden die Interkalantien
Mitomycin C und Doxorubicin, welches an Nanopartikel konjugiert wurde, getestet. Daneben
wurden auf3erdem das Typ-I-RIP Saporin und der EF-2 Hemmer PE38 untersucht. Durch das
Hapten und durch die Kopplungsreaktion selbst werden die Toxine modifiziert. In einem ersten
Zellviabilitatassay auf MCF-7 Zellen, in dem die haptenylierten Toxine ohne bispezifische
Antikérper aufgetragen wurden, wurde deshalb deren Wirksamkeit vor und nach
Haptenylierung verglichen. Toxine, welche nach Haptenylierung keinen oder nur einen
geringen Verlust |hrer Toxizitat aufwiesen, waren grundsatzlich als Payload fir
tumorspezifische Antikdrper geeignet. In einem zweiten Zellviabilitatsassay wurde danach
untersucht, ob ein Targeting-Effekt der DIG-Toxine mit LeY-DIG-bispezifischen Antikérpern

auf MCF-7-Zellen beobachtet werden kann.

Die Doxo- bzw. DIG-Doxo-NPs enthielten einen saurelabilen Hydrazonlinker, der als Strategie
diente zum einen die Beladung der NPs mit Doxorubicin und zum anderen die Freisetzung des
Doxorubicin in den Zellen zu kontrollieren (Calderén et al., 2011)(Calderon at al., 2009). In der
Analytik mittels SEC, zellbasiertem ELISA und Durchflusszytometrie zeigten die
DIG-Doxorubicin-NPs sowohl eine erfolgreiche spezifische und stabile Bindung der LeY-DIG-
bispezifischen Antikdérper als auch eine targetspezifische Bindung der Antikdrper-
Nanopartikel-Komplexe auf MCF-7-Zellen. In einem ersten Zellviabilitisassay lag die
Zytotoxizitat der Doxo- und DIG-Doxo-NPs nur wenig unter der des freien Doxorubicin in
aquimolarer Dosis. Im Komplex mit LeY-DIG-bispezifischen Antikdrpern war auf MCF-7-Zellen
allerdings nur ein schwacher Targeting-Effekt erkennbar. In der Konfokalmikroskopie war
sowohl flir Doxo-NPs als auch fur DIG-Doxo-NPs, unabhdngig davon ob sie alleine oder in
Kombination mit bispezifischen Antikdrpern mit MCF-7 Zellen inkubiert wurden, ein deutliches,
mit dem Zellkern assoziiertes Fluoreszenzsignal sichtbar. Verglichen mit der Intensitat des
freien Doxorubicin, war die Intensitat des Doxorubicin bei beiden NPs etwas niedriger.

DIG-Mitomycin zeigte nach Inkubation auf MCF-7 Zellen einen Zytotoxizitatsverlust von etwa
10 — 30 % im Vergleich zum nicht digoxigenylierten Mitomycin C. Mit LeY-DIG-bispezifischem
Antikorper war fir DIG-Mitomycin keine Targeting-Effekt auf MCF-7 Zellen erkennbar.

Mittels Massenspektrometrie wurde festgetellt, dass DIG-Saporin, Theo-Saporin und
DIG-PE38 bis 6 Haptene pro Toxinmolekul enthielten. Bei DIG-Saporin ist in dem ersten
Zellviabiliatstest eine etwas geringere Wirksamkeit als bei dem nicht haptenylierten Toxin, bei
DIG-PE38 eine vergleichbare Wirksamkeit zu erkennen. Auf Basis der Zellviabilitatsdaten mit
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den zielgerichteten Antikdrper-Payload-Komplexen wurde die Auswahl der Toxine getroffen,
die fur die weitere Entwicklung der bispezifischen Hapten-bindenden Antikérperderivate

verwendet werden sollten.

DIG-Mitomycin zeigte mit LeY-DIG-bispezifischen Antikérpern auf MCF-7 Zellen keinen
Targeting-Effekt und war somit fir die weitere Entwicklung nicht geeignet. Fur die DIG-
Doxorubicin-Nanopartikel zeigte sich zwar ein schwacher Targeting-Effekt, aber auch die nicht
digoxigenylierten Doxorubicin-Nanopartikel zeigten eine dosisabhéngige erhhte Zytotoxizitat
mit beiden bispezifischen Antikdrpern, weshalb auch diese nicht fur die Entwicklung weiterer
Antikorper-Formate heranzgezogen wurden. DIG-Saporin und DIG-PE38 zeigten einen
deutlichen Targeting-Effekt und wurden deshalb fir die weitere Testung der zielgerichteten
Antikorper-Payload-Komplexe ausgewahlt. Als alternatives Hapten wurde Theophyllin
eingesetzt, welches dementsprechend in dieser Arbeit mit zumindest einem dieser Toxine

gekoppelt werden sollte. Deshalb wurde auch Theo-Saporin getestet.

3.2 Bispezifische Digoxigenin bindende Antikérperderivate

Ein Ziel dieser Arbeit war es Antikdrpermolekile zu entwickeln, die es ermdglichen eine
definierte Anzahl > 2 Payloads pro Antikérper zu binden und zur Zielzelle zu transportieren.
Basierend auf dem LeY-DIG-bispezifischen Antikérper wurden folgende bispezifischen
Formate mit 3 Haptenbindungsstellen und 2 Antigen-Bindungsstellen entwickelt (Abb. 3.2-1).
Die Antikdrper besafRen sowohl eine Spezifitat fur das Antigen LeY oder CD33 als auch fir

das Hapten Digoxigenin.

DIG-trivalenter LeY/CD33 Triple-Fab DIG-trivalenter LeY/CD33 Knob-into-
Hole-Variable-Domain (KIH-VD)
Antikorper

L DvD  DVD

2 x CrossFab ~2x Fab

$5-44-100

- Fab

junction:
...veikGQPREpqv...

junction:
...vssGQPREpqv...

+ KIH-VD

Abb. 3.2-1: Schema der hergstellten bispezifischen DIG-trivalenten Antikdrperkonstrukte
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3.2.1 Expression und Reinigung des DIG-trivalenten Triple-Fab

Basierend auf dem bivalenten LeY/CD33-DIG bispezifischen Antikorper (Metz et al., 2011),
wurde ein trivalentes Antikdrperderivat hergestellt, welches drei statt zwei DIG-Payloads
binden sollte. Allerdings wurde die zweite Spezifitat nicht Uber einen disulfidstabilisierten scFv
(dsscFv) am C-Terminus, sondern Uber eine zweite variable Domane (VD) am N-Terminus
angeflugt. Dieses Prinzip der Dual-Variable-Domain (DVD)(C. Wu et al., 2007) wurde bereits
erfolgreich fur die Herstellung tetravalenter bispezifischer Antikbrper-Formate angewendet.
Besonders die Bindung der Spezifitdt, an welche N-terminal die zweite Spezifitat angehéngt
wurde, ist vom Abstand bzw. der Linker-Ladnge abhangig (Metz et al., 2012). Vorarbeiten
ehemaliger Kollegen (Daten nicht abgebildet) und Ergebnisse vorheriger Studien (C. Wu et
al., 2007) zeigten, dass ein 8 Aminosauren langer Linker fir Antikdrper im DVD-Format
ausreichend sein sollte, um die Bindung beider Spezifitdten zu gewahrleisten. Deshalb wurde
in dieser Arbeit fir das Design der neuen Antikdrper-Formate ein (G.S).-Linker, also ein Linker
bestehend aus 2 mal 4 Glycin plus 1 Serin, zwischen den variablen Doméanen der zwei
unterschiedlichen Spezifitditen verwendet. Das erste in dieser Doktorarbeit entwickelte DIG-
trivalente bispezifische Antikdrper-Format ist ein Antikdrper, der aus zwei DIG-bindenden Fabs
entsteht, an den C-terminal ein weitere DIG-bindender Fab Uber einen (G4S).-Linker fusioniert
wurde. Da dieser Antikdrper somit keine Hinge-Region enthalt, wurde zur Stabilisierung am
zentralen anti-DIG-Fab eine VH44-VL100 Disulfidbriicke eingefuhrt (Jung et al., 1994)(Reiter
et al., 1996). Die Antigenbindung wird durch die DVD am N-Terminus der beiden DIG-Fabs
realisiert. Die VH-Sequenz von anti-LeY oder anti-CD33 wurde Uber einen (G.S).-Linker N-
terminal an die VH-Sequenz von anti-DIG fusioniert. Ebenso wurde die VL-Sequenz von anti-
LeY oder anti-CD33 Uber einen (G4S).-Linker N-terminal an die VL-Sequenz von anti-DIG
fusioniert. Auch hier wurde eine Stabilisierung der VH- und VL-Doméne von anti-LeY oder anti-
CD33 durch eine VH44-VL100 Disulfidbrticke realisiert. Darin liegt auch der Grund, warum die
Spezifitdten nicht andersherum angeordnet wurden. Bei LeY und CD33 war bekannt, dass
eine VH44-VL100 Disulfidbriicke keine Probleme in der Antigenbindung verursacht. Dies gilt
fur DIG zwar genauso, da aber in Vorversuchen mit anderen Antigenen bzw. Haptenen
Probleme bei der Expression oder Antigen- bzw. Haptenbindung auftraten, wurde das
beschriebene Design gewahlt, um das Format auf Theophyllin tGbertragen zu kdnnen. Die
Anordnung der Antigenbindung in der DVD sollte auRerdem gewahrleisten, dass es nicht zu
sterischen Problemen bei der Antigenbindung kommt. Um eine korrekte Heterodimerisierung
der leichten und schweren Ketten zu gewahrleisten, wurde die oberen beiden Fabs des
Antikorpers nach der CrossMab-Strategie entwickelt (Schaefer et al., 2011). Dafir wurden die
CH1 und die Cx-Domane getauscht. Die dreifache DIG-Bindung wurde also durch
2 DIG-bindende CrossFabs und 1 weiteren c-terminal fusionierten DIG-bindenden Fab
realisiert. Der Antikorper wurde in HEK293-F Zellen transient exprimiert. Der Uberstand wurde
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nach 7 Tagen von den Zellen getrennt und mittels Western-Blot auf erfolgreiche Expression
der Antikorper-Formate untersucht. Die schweren Ketten haben ein theoretisches
Molekulargewicht von etwa 65 kDa und die leichten Ketten haben ein theoretisches
Molekulargewicht von etwa 35 kDa. Zur Detektion wurde ein AP-konjugierter anti-human-
kappa-light-chain Antikdrper eingesetzt. Sowohl bei dem LeY-DIG-bispezifischen Antikorper
JA0011 als auch bei dem CD33-DIG-bispezifischen Antikdrper JA0024 sind 2 Banden in HOhe
der theoretisch erwarteten Molekulargewichte erkennbar (Abb. 3.2-2). Aul3erdem sind zwei
Banden in Hohe von etwa 35 kDa erkennbar. Die LCs enthalten allerdings keine Ck-Domane,
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass moglicherweise auch Bruchstiicke der HC
im Uberstand enthalten sind, die mit dem anti-human-kappa-light-chain Antikérper detektiert

werden kdnnen.

JA0011 JA0024

250 kDa — 250 kDa =
150 kDa - 150 kDa

v

100 kDa s 100 kDa -

75 kDa T 75 kDa -

50 kDa -

50 kDa - 2 x CrossFab 2x CrossFab

37kDa ™ 37kDa @8
25kDa 25kDa

=

20kDa == 20kDa
15kDa  w 15 kDa

=a

Abb. 3.2-2: Western Blot der Kulturiiberstande und schematische Darstellung von JA0O011 und JA0024

Um zu testen, ob die Antikorperketten exprimiert wurden und die erwartete Gré3e aufwiesen, wurde ein
Western Blot der Kulturiberstande nach Antikoérper-Expression und Zellernte durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte tiber einen AP-konjugierten Sekundarantikérper, der gegen die humane LC gerichtet
war. Der GroRenstandard wurde fiir die Darstellung mit Farbstift nachgezeichnet, da dieser nach

Trocknung der Membran sonst kaum mehr sichtbar gewesen ware.

AnschlieRend wurde der Uberstand uber Kappa-Select-Affinitatschromatographie und
praparative GrolRenausschlusschromatographie aufgereinigt. Aus 1 L des JAOO011
Uberstandes konnte 3.4 mg Antikérper gereinigt werden. Aus 1 L des JA0024 Uberstandes

konnte 4.2 mg Antikorper gereinigt werden.
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3.2.2 Charakterisierung des DIG-trivalenten Triple-Fab
3.2.2.1 Analytische GréRRenausschlusschromatographie und SDS-Page

Die gereinigten Antikdrper wurden mittels analytischer Gréf3enausschlusschromatographie
analysiert. Fir JA0OO11 wurde 10 pg gereinigtes Protein auf eine Dionex MabPac SEC-1 Saule
und von JA0024 100 ug gereinigtes Protein auf eine TSK3000 SWXL aufgetragen. Bei der
MabPac SEC-1 Saule wurde eine Flussrate von 0.2 mL/min und bei der TSK3000 SWXL Saule

eine Flussrate von 0.5 mL/min benutzt.
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Abb. 3.2-3: Analytische Gelpermeationschromatographie der DIG-trivalenten LeY/CD33 Triple-Fabs

Die Uberstande der Proben JA0011 wund JA0024 wurden mittels

Affinititschromatographie und Gelpermeationschromatographie gereinigt, in 20 mM His/ 140 mM NacCl

Kappa-Select-

pH 6.0 umgepuffert und konzentriert. AnschlieBend wurden die Endprodukte mittels analytischer
Gelpermeationschromatographie analysiert. Dafur wurden von JA0OO11 10 pg gereinigtes Protein auf
eine Dionex MabPac SEC-1 Saule und von JA0024 100 ug gereinigtes Protein auf eine TSK3000 SWXL
aufgetragen. Die Fraktionen wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad identifiziert. Eine

Ubersicht der Fraktionen ist in Tabelle 3.2.1 dargestellt.

Peak-Nr. Fraktion JAO0011 [area %] JA0024 [area%]
1 HMW 5,8 3,2
2 Monomer 60,3 81,2
3 LMW 33,9 15,6

Tabelle 3.2.1: Fraktionen der analytischen SEC von JA0011 und JA0024

Die SEC wurde wie in Abb. 3.2-3 beschrieben durchgefihrt. Fur die Auswertung der Chromatogramme
wurde eine Kalibrierkurve aus dem Ergebnis des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad erstellt, anhand
derer die Fraktionen der Proben identifiziert wurden. Peak 1 (HMW) ist die Fraktion, welche Oligomere
oder Aggregate des Antikorpers enthélt. Peak 2 ist die Hauptfraktion, welche das Monomer des
Antikorpers enthélt und die letzte Fraktion unter Peak 3 (LMW) enthélt Antikérperbruchstiicke bzw.
Antikorper, welchem LC und/oder HC fehlt.

Die Fraktionen wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad identifiziert. Es zeigte
sich, dass der Hauptpeak dem gewiinschten Antikérper mit einem Molekulargewicht von etwa
200 kDa entspricht. Daneben finden sich allerdings auch héhermolekulare Spezies (HMW),
wie Antikdrper Di- oder Oligomere, und niedrigmolekulare Spezies (LMW), wie beispielsweise

Antikorper, denen eine LC, eine HC 0.4. fehlt. Bei JAOO11 ist neben einem relativen Antikorper-
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Monomeranteil von 60.3 %, ein HMW-Anteil von 5.8 % und LMW-Anteil von 33.9 %
detektierbar. Bei JA0024 ist der relative Antikérper-Monomeranteil mit 81.2 % etwa 20 % hoher
als bei JAOO11. Demenstprechend geringer sind die tbrigen Spezies enthalten — ein HMW-
Anteil von 3.2 % und LMW-Anteil von 15.6 %. Zusatzlich zur analytischen SEC wurde noch
eine SDS-Page gemacht. Dafir wurde je 8 pg gereinigtes Protein, welches fir die
denaturierende reduzierte und nicht reduzierte SDS-Page vorbereitet wurde, auf ein NUPAGE®

4-12 % Bis-Tris Gel aufgetragen und anschlieBend mit Coomassie gefarbt.

JADO11 JADOZ24
nred red nred red

250 kDa mm

e vaf
100 kDa — [ —_
75kDa

sokDa '

Vi - - -
-~
—
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20 kDa
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Abb. 3.2-4: SDS-Page der DIG-trivalenten LeY/CD33 Triple-Fabs

Die Uber Kappa-Select-Affinitdtschromatographie und Gelpermeationschromatographie gereinigten,
umgepufferten und konzentrierten Produkte der Antikdrper-Formate JA0011 und JA0024 wurden mittels
SDS-Page in reduziertem und nicht reduziertem Zustand analysiert. Das Gel wurde Coomassie gefarbt.
Neben den Proben wurde der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad) als

GroRenstandard mitgefuhrt.

Bei beiden Antikorpern ist im nicht reduzierten Zustand eine Hauptbande bei etwa 200 kDa
erkennbar. Daneben ist bei beiden eine deutliche Bande um 100 kDa erkennbar, was etwa
dem Molekulargewicht des halben Antikdrpers entspricht. Dariber hinaus ist sowohl bei
JA0011, wobei bei diesem Konstrukt etwas ausgeprégter, als auch bei JA0024 eine Bande in
Hohe einer freien schweren Kette erkennbar. Bei JA0024 sind auf3erdem zwei Zusatzbanden
zwischen etwa 160 und 130 kDa erkennbar, was moéglicherweise einem Antikérper ohne eine
oder zwei LC entsprechen kénnte. Eine Identifikation der Banden bei JAOO11 ist leider nicht

eindeutig moglich, da die Hauptbande im Gel sehr breit war. Im reduzierten Zustand sind bei
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beiden Antikérpern ausschlie3lich die Banden in Hohe der leichten und schweren Ketten

erkennbar.

3.2.2.2 Massenspektrometrie

Um die Integritat der Molekularmasse der einzelnen leichten und schweren Ketten sowie der
Gesamtmasse der Antikérper nachzuweisen, wurden die Antikérper mittels Elektrospray-
lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht. Fir die Bestimmung der molekularen
Massen von leichter und schwerer Kette wurden die Antikdrper standardmafiig mit TCEP

reduziert. Am Ende der Probenvorbereitung wurden die Proben entsalzt und mittels ESI-gTOF-

MS untersucht.

Theoretisches Mw [Da] Experimentelles Mw [Da]
Gesamt 197821 197827
LC 35253 35250
JA0011
HC-1 64119 64115
HC-2 63241 63237
Gesamt 196622 196628
LC 35025 35024
JA0024 N X
HC-1 63747 nicht detektierbar
HC-2 62869 62867

Tabelle 3.2.2: Massenspektrometrische Ergebnisse der Antikdrperkonstrukte JAO011 und JA0024

Die aufgereinigten Proben der Antikérper-Formate JA0011 und JA0024 wurden mittels ESI-MS
analysiert und ausgewertet. Fur die Bestimmung der molekularen Massen von leichter und schwerer
Kette wurden die Proben mit TCEP reduziert. In der Tabelle ist auf der linken Seite das aus der
Aminosauren Abfolge berechnete theoretische Molekulargewicht aufgefuhrt. Auf der rechten Seite ist

das mittels MS experimentell ermittelte Molekulargewicht dargestellt.

Sowohl bei JA0011 als auch bei JA0024 konnten sowohl die Molekulargewichte der einzelnen
leichten und schweren Ketten als auch die Gesamtmassen der Antikérper experimentell
bestatigt werden. Nur bei JA0024 konnte eine HC (HC-1) nicht detektiert werden. Allerdings
war der Gesamtantikdrper mit korrekter Masse nachweisbar, weshalb davon auszugehen ist,
dass die HC-1 unter den angewandten Bedingungen schlecht ionisierbar war und deshalb im
reduzierten Zustand nicht nachgewiesen werden konnte. Bei beiden Antikérpern wurden
deutliche Mengen an halbem Antikérper oder nicht richtig verbriicktem Material, z.B.
2xHC-2 + 1xLC, festgestellt. AuRerdem wurden bei JA0024 noch zwei unbekannte Massen
von 133141 Da und 160989 Da detektiert.
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3.2.3 Expression und Reinigung des DIG-trivalenten KIH-VD Antikdrperkonstrukts

Ausgehend von dem DIG-trivalenten Ley/CD33 Triple-Fab wurde ein weiteres DIG-trivalentes
Konstrukt entwickelt, da der Triple-Fab mit etwa 60 % (LeY) bzw. 80 % (CD33) einen relativ
geringen Monomeranteil aufwies. Die Massenanalytik zeigte, dass ein deutlicher Anteil von
nicht korrekt verbriicktem Material in der gereinigten Probe der Triple-Fabs enthalten war.
Deshalb wurde fur das folgende Konstrukt die Knob-into-Hole-Strategie verwendet, welche
bereits seit mehreren Jahren erfolgreich angewendet wird, um die inkorrekte Paarung, das
sogenannte Mispairing, von Antikorperketten zu vermeiden (Ridgway et al., 1996)(Merchant
et al., 1998). In diesem Format (Abb. 3.2-1) ist das zentrale Fab des Triple-Fab durch eine
variable DIG-bindende Domane, an welche direkt die CH3-Domane mit Knob-into-Hole-
Sequenz fusioniert wurde, ersetzt. Bei diesem Knob-into-Hole-Variable-Domain Antikdrper
(KIH-VD) wurde deshalb im oberen Teil auf den CrossMab des Antikorpers verzichtet. Die
korrekte Heterodimerisierung sollte durch die Knob-into-Hole-Mutation gewahrleistet werden.
Dieses Format besteht also aus zwei DIG-bindenden Fabs, an die C-terminal eine weitere
DIG-bindende variable Doméne Uber einen (GaS)z-Linker fusioniert wurde. Da dieser
Antikdrper keine Hinge-Region enthalt, wurde ebenso wie beim Triple-Fab zur Stabilisierung
an der zentralen variablen anti-DIG Domane eine VH44-VL100 Disulfidbrticke eingefihrt (Jung
et al., 1994)(Reiter et al., 1996). Die Antigenbindung wird durch die Dual-Variable-Domain am
N-Terminus der beiden DIG-Fabs realisiert. Die VH-Sequenz von anti-LeY oder anti-CD33
wurde Uber einen (G4S).-Linker N-terminal an die VH-Sequenz von anti-DIG fusioniert. Ebenso
wurde die VL-Sequenz von anti-LeY oder anti-CD33 Uber einen (G4S).-Linker N-terminal an
die VL-Sequenz von anti-DIG fusioniert. Auch hier wurde eine Stabilisierung der VH- und VL-
Domane von anti-LeY oder anti-CD33 durch eine VH44-VL100 Disulfidbriicke realisiert. Die
-Knob“-Mutation (T366W) wurde in die CH3-Doméane der einen HC eingeflugt und drei
»Hole"-Mutationen (T366S, L368A, und Y407V) wurden in die CH3-Doméane der anderen HC
eingefigt (Atwell et al., 1997). AulRerdem wurde mit der S354C Mutation auf der ,Knob“-Seite
und der Y349C Mutation auf der ,Hole"-Seite eine zusatzliche Disulfidbriicke zur Stabilisierung
eingefiigt (Carter, 2001). Der Antikdrper wurde in HEK293-F Zellen transient exprimiert. Der
Uberstand wurde nach 7 Tagen von den Zellen getrennt und mittels Western-Blot auf
erfolgreiche Expression der Antikérper-Formate untersucht. Zur Detektion wurden ein AP-
konjugierter anti-human-Fc Antikérper und ein AP-konjugierter anti-human-kappa-light-chain
Antikorper eingesetzt. Die schweren Ketten haben ein theoretisches Molekulargewicht von

etwa 65 kDa und die leichte Kette hat ein theoretisches Molekulargewicht von etwa 35 kDa.
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Abb. 3.2-5: Western Blot der Kulturiiberstande und schematische Darstellung von JA0O015 und JA0029

Um zu testen, ob die Antikorperketten exprimiert wurden und die erwartete Gréf3e aufwiesen, wurde ein
Western Blot der Kulturiberstdnde nach Antikoérper-Expression und Zellernte durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte Uber AP-konjugierte Sekundéarantikérper, die gegen den humanen Fc-Teil und die
humane kappa-light-chain gerichtet waren. Der GréRenstandard wurde fir die Darstellung mit Farbstift

nachgezeichnet, da dieser nach Trocknung der Membran sonst kaum mehr sichtbar gewesen wére.

Aus 1 L des JA0015 Uberstandes konnte 1.6 mg Antikorper gereinigt werden. Aus 1 L des
JA0029 Uberstandes konnte 3.8 mg Antikérper gereinigt werden.

3.2.4 Charakterisierung des DIG-trivalenten KIH-VD Antikérperkonstrukts

3.2.4.1 Analytische GréRenausschlusschromatographie und SDS-Page

Die gereinigten Antikorper wurden mittels analytischer Groflienausschlusschromatographie
analysiert. Fir JA0O015 wurde 10 pg gereinigtes Protein auf eine Dionex MabPac SEC-1 Saule
und von JA0029 20 ug gereinigtes Protein auf eine TSK3000 SWXL aufgetragen. Bei der
MabPac SEC-1 Saule wurde eine Flussrate von 0.2 mL/min und bei der TSK3000 SWXL Saule

eine Flussrate von 1.0 mL/min benutzt.
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Abb. 3.2-6: Analytische Gelpermeationschromatographie der DIG-trivalenten LeY/CD33 KIH-VD

Antikorperkonstrukte
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Die Uberstainde der Proben JA0015 und JA0029 wurden mittels Kappa-Select-
Affinitdtschromatographie und Gelpermeationschromatographie gereinigt, in 20 mM His/ 140 mM NaCl
pH 6.0 umgepuffert und konzentriert. AnschlieBend wurden die Endprodukte mittels analytischer
Gelpermeationschromatographie analysiert. Dafur wurden von JA0O015 10 pg gereinigtes Protein auf
eine Dionex MabPac SEC-1 Saule und von JA0029 20 g gereinigtes Protein auf eine TSK3000 SWXL
aufgetragen. Die Fraktionen wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad identifiziert und

aufgeteilt. Eine Ubersicht der Fraktionen ist in Tabelle 3.2.3 dargestellt.

Peak-Nr. Fraktion JA0015 [area %] JA0029 [area%]
1 HMW 2,3 2,2
2 Monomer 77,0 97,8
3 LMW 20,7 -

Tabelle 3.2.3: Fraktionen der analytischen SEC von JA0015 und JA0029

Fur die Auswertung der Chromatogramme (Abb. 3.2-6) wurde eine Kalibrierkurve aus dem Ergebnis
des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad erstellt, anhand derer die Fraktionen der Proben identifiziert
wurden. Peak 1 (HMW) ist die Fraktion, welches Oligomere oder Aggregate des Antikdrpers enthalt.
Peak 2 ist die Hauptfraktion, welche das Monomer des Antikdrpers enthalt und unter Peak 3 (LMW) sind

Antikorperbruchstiicke bzw. Antikdrper, welchem LC und/oder HC fehlt, enthalten.

Die Fraktionen wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad identifiziert. Es zeigte
sich, dass der Hauptpeak dem gewiinschten Antikérper mit einem Molekulargewicht von etwa
200 kDa entspricht. Daneben finden sich allerdings auch hdéhermolekulare Spezies, wie
Antikérper Di- oder Oligomere, und niedrigmolekulare Spezies, wie beispielsweise Antikdrper,
denen eine LC, eine HC o0.4. fehlt. Bei JAOO15 ist neben einem relativen Antikorper-
Monomeranteil von 77.0 %, ein HMW-Anteil von 2.3 % und LMW-Anteil von 20.7 %
detektierbar. Bei JA0029 ist der relative Antikérper-Monomeranteil mit 97.8 % etwa 20 % hoher
als bei JA0015. AuRerdem ist nur ein geringer HMW-Anteil von 2.2 % erkennbar. Neben der
analytischen SEC wurde noch eine SDS-Page gemacht. Daflir wurde je 8 ug gereinigtes
Protein fiur die denaturierende reduzierte und nicht reduzierte SDS-Page vorbereitet und auf

ein NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel aufgetragen und anschlieRend mit Coomassie gefarbt.
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Abb. 3.2-7: SDS-Page der DIG-trivalenten LeY/CD33 KIH-VD Antikoérperkonstrukte

Die Uber Kappa-Select-Affinitatschromatographie und Gelpermeationschromatographie gereinigten,
umgepufferten und konzentrierten Produkte der Antikdrper-Formate JA0015 und JA0029 wurden mittels
SDS-Page im reduzierten und nicht reduzierten Zustand analysiert. Das Gel wurde Coomassie gefarbt.
Neben den Proben wurde der Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad) als

GrolRenstandard mitgefuhrt.

Bei beiden Antikorpern ist im nicht reduzierten Zustand eine Hauptbande bei etwa 200 kDa
erkennbar. Daneben sind bei JA0O029 im Wesentlichen drei sehr schwache Banden erkennbar
— eine etwa in Hohe von 130 kDa, was einem HC-Dimer entsprechen kdnnte, eine etwa in
Hoéhe von 70 kDa, was einem LC-Dimer entsprechen kdnnte, und eine etwa in Héhe von
35 kDa, was wahrscheinlich einer freien LC entspricht. Im reduzierten Zustand sind bei beiden
Antikoérper Hauptbanden in Hohe der leichten und schweren Ketten erkennbar. Daneben sind
auch sehr schwache Banden in Hohe von etwa 150 kDa, 130 kDa und 25 kDa im reduzierten
Zustand vorhanden. Die Bande bei 130 kDa konnte, wie im nicht reduzierten Zustand, einem
HC-Dimer zugeordnet werden. Bei 150 kDa und 25 kDa handelt es sich vermutlich um
Antikorper-Bruchstiicke, welche auf fehlerhafte schwere oder leichte Ketten zuriickzufuhren

sind.

3.2.4.2 Massenspektrometrie

Die Molekularmasse der einzelnen Ileichten und schweren Ketten sowie des
Gesamtantikorpers wurde mittels ESI-MS bestimmt. Der Antikorper wurde mit TCEP reduziert,
wenn die molekularen Massen von leichter und schwerer Kette bestimmt werden sollten. Die

Proben wurden entsalzt und mittels ESI-qTOF-MS untersucht.
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Theoretisches Mw [Da] Experimentelles Mw [Da]
Gesamt 199462 199469
LC 36424 36422
JA0015
HC-1 64503 64503
HC-2 62155 62153
Gesamt 197835 197844
LC 35982 35981
JA0029
HC-1 64132 64130
HC-2 61783 61782

Tabelle 3.2.4; Massenspektrometrische Ergebnisse der Antikérperkonstrukte JA0015 und JA0029

Die aufgereinigten Proben von JA0015 und JA0029 wurden mittels ESI-MS analysiert und ausgewertet.
Fur die Bestimmung der molekularen Massen von leichter und schwerer Kette wurden die Proben mit
TCEP reduziert. In der Tabelle ist auf der linken Seite das aus der Aminosauren Abfolge berechnete
theoretische Molekulargewicht aufgefuihrt. Auf der rechten Seite ist das mittels MS experimentell

ermittelte Molekulargewicht dargestellt.

Sowohl bei JA0015 als auch bei JA0029 konnten sowohl die Molekulargewichte der einzelnen
leichten und schweren Ketten als auch die Gesamtmassen der Antikérper experimentell
bestétigt werden. Bei beiden Antikérpern wurden nur sehr geringe Mengen an nicht richtig
verbricktem Material, z.B. nicht sicher zuordenbare Masse von 175151 Da bei JA0015 (< 5%)
oder 2xLC bei JA0029 (< 10%), festgestellt.

3.2.5 Funktionalitatsnachweis drei aktiver DIG-Bindestellen
3.2.5.1 Analytische Grolenausschlusschromatographie mit DIG-SIRNA-Cy5

Die beschriebenen bispezifischen DIG-bindenden Antikdrperkonstrukte sollten 3 DIG-
Payloads pro Antikdrpermolekil binden. Zum Nachweis, dass alle drei DIG-Bindestellen aktiv
sind, wurde eine Titration des Antikérpers mit DIG-siRNA-Cy5 — einer ca. 15 kDa grofRen
gegen den Abbau durch Endo- und Exonukleasen stabilisierten Duplex-siRNA, welche am 5'-
Ende Cy5 und am 3'-Ende DIG gelabelt war — durchgefuihrt. Es wurde eine 15 kDa Cy5
gelabelte DIG-siRNA und nicht DIG-Cy5 verwendet, um die Bindung grol3erer Payload-
Molekule zu simulieren, da auch die verwendeten DIG-Toxine zwischen etwa 1 und 40 kDa
grofd waren. Da sich die trivalenten Konstrukte, also der Triple-Fab oder das KIH-VD Konstrukt
in ihrer Konformation beziglich der DIG-bindenden Domanen raumlich nicht unterscheiden,

wurde aus Grinden der Materialimitation nur das Antikérperkonstrukt JAOO15 analysiert.

Der Antikérper JA0015 wurde in unterschiedlichen molekularen Verhaltnissen mit
DIG-siRNA-Cy5 fur etwa 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlie3end wurde diese

Ansatze mittels GroRRenausschlusschromatographie Uber eine Superdex 200 10/300
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analysiert, um nicht komplexierte DIG-SIRNA-Cy5 von Antikérper komplexierter DIG-SiRNA-
Cy5 zu trennen. Die Auftragsmenge entsprach einer Proteinkonzentration von etwa 20 pg. Als
Laufmittel diente 1xPBS, pH 7.4. Die Fluoreszenz von Cy5 wurde bei 650 nm angeregt und

bei einer Emissionswellenlange von 667 nm mit einem Fluoreszenzdetektor aufgenommen.

Bei Beladungsverhaltnissen bis 3 DIG-siRNA-Cy5 Payloads pro Antikérper konnte ein linearer
Anstieg des Fluoreszenzsignals in Héhe der Antikdrper-Fraktion beobachtet werden (Abb.
3.2-8). Bei hoheren Beladungsverhéltnissen konnte kein weiterer linearer Anstieg des
Antikdrper-gebundenen Fluoreszenzsignals beobachtet werden. Als Kontrolle wurde ein
monospezifischer LeY-Antikérper, welcher keine DIG-Bindestelle hat, mitgefiihrt. Die
Inkubation dieses monospezifischen Antikdrpers mit DIG-siRNA-Cy5 filhrte zu keiner
Komplexierung der DIG-siRNA-Cy5. Dieses Ergebnis belegt, dass drei Valenzen funktionell
sind und die gebildeten Komplexe stabil sind.
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Abb. 3.2-8: SEC-Analytik (mit Fluoreszenzsignal) zum Nachweis intakter DIG-Bindestellen des JA0015

Das entwickelte Antikérperkonstrukt hat 3 DIG-Bindestellen. Um die vollstandige Beladung der 3 DIG-
Bindestellen mit digoxigenylierter Payload und anschlieRende Stabilitat der Komplexe zu verifizieren,
wurde der Triple-Fab in unterschiedlichen Verhéltnissen mit DIG-siRNA-Cy5 fiir 30 min bei RT inkubiert
und anschlielend mittels GréRenausschlusschromatographie analysiert. A Es wurden etwa 20 ug
Antikorper auf eine Superdex 200 10/300 Saule aufgetragen. Aufgenommen wurde das UV280 Signal
und die Fluoreszenz bei Ex650/ Em667. Fir die Auswertung wurde die Fluoreszenzspur benutzt, um
die Stochiometrie bestimmten zu kénnen. Uber die SEC ist es mdglich nicht gebundene DIG-siRNA-
Cy5 von Antikérper gebundener DIG-siRNA-Cy5 zu trennen. LeY monospec besitzt keine DIG-
Bindestelle, bindet keine DIG-siRNA-Cy5 und zeigt deshalb nur ein Signal mit der Retentionszeit
ungebundener DIG-siRNA-Cy5 (Peak 2). B Der DIG-trivalente LeY-KIH-VD Antikorper zeigt eine
proportionale Zunahme des Fluoreszenzsignals bei der Retentionszeit der Antikérper gebundenden
DIG-siRNA-Cy5 (Peak 1) bis zu einem Verhéltnis von 1:3. Wird DIG-siRNA-Cy5 in einem hdheren

Verhdltnis zugegeben, steigt das Antikérper assoziierte Fluoreszenzsignal nur noch marginal.

3.2.5.2 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie mit DIG-Doxorubicin

Erganzend zu dem Titrationsversuch wurde ein  Sattigungsexperiment  mit
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie durchgefiihrt, welches die maximale Beladung
des gekoppelten DIG-trivalenten Antikérperkonstruktes bestimmen sollte. Daflir wurde auf die
Oberflache eines CM5-Chips ein anti-human Fab als Fangantikorper immobilisiert. Danach
wurde der zu analysierende Antikorper an diesen Fangantikdrper gekoppelt. Im Anschluss
wurde die einfach digoxygenylierte Payload DIG-Doxorubicin, welche eine Grdl3e von 1087 Da

hat (Metz et al.,, 2011), zugegeben. Da sich in Vorversuchen mit unterschiedlichen
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Analytkonzentrationen zwischen 33 und 900 nM zeigte, dass ab 100 nM Sattigung eintritt (Abb.
3.2-9-A), wurde der Versuch mit DIG-Doxorubicin bei einer Analytkonzentration von 900 nM
durchgefuhrt. Eine Referenz-Flusszelle wurde auf gleiche Weise mit allen verwendeten

Puffern und dem analysierten Antikdrper, aber ohne Fangantikdrper, behandelt.
Die Anzahl der gebundenen DIG-Payloads konnte aus folgender Formel berechnet werden:

Mw Analyt B RUiheor Analyt
Mw Capture Antibody RU Capture Antibody

Mw Analyt
Mw Capture Antibody

*RU Capture Antibody=RUineor Analyt

Mw DIG-Doxorubicin

Mw DIG-trivalenter AK*RU DIG-trivalenter AK=RUieor DIG-Doxorubicin

4

RUexp DIG-Doxorubicin

——=Valenzen
RUieor DIG-Doxorubicin

Formel 3.2-1: Berechnung der DIG-Valenzen

Das theoretische Signal RUmeor DIG-Doxorubicin kann aus dem Molekulargewicht des
Analyten und des Antikorpers und aus dem Level, mit welchem der Antikérper gebunden
wurde, errechnet werden. Dieser RUweor DIG-Doxorubicin ergibt sich flr einen Antikorper, der
theoretisch eine DIG-Payload binden kdnnte. Wird von dem Antikdrper eine héhere Anzahl
des Analyten gebunden, so kann experimentell ein héheres RU Signal bestimmt werden.
Wichtig fur eine derartige Auswertung ist, dass die Oberflache gesattigt ist, das heildt, dass
alle moglichen DIG-Bindestellen des Antikérpers mit Analyt belegt sind. Dies konnte in einem
Vorversuch bei allen Analytkonzentrationen tiber 100 nM beobachtet werden (Abb. 3.2-9-A).
Es zeigt sich, dass ein stochiometrisches Bindeverhéltnis von 3.2 DIG-Toxin Molekilen pro

Antikérpermolekul vorlag (Tabelle 3.2.5).
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Abb. 3.2-9: Biacore Sensorgramme zur Ermittlung intakter DIG-Bindestellen von JA0O015

Zusatzlich zur SEC wurde mittels SPR-Spektroskopie die Anzahl intakter DIG-Valenzen gepriift. Dafir
wurde das DIG-trivalente Antikdrperkonstrukt Gber einen huFab (kappa/ lambda LC) an die Oberflache
eines CM5 Chips gekoppelt und mit DIG-Doxorubicin als Payload analysiert. Der Versuch wurde mit
einer Biacore T200 durchgefiuhrt. A Ein Vorversuch mit unterschiedlichen Analytkonzentrationen zeigte,
dass alle Konzentrationen tUber 100 nM ein Plateau in der ,response” aufweisen, d.h alle DIG-
Bindestellen mit Analyt gesattigt sind, was die Voraussetzung fur diesen Versuch darstellt. B Der KIH-
VD wurde mit DIG-Doxorubicin in einer Analytikonzentration von 900 nM analysiert. Uber die Formel
3.2-1 kann die Anzahl der funktionalen DIG-Valenzen berechnet werden. Fir den KIH-VD JA0015 kann
ein stdéchiometrisches Verhaltnis von 3 gebundenen DIG-Payloads pro Antikérper berechnet werden
(Tabelle 3.2.5).

MW Capture Rmax theor

Ligand Ligand Level Analyt MV\[lkgr;?lyt ¢ ,[’\nn,\;a”lyt [RU] R[mRaXUe]X“ Sltsde(:: ﬁ)hr;]z:ﬁe
[kDa] Ligand [RU] (n=1)
JA0015 198 726 DIG_. . 1,1 900 4,0 12,9 3,2
Doxorubicin

Tabelle 3.2.5: Stéchiometrie der Beladung der DIG-trivalenten Antikérper mit DIG-Doxorubicin (ermittelt
Uber SPR-Spektroskopie)
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Mittels Biacore wurde, wie unter Abb. 3.2-9 beschrieben, die maximale Beladung des DIG-trivalenten
KIH-VD JA0015 mit DIG-Doxorubicin getestet. Daraus konnte bei hohen Analytkonzentrationen
berechnet werden wieviel DIG-Payload-Molekile pro Antikdrpermolekil binden. Geht man davon aus,
dass ein Antikérpermolekdl nur 1 DIG-Payload-Molekdl binden kann, so ergibt sich unter
Berucksichtigung der molekularen Massen des Liganden (DIG-trivalenter AK) und des Analyten (DIG-
Payload) und des Capture Levels des Liganden das theoretische maximale Signal RUtheor des Analyten.
Das tatsachlich ermittelte Signal RUexp wird dann zu RUeor ins Verhaltnis gesetzt und so die Anzahl

der DIG-Valenzen berechnet. Es wird ein stdchiometrisches Verhaltnis von 3.2 fir JAO0O15 bestimmt.

3.2.6 Bindung der Antikdrper-Payload-Komplexe an MCF-7 Zellen

Der Nachweis der targetspezifischen Bindung der Antikérperkonstrukte erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Hierflr wurden die bispezifischen DIG-trivalenten Antikorper fir 1 h bei
RT im Dunkeln mit einem FITC-konjugierten anti-human-kappa-LC Sekundarantikérper oder
mit DIG-Cy5 als fluoreszierende Payload vorinkubiert. Die bispezifischen DIG-trivalenten
Antikdrper wurden mit dem Sekundarantikdrper in &quimolarem Verhaltnis und mit DIG-Cy5 in
einem Antikorper-Payload-Verhéltnis von 1:3 vorinkubiert. MCF-7 Zellen wurden in einer
96-well Rundbodenplatte ausgesat. Zu diesen wurde fur 45 min auf Eis der vorbereitete
Antikorper-Sekundarantikdrper- oder Antikdrper-DIG-Cy5-Mix in einer finalen Konzentration
des bispezifischen DIG-trivalenten Antikdrpers von 3.43 nM gegeben. Die Inkubation erfolgte
auf Eis um eine Internalisierung der Antikdrper zu verhindern. Fur die Bestimmung des
Hintergrundsignals wurde je ein Ansatz mitgefuihrt, bei dem der Sekundarantikdrper bzw. die
fluoreszierende Payload DIG-Cy5 ohne weiteren Antikorper zu den MCF-7 Zellen gegeben
wurde. Der FITC-konjugierte anti-human-kappa-LC-Sekundarantikérper wurde verwendet, um
die Bindung der bispezifischen DIG-trivalenten Antikdrper an das LeY-Target auf MCF-Zellen
nachzuweisen und konnte im FITC-Kanal analysiert werden. Um zu Uberprifen, dass bei
gleichzeitiger Bindung der DIG-Payload auch weiterhin die LeY-Target-Bindung maoglich ist,
wurde DIG-Cy5 als Payload verwendet, welche im Cy5-Kanal detektiert werden konnte. Die
Inkubation der MCF-7 Zellen nur mit Sekundarantikérper oder mit unkomplexierter Payload
zeigt kein erhodhtes Fluoreszenzsignal. Auch die Inkubation mit dem bispezifischen DIG-
trivalenten CD33 mAb auf MCF-Zellen zeigt bei beiden Konstrukten weder mit
Sekundarantikorper noch mit DIG-Cy5 ein erhdhtes Fluoreszenzsignal. Die beiden LeY-
bindenden DIG-trivalenten Antikdrper zeigen erhdhte zellassoziierte Fluoreszenzsignale. Der
Triple-Fab JAOO11 zeigt sowohl mit dem Sekundarantikdrper (Abb. 3.2-10-A) als auch mit
DIG-Cy5 (Abb. 3.2-10-B) ein deutlich erhohtes Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den
beschriebenen Kontrollen. Auch das DIG-trivalente KIH-VD Konstrukt zeigt mit dem
Sekundarantikdrper (Abb. 3.2-10-C) wie auch mit DIG-Cy5 (Abb. 3.2-10-D) ein deutlich
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erhohtes Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den beschriebenen Kontrollen. Das belegt, dass

bei beiden Konstrukten sowohl die Target-Bindung als auch die DIG-Bindung funktionell ist.
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Abb. 3.2-10: FACS der bispezifischen DIG-bindenden Antikérperkonstrukte auf MCF-7 Zellen

A und B: MCF-7 Zellen wurden ohne Antikdrper (-- alleine) oder mit LeY-bindendem DIG-Triple-Fab (
) oder CD33-bindendem DIG-Triple-Fab (-- JA0024) inkubiert und mittels FACS analysiert

A Detektion mittels Sekundarantikorper, welcher an die hu-kappa-LC bindet B Detektion mittels

DIG-Cy5
C und D: MCF-7-Zellen wurden ohne Antikérper (-- alleine) oder mit dem trivalenten LeY-bindendem
KIH-Konstrukt ( ) oder CD33-bindendem KIH-Konstrukt (-- JA0029) inkubiert und mittels FACS

analysiert C Detektion mittels Sekundarantikdrper, welcher an die hu-kappa-LC bindet D Detektion
mittels DIG-Cy5

3.2.7 Bindung der Antikorper-Payload-Komplexe an MOLM-13 Zellen

Um zu belegen, dass die bispezifischen DIG-trivalenten Antikérper auch auf anderer Zelllinie
mit einem anderen Target funktionell sind, wurde der gleiche Versuch wie unter 3.2.6 auf

MOLM-13 Zellen gemacht. Diese Zelllinie exprimiert signifikante Level des myeloiden
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Oberflachenantigens CD33, weshalb die beiden CD33-bindenden DIG-trivalenten Antikbrper
JA0024 und JA0029 deutliche zellassoziierte Fluoreszenzsignale mit Sekundéarantikorper oder
DIG-Cy5 zeigen sollten. Der Triple-Fab JA0024 zeigt sowohl mit dem Sekundarantikorper
(Abb. 3.2-11-A) als auch mit DIG-Cy5 (Abb. 3.2-11-B) ein deutlich erhdhtes Fluoreszenzsignal
im Vergleich zu den beschriebenen Kontrollen. Auch das DIG-trivalente KIH-VD Konstrukt
zeigt mit dem Sekundarantikorper (Abb. 3.2-11-C) wie auch mit DIG-Cy5 (Abb. 3.2-11-D) ein
deutlich erhohtes Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den beschriebenen Kontrollen. Das
belegt, dass das Recruiting der Payload DIG-Cy5 durch die entwickelten bispezifischen DIG-
trivalenten Antikdrper auch auf andere Antikérper bzw. Antigene und Zellen angewendet

werden kann.
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Abb. 3.2-11: FACS der bispezifischen DIG-bindenden Antikdrperkonstrukte auf MOLM-13 Zellen

A und B: MOLM-13 Zellen wurden ohne Antikérper (-- alleine) oder mit CD33-bindendem DIG-Triple-
Fab ( ) oder LeY-bindendem DIG-Triple-Fab ( ) inkubiert und mittels FACS analysiert
A Detektion mittels Sekundéarantikdrper, welcher an die hu-kappa-LC bindet B Detektion mittels
DIG-Cy5

C und D: MOLM-13 Zellen wurden ohne Antikdrper (-- alleine) oder mit dem trivalenten CD33-
bindendem KIH-VD Konstrukt ( ) oder LeY-bindendem KIH-VD Konstrukt ( ) inkubiert
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und mittels FACS analysiert C Detektion mittels Sekundarantikdrper, welcher an die hu-kappa-LC bindet
D Detektion mittels DIG-Cy5

3.2.8 Zytotoxizitat der Antikorper-Toxin-Komplexe in der Zellkultur

Die Fahigkeit der bispezifischen DIG-trivalenten Antikdrper LeY-positive Brustkrebszellen
téten zu kobnnen, sollte mit mehreren toxischen Payloads, welche durch Vorversuche
ausgewahlt worden sind (3.1.2.2 und 3.1.2.3), in Zellkultur untersucht werden. Aufl3erdem
sollte durch den Vergleich mit DIG-monovalenten und DIG-bivalenten LeY-bindenden
Antikérpern untersucht werden, ob eine Erh6hung der Anzahl gebundener DIG-Toxine pro
Antikérper mit einer hdheren Toxizitat in vitro einhergeht und dies in diesem Assay aufgeltst
werden kann. Dafiir wurde die bereits zur FACS-Analyse verwendeten MCF-7 Zelllinie
verwendet. Die bispezifischen DIG-trivalenten Antikérper wurden in einem DIG-Toxin-
Antikorper-Verhaltnis von 3:1 fiir 24 h bei 4 °C inkubiert und anschlieRend auf die Zellen
aufgebracht. Als Kontrollen wurden die auch bereits im FACS verwendeten CD33-bindenden
DIG-trivalenten Antikdrper JA0024 und JA0029 verwendet, welche in gleicher Weise mit den
DIG-Toxinen vorinkubiert wurden. Ebenso wurden auch der DIG-monovalente und DIG-
bivalente LeY-bindende Antikdrper mit den DIG-Toxinen inkubiert und auf die Zellen
aufgebracht.

Als DIG-bivalenter LeY-bindender Antikorper wurde ein 2:2 bispezifischer Antikérper benutzt
(Metz et al., 2011)(Abb. 3.2-12). Um zu zeigen, dass ein Unterschied in der Toxizitat, welcher
durch eine zusatzliches DIG-Toxin pro Antikdrper verursacht wird, mittels dieses
Zellviabilitatassays Uberhaupt aufgelost werden kann, wurde auf3erdem ein DIG-monovalenter
LeY-bindender Antikérper generiert. Dieser sollte, damit keine Unterschiede in der
Internalisierung aufgrund der Antigenbindung auftreten, ebenso wie die anderen Formate
2 LeY-Bindestellen besitzen. Dafiir wurde ein Antikdrper generiert, welcher aus 2 anti-LeY
Fabs besteht, an die C-terminal Gber einen (G.S).-Linker die disulfidstabiliserte anti-DIG
VH- und VL-Domane mit anschlieBender KIH-CH3 gekoppelt war (Abb. 3.2-12). Die
Expression, Reinigung und Analytik wurde wie bei den Ubrigen bisher beschriebenen
Antikérpern durchgeflihrt (Daten nicht gezeigt). Die Integritat des aufgereinigten monovalenten
Antikorpers konnte durch SDS-Page, SEC und Massenspektrometrie belegt werden. Ebenso
wie bei dem DIG-bivalenten LeY-bindenen Antikdrper lag auch beim DIG-monovalenten LeY-

bindenen Antikorper der Monomergehalt Gber 99 %.
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DIG-monovalenter LeY-bindender AK

DIG-bivalenter LeY-bindender AK

~le)

junction:
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Abb. 3.2-12: Schema der bispezifischen DIG-monovalenen und —bivalenten Antikdrperkonstrukte

Die MCF-7 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der DIG-Toxin-Antikorper-
Komplexe 72 h (DIG-PE38) oder 96 h (DIG-Saporin) inkubiert. Um unspezifische Zytotoxizitat
zu vermeiden wurden bei PE38, wie in den Vorversuchen, die DIG-PE38-Antikérper-Komplexe

nach 0.5 h Inkubation durch Waschen mit Medium entfernt. Danach wurden die Zellen fir den

Rest der Inkubationszeit in Medium inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellviabilitdt bestimmt.

Aus den gewonnenen Daten wurde der IC50-Wert gemal Formel 2.2-2 fir das jeweilige Toxin

mit dem LeY-bindenden DIG-monovalenten, bivalenten und den trivalenten Antikérper JAOO11
und JA0015 bestimmt (Tabelle 3.2.6).
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Anzahl lebender Zellen [%)]
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Abb. 3.2-13: Zytotoxizitat der bispezifischen DIG-bindenden Antikdrperkonstrukte auf MCF-7 Zellen

Um die Spezifitdt und biologische Wirksamkeit der DIG-Toxin-Antikérper-Komplexe zu untersuchen,
wurden diese auf der LeY-positiven Zelllinie MCF-7 getestet. Die MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-
Format bei etwa 20 % Konfluenz mit verschiedenen Konzentrationen der DIG-Toxin-Antikdrper-
Komplexe 72 h (DIG-PE38) oder 96 h (DIG-Saporin) inkubiert. Um unspezifische Zytotoxizitat zu
vermeiden, wurden die DIG-PE38-Antikdrper-Komplexe nach 0.5 h Inkubation durch Waschen mit
Medium entfernt. Bei Saporin wurde dieser Waschschritt nicht gemacht. Nach 72 bzw. 96 h wurden
100 pL des CellTiter-Glo®-Reagenz pro Well dazugegeben und das Lumineszenz-Signal an einem
Mikrotiterplatten-Reader ausgelesen. Die Lumineszenz ist ein Mal} fir den ATP-Gehalt, welcher
proportional zur Anzahl lebender Zellen ist und wurde hier auf eine prozentuale Skala normiert, die
gegen die jeweilige Toxinkonzentration aufgetragen ist. Alle Messpunkte wurden in dreifacher
Ausfiihrung bestimmt. Die Linien beschreiben die Anpassung an die experimentellen Daten, die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der einzelnen Messwerte dar. Die IC50-Werte sind in

Tabelle 3.2.6 zusammengefasst.

A Triple-Fab JA0011 (anti-LeY) und JA0024 (anti-CD33) mit DIG-Saporin B Trivalentes KIH-VD
Konstrukt JAOO15 (anti-LeY) und JA0029 (anti-CD33) mit DIG-Saporin C Triple-Fab JA0011 (anti-LeY)
und JA0024 (anti-CD33) mit DIG-PE38 D Trivalentes KIH-VD Konstrukt JA0O015 (anti-LeY) und JAO029
(anti-CD33) mit DIG-PE38

DIG-Saporin wurde mit den jeweiligen Antikorpern in einer Toxinkonzentration von 1.25 bis
0.0006 pM aufgetragen. Es zeigt sich zwischen monovalentem und bivalentem
LeY-bindendem Kontrollantikérper ein deutlicher Unterschied in der Zytotoxizitdt. Beide
Kontrollantikdrper lagen in sehr hoher Reinheit (SEC Monomergehalt > 99 %; Daten nicht
gezeigt) vor, weshalb der Unterschied in der Zytotoxizitdt hdchstwahrscheinlich darauf
zurtckzufuhren ist, dass mit dem bivalenten Antikérper mehr Toxin zielgerichtet internalisiert
wird als mit dem monovalenten Antikorper. Der DIG-trivalente Triple-Fab JA0O011 (Abb. 3.2-13-
A) zeigte keine hohere Zytotoxizitat im Vergleich zu dem bivalenten Kontrollantikérper. Auch
das DIG-trivalente KIH-VD Konstrukt JAOO15 (Abb. 3.2-13-B) zeigte keine hdhere Zytotoxizitét

im Vergleich zu dem bivalenten Kontrollantikrper, obwohl die Integritédt der drei DIG-
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Bindestellen mittels SEC (3.2.5.1) und SPR (3.2.5.2) nachgewiesen werden konnte. DIG-PE38
wurde mit den jeweiligen Antikorpern in einer Toxinkonzentration von 78 nM bis 0.015 nM
aufgetragen. Hier zeigt sich zwischen monovalentem und bivalentem LeY-bindenden
Kontrollantikorper, im Gegensatz zu DIG-Saporin, kein Unterschied in der Zytotoxizitat. Mit
diesem Toxin kann in diesem Assay also nicht aufgelost werden, ob mit dem bivalenten
Antikérper mehr Toxin zielgerichtet internalisiert wird als mit dem monovalenten Antikorper
und dies eine erhdhte Zytotoxizitat bewirkt. Eine hohere Toxizitat des DIG-trivalenten Triple-
Fabs JA0011 (Abb. 3.2-13-C) wie auch des DIG-trivalenten KIH-VD Konstrukts JA0O015 (Abb.
3.2-13-D) mit DIG-PE38 konnte im Vergleich zu dem bivalenten und monovalenten

Kontrollantikdrper nicht beobachtet werden.

LeY-DIG- LeY-DIG- JAOQ011 (Triple- JAO0015 (trivalenter
monovalent bivalent Fab) KIH-VD)
DIG- 6,77 nM 3,46 nM 4,53 nM 4,11 nM
Saporin
DIG-PE38 | 0,40 nM 0,39 nM 0,51 nM 0,56 nM

Tabelle 3.2.6: IC50-Werte der DIG-Toxin-Antikérper-Komplexe

Die IC50-Werte wurden mit der Formel 2.2-2 aus der Auftragung des prozentualen Anteils lebender
Zellen gegen die Toxinkonzentration berechnet. Die Werte wurden mittels CellTiter-Glo®-Assay

ermittelt.

3.2.9 Zusammenfassung

Basierend auf dem bekannten LeY-DIG-bispezifischem Antikdrper, wurden Antikorper-
Formate entwickelt, welche es ermdglichen mehr als 2 Payloads zu binden und zur Zielzelle
Zu transportieren. Es wurden zwei neue bispezifische Formate mit 3 Haptenbindungsstellen
und 2 Antigen-Bindungsstellen entwickelt (Abb. 3.2-1). Die Antikdrper besalRen sowohl eine
Spezifitat fir das Antigen (LeY oder CD33) als auch fur das Hapten Digoxigenin. Mit dem DIG-
trivalenten LeY/CD33 Triple-Fab wurde ein Antikdrperkonstrukt generiert, bei welchem die
DIG-Bindung Uber 2 CrossFabs mit einem C-terminal angehangten Fab realisiert wird und die
Antigenbindung Uber 2 DVDs, welche N-terminal an die CrossFabs fusioniert wurden. Mit dem
DIG-trivalenten LeY/CD33 KIH-VD wurde ein Antikdrperderivat generiert, bei welchem die
DIG-Bindung Uber 2 Fabs mit einem C-terminal angehangten KIH-VD realisiert wird und die
Antigenbindung tber 2 N-terminal angehangte DVDs. Der DIG-trivalente Triple-Fab wies fur
LeY eine etwa doppelt so hohe Ausbeute, fir CD33 eine etwa 10 % hohere Ausbeute im

Vergleich zu dem DIG-trivalenten KIH-VD auf. Der mit der SEC bestimmte Monomeranteil lag
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bei dem KIH-VD dber 15 % hoher als als bei dem DIG-trivalenten Triple-Fab. Diese
Beobachtung wurde durch die SDS-Page bestétigt. Mittels ESI-MS konnte die Identitat der
Gesamtantikérper und der einzelnen schweren und leichten Ketten bestéatigt werden. Der
Nachweis drei intakter DIG-Bindestellen wurde Uber analytische
GroRRenausschlusschromatographie erbracht, bei dem der DIG-trivalente LeY-KIH-VD
Antikorper, mit der etwa 15 kDa grof3en DIG-siRNA-Cy5 titriert wurde. Bis zu einem 1:3
Verhéltnis (Antikorper:DIG-siRNA-Cy5) konnte ein linearer Anstieg des Fluoreszenzsignals,
bei hoheren DIG-siRNA-Cy5 Konzentrationen konnte nur noch ein marginaler Anstieg des
antikorpergebundenen Fluoreszenzsignals beobachtet werden. AufRerdem konnte mittels
SPR-Spektroskopie gezeigt werden, dass rechnerisch 3.2 Payloads pro Antikbrper gebunden
werden, was zusammen mit dem Ergebnis des DIG-siRNA-Cy5 Titrationsversuch annehmen
lasst, dass alle drei DIG-Bindestellen intakt sind. Die targetspezifische Bindung konnte bei
allen DIG-trivalenten Antikorperkonstrukten mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen
werden. Dariberhinaus konnte mit dieser Methode gezeigt werden, dass alle DIG-trivalenten
Antikdrperkonstrukte nicht nur an das Target, sondern auch gleichzeitig an die fluoreszierende
Payload DIG-Cy5 binden kdnnen. Mittels Zellviabilitatsassays sollte festgestellt werden, ob mit
der Erh6hung der Anzahl gebundener DIG-Toxine pro Antikdrper ebenso eine Erhéhung der
Toxizitat einhergeht. Bei DIG-Saporin konnte eine deutlich niedrigere IC50 beim Vergleich von
DIG-bivalentem zu DIG-monovalentem LeY-bindendem Antikérper bestimmt werden.
Aufgrund der Integritat und Funktionalitat beider Antikorper und des hohen Monomeranteils
Uber 99 % konnte davon ausgegangen werden, dass fur die gesteigerte Toxizitat des DIG-
bivalenten im Vergleich zum DIG-monovalenten Antikérper die zweite DIG-Bindung
verwantwortlich ist, die zur zielgerichteten Internalisierung von mehr Toxinmolekilen pro
Antikérper fuhrt. Bei DIG-Saporin eignet sich dieser Zellviabilitatassay also, um zu bestimmen,
ob mit einem DIG-bivalenten Antikdrper mehr Toxinmolekdle zielgerichtet internalisiert werden
als mit einem DIG-monovalentem. Sowohl der DIG-trivalente Triple-Fab JA0O11 als auch der
DIG-trivalente KIH-VD Antikérper JAOO15 zeigte bei DIG-Saporin aber keine gesteigerte
Toxizitat im Vergleich zu dem DIG-bivalenten LeY-bindenden Antikdrper. Die Spezifitdt der
DIG-trivalenten LeY-bindenden konnte durch die Isotypkontrollen JA0024 und JA0029 belegt

werden.

3.3 Bispezifische Theophyllin bindende Antikérperderivate

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es mit Theophyllin ein alternatives Hapten zu Digoxigenin
zu finden, die Proteinsequenz fur die leichte und schwere Kette des Theophyllin bindenden
Antikorpers zu isolieren und die neuen Antikorper-Formate auf das alternative Hapten zu

Ubertragen. Analog der DIG-spezifischen Antikérperderivate wurden Formate mit
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3 Theophyllin-Bindungsstellen und 2 Antigen-Bindungsstellen entwickelt (Abb. 3.3-1). Die
Antikorper besal3en sowohl eine Spezifitat fir das Antigen LeY oder CD33 als auch fur das
Hapten Theophyllin. Fur die Affinititdtsbestimung der Theophyllin-Bindung wurde auf3erdem

ein Theo-monovalentes Antikorperderivat generiert.

Theo-LeY bispezifischer Fab dsscFv Theo-trivalenter LeY/CD33 Triple-Fab

- DVD

- Fab

2 x CrossFab

+ dsscFv

- Fab

Abb. 3.3-1: Schema der hergstellten bispezifischen Theo-bindenden Antikdrperderivate

3.3.1 Generierung eines monoklonalen humanisierten Theo-bindenden IgG

Die bisher beschriebenen bispezifischen Antikdrper basierten darauf, dass neben der Bindung
eines Targets auf der Zelloberflache auch die Bindung einer digoxigenylierten Payload
realisiert wird. Dafiir wurden die Toxine mit Digoxigenin gekoppelt, einem Aglykon des
.Herzglykosids“ Digoxin. Die Bezeichnung ,Herzglykosid“ rihrt daher, dass Digoxin wie auch
andere Digitalisglykoside eine Wirkung auf die Herzfunktion haben (Sloan, 1983) kann. Ein
weiterer Nachteil bei dem Einsatz digoxigenylierter bzw. hapentylierter Toxine besteht darin,
dass sowohl das Toxin (W. Liu et al., 2012) als auch das Toxin gekoppelte Hapten (Singh et
al., 2010) korperfremde Stoffe darstellen, die immunogen wirken und so die Produktion
neutralisierender Antikérper bewirken kénnen. Im Fall des Haptens, welches an das Toxin
gekoppelt ist, wirde ein Austausch hilfreich sein, falls Hapten abhangige anti-Payload-
Antikérper auftreten. Ein alternatives Hapten wirde also die Mdoglichkeit bieten bei
Immunogenitat des DIG-Toxins auf das alternative Hapten-Toxin auszuweichen und so
weitere Behandlungszyklen zu ermdéglichen. Deshalb sollte innerhalb dieser Arbeit ein
bispezifischer Antikdrper generiert werden, der gegen ein alternatives Hapten gerichtet ist.
Das alternative Hapten sollte sich in seiner Struktur dadurch auszeichnen, dass es

natlrlicherweise nicht im menschlichen Kérper vorhanden ist, keine Toxizitat in vivo aufweist
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und leicht in Haptenylierungsreagenzien wie Hapten-Succinimidylester oder Hapten-Maleimid
Uberflhrbar ist. Als alternatives Hapten wurde Theophyllin verwendet, da es sich hierbei um
einen Naturstoff aus Teeblattern handelt, der erst bei sehr hohen Dosierungen, die theoretisch
weit aul3erhalb der therapeutisch notwendigen Dosierungen liegen, deutliche Nebenwirkungen
wie Herzrhythmusstérungen und Krampfanfalle zeigen wirde. Hybridomzellen, welche einen
monoklonalen Theophyllin bindenden IgA/ kappa produzierten, wurden von der Firma Roche
zur Verflgung gestellt. Im Rahmen der Dokorarbeit wurde dann aus der mRNA dieser
Hybridomzellen mittels RACE-PCR und TOPO Klonierung die VH- und VL-kodierenden

Sequenzen isoliert und diese im Anschluss mittels CDR-Grafting humanisiert.

3.3.1.1 RACE-PCR und TOPO Klonierung

Die RNA muriner Theophyllin bindender Antikérper wurde aus 1x10° muriner Hybdridomzellen
mittels Rneasy-Kit® isoliert. Die cDNA, welche fiir die weitere RACE-PCR bendétigt wurde, ist
mittels des FirstChoice® RLM-RACE Kits gewonnen worden. Dafiir wurde 10 pg der isolierten
RNA eingesetzt, um Uber reverse Transkription eine cDNA zu erzeugen. Die Gesamt-RNA
wurde mit intestinaler Kéalberphosphatase (CIP) behandelt, um die RNA mit freien
Phophatresten am 5-Ende, wie z.B. rRNA, tRNA und fragmentierte mRNA zu entfernen und
so die intakte Gesamt-mRNA weiter einsetzen zu kdnnen. Diese wurde im Anschluss mit
Tabaksaure-Pyrophosphatase (TAP) behandelt, um die CAP-Struktur zu entfernen. An dem
verbleibenden Monophosphat des 5’-Ende erfolgte die Ligation des 5’RACE Adapters aus dem
FirstChoice® RLM-RACE Kit. Fir die PCR wurde die KOD Hot Start Polymerase verwendet,
da sie im Vergleich zur im Kit enthaltenen Taq Polymerase eine erhdhte proof-reading-Aktivitét
aufweist und erste Versuche mit der Tag Polymerase keine erfolgreiche PCR ermdglichten.
Nachdem der 5’RACE Adapter eingefligt wurde, konnte direkt mittels der ,Inner PCR*"
fortgefahren werden. Dafur wurden Primer-Paare verwendet, die aus dem im Kit enthaltenen
5'RACE Inner Primer (Sense Primer) und entweder einem Cx oder IgA-CH1 spezifischen
Primer (Antisense Primer), der mittels des Programms VNTI speziell fir diese Arbeit designed
wurde, bestanden. Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die VH und
VL kodierenden Sequenzen daraus extrahiert. Die PCR-Produkte wurden gereinigt und in den
PCR®2.1-TOPQO® Vektor des TOPO® TA Cloning Kits fir PCR-Produkte mit ,blunt ends®, wie
unter 2.2.1.7 beschrieben, eingefligt. Die Reaktionsansatze der TOPO Klonierung wurden in
kompetente MAX Efficiency® Escherichia coli DH5a-T1 Zellen transformiert. Es wurden je 6
positive Klone pro Platte selektiert und in 3 mL LB-Medium mit Kanamycin oder Ampicillin (100
pg/mL) Uber Nacht weiter propagiert. Im Anschluss daran wurde die DNA dieser Kulturen

isoliert und die DNA Sequenz der VH und VL des Theophyllin bindenden Antikoérpers und die
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davon abgeleitete Proteinsequenz aus der automatisierten Sequenzierung zahlreicher Klone

identifiziert.

3.3.1.2 CDR-Grafting

Die Theophyllin spezifischen VH und VL Sequenzen wurden nach einem etablierten Prozedere
mittels CDR-Grafting (Lo, 2004) humanisiert (Abb. 3.3-2). Als Basis fir das CDR-Grafting
wurden aus der IMGT Datenbank (Lefranc, 2005) ausgewahlte humane Keimbahnsequenzen
fur die variablen Bereiche der leichten und schweren Kette verwendet. Die Bennenung der
CDRs wurde gemal3 der Definition nach Kabat (Kabat et al.,, 1991) vorgenommen. Die
hypervariablen Abschnitte HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 und HVR-H3 sind in
den Aminosauresequenzen der leichten und schweren Kette grin gekennzeichnet (Abb.
3.3-2). Ruckmutationen wurden nur an den Stellen vorgenommen, von denen man aufgrund
des 3D-Modells annehmen kann, dass Wechselwirkungen bzw. raumlich stabilisierende
Aminosauren der CDR-Loops (J. H. Kim & Hong, 2012) und auch die Antigenbindungsstellen

nicht betroffen sind.

murine VH:

DVQLQESGPG LVKPSQSLSL
NPSLKSRISI TRDTFKNQFF

TCAVTGYSIT SDYAWNWIRQ
LQFENSVTTED TATYYCARWV

humanisierte VH:

QVQLQESGPG LVKPSQTLSL
NPSEKSRVTI SRDTSKNQFS

TCTVSGYSIT SDYAWNWIRQ
LKLSSVTAAD TAVYYCARWM

murine VL:

DVVMTQSPLS LPVSLGDQAS
SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI

ISCRSSQSIV YNNRYTYLEW
SRVEAEDMGV YYCYQGTHAP

humanisierte VL:

DVVMTQSPLS LPVTLGQPAS ISCRSSQSIV YNNRYTYLEW
SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YYCYQGTHAP

FPGNRLEWMG
DYEDYWGQGT

HPGKGLEWIG
DYEDYWGQGT

FVQKPGQSLK
YTFGGGTKLE

FQQRPGQSPR
YTFGQGTKLE

Abb. 3.3-2: Humanisierung der murinen Theophyllin-Sequenzen

YIRYSGHTGY
TLTVSS

YIRYSGHTGY
LVTVSS

LLIYGVSNRE
IK

LLIYGVSNRE
IK

Zur Herstellung Theophyllin bindender Antikérper wurden murine Hybridoma-Kulturen verwendet.
Daraus wurde die mRNA isoliert und mittels RT-PCR die VL und VH kodierenden Sequenzen isoliert.
Die murine anti-Theophyllin-Sequenz wurde mittels CDR-Grafting mit Riickmutation humanisiert. Die
aufgrund des CDR-Grafting ge&nderten Aminosauren sind weif} hinterlegt. Die hypervariablen Regionen

sind grin hinterlegt.
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3.3.2 Bestimmung der Bindungsaffinitat

Um die Bindungsaffinitat der anti-Theo-Antikérper untersuchen und mit der Bindungsaffinitat
der anti-DIG-Antikoérper vergleichen zu koénnen, wurde eine Konzentrationsreihe des
Antikdrpers aufgesetzt und mittels SPR analysiert. Dafir wurde ein monovalenter
bispezifischer Fab dsscFv generiert (Abb. 3.3-3), der aus einem anti-Theo-Fab bestand, an
den C-terminal die LeY-bindende variable Domane tber einen (G4S).-Linker fusioniert wurde.
Die VH- und VL-Doméne des scFV, welche Uber einen (G4S)s-Linker verbunden war, wurde
Uber eine VH44-VL100 Disulfidbriicke stabilisiert (Jung et al., 1994)(Reiter et al., 1996). Die
Expression, Reinigung und Analytik wurde wie bei den Ubrigen bisher beschriebenen
Antikérpern durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Die Integritdt des aufgereinigten dsscFv

konnte durch SDS-Page, SEC und Massenspektrometrie belegt werden.

- Fab

- dsscFv

Abb. 3.3-3: Bispezifisches Antikdrperderivat fur die Affinitdtsbestimmung der Theophyllin-Bindung

Um die Affinitdt der Theophyllin-Bindung untersuchen zu kénnen, wurde ein bispezifischer Theo-
monovalenter dsscFv generiert. Die Theophyllin bindende Domaéane befindet sich am N-terminalen Teil
des Fabs. Der Disulfid-stabiliserte LeY-bindende scFv wurde Uber einen (GsS)z-Linker an den
C-Terminus des Fabs fusioniert. Durch die Monovalenz bekommt man nach Auswertung mit einem 1:1

Hapten:Antikérper Bindungsmodell eine Aussage Uber die Bindungsaffinitat.

Durch die Monovalenz fur Theophyllin kénnen Aviditatseffekte ausgeschlossen werden. Um
die Affinitat der Theophyllin-Bindung untersuchen und diese mit der bekannten, ebenfalls Gber
Biacore bestimmten, DIG-Affinitat vergleichen zu kdnnen, wurde Theophyllin-BSA (GenWay
Biotech) auf der Oberflache eines C1 Biosensor Chips mittels Aminkopplung immobilisiert. Der
anti-Theo dsscFv wurde in steigenden Konzentrationen injiziert. Der dsscFv wurde in HBS-
EP+ verdiinnt und mit einer Flussrate von 50 pL/min injiziert. Die Kontaktzeit fir den Antikorper
war 3 min bei Konzentrationen zwischen 1.9 und 900 nM, die Dissoziationsphase war 10 min
fur jedes Molekul bei einer Flussrate von 50 pL/min. Alle Versuche wurden auf einer Biacore
T100 bei RT durchgefihrt und mittels der Biacore T200 Evaluation Software Version 1.0
ausgewertet. Die erhaltenen experimentellen Sensorgramme wurden mit einem Langmuir 1:1
Modell gefittet. Wie Abb. 3.3-4 zeigt ist der Fit in der Assoziationsphase etwas schlecht, was

vermutlich daran liegt, dass das Theophyllin im Theo-BSA, welches auf der Chipoberflache
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immobilisiert wurde, teilweise fir den Antikérper schlecht zuganglich ist bzw. durch das BSA
abgeschirmt wird. Um die sterische Hinderung durch zu viel BSA zu minimieren, wurden die
Beladungsdichte der Chipoberflache mit Theo-BSA und die Oberflache des Chips in einigen
Versuchen optimiert (Daten nicht gezeigt). Da der ,Sprung“ im Fit der Assoziationsphase bei
900 nM auRRerdem auf eine unspezifische Bindung hindeuten kénnte, wurde die KD einmal mit
und einmal ohne diese Konzentration bestimmt. Die KD des anti-Theo dsscFv ergab eine KD
von 1.5 nM unter Einbezug der 900 nM Konzentration und eine KD von 1.1 nM unter
Weglassen der 900 nM Konzentration. Die Dissoziationsphase zeigt bei der Auswertung mit
der 900 nM Konzentration bereits einen sehr guten Fit mit einer sehr langsamen Dissoziation,
weshalb beide Ergebnisse vergleichbar sind. Der anti-Theo-Antikdrper zeigt damit eine etwa

10fach hohere Affinitat als der anti-DIG-Antikorper (Metz et al., 2011).

A 18nM --56nM --16.7nM --50nM -- 150nM -- 900 nM B -19nM --56nM --16.7nM - 50nM -- 150nM

180 120

Response [RU]
Response

-50 6 56 160 1‘50 260 2%0 3[‘)0 35‘0 460 4%0 560 5‘50 660 65‘0 760 75‘0 81‘)0 'WIﬂﬂ 0 100 200 300 400 500 600 700
Time [s] Time [s]
Abb. 3.3-4: Biacore Sensorgramme zur Ermittlung des KD-Wertes des bispezifischen Theophyllin

bindenden Antikorpers

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitat des bispezifischen Theophyllin bindenden Antikérpers wurde das
Theo-monovalente Konstrukt JAO019 mittels SPR-Spektroskopie untersucht. Dafiir wurde Theophyllin-
BSA auf der Chipoberflache eines CM5 Chips gekoppelt. Der anti-Theophyllin-Antikérper JAO019 wurde
in ansteigenden Konzentrationen zwischen 1.9 und 900 nM aufgegeben. Die Kontaktzeit
(Assoziationsphase) fir den Antikorper ist 3 min, die Waschzeit (Dissoziationsphase) mit Laufpuffer ist
10 min. A zeigt die Konzentrationsreihe von JA0019 mit Fit unter Einbezug aller Konzentrationen,
B zeigt die Konzentrationsreihe von JA0019 mit Fit ohne die Konzentration 900nM (nach dem 1:1

Langmuir-Modell), aus welcher eine KD von 1.1 nM ermittelt wird.

3.3.3 Expression und Reinigung des Theo-trivalenten Triple-Fab

Basierend auf dem DIG-trivalenten Antikorperderivat JA0O011 bzw. JA0024 (Kapitel 3.2.1),
welches 3 Valenzen fir die Bindung einer DIG-Payload hatte, wurde ein Antikdrperderivat
entwickelt, welches 3 Valenzen fir die Bindung einer Theophyllin-Payload hatte. Die zweite
Spezifitat fur die Antigenbindung wurde nach dem Prinzip der Dual-Variable-Domain tber eine
zweite variable Domane am N-Terminus realisiert (C. Wu et al.,, 2007). Ebenso wie das
Antikorper-Format JA0011 bzw. JA0024 handelt es sich bei diesem bispezifischen

Antikorperderivat um einen Antikérper, der aus zwei Theophyllin bindenden CrossFabs
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besteht, an den C-terminal ein weiterer Theo-bindender Fab uber einen (G4S).-Linker
fusioniert wurde. Anders als bei den Konstrukten JAOO11 bzw. JA0024 wurde keine VH44-
VL100 Disulfidbricke zur Stabilisierung am zentralen anti-Theo-Fab eingefihrt, da
Vorversuche zeigten, dass die VH44-VL100 Disulfidbricke in Kombination mit einer
N-terminalen Verknipfung an der variablen Doméane zu einer fehlerhaften bzw. nicht
erfolgreichen Expression fuihrt (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Antigenbindung wird durch die
Dual-Variable-Domain am N-Terminus der beiden Theo-Fabs realisiert. Die VH-Sequenz von
anti-LeY oder anti-CD33 wurde Uber einen (G4S).-Linker N-terminal an die VH-Sequenz von
anti-Theo fusioniert. Ebenso wurde die VL-Sequenz von anti-LeY oder anti-CD33 Uber einen
(G4S)2-Linker N-terminal an die VL-Sequenz von anti-Theo fusioniert. Hier wurde eine
Stabilisierung der VH- und VL-Doméne von anti-LeY oder anti-CD33 wie bei JA0O011 bzw.
JA0024 durch eine VH44-VL100 Disulfidbricke realisiertt Um eine korrekte
Heterodimerisierung der leichten und schweren Ketten zu gewahrleisten, wurden die oberen
beiden Fabs des Antikdrpers nach dem CrossMab-Prinzip entwickelt (Schaefer et al., 2011).
Dafur wurden die CH1- und die Ck-Domane getauscht. Der Antikdrper wurde, wie unter 2.2.3.4
beschrieben, in HEK293-F Zellen transient exprimiert. Der Uberstand wurde nach 7 Tagen von
den Zellen getrennt und mittels Western-Blot auf erfolgreiche Expression der Antikorper-
Formate untersucht. Zur Detektion wurde ein AP-konjugierter anti-human-kappa-light-chain
Antikdrper eingesetzt. Die schweren Ketten haben ein theoretisches Molekulargewicht von
etwa 65 kDa und die leichten Ketten haben ein theoretisches Molekulargewicht von etwa
35 kDa. Sowohl bei dem LeY-DIG-hispezifischen Antikdrper JA0022 als auch bei dem CD33-
DIG-bispezifischen Antikdrper JA0025 ist nur 1 Bande in Hohe des theoretisch erwarteten
Molekulargewichts der schweren Ketten erkennbar. Die LCs enthalten keine Ck-Domane,
weshalb diese nicht durch den eingesetzten anti-human-kappa-light-chain Antikérper

visualisiert werden koénnen.

JA0022 JA0025

250 kDa e
150 kDa =

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa - 50 kDa -

2 x CrossFab 2 x CrossFab

37 kDa
25 kDa

37kDa
25kDa

20kDa  m 20 kDa

15kDa 15 kDa

Abb. 3.3-5: Western Blot der Kulturiiberstande und schematische Darstellung von JA0022 und JA0025
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Um zu testen, ob die Antikdrperketten exprimiert wurden und die erwartete Gréf3e aufwiesen, wurde ein
Western Blot der Kulturtiberstande nach Antikoérper-Expression und Zellernte durchgefihrt. Daflir wurde
eine reduzierende SDS-Page gemacht, welcher mittels einer Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
(Bio-Rad) auf eine Nitrocellulosemembran geblottet wurde. Die Detektion erfolgte Uber
Sekundarantikorper, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert und gegen die humane LC und den
humanen Fc-Teil gerichtet waren. Der GroRRenstandard wurde fur die Darstellung mit Farbstift

nachgezeichnet, da dieser nach Trocknung der Membran sonst kaum mehr sichtbar gewesen wére.

AnschlieBend wurde der Uberstand nur (ber Kappa-Select-Affinitatschromatographie
aufgereinigt. Auf eine préaparative GrofRenausschlusschromatographie wurde aufgrund der
geringen Ausbeute verzichtet. Aus 1 L des JA0022 Uberstandes konnte 0.5 mg Antikorper
gereinigt werden. Aus 1 L des JA0025 Uberstandes konnte 1.8 mg Antikérper gereinigt

werden.

3.3.4 Charakterisierung des Theo-trivalenten Triple-Fab
3.3.4.1 Analytische Grol3enausschlusschromatographie und SDS-Page

Die gereinigten Antikdrper wurden mittels analytischer Gréf3enausschlusschromatographie
analysiert. Fur JA0022 und JA0025 wurden jeweils 20 pg gereinigtes Protein auf eine
TSK3000 SWXL aufgetragen und mit einer Flussrate von 1 mL/min getrennt. Die Fraktionen
wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad identifiziert. Es zeigte sich ein
Hauptpeak, der dem gewilnschten Antikorper mit einem Molekulargewicht von etwa 200 kDa
entspricht. Zusatzlich kdnnen ein HMW-Anteil, der Antikdrper Di- bzw. Oligomere enthalt, und
ein LMW-Anteil, der beispielsweise Antikérper ohne HC oder LC enthélt, gefunden werden.
Bei JA0022 ist neben einem relativen Antikdrper-Monomeranteil von 81.1 %, ein HMW-Anteil
von 10.9 % und LMW-Anteil von 8.0 % detektierbar. Bei JA0O25 ist der relative Antikorper-
Monomeranteil mit 73.7 % etwa 7 % niedriger als bei JA0022. AuRerdem ist mit 20.5 % ein
héherer HMW-Anteil als bei JA0O022 erkennbar.
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Abb. 3.3-6: Analytische Gelpermeationschromatographie der Theo-trivalenten Triple-Fabs

Die Uberstainde der Proben JA0022 und JA0025 wurden mittels Kappa-Select-
Affinititschromatographie gereinigt und in 20 mM His/ 140 mM NaCl pH 6.0 umgepuffert und

konzentriert. AnschlieRend wurden die Endprodukte mittels analytischer SEC analysiert. Daflr wurden

98



Ergebnisse

je 20 ug gereinigtes Protein von JA0022 und JA0025 auf eine TSK3000 SWXL aufgetragen. Die
Fraktionen wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad identifiziert und aufgeteilt. Eine
Ubersicht der Fraktionen ist in Tabelle 3.3.1 dargestellt. Peak 1 (HMW) ist die Fraktion, welche
Oligomere des Antikorpers enthalt. Peak 2 ist die Hauptfraktion, welche das Monomer des Antikérpers
enthalt und die letzte Fraktion unter Peak 3 enthélt Antikbrperbruchstiicke bzw. Antikorper, welchem LC
und/oder HC fehlt.

Peak-Nr. Fraktion JA0022 [area %] JA0025 [area%]
1 HMW 10,9 20,5
2 Monomer 81,1 73,7
3 LMW 8,0 5,8

Tabelle 3.3.1: Fraktionen der analytischen SEC von JA0022 und JA0025

Fur die Auswertung der Gelfiltrationschromatogramme wurde eine Kalibrierkurve aus dem Ergebnis des
Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad erstellt, anhand derer die Fraktionen der Proben identifiziert
Es dabei (HMW),
niedrigmolekulare Spezies (LMW) unterschieden.

wurden. wurden héhermolekulare

Spezies Antikérper-Monomer  und

Zusatzlich zur analytischen SEC wurde noch eine SDS-Page gemacht. Dafir wurde je 8 ug
gereinigtes Protein auf ein NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel aufgetragen und anschlieBend mit
Coomassie gefarbt. Bei beiden Antikdrpern ist im nicht reduzierten Zustand eine Hauptbande
bei etwa 200 kDa erkennbar. Daneben ist bei beiden eine deutliche Bande um 100 kDa
erkennbar, was etwa dem Molekulargewicht des halben Antikdrpers entspricht. Allein bei
JA0022 sind noch einige schwache Banden zwischen 100 und 200 kDa vorhanden. Im
reduzierten Zustand sind bei beiden Antikorpern die Banden in Ho6he der leichten und

schweren Ketten erkennbar.

140022 140025
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Abb. 3.3-7: SDS-Page der Theo-trivalenten Triple-Fabs
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Die Uber Kappa-Select-Affinitatschromatographie gereinigten, umgepufferten und konzentrierten
Produkte der Proben JA0022 und JA0025 wurden mittels SDS-Page analysiert. Das Gel wurde
Coomassie gefarbt. Die Proben wurden reduziert und nicht reduziert auf ein NUPAGE® 4 — 12 % Bis-
Tris Gel aufgetragen. Neben den Proben wurden 10 pL Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

(Bio-Rad) als GroRRenstandard mitgefuhrt.

Ebenso wie der korrespondierende DIG-trivalente LeY-bindende Antikoérper JA0011 (3.2.2.1)
mit etwa 40 % zeigt der Theo-trivalente LeY-bindende Antikérper JA0022 mit etwa 19 % einen

relativ hohen Anteil an unerwiinschten Antikdrper-Nebenprodukten.

3.3.4.2 Massenspektrometrie

Die Molekularmassen der einzelnen leichten und schweren Ketten sowie die Gesamtmassen
der Antikorper wurden mittels ESI-Massenspektrometrie untersucht. Fir die Bestimmung der
Molekularmassen der leichten und schweren Ketten wurden die Antikérper mit TCEP reduziert.

Vor der Analyse mittels ESI-gTOF-MS wurden die Proben noch entsalzt.

Theoretisches Mw [Da] Experimentelles Mw [Da]
Gesamt 197780 197788
LC 36083 36082
JA0022
HC-1 63158 63156
HC-2 62499 62496
Gesamt 196582 196587
LC 35855 35855
JA0025
HC-1 62787 62787
HC-2 62127 62127

Tabelle 3.3.2: Massenspektrometrische Ergebnisse der Antikérperkonstrukte JA0022 und JA0025

Die aufgereinigten Proben von JA0022 und JA0025 wurden mittels ESI-MS analysiert und ausgewertet.
Fur die Bestimmung der molekularen Massen von leichter und schwerer Kette wurden die Proben mit
TCEP reduziert. In der Tabelle ist auf der linken Seite das aus der Aminosauren Abfolge berechnete
theoretische Molekulargewicht aufgefiihrt. Auf der rechten Seite ist das mittels MS experimentell
ermittelte Molekulargewicht dargestellt.

Sowohl bei JA0022 als auch bei JA0025 konnten sowohl die Molekulargewichte der einzelnen
leichten und schweren Ketten als auch die molekularen Gesamtmassen der Antikorper
experimentell bestatigt werden. Bei beiden Antikdrpern wurde neben dem vollen Antikorper
deutliche Anteile von halbem Antikdrper festgestellt, welcher hauptsachlich aus der HC, die
nur die Cx-Doméne enthalt (entspricht HC-1), und einer LC besteht. AuRerdem wurde im
reduzierten Zustand bei JA0022 eine unbekannte Masse von 13789 Da und bei JA0025 eine
von 27683 Da detektiert.
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3.3.5 Bindung der Antikorper-Payload-Komplexe an MCF-7 Zellen

Um nachzuweisen, dass die Theo-trivalenten Antikdrper sowohl spezifisch an das Target als
auch (gleichzeitig an eine haptenylierte Payload binden kdénnen, wurde die
Durchflusszytometrie genutzt. Hierfur wurden die bispezifischen Theo-trivalenten Antikorper
fir 1 h bei RT im Dunkeln mit einem FITC-konjugierten anti-human-kappa-LC
Sekundarantikorper oder mit Theo-Cy5 als fluoreszierende Payload vorinkubiert. Die
bispezifischen Theo-trivalenten Antikrper wurden mit dem Sekundarantikbrper in
aquimolarem Verhaltnis und mit Theo-Cy5 in einem Antikorper-Payload-Verhéaltnis von 1:3
vorinkubiert. Der vorbereitete Antikorper-Sekundarantikdrper- oder Antikdrper-Theo-Cy5-Mix
wurde in einer finalen Konzentration des bispezifischen Theo-trivalenten Antikdrpers von
3.43 nM zu den Zellen gegeben und 45 Minuten auf Eis inkubiert, um eine Internalisierung der
Antikérper zu verhindern. Es wurde auf3erdem je ein Ansatz mitgefiihrt, bei dem der
Sekundarantikorper bzw. die fluoreszierende Payload Theo-Cy5 ohne weiteren Antikdrper zu
den MCF-7 Zellen gegeben wurde. Die Messung wurde an einem BD FACSCanto [I™ (BD
Biosciences) durchgefiihrt. Die Bindung der bispezifischen Theo-trivalenten Antikérper an das
LeY-Target auf MCF-Zellen wurde mittels FITC-konjugiertem anti-human-kappa-LC
Sekundarantikorper nachgewiesen, der im FITC-Kanal analysiert werden konnte. Um
nachzuweisen, dass bei gleichzeitiger Bindung der Theo-Payload auch weiterhin die LeY-
Target-Bindung mdglich ist, wurde Theo-Cy5 als Payload verwendet, welche im Cy5-Kanal
detektiert werden konnte. MCF-7 Zellen, die mit dem LeY-bindenden Theo-trivalenten
Antikdrper JA0022 und Sekundarantikérper (Abb. 3.3-8-A) oder Theo-Cy5 (Abb. 3.3-8-B)
inkubiert wurden, zeigten ein deutlich erhthtes Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den
Kontrollen. Das belegt, dass sowohl die Target-Bindung als auch die Theophyllin Bindung
grundsatzlich funktionell ist und beide gleichzeitig binden kdnnen. Eine Aussage Uber die

Anzahl der funktionellen Bindungsstellen ist mittels dieser Ergebnisse allerdings nicht mdglich.
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Abb. 3.3-8: FACS der bispezifischen Theo-bindenden Antikorperkonstrukte auf MCF-7 Zellen
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MCF-7 Zellen wurden ohne Antikorper (-- alleine) oder mit LeY-bindendem Theo-Triple-Fab ( )
oder CD33-bindendem Theo-Triple-Fab ( ) inkubiert und mittels FACS analysiert. A Detektion
mittels Sekundarantikdrper, welcher an die hu-kappa-LC bindet B Detektion mittels Theo-Cy5

3.3.6 Bindung der Antikorper-Payload-Komplexe an MOLM-13 Zellen

Die bispezifischen Theo-trivalenten Antikdrper wurden aul3erdem auf MOLM-13 Zellen,
welche das myeloide Oberflachenantigen CD33 exprimieren mittels Durchflusszytometrie
getestet. Dadurch sollte gezeigt werden, dass der bispezifische Theo-trivalente Antikdrper
auch auf einer anderen Zelllinie mit einem anderen Target funktionell ist. Der Versuch wurde,
ahnlich dem Versuch mit MCF-7 Zellen, wie unter 3.3.5 beschrieben, durchgefihrt. Der
CD33-bindende Triple-Fab JA0025 zeigt sowohl mit dem Sekundarantikdrper (Abb. 3.3-9-A)
als auch mit Theo-Cy5 (Abb. 3.3-9-B) ein deutlich erhdhtes zellassoziiertes Fluoreszenzsignal
im Vergleich zu den beschriebenen Kontrollen. Das belegt, dass das Recruiting der Payload
Theo-Cy5 durch den entwickelten bispezifischen Theo-trivalenten Antikérper auch auf andere

Antikorper bzw. Antigene und Zellen angewendet werden kann.
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Abb. 3.3-9: FACS-Analyse der bispezifischen Theo-bindenden Antikérperkonstrukte auf MOLM-13

MOLM-13 Zellen wurden ohne Antikdrper (-- alleine) oder mit CD33-bindendem Theo-Triple-Fab
( ) oder LeY-bindendem Theo-Triple-Fab ( ) inkubiert und mittels FACS analysiert.
A Detektion mittels Sekundéarantikérper, welcher an die hu-kappa-LC bindet B Detektion mittels Theo-
Cy5

3.3.7 Zytotoxizitat der Antikérper-Toxin-Komplexe in der Zellkultur

Die Fahigkeit der bispezifischen Theo-trivalenten Antikdrper LeY-positive Brustkrebszellen

téten zu kénnen, wurde mit dem Toxin, welches sich in den Vorversuchen (3.1.2.2 und 3.1.2.3)
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als wirksamstes herausgestellt hat, in Zellkultur untersucht. AuRerdem sollte durch den
Vergleich mit dem DIG-trivalenten LeY-bindenden Antikorper JAO011 gezeigt werden, ob die
Zytotoxizitat der beiden LeY-bindenden Antikérper JA0O011 und JA0022 vergleichbar sind.
JA0011 hat drei Bindestellen fiir das DIG-Toxin und JA0022 hat drei Bindestellen fiir das Theo-
Toxin. Der einzige Unterschied der Antikorper ist, dass JAOO11 am zentralen Fab eine
stabilisierende VH44-VL100 Disulfidbriicke hat, die Anzahl der Toxinmolekule pro Antikdrper
ist gleich. Fur die Zytotoxizitatsversuche in Zellkultur wurde die bereits zur FACS-Analyse
verwendete MCF-7 Zelllinie verwendet. Mittels FACS konnte bereits gezeigt werden, dass der
LeY-bindende Theo-trivalente Antikorper JA0O022 spezifisch an diese Zelllinie bindet. Der
bispezifische Theo-trivalente Antikdrper wurde in einem Theo-Toxin:Antikorper-Verhaltnis von
3:1 24 h bei 4 °C inkubiert und anschlie3end auf die Zellen aufgebracht. Als Negativkontrolle
bzw. Isotypkontrolle zum Nachweis der unspezifischen Toxizitat wurde der auch bereits im
FACS verwendeten CD33-bindende Theo-trivalente Antikérper JA0O025 verwendet, welcher
ebenso mit dem Theo-Toxin vorinkubiert wurde. Die MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-Format
bei etwa 20 % Konfluenz mit verschiedenen Konzentrationen der Theo-Saporin-Antikdrper-

Komplexe 96 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellviabilitat bestimmt.

Aus den gewonnenen Daten wurde der IC50-Wert nach Formel 2.2-2 bestimmt.

Anzahl lebender Zellen [%]

JAapozz
JADDZS

0,001 0.01 0.1 1

Konzentration Antikérper-Saporin [uM)]

Abb. 3.3-10: Zytotoxizitat des bispezifischen Theo-bindenden Antikérperkonstrukts

Um die Spezifitat, die biologische Wirksamkeit des Theo-Toxin-Antikbrper-Komplexes zu untersuchen,
wurden dieser auf der LeY-positiven Zelllinie MCF-7 getestet. Die MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-
Format bei etwa 20 % Konfluenz mit verschiedenen Konzentrationen des Theo-Toxin-Antikdrper-
Komplexes 96 h inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pL des CellTiter-Glo®-Reagenz pro Well
dazugegeben und das Lumineszenz-Signal an einem Mikrotiterplatten-Reader ausgelesen. Die
Lumineszenz ist ein Mal3 fir den ATP-Gehalt, welcher proportional zur Anzahl lebender Zellen ist und
wurde hier auf eine prozentuale Skala normiert, die gegen die jeweilige Toxinkonzentration aufgetragen
ist. Alle Messpunkte wurden in dreifacher Ausfiihrung bestimmt. Die Linien beschreiben die Anpassung

an die experimentellen Daten, die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der einzelnen
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Messwerte dar. Der IC50-Wert des Theo-Triple-Fab JA0022 wurde mit der Formel 2.2-2 berechnet und
liegt bei 5.07 nM.

Theo-Saporin wurde mit dem jeweiligen Antikdrper in einer Toxinkonzentration von 1.25 bis
0.0006 pM aufgetragen. Der DIG-trivalente LeY-bindende Antikérper JA0011 zeigt flr
DIG-Saporin eine IC50 von 4.53 nM. Der Theo-trivalente LeY-bindende Antikdrper JA0022
zeigt fur Theo-Saporin eine IC50 von 5.07 nM. Das weist zum einen darauf hin, dass der Theo-
trivalente LeY-bindende Antikérper JA0022 erfolgreich das Theophyllin markierte Saporin wie
auch das Oberflachenantigen LeY binden und internalisiert werden kann und zum anderen,
dass eine Kopplung von Theophyllin genauso wenig wie eine Kopplung von Digoxygenin an

Saporin die Zytotoxizitat nach Internalisierung beeintréachtigt.

3.3.8 Zusammenfassung

Innerhalb dieser Arbeit sollte ein alternatives Hapten zu Digoxigenin gefunden werden, da es
ein Aglykon des bekannten ,Herzglykosids” Digoxin ist, welches in der Therapie mit den
Zielgerichteten anti-Payload-Antikérpern mdglicherweise die Herzfunktion beeintrachtigen
konnte und auBerdem die Bildung Hapten abhangiger anti-Payload-Antikorper bei
therapeutischer Anwendung auftreten kdnnten. Es wurde Theophyllin als alternatives Hapten
charakterisiert. Die Proteinsequenz fir die leichte und schwere Kette des Theophyllin
bindenden Antikdrpers wurden isoliert und humanisiert. Fir die Affinititatsbestimung der
Theophyllin-Bindung wurde ein bispezifischer Theo-monovalenter dsscFv generiert, welcher
eine KD von 1.1 nM in der SPR-Spektroskopie zeigte. Damit besitzt der anti-Theo-Antikdrper
eine etwa 10fach hdhere Affinitat als der anti-DIG-Antikdrper. Analog der DIG-spezifischen
Antikorperderivate wurde ein Format mit 3 Theophyllin-Bindungsstellen und 2 Antigen-
Bindungsstellen entwickelt (Abb. 3.3-1). Der Antikorper besald sowohl eine Spezifitat fir das
Antigen LeY oder CD33 als auch fir das Hapten Theophyllin. Mit dem Theo-trivalenten
LeY/CD33 Triple-Fab wurde ein dhnliches Antikorperkontrukt wie JA0011/ JA0024 generiert,
bei welchem die DIG-Bindung Uber 2 CrossFabs mit einem C-terminal angehdngten Fab
realisiert wird und die Antigenbindung tber 2 DVDs, welche N-terminal an die CrossFabs
fusioniert wurden. Der Theo-trivalente Triple-Fab wies im Vergleich zu dem DIG-trivalenten
Triple-Fab fur LeY mit etwa 0.5 mg/ L eine 85 % niedrigere Ausbeute, fur CD33 eine etwa
60 % niedrigere Ausbeute auf. Der mit der SEC bestimmte Monomeranteil lag bei dem Theo-
trivalenten LeY Triple-Fab allerdings trotzdem etwa 20 % hdher als als bei dem DIG-trivalenten
LeY Triple-Fab. Der Theo-trivalente CD33 Triple-Fab zeigte in der analytischen SEC einen
etwa 10 % geringeren Monomeranteil im Vergleich zu dem DIG-trivalenten CD33 Triple-Fab.
Mittels ESI-MS konnte die Identitdt der Gesamtantikdrper und der einzelnen schweren und
leichten Ketten bestétigt werden. Die targetspezifische Bindung konnte bei beiden Theo-
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trivalenten Triple-Fabs mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Darlberhinaus
konnte mit dieser Methode gezeigt werden, dass die Antikérperkonstrukte JA0O022 und JA0025
nicht nur an das Target LeY oder CD33, sondern auch gleichzeitig an die fluoreszierende
Payload Theo-Cy5 binden kdnnen. Anhand von Zellviabilititsassays mit MCF-7 Zellen sollte
festgestellt werden, wie hoch die Toxizitat des Antikdrpers ist, wenn an diesen die toxische
Payload Theo-Saporin gekoppelt wird. Mit einer IC50 von 5.07 nM ist diese mit der IC50 des
DIG-trivalenten Triple-Fab JA0011 vergleichbar. Das Bindungsverhalten des Antikorper
JA0022 an Theo-Saporin und das Oberflachenantigen LeY und die intrazellulare Wirkung des
Theo-Saporin scheint somit vergleichbar zu dem DIG-trivalenten Triple-Fab JA0O011 mit DIG-

Saporin zu sein.

3.4 Trispezifische Digoxigenin und Theophyllin bindende

Antikdrperderivate

Neben den Antikorperderivaten, die entweder eine DIG-Payload oder eine Theo-Payload
binden kénnen, wurde aul3erdem ein trispezifischer Antikbrper entwickelt (Abb. 3.4-1) und
getestet, der neben dem Zielantigen sowohl eine DIG-Payload als auch eine Theo-Payload
binden kann. Dieses Format ware v.a. zur Testung additiver oder synergistischer Effekte

zweier Payloads von Nutzen.

Trispezifischer DIG-Theo-LeY/CD33-Antikérper

<DIG=CrossFab <Theo=Fab
T t?‘
o <

- KIH

— 2 x dsscFv

Abb. 3.4-1: Schema des hergstellten trispezifischen DIG-Theo-LeY/CD33-Antikérpers
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3.4.1 Expression und Reinigung des trispezifischen DIG-Theo-Antikdrpers

Ausgehend von den DIG- und Theo-trivalenten Antikérperkonstrukten wurde ein weiteres
Antikdrperkonstrukt entwickelt, welches neben dem Antigen sowohl eine DIG- als auch eine
Theo-Payload binden kann. Dieses Format basiert auf einem IgG, dessen einer ,Arm“ eine
DIG-Payload und dessen anderer ,Arm“ eine Theo-Payload binden kann. Um die richtige
Kombination der schweren Ketten zu gewahrleisten, wurde in der CH3-Region die
Knob-into-Hole-Strategie verwendet, welche bereits seit mehreren Jahren erfolgreich
angewendet wird, um das Mispairing von Antikorperketten zu vermeiden (Ridgway et al.,
1996)(Merchant et al., 1998). Die ,,Knob“-Mutation (T366W) wurde, wie bei den Konstrukten
JA0015 und JA0029, in die CH3-Domaéane der einen HC eingefiigt und drei ,Hole” Mutationen
(T366S, L368A, and Y407V) wurden in die CH3-Domane der anderen HC eingefiigt (Atwell et
al., 1997). AuRerdem wurde mit der S354C Mutation auf der ,Knob“-Seite und der Y349C
Mutation auf der ,Hole"-Seite eine zusatzliche Disulfidbriicke zur Stabilisierung eingefligt
(Carter, 2001). Um die korrekte Heterodimerisierung der leichten und schweren Ketten zu
gewahrleisten, wurde wie bei den Konstrukten JA0011 und JA0024 der DIG-Fab des
Antikodrpers nach der CrossMab-Strategie entwickelt (Schaefer et al., 2011), was heif3t, dass
die CH1 und die Cx-Doméne getauscht wurden. Die dritte Spezifitdt wurde durch einen LeY-
bindenden oder CD33-bindenden dsscFv, der C-terminal an beide schweren Ketten tber einen
(G4S).-Linker fusioniert wurde, realisiert. Die VH- und VL-Doméane des scFv, welcher Uber
einen (Ga4S)s-Linker verbunden war, wurde Uber eine VH44-VL100 Disulfidbriicke stabilisiert
(Jung et al., 1994)(Reiter et al., 1996). Der Antikorper wurde, wie unter 2.2.3.4 beschrieben,
in HEK293-F Zellen transient exprimiert. Der Uberstand wurde nach 7 Tagen von den Zellen
getrennt und mittels Western-Blot auf erfolgreiche Expression der Antikérper-Formate
untersucht (Abb. 3.4-2). Die schweren Ketten haben ein theoretisches Molekulargewicht von
etwa 75 kDa und die leichten Ketten ein theoretisches Molekulargewicht von etwa 25 kDa.
Sowohl bei dem LeY-DIG-Theo-trispezifischen mAb JA0020 als auch bei dem
CD33-DIG-Theo-trispezifischen mAb JA0028 ist sowohl eine Bande in Hohe des theoretisch

zu erwartenden Molekulargewichts der schweren als auch der leichten Kette erkennbar.
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JAD020 JA0028
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Abb. 3.4-2: Western Blot der Kulturiiberstande und schematische Darstellung von JA0020 und JA0028

Um zu testen, ob die Antikdrperketten exprimiert wurden und die erwartete Gré3e aufwiesen, wurde ein
Western Blot der Kulturiberstdnde nach Antikérper-Expression und Zellernte durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte Uber AP-konjugierte Sekundérantikérper, die gegen die humane LC oder gegen den
humanen Fc-Teil gerichtet waren. Der GroRRenstandard wurde fur die Darstellung mit Farbstift

nachgezeichnet, da dieser nach Trocknung der Membran sonst kaum mehr sichtbar gewesen wére.

Die Zelliberstande wurden dber Protein-A-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Im
Anschluss wurde eine praparative GrolRenausschlusschromatographie durchgefihrt. Aus 1 L
des JA0020 Uberstandes und 1L des JA0028 Uberstandes konnte je 1.1 mg Antikdrper

gereinigt werden.

3.4.2 Charakterisierung des trispezifischen DIG-Theo-Antikérpers
3.4.2.1 Analytische Grol3enausschlusschromatographie und SDS-Page

Die gereinigten Antikdrper wurden mittels analytischer Gréf3enausschlusschromatographie
analysiert. Fur JA0020 und JA0028 wurden jeweils 22 pg gereinigtes Protein auf eine
TSK3000 SWXL aufgetragen. Es zeigte sich, dass der Hauptpeak dem gewlnschten
Antikdérper mit einem Molekulargewicht von etwa 200 kDa entspricht. Daneben finden sich bei
dem DIG-Theo-CD33 mAb J0028 allerdings auch héhermolekulare Spezies, wie Antikdrper
Di- bzw. Oligomere, und niedrigmolekulare Spezies, wie beispielsweise Antikoérper, denen eine
LC, eine HC o.a. fehlt. Bei JA0020 ist eine kleine Schulter vor und etwas Tailing nach dem
Hauptpeak erkennbar. Da eine genaue Abgrenzung dieser Anteile nicht vorgenommen werden
konnte, wurden diese nicht integriert, d.h. der DIG-Theo-LeY mAb JA0020 enthalt

mdoglicherweise ebenso einen geringen LMW und HMW-Anteil, welcher aber aufgrund der
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Auflésung der Saule nicht genau bestimmt werden kann und der Monomergehalt somit 100 %
betragt. Der DIG-Theo-CD33 mAb zeigt einen deutlichen HMW-Anteil von 7 % und einen
LMW-Anteil von 3.7 %.
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Abb. 3.4-3: Analytische Gelpermeationschromatographie der trispezifischen DIG-Theo- LeY/CD33-
Antikorper

mittels  Kappa-Select-
in 20 mM His/

140 mM NaCl pH 6.0 umgepuffert und konzentriert. Diese Endprodukte wurden mittels analytischer

JA0020 JA0028  wurden

Affinitditschromatographie und Gelpermeationschromatographie gereinigt und

Die Uberstande der Proben und

SEC analysiert. Daflr wurden je 22 pg gereinigtes Protein von JA0020 und JA0028 auf eine
TSK3000 SWXL aufgetragen. Die Fraktionen wurden anhand des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad
identifiziert und aufgeteilt. Eine Ubersicht der Fraktionen ist in Tabelle 3.4.1 dargestellt. Peak 1 (HMW)
ist die Fraktion, welche Oligomere des Antikérpers enthalt. Peak 2 ist die Hauptfraktion, welche das
Monomer des Antikérpers enthadlt und unter die letzte Fraktion unter Peak 3 (LMW) enthalt

Antikorperbruchstiicke bzw. Antikdrper, welchem LC und/oder HC fehit.

Peak-Nr. Fraktion JA0020 [area %] JA0028 [area%]
1 HMW - 7,0
2 Monomer 100 89,3
3 LMW - 3,7

Tabelle 3.4.1: Fraktionen der analytischen SEC von JA0020 und JA0028

Die SEC wurde wie in Abb. 3.4-3 beschrieben durchgefihrt. Fur die Auswertung der Chromatogramme
wurde eine Kalibrierkurve aus dem Ergebnis des Gelfiltrationsstandards von Bio-Rad erstellt, anhand
derer die Fraktionen der Proben identifiziert wurden. Es wurden dabei hdhermolekulare Spezies (HMW),

Antikérper-Monomer und niedrigmolekulare Spezies (LMW) unterschieden.

Zusatzlich zur analytischen SEC wurde noch eine SDS-Page gemacht. Dafir wurde je 8 ug
gereinigtes Protein auf ein NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel aufgetragen und anschlieBend mit
Coomassie gefarbt. Bei beiden Antikdrpern ist im nicht reduzierten Zustand eine Hauptbande
bei etwa 200 kDa erkennbar, was dem gesamten Antikdrper entspricht. Darunter ist eine
Bande bei etwa 150 kDa zu sehen, welche wahrscheinlich dem Antikérper ohne LCs
zuzuordnen ist. Daneben ist bei beiden eine schwache Bande eines Antikoérperbruchstiicks
um etwa 40 kDa erkennbar, was moglicherweise einem LC-Dimer entsprechen kdnnte. Im
reduzierten Zustand sind bei beiden Antikérpern die Banden in Hohe der schweren Ketten

erkennbar — allerdings sind die leichten Unterschiede im Molekulargewicht nicht trennbar, da
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die Auflésung des Gels in diesem Massenbereich nicht hoch genug ist. Ebenso sind bei beiden
Antikdrpern die Banden in HOhe der leichten Ketten vorhanden und auch trennbar, da die
Auflésung in dem unteren Massenbereich deutlich besser als im oberen ist. Die untere Bande
entspricht der DIG-LC und die obere der Theo-LC.

JADOZ2O JaD0o28
red nred red nred

250 kDa - H .
150 kDa -

100 kDa o — e

o i_\\n
50 kDa -

37 kDa -

25 kDa . u—/
20 kDa - = Sa
15 kDa -

Abb. 3.4-4: SDS-Page der trispezifischen DIG-Theo-LeY/CD33 Knob-into-Hole-Variable-Domain
Antikorperkonstrukte

Die Uber Kappa-Select-Affinitdtschromatographie und Gelpermeationschromatographie gereinigten,
umgepufferten und konzentrierten Produkte der Proben JA0020 und JA0028 wurden mittels SDS-Page
analysiert. Das Gel wurde Coomassie geféarbt. Die Proben wurden reduziert und nicht reduziert auf ein
NuPAGE® 4 — 12 % Bis-Tris Gel aufgetragen. Neben den Proben wurden 10 pL Precision Plus Protein™
Dual Color Standards (Bio-Rad) als GréRenstandard mitgefihrt.

3.4.2.2 Massenspektrometrie

Die Antikdrperderivate setzen sich aus jeweils 2 unterschiedlichen leichten als auch schweren
Ketten zusammen. Die Molekularmassen dieser einzelnen Ketten sowie die Gesamtmassen
der Antikorper wurden mittels ESI-Massenspektrometrie untersucht. Fir die Bestimmung der
Massen wurden die Antikorper standardméanig mit N-Glycosidase F deglykosiliert oder mit N-
Glycosidase F deglykosiliert und TCEP reduziert, wenn die molekularen Massen von leichter
und schwerer Kette bestimmt werden sollten. Nach dem Verdau wurden die Proben entsalzt
und mittels ESI-gTOF-MS untersucht.
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Theoretisches Mw [Da] Experimentelles Mw [Da]

Gesamt 201138 201172

LC-1 24201 24201

JA0020 LC-2 22356 22356
HC-1 76556 76561

HC-2 78070 78075

Gesamt 199940 199948

LC-1 24201 24201

JA0028 LC-2 22356 22356
HC-1 75956 75956

HC-2 77473 77473

Tabelle 3.4.2: Massenspektrometrische Ergebnisse der Antikérperkonstrukte JA0020 und JA0028

Die aufgereinigten Proben von JA0020 und JA0028 wurden mittels ESI-MS analysiert und ausgewertet.
Fur die Bestimmung der Gesamtmasse wurden die Proben deglykosiliert. Fir die Bestimmung der
molekularen Massen von leichter und schwerer Kette wurden die Proben deglykosiliert und reduziert.
In der Tabelle ist auf der linken Seite das aus der Aminosauren Abfolge berechnete theoretische
Molekulargewicht aufgefuihrt. Auf der rechten Seite ist das mittels MS experimentell ermittelte

Molekulargewicht dargestellt.

Bei JA0020 konnten nur die Molekulargewichte der einzelnen leichten Ketten im reduzierten
Zustand experimentell bestatigt werden. Die Molekulargewichte der einzelnen schweren
Ketten sind um etwa 5 Da im Vergleich zum theoretischen Molekulargewicht zu hoch. Auch
die Gesamtmasse im nicht reduzierten Zustand ist bei der experimentellen Bestimmung etwa
30 Da zu hoch. Die Messungenauigkeit der Methode durch einen Kalibrationsfehler liegt fur
den gesamten Antikdrper mit einer Masse von etwa 200 kDa im Bereich von £ 10 Da, was
heil3t, dass bei der Expression des Antikorpers bzw. der schweren Ketten ein Fehler
aufgetreten sein muss. Ebenso wie bei JA0020 konnte bei dem DIG-Theo-CD33 mAb JA0028
im deglykosilierten Zustand die Molekulargewichte der einzelnen leichten Ketten mittels MS-
Analytik bestatigt werden. Dariliber hinaus konnten auch die Massen der schweren Ketten und
des Gesamtantikdrpers im nicht reduzierten Zustand verifiziert werden. Bei beiden Antikérpern
lagen neben dem vollen Antikérper Anteile von halbem Antikdrper, HC-Heterodimer und LC-

Heterodimer vor.

3.4.3 Bindung der Antikorper-Payload-Komplexe auf MOLM-13 Zellen

Zum Nachweis der targetspezifischen Bindung der Antikérperkonstrukte und um zu belegen,
dass der Antikorper gleichzeitig sowohl das Target, eine DIG- als auch eine Theo-Payload
binden kann, wurde die

Durchflusszytometrie angewendet. Da sich in der

massenspektrometrischen Analytik herausgestellt hat, dass der trispezifische DIG-Theo-LeY
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mADb nicht die Sollmasse besitzt und Vorversuche mittels FACS zeigten, dass die LeY-Bindung
nicht funktionell ist (Daten nicht abgebildet), wurde der trispezifische DIG-Theo-CD33 mAb auf
MOLM-13 Zellen getestet. Hierflr wurden die trispezifischen DIG-Theo-Ley bzw. -CD33 mAbs
fur 1 h bei RT im Dunkeln mit einer oder mehreren fluoreszierenden Payloads oder einem
FITC-konjugierten anti-human-kappa-LC Sekundarantikérper vorinkubiert. Um die simultane
Kopplung unterschiedlich haptenylierter Payloads an die beiden Haptenbindungsstellen zu
zeigen, wurden zwei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe benétigt. Hierfir wurde Theo-
markiertes Cy5 und Alexa Fluor 488-Streptavidin, welches an biotinyliertes DIG gebunden
wurde, verwendet. Das Alexa Fluor 488-Strepavidin-Konjugat wurde mit dem Bi-DIG in einem
molaren Verhaltnis von 1:3 10 min bei RT vorinkubiert. Der trispezifische DIG-Theo-LeY und
DIG-Theo-CD33 mAb wurden mit dem Sekundarantikbrper oder mit Theo-Cy5 und Alexa
Fluor 488-Streptavidin-Bi-DIG-Konjugat in &quimolarem Verhaltnis vorinkubiert. Die MOLM-13
Zellen wurden in einer 96-well Rundbodenplatte in einer finalen Dichte von 3 x 10° ausgesat.
Mit den Zellen wurde auf Eis der vorbereitete Antikdrper-Sekundarantikérper-Mix oder die
beiden anderen Fluoreszenz-Payloads, welche einzeln oder gleichzeitig mit dem
trispezifischen DIG-Theo-LeY/CD33 mAb vorinkubiert wurden, in einer finalen
Antikodrperkonzentration von 10.29 nM inkubiert. Die Inkubation erfolgte auf Eis, um eine
Internalisierung der Antikdrper zu verhindern. Danach wurden die Zellen zweimal mit je 100 yL
1x PBS pH 7.4 gewaschen und fur die Analyse in 100 yL 1x PBS resuspendiert. Fir die
Bestimmung des Hintergrundsignals wurde je ein Ansatz mitgefihrt, bei dem der
Sekundarantikorper bzw. die fluoreszierende Payload Theo-Cy5 oder Alexa Fluor 488-
Streptavidin-Bi-DIG ohne weiteren Antikdrper zu den MOLM-13 Zellen gegeben wurde. Die
Messung wurde an einem BD FACSCanto II™ (BD Biosciences) durchgeftihrt. Der FITC-
konjugierte anti-human-kappa-LC Sekundarantikorper wurde verwendet, um die Bindung des
trispezifischen DIG-Theo-CD33 mAbs an das CD33-Target auf MOLM-13-Zellen
nachzuweisen und konnte im FITC-Kanal analysiert werden. Um nachzuweisen, dass bei
gleichzeitiger Bindung der Theo-Payload auch weiterhin die CD33-Target-Bindung mdglich ist,
wurde Theo-Cy5 als Payload verwendet, welche im Cy5-Kanal detektiert werden konnte. Um
nachzuweisen, dass bei gleichzeitiger Bindung der DIG-Payload auch weiterhin die CD33-
Target-Bindung mdglich ist, wurde ein Alexa Fluor 488-Streptavidin-Konjugat verwendet,
welches mit Bi-DIG komplexiert wurde und im FITC-Kanal detektiert werden konnte. Die
Inkubation der MOLM-13 Zellen zeigt mit Sekundarantikorper alleine oder mit fluoreszierender
Payload ohne trispezifischen Antikdrper zeigt kein erhéhtes Fluoreszenzsignal (Daten nicht
abgebildet). Einzig der CD33-bindende DIG-Theo-trivalente Antikérper JA0028 zeigt erhdhte
zellassoziierte Fluoreszenzsignale. Sowohl mit Theo-Cy5 (Abb. 3.4-5-Q1) und Alexa Fluor
488-Streptavidin-Bi-DIG (Abb. 3.4-5-Q3) allein als auch mit beiden fluoreszierenden Payloads

gemeinsam (Abb. 3.4-5-Q2) war ein deutlich erhdhtes Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den
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beschriebenen Kontrollen erkennbar. Das belegt, dass sowohl die Target-Bindung als auch

die gleichzeitige Bindung der Theo- und DIG-Payload funktionell ist.

4 Jor Q2
10" 3
)]
u —
5 1074
n ]
g
£ 107
T
d
[=]
At
('S
03
o1 2 3 4
10 10 10 10 10

Fluoreszenzintensitat FITC

Abb. 3.4-5: FACS-Analyse des trispezifischen DIG-Theo-bindenden Antikérperkonstrukts auf MOLM-13

Um festzustellen, ob eine gleichzeitige Bindung aller drei Spezifititen mdglich ist, wurden MOLM-13
Zellen mit dem trispezifischen anti-CD33-Antikorperkonstrukt JA0028, welches zuvor mit Theo-Cy5 und
DIG-Bi-Strep-Alexa Fluor 488 inkubiert wurde, im FACS analysiert (-- JA0028 + Theo-Cy5 + DIG-BI-
Strep-Alexa Fluor 488). Als Kontrolle wurde das trispezifische anti-LeY-Antikdrperkonstrukt mit Theo-
Cy5 und DIG-Bi-Strep-Alexa Fluor 488 (-- JA0020 + Theo-Cy5 + DIG-Bi-Strep-Alexa Fluor 488) und das
trispezifische anti-CD33-Antikdrperkonstrukt mit je nur einem der beiden Fluoreszenzfarbstoffe

( ; ) mitgefihrt.

3.4.4 Zytotoxizitat der Antikorper-Toxin-Komplexe in der Zellkultur

Bei der Behandlung von Krebs setzt man nicht mehr nur auf die alleinige Applikation einer
zytotoxischen Substanz, sondern vielmehr auf die synergistische Wirkung zweier Substanzen.
So wurde z.B. beobachtet, dass die Kombination eines Immuntoxins mit einer weiteren
zytotoxischen Substanz wie z.B. Taxol, welche die Endothelzellen zerstort, eine gesteigerte
Aufnahme des Immuntoxins in Tumorzellen verursacht (Zhang et al., 2006). Auch die
kombinierte Verabreichung des seit Jahrzehnten eingesetzten Zytostatikum Doxorubicin mit
einer weiteren Substanz wie z.B. dem selektiven Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen
(Chuang et al., 2013) oder dem Nukleosidantibiotikum Tunicamycin (Hiss et al., 2007) weist
auf eine gesteigerte therapeutische Wirksamkeit hin. Basierend auf diesen und weiteren
zahlreichen Beobachtungen (Vassilopoulos et al., 2014), dass es synergistische Effekte von
Wirkstoffen gibt, wurde ein Antikdrper-Format entwickelt, welches gleichzeitig sowohl eine

DIG-Payload als auch eine Theo-Payload an ein Oberflachenantigen einer Zelle, hier LeY oder
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CD33, bringen kann. Zur Untersuchung synergistischer Effekte waren PE38 und Saporin nicht
geeignet, da beide einen ahnlichen Wirkmechanismus besitzen. Deshalb sollte durch den
Zellviabilitatsassay mit den beiden Toxinen DIG-Saporin und Theo-Saporin belegt werden,
dass die zielgerichtete Payload-Applikation sowohl eines DIG-Toxins wie auch eines Theo-
Toxins durch den trispezifischen CD33-bindenden mAb JA0028 erreicht werden kann. Sind
die IC50 beider Hapten-Toxine ahnlich, wenn sie nach Vorinkubation mit dem trispezifischen
CD33-bindenden mAb JA0028 auf CD33-positive MOLM-13 Zellen aufgebracht werden, so
kann auf eine erfolgreiche zielgerichtete Payload-Applikation beider Toxine geschlossen
werden. Dafur wurde der trispezifische DIG-Theo-CD33 mAb mit mit Theo-Saporin oder mit
DIG-Saporin jeweils in einem Toxin-Antikdrper-Verhéltnis von 1:1 24 h bei 4 °C inkubiert und
anschliel3end auf die Zellen aufgebracht. Es wurde die bereits zur FACS-Analyse verwendete
MOLM-13 Zelllinie verwendet, da mittels FACS gezeigt werden konnte, dass der trispezifische
CD33-bindende DIG-Theo Antikdrper JA0O028 sowohl simultan eine DIG- und Theo-Payload
als auch CD33 auf der Zelloberflache binden kann. Als Negativkontrolle bzw. Isotypkontrolle
zum Nachweis der unspezifischen Toxizitat wurde der auch bereits im FACS verwendete
trispezifische DIG-Theo-LeY mAb JA0020 verwendet, welcher ebenso mit Theo-Saporin oder
DIG-Saporin vorinkubiert wurde. Dieser Kontrollantikbrper zeigte zwar Auffalligkeiten in der
Massenspektrometrie bzgl. der exakten Masse des Gesamtantikorpers und der einzelnen
schweren Ketten (siehe 3.4.2.2). Da aber mittels Oberflachenplasmonenresonanz-
spektroskopie gezeigt werden konnte, dass die simultane Bindung einer DIG- und einer Theo-
Payload moglich ist (Daten siehe Anhang) und aufgrund des FACS, welches keine Bindung
des Antikdrpers an LeY zeigt, vermutet werden kann, dass der Fehler im Bereich der
Antigenbindungsstelle liegt, wurde dieser Antikdrper trotzdem als Isotypkontrolle verwendet.
Die zelltypunspezifische Toxizitdt wurde auf CD33-negativen MCF-7 Zellen getestet. Die
MOLM-13 und MCF-7 Zellen wurden im 96-Well-Format in einer Dichte von etwa 5000 bis
10000 Zellen pro Well mit verschiedenen Konzentrationen der DIG- oder Theo-Toxin-
Antikorper-Komplexe 72 h inkubiert. Anschliel3end wurde die Zellviabilitat bestimmit.
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Abb. 3.4-6: Zytotoxizitat des trispezifischen DIG-Theo-bindenden Antikoérperkonstrukts

Um die Spezifitdt und biologische Wirksamkeit der trispezifischen DIG-Theo-bindenden Antikdrper mit
DIG- oder Theo-Toxinen zu untersuchen, wurden diese auf der CD33-positiven Zelllinie MOLM-13
getestet. Die zelltypunspezifische Toxizitat des anti-CD33-Antikdrpers JA0028 wurde auf CD33-
negativen MCF-7 Zellen getestet. Das trispezifische Antikérperkonstrukt wurde mit DIG- oder Theo-
Saporin 2 h im Kihlschrank vorinkubiert bevor es auf die Zellen aufgetragen wurde. Es wurden etwa
5000 bis 10000 Zellen pro Well im 96-Well-Format ausgeséat und mit verschiedenen Konzentrationen
der Toxin-Antikorper-Komplexe 72 h inkubiert. Danach wurde mittels CellTiter-Glo®-Assay die
Zellviabilitat ausgelesen. Die Lumineszenz ist ein Mal3 fir den ATP-Gehalt, welcher proportional zur
Anzahl lebender Zellen ist. Diese wurde hier auf eine prozentuale Skala normiert, die gegen die jeweilige
Toxinkonzentration aufgetragen ist. Alle Messpunkte wurden in dreifacher Ausfiihrung bestimmt. Die
Linien beschreiben die Anpassung an die experimentellen Daten, die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der einzelnen Messwerte dar. Die IC50-Werte sind in Tabelle 3.4.3
zusammengefasst. A Trispezifischer DIG-Theo-CD33-Antikdrper JA0028 mit DIG-Saporin im Vergleich
zur Isotypkontrolle JA0O020 mit DIG-Saporin auf MOLM-13 Zellen B Trispezifischer DIG-Theo-CD33-
Antikoérper JA0028 mit Theo-Saporin im Vergleich zur Isotypkontrolle JAO020 mit Theo-Saporin auf
MOLM-13 Zellen C Trispezifischer DIG-Theo-CD33-Antikérper JA0028 mit DIG-Saporin und Theo-

Saporin auf MCF-7 Zellen bis zu einer Antikdrper-Toxin-Konzentration von 0.625 uM

Aus den gewonnenen Daten wurde der IC50-Wert gemal3 Formel 2.2-2 fir das jeweilige Toxin
mit dem trispezifischen DIG-Theo-CD33-Antikdrper JA0028 (Tabelle 3.4.3) bestimmt. Der
Vergleich der 1C50-Werte sollte Aufschluss dariber geben, ob die Spezifitdt und der
zytotoxische Effekt bei beiden Hapten-Toxinen vergleichbar sind. Ist die Zytotoxizitat von
Theo-Saporin  ahnlich wie die des DIG-Saporin, wenn es zusammen mit dem
DIG-Theo-CD33 mAb auf MOLM-13 Zellen aufgetragen wird, so kann davon ausgegangen
werden, dass die zielgerichtete Payload-Applikation und -Internalisierung von DIG-Saporin

und Theo-Saporin vergleichbar sind.
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JA0028 JA0020
DIG-Saporin 19,9 nM 0,27 pM
Theo-Saporin 22,3nM 0,35 uM

Tabelle 3.4.3: IC50-Werte der DIG- und Theo-Saporin-Antikérper-Komplexe

Um zu testen, wie stark der zytotoxische Effekt bei Kopplung von DIG- oder Theo-Saporin an das
trispezifische DIG-Theo-Antikdrperkonstrukt ist, wurde der Antikdrper sowohl nur mit DIG-Saporin als
auch mit Theo-Saporin vorinkubiert und auf MOLM-13 Zellen aufgebracht. Die Zellviabilitaét wurde
mittels CellTiter-Glo®-Assay ermittelt. Mit der Formel 2.2-2 wurden dann die IC50-Werte aus der
Auftragung des prozentualen Anteils lebender Zellen gegen die Antikérper-Toxin-Konzentration

berechnet.

Die zelltypunspezifische Toxizitat des trispezifischen anti-CD33-Antikdrpers JA0028 plus
DIG- oder Theo-Saporin auf MCF-7 Zellen ist in etwa mit der Toxizitdt der Isotypkontrolle
JA0020 plus Theo-Saporin auf MOLM-13 Zellen vergleichbar.

3.4.5 Zusammenfassung

Innerhalb dieser Arbeit sollte neben den Antikorperderivaten, die entweder eine DIG-Payload
oder eine Theo-Payload binden kénnen, au3erdem ein trispezifischer Antikdrper entwickelt
und getestet werden, der neben dem Zielantigen sowohl eine DIG-Payload als auch eine
Theo-Payload binden kann (Abb. 3.4-1). Der eine ,Arm"“ des Antikérpers bindet an das Hapten
Digoxigenin, der andere ,Arm“ an Theophyllin. Um das Mispairing von schweren und leichten
anti-Theo und anti-DIG Ketten zu reduzieren, wurde die DIG-Bindung tber einen CrossFab
und die Theo-Bindung Uber einen ,normalen” Fab realisiert. Die CH2-Domé&ne mit Hinge-
Region entsprach einem ,normalen“ IgG. Fir die CH3-Doméane wurde die KIH-Strategie
verwendet, um eine korrekte Heterodimerisierung der zwei unterschiedlichen schweren Ketten

zu gewahrleisten.

Sowohl der trispezifische LeY-bindende als auch der CD33-bindende mAb zeigte eine
Ausbeute von 1.1 mg/L. Mittels analytischer SEC wurde beim LeY-bindenden mAb ein
Monomergehalt von 100 % und beim CD33-bindenden mAb ein Monomeranteil von etwa 89 %
analysiert. Mittels ESI-MS konnte die Identitat der beiden LCs des LeY-bindende mAb JA0020
bestétigt werden, die beiden HCs allerdings zeigten eine etwa 5 Da zu grol3e Masse. Auch die
Gesamtmasse war 30 Da zu hoch. Die Identitat des trispezifischen CD33-bindenden
Gesamtantikdrpers und der einzelnen schweren und leichten Ketten konnte bestatigt werden.
Bei beiden mAbs sind auch Anteile von halbem Antikdrper, HC- und LC-Heterodimer
vorhanden. Die SDS-Page konnte das Auftreten der genannten Antikérperfragmente

bestétigen. In der Durchflusszytometrie mit MCF-7 Zellen zeigte sich, dass der LeY-bindende
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mAb JA0020 nicht mehr an das LeY-Target bindet (Daten nicht gezeigt). Weitere Versuche
mit MOLM-13 Zellen und dem CD33-bindenden mAb JA0028 zeigten eine erfolgreiche
targetspezifische Bindung. Durch die Verwendung von Alexa Fluor 488-Strepavidin-Bi-DIG
und Theo-Cy5 als fluoreszierende Payloads wurde belegt, dass sowohl eine DIG- als auch
eine Theo-Payload bei gleichzeitiger Target-Bindung gebunden werden kann. Anhand eines
Zellviabilitatsassays mit MOLM-13 Zellen sollte untersucht werden, ob die zielgerichtete
Payload-Applikation des Antikoérpers JA0028 fir DIG-Saporin und Theo-Saporin vergleichbar
ist, wenn diese einzeln als toxische Payload mit dem Antikdrper komplexiert werden. Mit einer
IC50 von 22.3 nM fir den mAb mit Theo-Saporin alleine und einer IC50 von 19.9 nM fur den
mAb mit DIG-Saporin alleine, konnte eine vergleichbare Toxizitat beider Hapten-Toxine
gezeigt werden. Die zelltypunspezifische Toxizitat des anti-CD33-Antikérpers JA0028 mit DIG-
oder Theo-Saporin auf CD33-negativen MCF-7 Zellen war in etwa vergleichbar mit der
Toxizitat der Isotypkontrolle JA0O020 mit DIG-Saporin oder Theo-Saporin. Zusammen mit den
Ergebnissen aus der Durchflusszytometrie konnte so die grundsatzliche Funktionalitat des
Antikorpers fur die kombinierte Kopplung zweier unterschiedlich haptenylierter Toxine belegt

werden.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl bi- und trispezifische Antikorperderivate fur die
Zielgerichtete Payload-Applikation als auch haptenylierte Toxine als Payload-Molekile
entwickelt und charakterisiert. Mit Theophyllin wurde ein alternatives Hapten zu Digoxigenin
identifiziert. Die Proteinsequenz fur die leichte und schwere Kette des Theophyllin bindenden
Antikdrpers wurde isoliert und die neuen Antikérper-Formate auf das alternative Hapten
Ubertragen. Neben der haptenspezifischen Bindungsdoméne besalien die Antikdrperderivate
mit anti-LeY oder anti-CD33 eine tumorspezifische Bindungsdoméane. Neue bispezifische
Antikorperderivate mit der Mdoglichkeit drei gleiche Haptene zu binden oder zwei
unterschiedliche Haptene zu binden, wurden generiert. Nach Herstellung und
Charakterisierung der Antikdrperderivate und haptenylierten Toxine wurde die biologische

Aktivitat in Zellkulturexperimenten untersucht.

Das modulare System der zielgerichteten Payload-Applikation mit bispezifischen oder
trispezifischen Antikoérpern soll im Vergleich zu den ADCs und Immuntoxinen zum einen den
Vorteil besitzen, dass durch die getrennte Entwicklung des Hapten-Toxins und des
bispezifischen Hapten-bindenden Antikdrpers Entwicklungsarbeit eingespart wird. Denn in der
Therapie konnte ein solches System beispielsweise helfen, schnell und kostengtinstig auf ein
anderes Toxin umzusteigen, falls MDR oder HATAs auftreten, indem mit dem gleichen
bispezifischen Hapten-bindenden Antikorper weiter behandelt und alleine die toxische Hapten-
Payload ausgetauscht wird. Zum anderen soll es die einfache Herstellung genau definierter
Antikodrper-Payload-Molekille erméglichen, da die Heterogenitat diesbeziglich ein grol3es
Problem in der Produktion herkdmmlicher ADCs oder Immuntoxine darstellt. Durch Erhéhung
der Hapten-Bindestellen von 2 auf 3 pro Antikérper sollte erreicht werden, dass pro
Antikdrpermolekil mehr toxische Payload zur Zielzelle gelangt und so die zytotoxische

Wirkung pro Antikérper-Payload-Molekil erhdht wird.

Das Molekulargewicht der bisher entwickelten bispezifischen Antikérper von etwa 200 kDa
sollte nicht noch weiter erhoht werden, da sich das nachteilig auf die Tumorpenetration
auswirken kénnte und sich in Vorversuchen gezeigt hat, dass die Exprimierbarkeit noch
groRerer Konstrukte erhebliche Schwierigkeiten mit sich bringt.

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass sich das modulare Konzept der bi- bzw. trispezifischen
Antikodrper, die in dieser Arbeit entwickelt wurden, fir die zielgerichtete Applikation
haptenylierter Toxine eignet und mit haptenylierten Fluoreszenzfarbstoffen auch gleichzeitig
diagnostische Anwendungen zuganglich macht. Die Ausbeuten der bispezifischen DIG-
trivalenten Antikorper liegen in etwa in dem Bereich, der fir IgG mit DVD-Format erwartet wird

(C. Wu et al., 2009). Die Theo-trivalenten Antikorper zeigen allerdings schlechtere Ausbeuten,
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weshalb in jedem Fall, wie unter 4.3 beschrieben, naher analysiert werden sollte, ob das an
dem Hapten selbst, dem Antikérper-Format oder der fehlenden Disulfidbriicke am zentralen
anti-Theo Fab liegt. AufRRerdem sollte genauer untersucht werden, ob bzw. welche
Einschrankungen die trivalenten Antikbrper mit DVD-Format bei Bindung grofRer haptenylierter
Payloads zeigen. Falls sich zeigen sollte, dass es durch eingeschrankte Zuganglichkeit und
Flexibilitat zu Problemen in der Bindung der Hapten-Payload an der inneren VD kommt, kénnte
entweder die Hapten- mit der Antigenbindung innerhalb der DVD getauscht oder ein weiteres
trivalentes AntikGrper-Format getestet werden. Dabei wére es bei einem neuen Format, fur die
Zuganglichkeit der Haptenbindung, vermutlich von Vorteil, wenn die Antigenbindung nicht
durch die DVD, sondern in Form eines c-terminal angehangten dsscFv, &hnlich dem

trispezifischen Format, realisiert wird.

Keines der Hapten-Toxine zeigte mit dem bispezifischen DIG-trivalenten Antikdrper in vitro
eine hohere Toxizitat als mit dem bispezifischen DIG-bivalenten Antikdrper, obwohl der
verwendete Zellviabilitidtsassay es bei zumindest bei DIG-Saporin auflésen kénnte. Der Grund
hierfir kann zum einen im Hapten-Toxin, wie unter 4.1.1 beschrieben, liegen oder zum
anderen im Antikorper. Es sollte in jedem Fall eine geandertes Reinigungsprotokoll, wie unter
4.2.1 vorgeschlagen, angewendet werden, um die Antikdrper in héherer Reinheit zu gewinnen
und sie fur weitere in vitro und in vivo Versuche benutzen zu kénnen. Dabei sollten die
bispezifischen LeY-bindenden Antikérper in jedem Fall auf einer LeY-negativen Zelllinie

kontrolliert werden, um die zelltypunspezifische Toxizitat zu untersuchen.

4.1 Toxine als Payloads

4.1.1 Haptenylierung und Targeting

Die in dieser Arbeit untersuchten Toxine sind vielversprechende Kandidaten aus der neuesten
Forschung, welche fir die Entwicklung von ADCs bzw. Immuntoxinen verwendet werden
(Polito et al., 2013)(W. Liu et al., 2012). Da es sich bei der Haptenylierung um eine chemische
Modifikation des Molekils handelt, ist es nicht selbstverstandlich, dass die Wirksamkeit des
Molekdls erhalten bleibt. Eine Reduktion der Toxizitdt nach Haptenylierung ware unkritisch,
wenn bei Applizierung mit bispezifischem Antikdrper eine ausreichende spezifische Zytoxizitat

vorhanden ist.

DIG-Mitomycin zeigte im Vergleich zu Mitomycin nach Inkubation auf MCF-Zellen einen
Zytotoxizitatsverlust von 10 — 30 %. Aul3erdem ist bei DIG-Mitomycin kein Targeting Effekt auf
MCF-7 Zellen bei Applikation mit LeY-DIG-bispezifischem Antikorper erkennbar. Der Grund
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hierfir kann entweder an der veranderten Internalisierung in die Zelle oder der, durch die

Haptenylierung verursachten, veranderten Interkalation des Mitomycin in die DNA liegen.

Mittels SEC, zellbasiertem ELISA und Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass
DIG-NPs spezifisch durch LeY-DIG-bispezifische Antikdrper komplexiert werden und diese
Komplexe spezifisch an das Oberflachenantigen LeY auf MCF-7 Zellen binden. Da der
CD33-DIG-bispezifische Antikdrper sich nur in der Antigenbindungsregion von dem
LeY-DIG-bispezifischen Antiktrper unterscheidet, kann eine unspezifische Bindung des LeY-
DIG-bispezifischen Antikorpers an das Antigen LeY uUber eine ubrige AntikOrperregion
ausgeschlossen werden. Trotzdem zeigten sie nur einen sehr schwachen Targeting-Effekt im
Zellviabilitatsassay bei fir Doxo-NPs ublichen Konzentrationen (Shi et al., 2009)(Ren et al.,
2011). In der Konfokalmikroskopie konnte dieser Targeting-Effekt nicht bestatigt werden und
es zeigte sich, dass Doxorubicin auch bei Anwendung ohne bispezifische Antikbrper von den
NPs abgepalten wird und in den Zellkern gelangt. Im Vergleich mit freiem Doxorubicin, war die
Intensitat des Doxorubicin bei beiden NPs etwas niedriger, was vermutlich an der Kinetik der
Abspaltung des Doxorubicins von den NPs liegt. Die AG Haag konnte in pH-abhangigen
Studien zeigen (Mehrabadi & Adelmann et al., 2016), dass das Doxorubicin unter sauren
Bedingungen (pH < 6) von dem Ubrigen dPG-NP abgespalten wird. Das dafiir nétige saure
Milieu ist nur in Endosomen bzw. Lysosomen vorhanden. Der geringe Targeting-Effekt und
der Befund der Konfokalmikroskopie lassen deshalb darauf schlie3en, dass die Abspaltung
des Doxorubicins durch das zusatzlich am Nanopartikel gekoppelte DIG nicht negativ
beeinflusst wird und diese NPs auch passiv, nicht Antikérper vermittelt, von den Zellen
aufgenommen werden. Der Grund fur die passive Aufnahme ist vermutlich darin zu suchen,
dass sie hinsichtlich Struktur, Gréf3e, Molekulargewicht und Hydrophobizitat fir die passive
Aufnahme optimiert wurden (Calderdn et al., 2011). Die in diesen Versuchen verwendeten, flr
Doxo-NPs ublichen, Konzentrationen und die Eigenschaften dieser NPs sind offensichtlich fur
eine erfolgreiche tumortherapeutische Anwendung ausreichend — ohne, dass es bispezifische
Antikorper fur das Targeting oder die Internalisierung der NPs bedarf. Die Antigen-vermittelte
Aufnahme der DIG-Doxo-NPs durch LeY-DIG-bispezifische Antikérper wird vermutlich durch
die unspezifische Bindung und passive Aufnahme der Doxo- und DIG-Doxo-NPs Uberlagert,
wodurch nur ein schwacher Targeting-Effekt im Zellviabilitatsassay resultiert. Es sollte ein in
vivo Versuch durchgefuhrt werden, da sich der volle Nutzen des aktiven Targeting durch die

bispezifischen Antikdrper wahrscheinlich erst dadurch zeigen lasst.

Fur die weitere Testung neuer Antikérper-Formate in dieser Arbeit wurden diese NPs nicht
verwendet, da sie fir die Anwendungen mit bispezifischen Antikdrpern hinsichtlich Struktur
und Groél3e optimiert werden sollten. Man kdnnte beispielsweise DIG-Doxo-NPs testen, an die

nicht nur 4, sondern evtl. 8 oder mehr Doxorubicin-Molekiile konjugiert werden — die Loslichkeit
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darf durch die zunehmende Hydrophobizitat allerdings nicht zu stark herabgesetzt sein. Durch
die héhere Beladung mit Doxorubicin-Molekilen kdnnte evtl. die Zytotoxizitdt der Komplexe
weiter gesteigert werden. Auf3erdem kdnnte man versuchen durch Variation des gebundenen
PEG die unspezifische Wechselwirkung mit der Zellmembran zu reduzieren. Dariiber hinaus
ware es sinnvoll die Kopplung des DIG von 4 auf 1 DIG-Rest pro NP zu reduzieren, um die

potentielle Entstehung hochmolekularer Komplexe zu vermeiden.

Als Proteintoxine wurden Saporin und PE38 getestet. Es konnte gezeigt werden, dass die
Haptenylierung bei Saporin zwar eine Abschwéachung der Toxizitat nach sich zog, aber mit
Bindung des Hapten-Saporins an einen bispezifischen Antikérper eine gute IC50 im
nanomolaren Bereich erzielt werden konnte. Bei PE38 ist durch die Haptenylierung keine
signifikant niedrigere Toxizitat erkennbar. Die IC50 lag hier bei Komplexierung des DIG-PE38

mit LeY-DIG-bispezifischem Antikérper auf MCF-7 Zellen im picomolaren Bereich.

Vergleicht man die Zellviabilitdtsdaten der Antikbrper-Toxin-Komplexe, so fallt auf, dass hier
zwei unterschiedliche Beobachtungen bei den Proteintoxinen gemacht werden kénnen. Bei
DIG-Saporin konnte ein Unterschied zwischen DIG-monovalentem und DIG-bivalentem
Antikodrper mittels des Zellviabilitdtsassays aufgeldst werden, bei DIG-PE38 nicht. Dies kénnte
entweder mit der Heterogenitat oder mit der Struktur von DIG-Saporin und DIG-PE38 zu tun
haben. Beide Proteintoxine sind keine einfach digoxigenylierten Payloads. Das in dieser Arbeit
verwendete Saporin ist dariber hinaus eine Mischung mehrerer Isoformen. Die rekombinante
Herstellung einer Isoform, wie z.B. Saporin S6, welches die Isoform mit der besten Aktivitat,
Stabilitdt und Konjugierbarkeit darstellt (Polito et al., 2011), ware ein erster Schritt, um eine
genauer definierte, weniger heterogene Payload zu gewéhrleisten. Allerdings bestiinde dann
immer noch die Problematik der Heterogenitat durch die DIG-Kopplung. Es liegt eine
unterschiedlich mehrfach haptenylierte Payload vor, da das Hapten tber NHS-Ester an die
Lysine des Toxins gekoppelt wird. Eine denkbare Lésung fir diese Problematik wéare nicht nur
eine bekannte Isoform rekombinant herzustellen, sondern die Sequenz fir diese Isoform auch
noch an geeigneten Stellen zu mutieren, um die Anzahl der moglichen Haptenylierungssites
zu reduzieren. Auf Grundlage der Kristallstruktur kénnten die Anzahl und Lage der exponierten
Lysine, welche potentielle Kopplungsstellen fir das Hapentylierungsreagenz darstellen, aber
nachweislich nicht flir die enzymatische Aktivitat benétigt werden sollten, identifiziert werden
und durch Austausch gegen eine andere dhnliche Aminosaure wie Glutamin, auf ein Minimum
reduziert werden. Ein dhnliches Heterogenitatsproblem zeigt sich bei PE38. Diese toxische
Payload wurde zwar rekombinant hergestellt, allerdings wurde bisher auf eine Mutation
exponierter Lysine verzichtet. Ebenso wie bei Saporin sollten die exponierten Lysine gegen
eine andere dhnliche Aminosaure wie Glutamin ausgetauscht werden, damit optimaler Weise

ein einfach haptenyliertes Toxin entsteht. Denkbar ware auch die Site-specific Conjugation,
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wie unter 1.2.1.4 beschrieben, fur die Kopplung des Haptens an das Toxin einzusetzen. So
konnte Uber das Einbringen einer unnatirlichen Aminosaure in die Sequenz des Toxins oder
die chemoemzymatische Konjugation Uber Sortase A die definierte Haptenylierung des
Proteintoxins mit genau 1 Hapten gewéhrleistet werden. Denn nur durch die erwéhnten
MalRnahmen ware der Vorteil des exakt definierten Antikbrper-Payload Verhéltnisses dieses
modularen Systems nutzbar. Sonst besteht immer die Mdglichkeit, dass sich durch die
Vernetzung der mehrfach haptenylierten Payloads Uber die Antikbrper hochmolekulare
Komplexe bilden kdnnen, welche die Wirksamkeit einschrénken und bei therapeutischer
Anwendung immunogen wirken konnten. Um die Bildung solch hochmolekularer nicht
kovalenter Komplexe vor der weiteren Toxin Optimierung zu untersuchen ware evtl. die
dynamische Lichtstreuung oder die Elektronenmikroskopie geeignet. Ein weiterer Grund fur
den fehlenden Unterschied zwischen DIG-monovalentem und DIG-bivalentem Antikorper bei
DIG-PE38 konnte sein, dass nur 1 mehrfach haptenyliertes Toxinmolekil von den zwei
Haptenbindungsstellen des bispezifischen Antikérpers gebunden wird. Diese Fragestellung
konnte man mit Oberflachenplasmonenresonanz, bei der der Antikdrper auf der
Chipoberflache immobilisiert und die mehrfach haptenylierte Payload in unterschiedlichen
Konzentrationen titriert wird, geklart werden. Daflr mussten allerdings die mehrfach
haptenylierten Payloads vorher chromatographisch aufgereinigt werden, damit man reine
mehrfach haptenylierte Payloads mit definierter Masse, also z.B. PE38 + 1xDIG, PE38 +
2xDIG, etc. erhalt. Evtl. kdnnte man auch mittels analytischer SEC untersuchen, ob nur 1
DIG-PE38 pro Antikdrper gebunden wird, wobei sehr auf stabile und reproduzierbare
Messbedingunen geachtet werden muss, da der Retentionszeit Shift durch die gebundene
Payload sehr gering ausfallen wird. Durch einen Proteinverdau des PE38 kénnte dann
aulBerdem geklart werden, welche Lysine den DIG-Rest enthalten. Korreliert man die
Kristallstruktur des PE38 dann mit diesen Ergebnissen, konnte man genau bestimmen, welche
Lysinreste bzw- DIG-Lysinreste daflir verantwortlich sein kénnten, dass 1 DIG-Toxin von zwei
Haptenbindungsstellen des Antikdrpers gebunden werden.

Durch die raumliche Struktur der DIG-Toxine kénnte es nicht nur zu einer Mehrfachbindung
des DIG-Toxin-Molekils kommen, sondern auch zu sterischen Problemen. Méglicherweise
sind sterische Probleme der Grund dafir, dass bei DIG-PE38 kein Unterschied zwischen DIG-
bivalentem und DIG-monovalentem LeY-bindendem Antikdrper in der Toxizitdt beobachtet
werden kann, obwohl gezeigt wurde, dass der verwendete Zellviabilititsassay diesen
Unterschied bei der mehrfach haptenylierten Payload DIG-Saporin auflést. Denn die raumliche
Struktur des Pseudomonas Toxins (siehe 3D Struktur PDB Eintrag: 1igk) ist im Vergleich zu
Saporin (siehe 3D Struktur PDB Eintrag: 1qi7), mit seinen 3 Domanen, deutlich ,sperriger und
weist einen relativ hohen nicht helikalen Anteil auf. Dadurch kénnte verhindert werden, dass

zwei bzw. drei DIG-PE38-Molekiile gleichzeitig an einen Antikdrper gebunden werden kénnen.
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AulRerdem ist PE38 ein Toxin, bei dem theoretisch ein Molekil pro Zelle ausreichend ist, um
die Zelle zu toten (Pastan et al., 1992). Mdglicherweise liegt auch darin der Grund, warum kein
Unterschied zwischen mono- und bivalentem LeY-bindendem Antikoérper detektiert werden
kann. Mit dem bivalenten Antikérper wird, gleiche Zellbindung und Internalisierung
vorausgesetzt, zwar die doppelte Menge DIG-PE38 in die Zelle eingebracht, die IC50 wird
aber deshalb nicht verbessert, weil mit dem monovalenten Antikdrper bereits ausreichend
Toxinmolekdle in die Zelle eingebracht werden, um die vorhandenen Zellen zu tdten. Mehr
Toxinmolektle pro Zelle wirden dementsprechend keine Steigerung der Toxizitat nach sich

ziehen.

4.1.2 Charakterisierung

Mittels Durchflusszytometrie konnte die targetspezifische Applikation und mittels CellTiter-
Glo®-Zellviabilitatsassay die prinzipielle Wirkung der Toxine bzw. der Antikorper-Toxin-
Komplexe anhand dosisabhangiger Wirkungskurven gezeigt werden, was zwei zentrale
Fragen dieser Doktorarbeit waren. Bei der Entwicklung von Immuntoxinen ist es wichtig die
genauen Wirkmechanismen derer zu kennen, um das Immuntoxinmolekil optimieren zu
konnen. Von ungebundenem Saporin weild man, dass eine der toxischen Wirkungen darauf
beruht, dass durch Deadenylierung der ribosomalen RNA die Proteinsynthese gehemmt wird
und es nachfolgend zur Apoptose kommt (Polito et al., 2009). Daneben wird allerdings auch
vermutet, dass Saporin durch Deadenylierung die Fragmentierung der DNA bewirkt und so die
Apoptose einleitet (Bagga et al., 2003b)(Bolognesi et al., 2012). Das intrazellulare Routing und
die Lokalisation des haptenylierten Toxins sollten deshalb genauer z.B. mit Imaging-Methoden
wie der Konfokal Mikroskopie unter Zuhilfenahme geeigneter Fluoreszenzmolekiile untersucht
werden. Denn ist flr eine mdoglichst toxische Wirkung des Saporins auch die DNA-
Fragmentierung wichtig, sollte geprift werden, ob Saporin nach Digoxigenylierung immer noch
in den Nukleus eindringen kann. Falls nicht, kbnnte z.B. Uber einen saurelabilen Linker
versucht werden, das Digoxigenin vom Toxin abzuspalten und so das Eindringen des Toxins
in den Nukleus wieder zu gewéhrleisten und so die Potenz des DIG-Saporin noch weiter zu
erhohen. Auch bei DIG-PE38 sollte geklart werden, ob das intrazellulare Routing noch das
gleiche wie beim nicht haptenylierten Toxin ist, um ggf. Modifikationen an dem DIG-Toxin-

Molekil bzw. dem Linker vornehmen und die zytotoxische Potenz so erhéhen zu kdnnen.
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4.2 Bispezifische Digoxigenin bindende Antikdrperderivate

Es gibt eine Vielzahl neuer Antikdrper-Formate, die in den letzten Jahren entwickelt wurden.
Von kleinen monovalenten scFv-Formaten oder Fabs, die aufgrund ihrer kleinen Groéf3e
insbesondere Vorteile in der Tumorpenetration solider Tumoren aufweisen, aber dafiir den
Nachteil einer kurzen Halbwertszeit und kurzer Retentionszeit am Tumor besitzen (Sanz et al.,
2004), bis hin zu groReren mulitvalenten Formaten, bei denen mehrere scFv oder Fab Uber
unterschiedliche Mulimerisierungsmotive mittels unterschiedlichster Prinzipien aneineinander
~gekoppelt* werden (Holliger & Hudson, 2005). Fur die therapeutische Anwendung ist eine
Molekiilgréie von mindestens 70 kDa von Vorteil, um die renale Clearance zu erniedrigen und
dadurch die Halbwertszeit zu erhthen. Durch bivalente Target-Bindung koénnen die
Bindungsaffinitat und Retention des Antikérpers am Tumor erhéht werden. In dieser Arbeit
konnten zwei neue bispezifische trivalente Antikdrper-Formate entwickelt werden, die mit etwa
200 kDa und zwei LeY-Bindestellen diese beiden Kriterien erfullen und zusatzlich den Vorteil
aufweisen, dass pro Antikérper genau drei haptenylierte Toxin-Molekile gebunden werden.
Die Antikorper-Formate basieren auf einem 1gG, welche aber nicht alle funktionellen Doménen
von diesem enthalten. Es wurde ein DIG-trivalenter LeY/CD33 Triple-Fab generiert, welchem
die CH2- und die CH3-Domane des ,,normalen” IgG fehlt. AuRerdem wurde ein DIG-trivalenter
KIH-VD Antikorper generiert, welchem ebenso die CH2-Doméne fehlt, der aber die CH3-
Doméne mit KIH-Mutation besitzt. Uber die CH2- und CH3-Domane, genauer gesagt den CH2-
CH3-Ubergangsbereich kann der Antikérper an den neonatalen Fc-Rezeptor binden (Kim et
al., 1994)(Burmeister et al., 1994) und wieder an die Zelloberflache gebracht und recycelt
werden, wodurch er eine deutlich langere Halbwertszeit hat (Yeung et al., 2009). Antikorper
mit langerer Halbwertszeit kdnnen Vorteile haben, da die pharmakokinetischen Eigenschaften
besser sind (Kuo & Aveson, 2011)(Yip et al., 2014), im Falle von Immuntoxinen und den in
dieser Arbeit entwickelten bispezifischen Antikérpern kénnen sie aber auch Nachteile haben.
So ware eine fehlende FcRn-Bindung hier mdglicherweise sogar von Nutzen, da die haufigste
und auflerst ernsthafte Nebenwirkung, das Vascular Leak Syndrom (VLS) — eine erhéhte
Durchlassigkeit der BlutgefaRe und somit erhohte Gefahr fir Odeme — durch eine kiirzere
Halbwertszeit vermutlich reduziert werden kann (X. Liu et al., 2012). Die genauen
pharmakokinetischen Eigenschaften missten deshalb in in-vivo Versuchen untersucht
werden. Uber die CH2-Domane kann der Antikorper den Faktor Clq binden und das
Komplement aktivieren (Duncan & Winter, 1988). Uber die Bindung an Rezeptoren der Fcy-
Familie, welche auf der Oberflache verschiedener Effektorzellen, wie Neutrophilen,
Makrophagen, dendritischen Zellen und nattrlichen Killerzellen exprimiert werden, wird das
zellulare Immunsystem, insbesondere die ADCC durch die natirlichen Killerzellen stimuliert
(Duncan et al., 1988). Es gibt zahlreiche therapeutische Antikdrper, wie z.B. der anti-CD20

Antikorper Rituximab, fir den gezeigt werden konnte, dass vor allem die ADCC und CDC fur
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therapeutische Wirkung verantwortlich ist (Lim et al., 2010). Den bispezifischen trivalenten
Antikorper-Formaten dieser Arbeit fehlt die CH2-Doméane, weshalb héchstwahrscheinlich
weder CDC noch ADCC durch sie vermittelt werden kann. Fir den Einsatz dieser
bispezifischen Antikorper fiir die zielgerichtete Toxin-Applikation ist das allerdings nicht von
Bedeutung, da der Antikdrper-Toxin-Komplex nach Target-Bindung internalisiert wird und
somit ohnehin nicht mehr auf der Zelloberflache vorhanden und fir Immunzellen zuganglich
ist. Die entwickelten bispezifischen Antikorper sind somit sehr gut fur die zielgerichtete

Payload-Applikation geeignet.

4.2.1 Expression und Reinigung

In dieser Arbeit wurden die Hapten-trivalenten Konstrukte zuerst Uber eine Kappa-Select-
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Uber Kappa-Select-Affinitatschromatographie werden
weder Aggregate noch Fragmente, welche die Kappa-Doméne enthalten, entfernt, weshalb
fur die weitere Aufreinigung eine GroRenausschlusschromatographie gemacht wurde. Der
LeY-KIH-VD Antikdrper JAOO15 zeigt zwar einen etwa 20 % héheren Monomeranteil als der
LeY-Triple-Fab JAOO11, aber es ist trotzdem noch ein deutlicher HMW- und LMW-Anteil
vorhanden. Der hdhere Monomeranteil ist vermutlich dadurch zu erklaren, dass durch die
vielfach publizierte Knob-into-Hole mutierte CH3-Domane weniger Mispairing auftritt — denn
das zusatzliche Heterodimerisierungsmotiv der zentralen anti-DIG VH/VL ist bei beiden
Antikoérper-Formaten vorhanden. Die CD33-Antikorper weisen ein ahnliches Verhalten wie die
LeY-Antikodrper auf, allerdings zeigen diese jeweils einen deutlich niedrigeren Aggregat- und
Fragmentgehalt, was moglicherweise mit der Proteinsequenz der Antigenbindungsstelle und
deren Einfluss auf die Proteinstabilitéat zu tun hat. Es konnte in der Reinigung monoklonaler
Antikérper beobachtet werden, dass sich die praparative SEC aufgrund ihrer schlechten
Auflosung héaufig nicht fir die Abtrennung der genannten Spezies eignet (Wang et al., 2006).
Mdoglicherweise wére eine chromatographische Trennung tber lonentauschchromatographie
oder hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) eine effizientere Methode. Auch kénnte
die Bildung von Fragmenten und Aggregaten eventuell bereits wahrend der Reinigung
reduziert werden indem man die sauren Bedingungen bei der Kappa-Select-Elution etwa auf
pH 3.6 mildert, denn therapeutische Proteine kdnne durch niedrigen pH zu Fragmentierung
und Aggregation neigen (Vazquez-Rey & Lang, 2011).

Peak-Nr. | Fraktion | JA0O11 [area%] | JAOO15 [area%] | JA0024 [area%)] | JA0029 [area%)]
1 HMW 5,8 2,3 3,2 2,2
2 Monomer 60,3 77 81,2 97,8
3 LMW 33,9 20,7 15,6 —

Tabelle 4.2.1: Fraktionen der analytischen SEC der DIG-Triple-Fabs und DIG-KIH-VD Antikérper
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Zieht man allerdings in Betracht, dass industrielle Produktionsprozesse fir IgG Ausbeuten um
10 g/L in Séaugerzellen und fir scFvs Ausbeuten um 1 g/L in E.coli zeigen (Frenzel et al., 2013),
so sollten zu allererst die Ausbeuten optimiert werden, da die Herstellung dieser Formate sonst
nicht wirtschaftlich wére. In Schittelkolben kann man etwa von 10-fach geringeren Ausbeuten
ausgehen, d.h. Titer von etwa 1 g/L wéren flr die Expression der Formate dieser Doktorarbeit
anstrebenswert. Die Expression in HEK293-F Zellen sollte hinsichtlich physikalischen (z.B.
Temperatur), chemischen (z.B. pH) und biologischen (z.B. Zelldichte und -viabilitat)
Zellkulturbedingungen nochmals sorgféltig geprift und ggf. modifiziert werden. Aufl3erdem
sollte getestet werden, was eine Sequenzanderung am Ubergang der VH zur ,Knob*-mutierten
CH3-Domane bzw. der VL zur ,Hole*-mutierten CH3-Domane bewirkt. Man kdnnte die ersten
3-5 Aminosauren der Sequenz so anpassen, dass diese den natirlicherweise nachfolgenden
CH1- bzw. Cx-Domanen entspricht. Moglicherweise kdnnten die Expressionsraten dadurch

gesteigert werden.

4.2.2 Charakterisierung

Die Expression der Antikdrperderivate wurde tber einen Western-Blot nachgewiesen. Fur die
KIH-VD Antikorper ist sowohl bei dem LeY-DIG-bispezifischen Antikdrper JAOO15 als auch bei
dem CD33-DIG-bispezifischen Antikorper JA0O029 nur eine Bande in Hohe des theoretisch zu
erwartenden Molekulargewichts der leichten Kette erkennbar (Abb. 3.2-5). Da die
nachfolgende Analytik der gereinigten Antikorper die Integritdt derer bestétigte, ist
madglicherweise ein Detektionsproblem mit dem Sekundarantikorper dafiir verantwortlich, dass
die Bande in Hohe des HCs im Western-Blot nicht nachgewiesen werden konnten. Denn die
HC enthalt als konstante Region nur die CH3-Domaéne statt der sonst fur IgG ublichen CH2-
und CH3-Domane im Fc-Teil. Anstelle der CH2-Domane wurde eine variable Doméne gesetzt
und noch dazu wurde in der CH3-Domane eine KIH-Mutation vorgenommen. Méglicherweise
wurde dadurch das Epitop fir den Detektionsantikorper zu stark verandert, was in der Folge

ein Problem mit der Bindung des anti-human-Fc Antikorpers verursacht haben kann.

In der biochemischen Analytik lassen sich bei den unterschiedlichen Antikdrper-Formaten, je
nach Methode, unterschiedliche relative Anteile von Spezies, die groRer oder kleiner als das
entsprechende Antikérper-Monomer sind, beobachten. Eine Beurteilung der Ergebnisse muss
immer unter Beriicksichtigung der Messkonditionen durchgefiihrt werden. Die durchgefiihrte
SDS-PAGE ist eine Methode, welche durch die Probenvorbereitung mit Natriumdodecylsulfat
entfaltete und, nach Reduktion der Disulfidbriicken, nahezu vollstandig denaturierte Proben
misst. Die GroRe kann nur anhand des Vergleichs mit einem GrolRenstandard abgeschéatzt
werden, die Quantifizierung ist schwierig und nicht kovalent gebundene
Antikdrpernebenprodukte bzw. -aggregate konnen nicht detektiert werden. In der analytischen
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SEC kodnnen diese hingegen detektiert werden, da die Antikérper im nativen Zustand unter
nicht denaturierenden Bedingungen gemessen werden. Die Bestimmung des
Molekulargewichts ist allerdings auch hier nur anhand einer Kalibrationsgeraden maéglich. Die
Genauigkeit konnte durch einen Lichtstreudetektor verbessert werden, welcher aber auch
noch einen relativ hohen Fehler in der Molekulargewichtsbestimmung aufweist. Die
Massenspektrometrie ist die einzige Methode, die das genaue Molekulargewicht der Molekile
bestimmen kann. In dieser Arbeit konnte mittels SDS-PAGE, SEC und denaturierender MS
eine erste biochemische Beurteilung der Konstrukte vorgenommen werden. In den SEC-
Ergebnissen der Triple-Fabs und KIH-VD Antikdrper zeigt sich allerdings die Tendenz, dass
die LMW-Fraktion insbesondere bei der TSKgel G3000SWXL Saule schlecht abtrennbar ist,
was entweder an der Trennleistung der Saule oder der Heterogenitét der Probe liegen kann.
Um die Probe besser charakterisieren zu kdnnen, sollten neuere Methoden wie die SEC-MS
im nativen Zustand eingesetzt werden. Denn Haberger und Kollegen konnten zeigen, dass
nicht kovalent gebundene Aggregate und Antikorpernebenprodukte, die speziell bei
CrossMabs auftreten kénnen, nur mit nativer MS nachweisbar sind (Haberger et al., 2016).
Die Proteine kénnen in einem Ammoniumformiatpuffer, welcher fir die Massenspektrometrie
verwendbar ist, da es sich um flichtigen Salzpuffer handelt, direkt analysiert werden. Die in
dieser Arbeit verwendete Massenspektrometrie wurde, wie fir die Analytik monoklonaler
Antikérper Ublich, unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Nicht kovalent
gebundene Aggregate kénnen damit nicht analysiert werden. Es ist auBerdem mdglich, dass
Spezies ahnlicher Masse in der SEC koeluieren bzw. schlecht abtrennbar sind. Mit UV-
Detektion, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde, ist eine Detektion und Identifizierung der
koeluierenden Spezies nicht oder nur mit sehr hohem Material- und Zeitaufwand mdglich.
Antikdrper, denen z.B. eine leichte Kette fehlt, sind in der SDS-PAGE aufgrund der geringen
GrofRenaufldsung in dem Bereich zwischen 150 und 250 kDa nicht getrennt detektierbar. Liegt
ein solches Fragment dann noch als nicht kovalent gebundenes Aggregat mit z.B. einem LC-
Dimer vor, so kann es in seiner tatsachlichen GréRe in der SDS-Page mit NUPAGE® 4 - 12 %
Bis-Tris Gelen ohnehin nicht aufgetrennt und detektiert und in der SEC nicht vom Monomer
unterschieden werden. Wie Haberger und Kollegen zeigen konnten (Haberger et al., 2016),
ermdglichen die in den letzten Jahren auf dem Markt erschienenen UHPLC-SEC-Saulen, die
kaum ausbluten und eine bessere Auflosung als die verwendete Standard TSKgel
G3000SWXL Saule besitzen, die massenspektrometrische Detektion sogar gering
konzentrierter SEC-Fraktionen. Durch den ESI-Prozess induzierte nicht kovalent gebundene
Aggregate, wie sie in der denaturierenden MS entstehen kdnnen, treten in der nativen MS mit
SEC kaum auf, da die Antikorper hier stark verdiinnt gemessen werden. Damit ware die SEC-

MS eine nitzliche neue Technik, um weitere Schritte zur Optimierung des Molekils, wie
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Strategien zur Vermeidung oder Entfernung unerwiinschter Antikdrpernebenprodukte

entwickeln zu kénnen.

4.2.3 Funktionalitatsnachweis drei aktiver DIG-Bindestellen

Da sich die DIG-trivalenten Antikdrperkonstrukte, also der Triple-Fab JA0O011 und das KIH-VD
Konstrukt JAO015 in ihrer Konformation bezuglich der DIG-bindenden Doméanen rdumlich nicht

unterscheiden, wurde nur das Antikorperkonstrukt JAOO15 analysiert.

Fur JAOO15 konnte nachgewiesen werden, dass alle drei DIG-Bindestellen des DIG-trivalenten
Antikorpers intakt sind, indem der LeY-KIH-VD Antikorper mit der etwa 15 kDa grof3en
DIG-siRNA-Cy5 titriert und anschlielend Uber GrofRenausschlusschromatographie mit
Fluoreszenzdetektion analysiert wurde. Hier wurde nicht DIG-Cy5, sondern die etwa 15 kDa
groRe DIG-siRNA-Cy5 verwendet, da die Funktionalitdt der DIG-Bindungen fur gréfere
Payloads belegt werden sollte. Die in dieser Arbeit designten bispezifischen Antikorper
enthalten alle eine DVD. Da die LeY- bzw. CD33-Bindung Uber die aul3ere und die DIG-
Bindung uber die innere variable Doméne der DVD und die zentrale variable Domane des
KIH-VD Antikérpers vollzogen wird, sollten sterische Bindungprobleme mit einer zumindest
15 kDa grofRen DIG-Payload uberprift werden. Fir die auf3ere Bindung des Antigens ist ein
Unterschied zu der Antigenbindung eines ,normalen“ IgG eher unwahrscheinlich, wohingegen
die innere Antigen- bzw. Haptenbindung, hier also die DIG-Bindung, durch die Zugénglichkeit
des Antigens zur Antigenbindungsstelle beeintrachtigt werden kann (Jakob et al., 2013)(C. Wu
et al., 2007). Da in dieser Arbeit das Hapten DIG (ber einen Linker an ein grol3eres Toxin
gekoppelt wird, kann es dadurch zusatzlich zu sterischen Problemen kommen, die eine
erfolgreiche Bindung des Haptens bzw. der hapentylierten Payload verhindern. Ebenso kann
es an der zentrale VD zu Problemen in der Hapten-Payload-Bindung kommen, da aufgrund
der raumlichen Enge der Zugang zum Paratop evtl. erschwert ist. Mit der 15 kDa grof3en DIG-
siRNA-Cy5 konnte gezeigt werden, dass mit dem (G4S).-Linker sowohl in der DVD als auch in
der zentralen VD, eine erfolgreiche Bindung dieser Payload mdglich ist. Basierend auf den
Ergebnissen von Metz und Kollegen (Metz et al., 2012) wurde eine ausreichende
Zuganglichkeit und Flexibilitat fir diesen Linker in der DVD erwartet und konnte hiermit
bestétigt werden. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein Ersatz der Hinge-Region
gegen einen (G4S)2-Linker eine erfolgreiche Bindung einer DIG-Payload auch an der zentralen
VD ermdoglicht. Eine unspezifische Bindung von DIG-siRNA-Cy5, auf welche ein

Payload:Antikérper Beladungsverhdltnis > 3:1 hinweisen kdnnte, wurde nicht beobachtet.

Die Ergebnisse der analytischen SEC mit DIG-siRNA-Cy5 konnten durch SPR-Spektroskopie,

welche mit DIG-Doxorubicin als etwa 1 kDa groRe Payload durchgefuihrt wurde, bestatigt
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werden. Die SPR-Spektroskopie zeigte, dass rechnerisch 3.2 Payloads pro Antikdrper
gebunden werden. Fiur beide Methoden wurde der Antikdrper JAOO15 verwendet, welcher in
der analytischen SEC allerdings nur ein Monomeranteil von 77 % und einen Fragment Anteil
von Uber 20% zeigte. Diese Fragmente kdnnten die Ergebnisse verfalschen. Hier sei darauf
hingewiesen, dass die SDS-Page aber nahezu keine Fragmente und die MS mit <5 % nur
wenige Fragmente zeigte. Es kdnnte sich also bei den in der analytischen SEC detektierten
Fragmenten moglicherweise um Methoden induzierte Fragmente handeln. Fir die analytische
SEC mit DIG-siRNA-Cy5 wurde die Probe auf3erdem nochmals Uber eine SEC-Saule
aufgetrennt, was gewahrleistete, dass nur das Monomer fir die Kalkulationen verwendet
wurde. Fir die SPR-Spektroskopie wurde ein Fab Capture Kit verwendet. Damit wird nicht der
Antikérper JA0015 direkt auf die Chipoberflache gekoppelt, sondern ein monoklonaler
Antikorper, der spezifisch die Fab Region, genauer die Kappa LC, humaner Antikdrper fangt.
Fragmente wie 2xHC ohne LC werden somit nicht gefangen und kdnnen auch nicht das
Ergebnis verféalschen. Einzelne LCs kdnnten zwar gefangen werden, sind aufgrund der
analytischen SEC aber auszuschlieRen, da diese aufgrund der GréRRe Signale bei deutlich
spateren Retentionszeiten zeigen missten. Einzig ein kleiner Anteil Antikdrper, dem 1 oder 2

LC fehlen oder ¥ Antikdrper kénnten das Ergebnis verfalschen.

Die Funktionalitat der 3 DIG-Bindungen konnte durch zwei unabhdngige Methoden mit der
kleinen Payload DIG-Doxorubicin und der mittelgrol3en DIG-siRNA-Cy5 gezeigt werden. Um
das Design der Linker verbessern zu kénnen und sterische Probleme grof3erer Payloads zu
bestimmen, sollte die Funktionalitat der DIG-Bindung in Abhé&ngigkeit von der Grof3e der
Payload bestimmt werden, indem z.B. DIG-siRNA-Cy5 Molekiile unterschiedlichster Grol3e
und bispezifische Antikdrper mit unterschiedlichen Linker-Langen hergestellt und mit den
verwendeten Methoden analysiert werden.

4.2.4 Zytotoxizitat der Antikérper-Toxin-Komplexe in der Zellkultur

Sowohl der DIG-trivalente Triple-Fab JAOO11 als auch der DIG-trivalente KIH-VD Antikorper
JA0015 zeigte bei DIG-Saporin keine gesteigerte Toxizitat im Vergleich zu dem DIG-bivalenten
LeY-bindenden Antikérper, obwohl gezeigt werden konnte, dass mit diesem
Zellviabilitatsassay bei DIG-Saporin aufgeldst werden kann, wenn ein DIG-Toxin mehr pro
Antikorper internalisiert und so die IC50 erniedrigt wird. Der Grund dafir ist
héchstwahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass JA0011 und JA0O015 mit ~40 % bzw.
~20 %, wie unter 3.2.4.1 beschrieben, einen relativ hohen Anteil an unerwiinschten Antikdrper-
Nebenprodukten enthalt. Die Expression und Reinigung sollte, wie weiter oben unter 4.2.1
diskutiert, optimtiert werden, da nur intakte Antikbrper-Monomere der DIG-trivalenten

bispezifischen Antikorper ohne Nebenprodukte einen Vergleich mit dem DIG-bivalenten
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bispezifischen Antikorper zulassen, der einen Monomergehalt tGber 99 % aufweist. Die
zelltypunspezifische Toxizitat auf einer LeY-negativen Zelllinie konnte aus Grinden der
Materiallimitation im Rahmen der Arbeit nicht durchgefihrt werden. Die Messpunkte der
Zellviabilitatsassays wurden dreifach bestimmt, aber innerhalb eines Versuchs. Deshalb
sollten fir eine verbesserte statistische Auswertung die Versuche in voneinander

unabhangigen Experimenten wiederholt werden.

4.3 Bispezifische Theophyllin bindende Antikérperderivate

Das modulare Konzept der bispezifischen DIG-bindenden Antikdrper fir die zielgerichtete
Applikation von Toxinen sollte um ein weiteres Hapten erweitert werden. Der Grund hierftr
liegt zum einen darin, dass Digoxigenin ein Aglykon des herzaktiven Glykosids Digoxin ist,
welches zu therapeutischen Zwecken in Konzentrationen von etwa 1 nM/L eingesetzt wird
(Terra et al., 1999) und zum anderen darin, dass Patienten v.a. mit soliden Tumoren bei der
Behandlung mit Immuntoxinen bereits nach ein bis zwei Behandlungszyklen Hapten
assoziierte anti-Immuntoxin Antikorper (Raffit Hassan et al., 2013) ausbilden kdnnen. Mit dem
Purinalkaloid Theophyllin, welches bei Bronchialerkrankungen eingesetzt wird, dessen
therapeutische Dosis aber 10000 Mal héher als die von Digoxin ist (Markham & Faulds, 1998),
konnte ein geeignetes Hapten identifiziert werden. Nach erfolgreicher Isolation und
anschlielBender Humanisierung der VH- und VL-kodierenden Sequenzen der anti-Hapten
Antikorper, konnte das Format des DIG-Triple-Fab auf Theophyllin Gbertragen werden. Vorher
musste allerdings noch getestet werden, ob die Affinitat der Theo-Bindung mit der Affinitat der
DIG-Bindung vergleichbar ist, denn eine geringere Affinitdt konnte dazu fihren, dass
Antikérper und Theo-Payload nicht stabil genug gebunden sind und eine zielgerichtete
Applikation der Antikdrper-Payload-Komplexe an die Tumorzelle dann nicht in dem Mal3e
maglich ist, wie sie es fir das Hapten DIG gezeigt werden konnte.

Der SPR Versuch zeigt in der Assoziationsphase einen schlechten Fit, was vermutlich an der
schlechten Zuganglichkeit des Theophyllin im Theo-BSA fir den Antikérper liegt. Um die
sterische Hinderung bzw. Abschirmung des Theophllin durch zu viel BSA zu minimieren,
wurden die Beladungsdichte der Chipoberflache mit Theo-BSA und die Oberflache des Chips
in einigen Versuchen optimiert. Es wurde ein C1 Chip statt eines CM5 Chips verwendet, bei
dem das Fangreagenz direkt auf der carboxymethylierten Oberflache gekoppelt wurde,
wodurch die Bindekapazitdt geringer ist als bei dem CM5 Chip mit verzweigter
Dextranoberflache. Dies sollte zu besserer Zuganglichkeit des Theophyllin fihren, eine
Verbesserung des Signals konnte allerdings nicht erreicht werden. Bei einer vergleichsweise
niedrigen Beladung der Chipoberflache mit Theo-BSA sind zwar weniger BSA-Molekile
vorhanden, allerdings tragen die vorhandenen BSA-Molekiile wahrscheinlich immer noch zur
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sterischen Hinderung bei, da sie durch die Immobilisierung ein recht starres Proteingertst
ergibt. Das mit 66000 Da im Vergleich zu Theophyllin mit 180 Da sehr grof3e Protein kann also
immer noch das Theophyllin teilweise abschirmen und so zu einem schlechten Zugang fur den
Antikorper fihren, was sich dann in dem schlechteren Fit in der Assoziationsphase zeigt. Da
die Dissoziationsphase aber einen sehr guten Fit mit einer sehr langsamen Dissoziation zeigte,
konnte die KD zuverlassig bestimmt werden. Die KD von Theophyllin lag mit etwa 1 nM
allerdings sogar etwas unterhalb der KD von DIG, welche etwa 16 nM betréagt (Metz et al.,
2011).

Aufgrund der Tatsache, dass die Bindungsaffinitat von Theophyllin sogar etwas starker ist und
sich beide Haptene hinsichtlich Gréze und chemischer Konjugierbarkeit sehr &hnlich sind,
wurde das Triple-Fab Format auf Theophyllin Gbertragen. Mit dem DIG-trivalenten LeY mAb
JA0015, welcher einen ahnlichen Antikérperaufbau und eine vergleichbare Lage der zwei
Antigen- und drei Haptenbindungsstellen hat, konnte zwar bereits die Funktionalitat der drei
Haptenbindungsstellen belegt werden. Allerdings bindet der Theo-trivalente LeY Triple-Fab
JA0022 ein anderes Hapten und besitzt auRerdem am zentralen anti-Theo-Fab keine
VH44-VL100 Disulfidbriicke zur Stabilisierung, weshalb die Funktionalitait der 3
Theo-Bindestellen mit einer geeigneten monohaptenylierten Payload noch eindeutig

nachgewiesen werden sollte.

Fur potentielle therapeutische Anwendungen sei auRerdem mithilfe von z.B. ELISA in jedem
Fall noch zu klaren, ob eine Kreuzreaktivitdt zu chemisch sehr ahnlichen Strukturen, wie z.B.
Koffein, stattfindet (Franco et al., 2010). Denn Koffein kénnte im Korper eine kompetitive
Wirkung zu einem Theo-Toxin haben, wodurch die Wirksamkeit des Therapeutikums verringert

und die Nebenwirkung dessen erhdht werden kbnnte.

Vorversuche zeigten (Daten nicht dargestellt), dass auf die stabilisierende VH44-VL100
Disulfidbriicke am zentralen anti-Theo-Fab verzichtet werden muss. Denn es zeigte sich, dass
diese in Kombination mit einer N-terminalen Verknipfung an der variablen Doméne zu einer
fehlerhaften bzw. nicht erfolgreichen Expression fuhrt. Auffallig ist auBerdem die extrem
schlechte Ausbeute von 0.5 mg/L fir den Theo-LeY Triple-Fab JA0022 nach Kappa-Select-
Affinitatschromatographie. Diese liegt etwa 85 % unter der des DIG-LeY Triple-Fab JA0O11
nach Kappa-Select-Affinitatschromatographie. Die Ausbeute des Theo-CD33 Triple-Fab
JA0025 liegt etwa 60 % unter der des DIG-CD33 Triple-Fab JA0024. Der einzige Unterschied
zwischen beiden Konstrukten ist das Paratop, welches Theophyllin statt Digoxigenin bindet,
und die fehlende Disulfidbriicke am zentralen anti-Theo-Fab. Zusammen mit dem Ergebnis
des Western-Blot ist die schlechte Ausbeute wahrscheinlich auf eine schlechtere

Exprimierbarkeit des Theo-LeY Triple-Fab zurlckzufihren. Mdoglicherweise kdnnte durch
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veranderte Humanisierung mittels CDR-Grafting und einer damit einhergehenden Anderung

des Frameworks eine bessere Exprimierbarkeit erreicht werden.

In der SDS-Page und der Massenspektrometrie zeigten sich ahnliche Anteile an nicht richtig
verbricktem Material und halbem Antikérper wie bei den DIG-trivalenten Triple-Fabs JA0011
und JA0024, was vermuten lasst, dass die VH44-VL100 Disulfidbricke am zentralen
anti-DIG-Fab nicht unbedingt fur eine stabilere Bindung der beiden schweren Ketten benotigt
wird, sondern die eine Disulfidbriicke in der konstanten Region des zentralen Fab ausreichend
ist. Man sollte den Antikorper allerdings nochmal bei steigender Temperatur mittels z.B.
dynamischer Lichtstreuung oder dynamischer Differenzkalorimetrie analysieren (Lowe et al.,
2011), um genauere Aussagen uUber die Stabilitat der AntikGrper bzw. den Beitrag der
zentralen VH44-VL100 Disulfidbriicke zur Stabilitat der Antikorper treffen zu kénnen.

Worin die Ursache fiir den hoheren Monomergehalt in der analytischen SEC liegt, misste in
weiteren Versuchen geklart werden. Hier konnte wie unter 4.2.2 beschrieben, SEC-MS sehr
hilfreich sein. Denn es kann sein, dass sowohl Antikérper Homodimere, also mit zwei gleichen
schweren Ketten, oder Antikérper Heterodimere, also mit zwei unterschiedlichen schweren
Ketten, denen jeweils evtl. zusétzlich eine LC fehlt, in der Monomer Fraktion enthalten sind
und nicht aufgetrennt werden kénnen. Um zu testen, ob die fehlende Disulfidbriicke urséchlich
flr den erhéhten Monomergehalt ist, kénnte man aus dem Konstrukt JA0O011 die VH44-VL100
Disulfidbriicke am zentralen Fab entfernen und mittels SEC und SDS-PAGE untersuchen, ob
der Anteil an HMWs und LMWs geringer wird. Um herauszufinden, ob es an den Sequenzen
der VH bzw. VL liegt, kdnnte man aufRerdem ein Antikdrperkonstrukt des JA0022 herstellen,
welches exakt die gleichen Framework-Regionen wie das Konstrukt JAOO11l hat, um
auszuschlieRen, dass Unterschiede in den Framework-Regionen ursachlich flr das Auftreten
eines erhohten HMW- bzw. LMW-Anteils sind.

Da trotz des hoheren Monomeranteils in der analytischen SEC der Theo-LeY Triple-Fab
JA0022 das gleiche Problem mit der HC-Homodimerisierung wie der DIG-LeY Triple-Fab
JA0011 aufweisen kann, sollte in jedem Fall ein Theo-bindender KIH-VD Antikorper wie
JA0015/ JA0029 generiert und mittels nativer SEC-MS getestet werden.

4.4 Trispezifische Digoxigenin und Theophyllin bindende

Antikorperderivate

In dieser Arbeit konnte erstmals ein trispezifischer Antikdrper fir die zielgerichtete Payload-
Applikation erfolgreich hergestellt werden, der neben dem Zielantigen sowohl eine
DIG-Payload als auch eine Theo-Payload binden kann. Ein solches Format kénnte v.a. fur die

Testung additiver oder synergistischer Effekt zweier toxischer Payloads von Nutzen sein
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(Miskimins et al., 2014). Definierte zielgerichtete Immunkonjugate, die zwei zytotoxische
Substanzen spezifisch in die gebundene Tumorzelle einbringen, kdnnten in vivo deutliche
Vorteile gegentiber der systemischen Kombinationstherapie mit zwei Zytostatika aufweisen
(Firestone et al., 1996). Ein und dieselbe Tumorzelle kdénnte gezielt mit zwei Wirkstoffen
behandelt werden, da mit Internalisierung des Antikorpers zwei Wirkstoffe gleichzeitig
aufgenommen werden wirden. Moglicherweise konnte dadurch z.B. die bendétigte

Konzentration des zweiten supportiven Wirkstoffs wesentlich verringert werden.

Die mit Massenspektrometrie bestimmten Molekulargewichte der beiden einzelnen schweren
Ketten des LeY-bindenden DIG-Theo-trivalenten Antikbrpers JA0O020 sind um etwa 5 Da, im
Vergleich zum theoretischen Molekulargewicht, zu hoch. Die Gesamtmasse des Antikorpers
ist etwa 30 Da zu hoch. Durch einen Kalibrationsfehler ware allerdings fiir die Gesamtmasse
von etwa 200 kDa nur eine Messungenauigkeit von + 10 Da zu erwarten. Der Grund fir die
Abweichung muss also wahrscheinlich am Antikdrper selbst liegen. Es kénnte z.B. an einer
fehlerhaften DNA Sequenz, welche fir die Klonierung verwendet wurde, liegen oder an einer
posttranslationalen Modifikation. Denkbar wére eine Oxidation, wobei beispielsweise eine
Methioninoxidation einen Unterschied von 16 Da erwarten lassen wirde und eine
Tryptophanoxidation mit einem Unterschied von 4 Da zwar bekannt ist, aber eher selten
vorkommt. Haufiger kommt es zu Deamidierungen, wobei fur eine Abweichung von 5 Da etwa
4 — 6 Deamidierungen aufgetreten sein missten, was wiederum eher unwahrscheinlich ist. Zur
Kontrolle sollte die DNA Sequenz der schweren Antikdrperketten nochmal sequenziert und der
Antikorper nochmal rekloniert werden. Um den Fehler in der Proteinsequenz identifizieren zu
kénnen, misste ein tryptischer Verdau des Proteins mit anschlieender LC-MS Analytik
gemacht werden. Aul3erdem ist nicht klar, warum der Fehler der Gesamtmasse mit 30 Da
hoher als 2 x 5 Da ist. Moglicherweise liegt das daran, dass die Deglykosylierung der
reduzierten und nicht reduzierten Probenansatze Unterschiede aufwiesen. In der
Durchflusszytometrie mit MCF-7 Zellen zeigte sich, dass der LeY-bindende mAb JA0020 nicht
mehr an sein Target bindet, was darauf schlieRen lasst, dass der Massenunterschied in der
ESI-MS durch eine Modifikation in der CDR des dsscFv verursacht wurde und deshalb keine
Target-Bindung mehr moglich ist. Dies konnte, wie bereits erwahnt, mittels

Sequenzvariantenanalyse in der Massenspektrometrie geklart werden.

Im Zellviabilitatsassay mit MOLM-13 Zellen wurde getestet, ob die Zytotoxizitdt von
DIG-Saporin und Theo-Saporin ahnlich stark ist. Dadurch sollte belegt werden, dass die
zielgerichtete Payload-Applikation sowohl eines DIG-Toxins wie auch eines Theo-Toxins
durch den trispezifischen CD33-bindenden mAb JA0028 erreicht werden kann. Die simultane
Bindung von DIG, Theo und dem Oberflachenantigen CD33 konnte mittels
Durchflusszytometrie gezeigt werden. Zur Austestung additiver bzw. synergistischer Effekte

waren DIG-PE38 und Theo-Saporin keine geeigneten Payloads, da beide Toxine in die
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Proteinbiosynthese eingreifen und somit einen &hliches Wirkmechanismus besitzen. In
weiteren Versuchen sollte deshalb die Kombination von zwei Toxinen mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen getestet werden. Beispielsweise kdnnte ein Zytostatikum wie Daunorubicin
oder Doxorubicin in Kombination mit Theo-Saporin getestet werden. So kdnnte die Zellteilung
und gleichzeitig auch die Proteinbiosynthese gehemmt werden. Die unter 3.1.1 getesteten
DIG-Doxo-NPs konnten hierfir eine Option sein, wenn sie hinsichtlich der Anzahl der
gebundenen Doxorubicin-Molekile, wie unter 4.1.1 beschrieben, optimiert werden.
Vielversprechender wére aber, weil etwa 1000fach toxischer als Doxorubicin, das bereits
erwadhnte (1.2.1.4) Calicheamycin mit z.B. Theo-Saporin zu kombinieren. Calicheamycin ist
ein Bakterientoxin, welches eine Endiin-Einheit enthalt, die dafir verantwortlich ist, dass das
Toxin zu DNA-Doppelstrangbrichen fuhrt (Sissi et al., 1999). Ob und bei welchen
Kombinationen ein synergistischer Effekt erzielt werden kann, musste in vitro mit weiteren

Zellviabilitatsassays und ggf. in vivo in Mausmodellen untersucht werden.

Neben der Applikation von Hapten-Toxinen ware auferdem die Applikation anderer
haptenylierter Biomolekile und deren Kombination miteinander denkbar. Solche Biomolekiile
waren beispielsweise haptenylierte RNAs oder LNAs (locked nucleic acids) fiir antisene- oder
siRNA-Anwendungen, welche entweder das gezielte Ausschalten mutierter Gene, die fir das
unregulierte Wachstum von Tumorzellen oder auch die Resistenz gegen Chemotherapeutika
verantwortlich sind, ermdéglichen oder haptenylierte Peptide, die in Zellzyklusprozesse
eingreifen oder wie das Bim Peptid beispielsweise die Uberexpression antiapoptotischer
Proteine in Tumorzellen hemmen (Xu & Wang, 2015)(Delgado-Soler et al., 2012). Die
Zielstrukturen dieser therapeutischen Nukleinsduren und Peptide befinden sich meist im
Zytosol, was eines der grofdten Probleme in der Anwendung darstellt, da es sich um relativ
gro3e, geladene Molekile handelt und diese physikochemischen Eigenschaften fir die
Uberwindung von Zellmembranen ungeeignet sind. Die trispezifischen Hapten-bindenden
Antikorper dieser Doktorarbeit kdnnten beispielsweise mit einer DIG-siRNA und einem Theo-
Peptid angewendet werden, was den Vorteil hatte, dass beide Payloads, die ungebunden die
Zellmembran kaum Uberwinden koénnen, durch den Antikorper internalisiert werden. Ein
zweites Problem, welches sich bei therapeutischen Nukleinsauren und Peptiden ergeben
kann, ist nach Einschleusen in die Zelle, der Austritt dieser Molekile aus den Vesikeln bzw.
Endosomen in das Zytosol. Ein Losungsansatz fur dieses Problem sind zellpenetrierende
Peptide (cell penetrating peptides, CPPs). In frGheren Arbeiten von A. Haas und Kollegen
wurden einzelne CPPs identifiziert, die sich fur das ,Ausschleusen” der Payloads aus den
Vesikeln in Anwendung mit bispezifischen Hapten-bindenden Antikoérpern eignen (Haas et al.,
2012). Eine Verknupfung der Peptidsequenzen des therapeutischen Peptids und des CPPs in
der Synthese und anschlielRende Theophyllin-Kopplung, kdnnte in Kombination mit einer DIG-

SiRNA zu neuen innovativen Therapieansatzen fuhren.
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5 Ausblick

Das Ziel die Anzahl der Haptenbindungstellen pro Antikérpermolekil zu erhéhen, konnte in
dieser Arbeit erreicht werden. Dabei ist allerdings nicht zu vergessen, dass eine Maximierung
des Verhaltnisses von Toxin zu Antikérper (DAR) in vivo nicht zwingend eine erhdhte
Wirksamkeit zeigen muss, weil der erhtéhte Anteil der toxischen Payload auch die
Pharmakokinetik, die Biodistribution, die Antigenbindung, das Aggregationsverhalten des
ADCs und die maximal tolerierte Dosis beeinflussen kann. In der Entwicklung herkbmmlicher
ADCs konnte man beobachten, dass es keinen Nutzen bringt die Anzahl gebundener
Toxinmolekile beliebig zu erhéhen, da im Vergleich zu dem korrespondierenden
unkonjugierten Antikérper, ADCs mit beispielsweise 8 Toxinmolekulen pro Antikérpermolekdl,
wahrscheinlich aufgrund der erhéhten Hydrophobizitat, eine deutlich héhere Clearance-Rate
aufwiesen. ADCs mit 2 bis 4 Toxinmolekilen pro Antikdérpermolekil zeigten eine dem
unkonjugierten Antikdrper vergleichbare Clearance-Rate (Hamblett et al., 2004)(King et al.,
1999) mit besserer Wirksamkeit, die vermutlich dadurch erzielt wird, dass durch die langere
Zirkulation im Blut, die Bioverfiigbarkeit pro Antikdrpermolekil besser ist. Bei den in dieser
Arbeit entwickelten Antikdrperkonstrukten mit maximal 3 Valenzen fir eine haptenylierte
toxische Payload, sollten demnach im Vergleich zu den korrespondierenden Antikérpern ohne
bzw. mit 1 oder 2 gebundenen Payloads keine schlechteren pharmakokinetischen
Eigenschaften zu erwarten sein. Dies und ob das Tumorwachstum bei dem bispezifischen
DIG-trivalenten Antikdrper mit DIG-Toxin starker gehemmt wird als bei dem bispezifischen
DIG-bivalenten Antikorper in gleicher Dosis und somit einen therapeutischen Vorteil bringt,
musste allerdings noch in weiteren Versuchsreihen in vivo geklart werden. In Vorversuchen
konnte bereits die maximal tolerierte einmalige intravendse Dosis fir DIG-PE38 und DIG-
Saporin im Komplex mit bispezifischen DIG-bivalenten Antikbrpern ermittelt werden (Daten
nicht gezeigt). Auf Basis dieser Daten musste ein Tierversuch aufgesetzt werden, der die
Wirksamkeit und die Pharmakokinetik der DIG-bivalenten und DIG-trivalenten LeY-bindenden
Antikorper mit DIG-Toxin in einem MCF-7 Xenograft Mausmodell untersucht. Die maximal
injizierte Dosis sollte, laut Vorversuch, fiir DIG-PE38 (komplexiert mit dem DIG-bispezifischen
Antikorper) 10 pg pro 25 g Maus und fir DIG-Saporin (komplexiert mit dem DIG-bispezifischen
Antikorper) 50 pg pro 25 g Maus nicht Ubersteigen. Auch eine Pretargeting Anwendung, bei
dem erst der bi- oder trispezifische Antikorper und zeitversetzt die haptenylierte Payload

appliziert wird, misste in vivo getestet werden.

Um eine breite Entwicklungsplattform zu generieren, ist es unerlasslich neben weiteren und

optimierten Hapten-Toxinen v.a. auch weitere Tumorantigene als Targets zu testen.
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6 Abstract

Cancer has become a worldwide widespread disease these days. A common drug therapy
with therapeutic antibodies or chemotherapeutics or both in combination comprises many
systemic side effects. A more advanced approach are immunotoxins and antibody drug
conjugates which are antibody toxin bifunctional molecules that should reduce such side
effects and improve efficacy. But many criteria like, for example, target selection, toxin
properties and conjugation must be taken into account for the development of each new

molecule which makes it time-, cost- and resource-consuming.

Within this thesis bispecific hapten binding antibodies are used as antibody toxin bifunctional
molecules. They are non-covalent coupling modules for haptenylated toxins which should
convey targeted payload delivery to tumor cells. Different haptens hooked up to various toxins
and human derived cancer specific antibody derivatives in multiple formats create a modular
building block system. This should offer a more efficient way of developing antibody toxin

bifunctional molecules with a defined antibody:toxin stoichiometry.

First toxins known from literature was screened for the suitability to use them as
digoxygenylated payloads. Second bispecific antibodies against the tumor antigens LeY and
CD33 and the alternative hapten Theophylline were produced. To increase the toxin load a
trivalent bispecific antibody format was created which should bind not only two but three
haptenylated toxins per antibody molecule. Finally trispecific antibodies against the tumor
antigens LeY and CD33 and the two different haptens Digoxigenin and Theophylline were

produced.

The doxorubicin containing DIG-nanopatrticles showed a stable complex formation and target
specific binding if applied with bispecific DIG-binding antibodies but most likely due to the
nanoparticles’ properties only a slight targeting effect in vitro. Saporin and pseudomonas
exotoxin could be digoxygenylated successfully but did reveal only a slight enhanced or no
enhanced cytotoxicity when they were coupled to the trivalent bispecific DIG-binding
antibodies which may be caused by the relatively high proportion of antibody side products
after purification and heterogeneous drug-antibody-ratios due to multiple haptenlylated toxins.
The generation of monoclonal anti-Theo antibodies enabled, for the first time, the targeted

payload delivery of Theo-toxins.

The simultaneous attachment of two different haptenylated toxins to the developed trispecific
antibody proved to work. This could provide the opportunity to investigate two different
haptenylated toxins coupled to the same antibody molecule. So these trispecific antibodies
could be a useful tool for the testing of additive or synergistic effects of two different toxins.
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7 Abkirzungsverzeichnis

SI-Einheiten und der Einbuchstabencode fir Nukleotide und Aminosduren werden hier nicht

explizit aufgefhrt.

A Absorption

Ax Absorption bei x nm

ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity
ADC Antibody drug conjugate

ADP Adenosindiphosphat

ALCL Anaplastic large cell lymphoma

AML Akute myeloische Leukamie

AP Alkalische Phophatase

ARC Antibody radionuclide conjugate

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CDC Complement dependent cytotoxicity
CDCC Complement dependent cellular cytotoxicity
CDR Complementarity determining regions
CH Konstante Domane der schweren Kette
CL Konstante Domane der leichten Kette
CPP Cell penetrating peptide

CRR Complete response rate

Cy5 Carboxymethylindocyanin 5

Da Dalton

DAR Drug antibody ratio

DIG Digoxigenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DM1 N(2')-deacetyl-N(2’)-(3-mercapto-1-oxopropyl)-maytansin
cDNA Complementary desoxyribonucleic acid
DNA Desoxyribonukleinsdure

ds Disulfide stabilized

dsDNA Doppelstrangige DNA

dsFv Disulfide stabilized fragment variable
dsscFv Disulfide stabilized single chain fragment variable
DT Diphterie Toxin

DVD Dual variable domain
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EF-2 Elongationsfaktor 2

EPR Erhéhte Permeabilitat und Retention
ER Endoplasmatisches Retikulum

ESI Elektrospray lonisation

Fab Fragment antigen binding

FACS Fluorescence activated cell sorting
FBS Fetal bovine serum

Fc Fragment crystallizable

FcRn Neonatal Fc receptor

FDA Food and Drug Administration

Fv Fragment variable

HAMA Human anti-mouse antibody
HATA Human anti-toxin antibody

HBS Hepes buffered saline

HC Heavy chain

HMW High molecular weight

HPLC High performance liquid chromatoprahy
IC50 Median inhibitory concentration

Ig Immunglobulin

LB Lysogeny broth

LC Light chain

LC-MS Liquid chromatography — mass spectrometry
LeY Lewis Y

LMW Low molecular weight

LNA Locked nucleic acid

KD Dissoziationskonstante

kDa Kilodalton

KIH Knob-into-Hole

mADb Monoclonal antibody

MAC Membrane attacking complexes
MBC Metastatic breast cancer

MDR Multi drug resistance

MMAE Monomethylauristatin E

MS Massenspektrometrie

MW Molecular weight

NHL Non-Hodgkin’s Lymphom

NHS N-Hydroxysuccinimid
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NP Nanopartikel

OSu O-Succinimid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PE Pseudomonas Exotoxin

PS Polysorbat

qTOF Quadrupol-Time-of-Flight

RACE Rapid amplification of c-DNA ends
RIP Ribosomen inaktivierendes Protein
RKI Robert Koch Institut

rRNA Ribosomale Ribonukleinsaure

RNA Ribonukleinséure

rpm Rounds per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institut

RT Raumtemperatur

sc Single chain

scFv Single chain fragment variable

SDS Sodium dodecyl sulfate

SEC Size exclusion chromatography
SiRNA Small interfering ribonucleic acid
SPR Surface plasmon resonance

TBS Tris buffered saline

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin Hydrochlorid
Theo Theophyllin

VD Variale Doméne

VH Variable Doméne der schweren Kette
VL Variable Doméne der leichten Kette
VLS Vascular leak syndrom

WHO World Health Organisation
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Anhang

9 Anhang

Proteinsequenz LEY-DIG HC

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRYV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASG
FTFSDYAMSWIRQAPGKCLEWVSSINIGATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQ
SPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGCGTKVEIK

Proteinsequenz LEY-DIG LC

DVLMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JAOO11_CH_CH1

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWYVSS
INIGATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSM
AYWGQGTTVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECG
GGGSGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKCLEWVSS
INIGATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSM
AYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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Anhang

Proteinsequenz JA0O011 _CH_Ck

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSS
INIGATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSM
AYWGQGTTVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECG
GGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSS
TLLSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGCGTKVEIKRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JA0011_LC

DVLMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGS
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGGGTKVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Proteinsequenz JA0024 HC_ CH1

EVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYN
QKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSSINIG
ATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYW
GQGTTVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGG
SGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKCLEWVSSINIG
ATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVYDKKVEPKSC
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Anhang

Proteinsequenz JA0024 HC_Ck

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYN
QKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSSINIG
ATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYW
GQGTTVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGG
SGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGCGTKVEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JA0024 LC

DIQLTQSPSTLSASVGDRVTITCRASESLDNYGIRFLTWFQQKPGKAPKLLMYAASNQGSGV
PSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQTKEVPWSFGCGTKVEVKGGGGSGGGGS
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGGGTKVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Proteinsequenz JA0O015 HC HOLE

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSS
INIGATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSM
AYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCGGGGS
GGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSG
VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGCGTKVEIKGQPREPQVCTLP
PSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Anhang

Proteinsequenz JA0O0O15 HC_KNOB

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSS
INIGATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSM
AYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCGGGGS
GGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKCLEWVSSINIGA
TYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYWG
QGTTVTVSSGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Proteinsequenz JAOO15_LC

DVLMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGCGTKLEIKRGGGGSGGGG
SDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JA0029 HC HOLE

EVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYN
QKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSSINIG
ATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCGGGGSGGG
GSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGCGTKVEIKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Anhang

Proteinsequenz JA0029 _HC_KNOB

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYN
QKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSSINIG
ATYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCGGGGSGGG
GSQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKCLEWVSSINIGATYIY
YADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYWGQGT
TVTVSSGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Proteinsequenz JAO029 LC

DIQLTQSPSTLSASVGDRVTITCRASESLDNYGIRFLTWFQQKPGKAPKLLMYAASNQGSGV
PSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQTKEVPCSFGQGTKVEVKGGGGSGGGGSD
IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JA0022 HC_ CH1

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGY
IRYSGHTGYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLV
TVSSVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSQV
QLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGYIRYSGHTGYNPS
LKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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Anhang

Proteinsequenz JA0022_HC_Ck

DVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAY
SDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGY
IRYSGHTGYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLV
TVSSVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSDV
VMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVYNNRYTYLEWFQQRPGQSPRLLIYGVSNRFSGV
PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCYQGTHAPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JA0022_LC

DVLMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGS
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVYNNRYTYLEWFQQRPGQSPRLLIYGVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCYQGTHAPYTFGQGTKLEIKSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Proteinsequenz JA0025 HC CH1

EVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYN
QKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGYIRYS
GHTGYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLVTVSS
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSQVQLQE
SGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGYIRYSGHTGYNPSLKSR
VTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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Anhang

Proteinsequenz JA0O025 HC_CK

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYN
QKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGYIRYS
GHTGYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLVTVSS
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSDVVMTQ
SPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVYNNRYTYLEWFQQRPGQSPRLLIYGVSNRFSGVPDRFS
GSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCYQGTHAPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JAO025_LC

DIQLTQSPSTLSASVGDRVTITCRASESLDNYGIRFLTWFQQKPGKAPKLLMYAASNQGSGV
PSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQTKEVPWSFGCGTKVEVKGGGGSGGGGS
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVYNNRYTYLEWFQQRPGQSPRLLIYGVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCYQGTHAPYTFGQGTKLEIKSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Proteinsequenz JA0020 HC HOLE

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSSINIGATYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYWGQGTTV
TVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPP
SRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSDVKLVESGGGLVQPG
GSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAYSDTVKGRFTISRDNAR
NTLYLOMSRLKSEDTAIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSDVLMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGCGTKLEIK
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Proteinsequenz JA0020_HC_KNOB

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGYIRYSGHTGYN
PSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSDVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFS
DYYMYWVRQTPEKCLEWVAYISNDDSSAAYSDTVKGRFTISRDNARNTLYLQMSRLKSEDT
AIYYCARGLAWGAWFAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDVLMTQSPL
SLPVSLGDQASISCRSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSG
SGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGCGTKLEIK

Proteinsequenz JA0O020_LC1

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSRF

SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGGGTKVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Proteinsequenz JA0020 LC2

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVYNNRYTYLEWFQQRPGQSPRLLIYGVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCYQGTHAPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Proteinsequenz JA0O028_HC_HOLE

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYAMSWIRQAPGKGLEWVSSINIGATYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPGSPYEYDKAYYSMAYWGQGTTV
TVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPP
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SRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSEVQLVQSGAEVKKPG
SSVKVSCKASGYTITDSNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYNQKFKNRATLTVDNPT
NTAYMELSSLRSEDTAFYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSDIQLTQSPSTLSASVGDRVTITCRASESLDNYGIRFLTWFQQKPGKAPKLLMYAASNQGS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQTKEVPWSFGCGTKVEVK

Proteinsequenz JA0028 HC_KNOB

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGKGLEWIGYIRYSGHTGYN
PSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARWVDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSEVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTITD
SNIHWVRQAPGQCLEWIGYIYPYNGGTDYNQKFKNRATLTVDNPTNTAYMELSSLRSEDTA
FYYCVNGNPWLAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSTLSAS
VGDRVTITCRASESLDNYGIRFLTWFQQKPGKAPKLLMYAASNQGSGVPSRFSGSGSGTEF
TLTISSLQPDDFATYYCQQTKEVPWSFGCGTKVEVK

Proteinsequenz JA0028 LC1

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIKNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYSSTLLSGVPSRF

SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSITLPPTFGGGTKVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Proteinsequenz JA0028 LC2

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVYNNRYTYLEWFQQRPGQSPRLLIYGVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCYQGTHAPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Sensorgram zum trispeszifischen DIG-Theo-bindenden Antikbrper JAO0O20
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Ligand [RU]
JA0020 198 792 DIG-Doxorubicin 1,09 900 1,00 4,8 0,9
198 792 Theo-Saporin ~ 30 900 1,00 77,4 1,5
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