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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die Behandlung lymphoider Neoplasien konnte in den letzten Jahren insbesondere

durch Antik�orper-basierte Therapeutika deutlich verbessert werden. Dennoch stel-

len Rezidive weiterhin ein schwerwiegendes Problem dar, weshalb ein gro�er Bedarf

an innovativen Therapieoptionen besteht.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit bestand daher in der Entwicklung und funktionel-

len Charakterisierung neuer Antik�orper-basierter Immuntherapeutika. Dabei wur-

den folgende Molek�ule untersucht, welche auf unterschiedliche Weise wirken, die

aber alle gegen das CD20-Antigen auf Lymphomzellen gerichtet sind:

� Monospezi�sche �CD20-Antik�orper mit optimiertem Fc-Teil

Wie die Erfolgsgeschichte des chim�aren monoklonalen �CD20-Antik�orper Ri-

tuximab zeigt, stellen derartige Antik�orper einen e�zienten Ansatz bei der

Therapie von B-Zell-Lymphomen dar. Dabei spielt die Antik�orper-vermittelte

zellul�are Zytotoxizit�at (ADCC) eine wesentliche Rolle. Im Rahmen dieser Ar-

beit wurde basierend auf den Arbeiten von Lazar et al. [Lazar et al., 2006] und

mit Hilfe von durch L. Gro�e-Hovest (Abt. Immunologie, Universit�at T�ubin-

gen) entwickelten Expressionsvektoren ein Austausch der Aminos�auren S293

! D293 und I332 ! E332 im Fc-Teil des �CD20-Antik�orpers 2H7 durchgef�uhrt.

Dadurch konnte die E�zienz der Antik�orper-vermittelten zellul�aren Zytoto-

xizit�at (ADCC) um mehrere Zehnerpotenzen gesteigert werden. Dies ist auf

eine verbesserte Interaktion mit den aktivierenden Fc
-Rezeptoren von E�ek-

torzellen zur�uckzuf�uhren.

Auch durch einen einfachen Wechsel der Expressionszelllinie hin zu der gering-

fucosylierenden Zelllinie YB2/0 konnte die ADCC-E�zienz wesentlich gestei-

gert werden. Durch eine Kombination der Aminos�aure-Mutation und einer Ex-

pression in YB2/0-Zellen wurde jedoch keine weitere Verbesserung der ADCC-

E�zienz erreicht.

� Bispezi�sche Antik�orper zur supra-agonistischen T-Zellstimulation

�uber CD28

Bispezi�sche Antik�orper k�onnen so konstruiert werden, dass nur dann eine

Aktivierung von Ober
�achenrezeptoren auf Immunzellen m�oglich ist, wenn

sie mit ihrem zweiten Arm gleichzeitig an das Zielantigen, in der Regel ein

tumorassoziiertes Antigen, gebunden haben. Grosse-Hovest et al. gelang es

2003 erstmalig eine Zielzell-restringierte supra-agonistische CD28-Stimulation

mit einem rekombinanten bispezi�schen single-chain Antik�orper mit Spezi-

�t�at CD28 x NG2 (r28M) zu zeigen [Grosse-Hovest et al., 2003]. Im Rahmen
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ZUSAMMENFASSUNG

der vorliegenden Arbeit konnte f�ur den bispezi�schen single-chain Antik�orper

r2820 mit Spezi�t�at f�ur CD28 und CD20 nachgewiesen werden, dass er die

F�ahigkeit zur Vermittlung einer Zielzell-restringierten supra-agonistischen T-

Zellaktivierung und einer Lyse CD20-positiver Zielzellen im vollst�andig autolo-

gen Sytem besitzt. Dies zeigt, dass die Zielzell-restringierte supra-agonistische

CD28-Stimulation keine besondere Eigenschaft der im r28M-Molek�ul enthal-

tenen Spezi�t�at f�ur NG2 ist, und dass die supra-agonistische Aktivit�at nicht

durch allogene E�ekte bedingt ist.

� Bispezi�sche Antik�orper zur selektiven Apoptoseinduktion �uber

CD95

Basierend auf der Beobachtung, dass bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente mit Spe-

zi�t�at CD20 x CD95 in der Lage sind, in vitro, in humanen CD95-sensitiven,

Zielantigen-positiven Lymphomzellen (SKW6.4) Apoptose zu induzieren [Jung

et al., 2001], wurden verschiedene bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente mit Spezi-

�t�at CD20 x CD95 in vitro n�aher charakterisiert und auf verschiedenen, un-

terschiedlich sensitiven B-Lymphomzelllinien untersucht. Erstmalig konnte in

Immuntherapieversuchen in einem SCID-Maus-Xenograft-Modell gezeigt wer-

den, dass solche bispezi�schen F(ab‘)2-Fragmente auch in vivo eine e�ektive

Tumorzelllyse vermitteln k�onnen.

Zus�atzlich wurde eine neue Variante der Stimulation des Todesrezeptors CD95

mit bispezi�schen Antik�orpern evaluiert: Ein rekombinanter monoklonaler An-

tik�orper gegen CD20 wurde am C-Terminus mit einem c-myc-Epitop versehen.

Durch eine Kombination mit einem bispezi�schen F(ab‘)2-Fragment mit Spe-

zi�t�at �myc x CD95 wurde es m�oglich, eine CD95-vermittelte Apoptose der

Tumorzellen zu induzieren.

Der wesentliche Vorteil dieses Ansatzes ist die M�oglichkeit, ein universell ein-

setzbares bispezi�sches F(ab‘)2-Fragment verwenden zu k�onnen, so dass nicht

f�ur jedes Zielantigen ein neues F(ab‘)2-Fragment aus den jeweiligen Ausgangs-

antik�orpern hybridisiert werden muss. Dadurch kann die Problematik der auf-

wendigen Produktion bispezi�scher Antik�orper, die die klinische Applikation

dieser Substanzen bis heute behindert, in der Zukunft deutlich abgemildert

werden.

Die pr�a-klinischen Studien dieser Arbeit verdeutlichen das hohe Potential Anti-

k�orper-basierter Therapeutika die gegen das CD20-Antigen gerichtet sind und zeigen

neue Wege auf, wie die therapeutische Aktivit�at von �CD20-Antik�orpern verbessert

werden kann.
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Englische Zusammenfassung

Treatment of lymphoid malignancies has improved considerably over the last years

due to antibody-based therapeutics. Nevertheless relapse remains a major problem

and the development of innovative therapeutic options is highly desirable. The

central aim of this thesis was the development and functional characterization of

antibody-based immunotherapeutics. In this thesis the following molecules were

produced and characterized which exert their therapeutic e�ects in di�erent ways,

but which are all directed against the CD20-antigen on lymphoma cells:

� Monospeci�c �CD20-antibodies with optimized Fc-part

The success story of the chimeric monoclonal �CD20-antibody Rituximab de-

monstrates that monoclonal �CD20-antibodies are an e�cient modality for

the treatment of B-cell lymphomas. The antibody-dependent cellular cytoto-

xicity (ADDC) plays an essential role in mediating this activity. Based on the

work of Lazar et al. [Lazar et al., 2006] and using expression vectors develo-

ped by L. Gro�e-Hovest (Department of Immunology, University of T�ubin-

gen) the amino acids S293 ! D293 and I332 ! E332 in the Fc-part of the

�CD20-antibody 2H7 were exchanged. This led to an increase in the e�cacy of

antibody-mediated cellular cytotoxicity by several orders of magnitude. In ad-

dition by a simple change of the expression cell line to the lower fucosylating

YB2/0 cells a considerable increase of ADCC e�cacy could be achieved. A

combination of the mutation and expression approach did not further increase

the ADCC-e�ciency.

� Bispeci�c antibodies for a supra-agonistic T-cell stimulation via

CD28

Certain bispeci�c antibodies mediate the activation of surface receptors in

a target cell restricted way. In 2003 Grosse-Hovest et al. showed for the

�rst time a target-cell restricted, supra-agonistic CD28-stimulation using a

recombinant bispeci�c single-chain antibody with CD28 x NG2 speci�city

(r28M) [Grosse-Hovest et al., 2003]. In this thesis it could be demonstrated

that the bispeci�c single-chain antibody r2820 with speci�city for CD28 and

CD20 has the ability to mediate a target-cell restricted, supra-agonistic T-cell

stimulation and tumor cell lysis in an autologous sytem. Thus, target-cell

restricted supra-agonistic CD28-stimulation is neither a property of the par-

ticular antibodies contained in the r28M molecule nor is it due to allogeneic

3
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e�ects.

� Bispeci�c antibodies for selective induction of CD95-mediated

apoptosis

Bispeci�c F(ab‘)2-fragments with CD20 x CD95 speci�city are capable of in-

ducing apoptosis in human CD95-sensitive, target-antigen positive lymphoma

cells (SKW6.4) in vitro [Jung et al., 2001]. Therefore CD20 x CD95 bispeci�c

F(ab‘)2-fragments were further analysed in vitro using cell lines of di�erent

sensitivity towards CD95-mediated cell death. Furthermore, it could be shown

for the �rst time that such bispeci�c F(ab‘)2-fragments mediate a tumor cell

lysis in a SCID-mouse-xenograft-model.

Moreover a completely new approach for a stimulation of the CD95 death

receptor was evaluated: A c-myc-epitope was attached to the C-terminus of

a recombinant monoclonal �CD20-antibody and was used in combination

with a bispeci�c F(ab‘)2-fragment with speci�city �c-myc x �CD95. This

combination of reagents induced a CD95-mediated apoptosis of the tumor

cells.

The main advantage of this approach is the ability to use a universal

bispeci�c F(ab‘)2-fragment targeting tagged antitumor antibodies of di�erent

speci�cities. This attenuates the production problem for bispeci�c antibodies

which hampered the clinical evaluation of these reagents over the years.

These preclinical studies indicate the high potential of CD20-directed, antibody-

based therapeutics and show new approaches for the optimization of the therapeutic

activity of �CD20-antibodies.
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Mit etwa 200.000 Todesf�allen pro Jahr ist Krebs in Deutschland nach Erkrankungen

des Herz- und Kreislaufsystems die zweith�au�gste Todesursache. J�ahrlich kommen

in Deutschland etwa 400.000 Krebsneuerkrankungen hinzu. Dabei sind im Vergleich

zu soliden Tumoren wie Brustkrebs, Darmkrebs, Lungenkrebs und Prostatakrebs

Neoplasien des h�amatopoietischen Systems mit einem Anteil von ca. 5% aller Tu-

morerkrankungen eher selten.

1.1 Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)

Unter der Bezeichnung Non-Hodgkin-Lymphome werden eine Vielzahl b�osartiger

(maligner) Erkrankungen des lymphatischen Systems zusammengefasst. W�ortlich

�ubersetzt bedeutet der Begri�
"
maligne Lymphome\

"
b�osartige Lymphknotenge-

schwulst\. In der medizinischen Fachsprache ist damit eine gro�e Gruppe von

Krebserkrankungen gemeint, die von Zellen des lymphatischen Systems ausgehen

und als ein Hauptmerkmal Lymphknotenschwellungen (= Lymphome) hervorrufen

k�onnen.

Das erste maligne Lymphom wurde 1832 von dem englischen Arzt Dr. Thomas Hodg-

kin beschrieben. Kennzeichen der nach ihm benannten Hodgkin-Lymphome sind

die so genannten Sternberg-Riesenzellen, die entstehen, wenn einige der erkrank-

ten Zellen verschmelzen. Alle anderen malignen Lymphome, also die, bei denen die

Sternberg-Riesenzellen nicht nachweisbar sind, werden insgesamt als Non-Hodgkin-

Lymphome oder kurz NHL bezeichnet.

Mit den immer weiter verfeinerten Untersuchungsmethoden lassen sich Non-

Hodgkin-Lymphome mittlerweile sehr genau charakterisieren. Heute sch�atzt man,

dass es etwa 40 unterschiedliche Arten dieser Malignome gibt.

Non-Hodgkin-Lymphome k�onnen langsam oder schnell voranschreiten und werden

demnach als indolente oder aggressive Non-Hodgkin-Lymphome bezeichnet. Die

Non-Hodgkin-Lymphome sind Erkrankungen des h�oheren Alters - bei Frauen wird

die Erkrankung im Schnitt mit 70, bei M�annern mit etwa 66 Jahren festgestellt.

Die H�au�gkeit solcher Erkrankungen hat in den letzten Jahrzehnten zugenom-

men wobei die Ursachen hierf�ur nicht bekannt sind. Eventuell ist dieser statisti-

sche Anstieg durch eine bessere Erkennung und Erfassung der Lymphome sowie

einer gesteigerten durchschnittlichen Lebenserwartung zu erkl�aren (http://www.nhl-

info.de/exec/start?site=/start.htm&check=0).
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1.1.1 Ursachen

Lymphome entstehen, wenn bestimmte Zellen des lymphatischen Systems, die Lym-

phozyten, infolge einer Ver�anderung im Erbgut entarten. Non-Hodgkin-Lymphome

gehen zu 90 % von B-Lymphozyten und zu 10 % von T-Lymphozyten aus. Diese

maligne
"
Entartung\ kann zu jedem beliebigen Zeitpunkt w�ahrend der B- oder T-

Zellentwicklung auftreten. Eine
"
entartete\ Zelle vermehrt sich unaufh�orlich weiter.

Je unreifer eine Zelle zum Zeitpunkt der Entartung ist, desto aggressiver ist im All-

gemeinen das entstehende Non-Hodgkin Lymphom.

Trotz intensiver Forschung und vieler verschiedener Studien ist die �Atiologie der

Non-Hodgkin-Lymphome noch nicht vollst�andig gekl�art. Es gilt jedoch als gesichert,

dass das Risiko ein NHL zu entwickeln mit einer Schw�achung des Immunsystems

ansteigt, wie es z.B. bei immunsuppressiver Medikation, nach einer Organtransplan-

tation oder nach HIV-Infektion der Fall ist.

In einer im Jahre 1999 publizierten Case-Control-Studie konnte gezeigt werden, dass

auch eine beru
iche Exposition mit Chemikalien, insbesondere mit Herbiziden und

organischen L�osungsmitteln, als risikosteigernd betrachtet werden muss [Hardell und

Eriksson, 1999].

In den letzten Jahren mehren sich die Hinweise, dass bestimmte Viren wie z.B. das

Epstein-Barr-Virus oder das humane T-cell-leukemia/lymphoma-virus 1 (HLTV-1)

f�ur die Entwicklung von bestimmten Lymphomentit�aten verantwortlich sein k�onnten

[Du et al., 2002; Hardell und Eriksson, 1999]. Als weitere Ursache gelten chromoso-

male Ver�anderungen (Mutationen) die mit zunehmendem Alter ansteigen und h�au�g

bei Patienten mit NHL beobachtet werden. Eine f�ur die NHL-Entstehung bedeutsa-

me Mutation ist die Translokation des bcl-2 Gens [Beau, 1990].

1.1.2 Therapieformen

Die Behandlung des Non-Hodgkin-Lymphoms richtet sich nach dem histologischen

Subtyp und nach dem Stadium der Erkrankung. Die Therapieoptionen reichen vom

abwartenden
"
Watchful Waiting\ bis hin zur aggressiven Hochdosis-Chemotherapie.

Wichtig ist die Unterscheidung zwischen den niedrigmalignen und den hochma-

lignen Lymphomen.

Niedrigmaligne Lymphome zeichnen sich durch langsames Wachstum und einer

chronischen Verlaufsform aus. Diese Gruppe zu der 70% aller Lymphome z�ahlen,

ist morphologisch durch kleine reife Lymphozyten gekennzeichnet. Niedrigmaligne

Lymphome sind chronische Krankheiten, die nicht heilbar sind, sich aber durch
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Behandlung aufhalten lassen.

Hochmaligne Lymphome machen 30% der Non-Hodgkin-Lymphome aus.

Meist sind sie durch gro�e unreife Zellen mit hoher Proliferationsaktivit�at

gekennzeichnet. Diese Art von Non-Hodgkin-Lymphomen weist einen aku-

ten Krankheitsverlauf auf und w�urde unbehandelt rasch zum Tode f�uhren.

Hochmaligne Lymphome sind auch in fortgeschrittenen Stadien, aufgrund

eines guten Ansprechens auf Strahlen- und Chemotherapie, heilbar. Hier

kommt die CHOP-Therapie als Standardtherapie zum Einsatz, die aus den

Zytostatika Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison besteht

(http://www.aerztezeitung.de/docs/2002/04/05/063a0301.asp?cat=).

Der Nachteil herk�ommlicher Chemotherapien ist deren unspezi�sche Wirkung

auf eine Vielzahl gesunder Gewebe. Deshalb liegen die f�ur den K�orper tolerierbaren

Dosen oft im suboptimalen Bereich ihrer Wirksamkeit, so dass der Ausgang der

Therapie h�au�g nicht zufriedenstellend ist [Allen, 2002]. Ein zus�atzliches Problem

stellt auch die Entwicklung von Resistenzen gegen�uber Zytostatika dar. Es besteht

somit ein dringender Bedarf an neuen Behandlungsformen. Substanzen die gezielt

auf Tumorzellen wirken und m�oglichst gesunde Gewebe verschonen, w�urden viele

Nebenwirkungen der Zytostatika und der Bestrahlung verringern.

Neben Chirurgie, Bestrahlung und Chemotherapie erlangt die Immuntherapie

immer st�arker an Bedeutung und stellt somit heutzutage eine vierte S�aule unter den

onkologischen Behandlungsm�oglichkeiten dar. Ziel einer Immuntherapie maligner

Erkrankungen ist es, das eigene Immunsystem gegen die Tumorzellen zu aktivie-

ren, wobei zwischen aktiven und passiven Therapieverfahren unterschieden wird.

Die aktive Immuntherapie beinhaltet die Generierung von zytotoxischen, zellul�aren

oder humoralen Immunreaktionen. Die passive Immuntherapie, und dabei beson-

ders der therapeutische Einsatz von monoklonalen Antik�orpern ist mittlerweile kli-

nisch etabliert. Der zunehmende Erfolg der passiven Immuntherapie insbesondere

bei Lymphomen belegt, dass das Immunsystem erfolgreich gegen Krebserkrankun-

gen eingesetzt werden kann.
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1.2 Therapeutische Antik�orper: Antik�orper-

struktur und E�ektormechanismen

Mit der Herstellung monoklonaler Antik�orper durch Milstein und K�ohler Anfang

der 70er Jahre gelang ein entscheidender Schritt in der passiven Immuntherapie,

welcher insbesondere auch f�ur die H�amatologie und Onkologie von entscheidender

Bedeutung war [K�ohler und Milstein, 1975].

1.2.1 Struktur von Antik�orpern

Die Aufkl�arung der molekularen Struktur von Antik�orpern erfolgte bereits in

den sechziger Jahren durch Edelman [Edelman et al., 1969]. Antik�orper der

IgG-Subklasse bestehen aus je einem Paar identischer leichter (ca. 25 kDa) und

schwerer (55 kDa) Polypeptidketten, die �uber intermolekulare Disul�dbr�ucken

kovalent miteinander verbunden sind [Edelman, 1991]. Jede leichte und schwere

Kette l�a�t sich wiederum in einzelne globul�are Dom�anen unterteilen, die jeweils

�uber eine intramolekulare Disul�dbr�ucke stabilisiert werden und aus ungef�ahr 100

Aminos�auren aufgebaut sind (s. Abb. 1.1).

VL

VH

Schwere Kette

leichte Kette

5 nm

Antigen

Antigen-
Bindungs-
stelle

CH1

CH2

CH3

CL

Fc

Fv

Fab

Abb. 1.1: Die allgemeine Struktur eines Antik�orpers am Beispiel eines IgG-Molek�uls

Ein Antik�orper besteht aus zwei identischen schweren (dunkel gr�un) und zwei identischen leichten

Ketten (helles gr�un) die sich wiederum in einzelne Dom�anen gliedern lassen. Modi�ziert nach

http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/ecb/antibody molecule.html

9



EINLEITUNG

Antigen-Bindungs-Schleifen

Variable Domäne
der leichten Kette (VL) 

Konstante Domäne
der leichten Kette (CL) 

Disulfid-
Brücken-
Bindung

Abb. 1.2: Leichte Kette eines Antik�orpermo-

lek�uls im Detail

Die Regionen der leichten Kette die am st�ark-

sten in die Antigenbindung involviert sind,

sind in Rot dargestellt. Modi�ziert nach

http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/ecb/

antibody molecule.html

Jede schwere Kette ist je nach

Immunglobulin-Klasse aus 3 bis 4

konstanten (CH) und einer varia-

blen Dom�ane (VH) aufgebaut. Die

leichte Kette hingegen setzt sich

aus nur einer konstanten Dom�ane

(CL) und einer variablen Dom�ane

(VL) zusammen (s. Abb. 1.2).

Schon fr�uh wurde vermutet dass

die variablen Dom�anen beider

Ketten die Antigenbindungsstel-

len repr�asentieren [Edelman et al.,

1969]. In den variablen Dom�anen

be�nden sich 3 hypervariable Re-

gionen (complementary determing

regions) welche eine extreme Se-

quenzvariabilit�at aufweisen und

von relativ konservierten Bereichen (framework regions) 
ankiert werden [Wu und

Kabat, 1970].

1.2.2 Murine, chim�arisierte, humanisierte und humane An-

tik�orper

Nach der Etablierung der Hybridom-Technologie durch Milstein und K�ohler An-

fang der 70er Jahre [K�ohler und Milstein, 1975] galten monoklonale Antik�orper aus

der Maus als potentielle Wundermittel f�ur viele therapeutische Anwendungen. Es

zeigte sich jedoch sehr schnell, dass diese Maus-Antik�orper als Fremdproteine im

menschlichen K�orper ein hohes immunogenes Potential haben und Patienten denen

aus der Maus stammende Antik�orper injiziert werden anti-Maus-IgG Antik�orper

(Human Anti-Mouse Antibodies, HAMA) bilden. Diese unerw�unschten Immunre-

aktionen beein
ussen nicht nur die Wirksamkeit des therapeutischen Antik�orpers

durch z.B. direkte Neutralisierung des applizierten Antik�orpers, sondern k�onnen

auch ernste Nebenwirkungen wie eine Induktion der Serumkrankheit bis hin zum

anaphylaktischen Schock haben.

Weitere Nachteile der Verwendung von Maus-Antik�orpern sind die nur gerin-

ge Interaktion mit humanen Fc
-Rezeptoren und der Komplement-Komponente

C1q, was die F�ahigkeit in vivo physiologische E�ektormechanismen zu rekrutieren,

stark herabsetzt. Au�erdem zeigen Maus-Antik�orper eine stark reduzierte Serum-
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Halbwertszeit.

Heutzutage l�a�t sich dieses Problem teilweise oder ganz durch Chim�arisierung

bzw. Humanisierung von Antik�orpern umgehen [Morrison et al., 1984; Jones et al.,

1986] (s. Abb. 1.3). Bei chim�arisierten Antik�orpern werden die konstanten Regionen

eines monoklonalen Maus-Antik�orpers gegen die entsprechenden humanen Dom�anen

ausgetauscht. Durch diesen Austausch wird die A�nit�at zum Zielantigen in der Re-

gel nicht beeintr�achtigt [Morrison et al., 1984; Boulianne et al., 1984], die Immuno-

genit�at der Antik�orper wird dadurch jedoch reduziert.

Bei humanisierten Antik�orpern sind nur noch die CDRs murinen Ursprungs, da hier

auch zus�atzlich noch die framework-Regionen der variablen Dom�anen ausgetauscht

werden. Dieser Austausch geht jedoch h�au�g zu Lasten der A�nit�at, da er einen

bedeutenden Eingri� in die Struktur der V-Dom�anen darstellt [Jones et al., 1986].

Mittlerweile ist es auch m�oglich vollst�andig humane Antik�orper zu erzeugen. Die

Phage Display Technologie bietet heute die M�oglichkeit, humane Antik�orper-Banken

nach Antik�orperfragmenten einer bestimmten Spezi�t�at zu durchsuchen, welche

dann, kombiniert mit humanen konstanten Regionen, voll humane Antik�orper erge-

ben [Marks et al., 1991; Hoogenboom, 2005].

Eine andere M�oglichkeit vollst�andig humane Antik�orper zu gewinnen ist die Ver-

wendung von M�ausen, die f�ur die humanen Immunglobulin-Loci transgen sind (ver-

gleiche [Brekke und Loset, 2003]). Die Immunisierung solcher transgener M�ause mit

dem gew�unschten Antigen resultiert in der Bildung humaner Antik�orper. Dadurch

ist es m�oglich, auf klassische Art und Weise Hybridome zu etablieren, die spezi�sche,

humane Antik�orper produzieren [Lonberg, 2005; Green et al., 1994].

murin
(0% human)

chimär
(66% human)

humanisiert
(90-95% human)

human
(100% human)

Abb. 1.3: Formate therapeutischer Antik�orper

Die Immunogenit�at muriner Antik�orper wurde schrittweise �uber chim�are und humanisierte An-

tik�orper durch Reduktion der murinen Anteile verringert. Modi�ziert nach [Sharkey und Golden-

berg, 2006]
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1.2.3 E�ektormechanismen therapeutischer Antik�orper

Antik�orper k�onnen auf unterschiedliche Art und Weise wirken. Zum einen gibt es

direkte Wirkmechanismen, bei denen durch Bindung des Antik�orpers an das entspre-

chende Antigen Signale in der Zelle ausgel�ost oder blockiert werden. Andererseits

k�onnen Antik�orper durch ihre konstanten Regionen E�ektoren des Immunsystems

rekrutieren und indirekte Wirkmechanismen vermitteln, was in der Eliminierung der

Antik�orper-beschichteten Zelle resultiert.

Direkte Wirkmechanismen

Die direkte Wirkung eines Antik�orpers beruht allein auf der Bindung an sein Anti-

gen, ist also unabh�angig vom Fc-Teil und vom Isotyp des Antik�orpers.

Apoptose-
Induktion

Blockierung
des Antigens

Signalisieren

Blockierung von 
Signalen

Abb. 1.4: Direkte Wirkmechanismen therapeutischer Antik�orper

Abgewandelt nach [Glennie und Johnson, 2000]

So k�onnen Interaktionen zwischen Rezeptoren, wie z.B. f�ur Wachstumsfaktoren und

ihren Liganden, unterbunden werden, indem der Antik�orper entweder den Ligan-

den oder den Rezeptor selbst bindet und damit einen blockierenden E�ekt aus�ubt

(s. Abb.1.4). Auf die gleiche Art und Weise k�onnen auch Interaktionen zwischen zwei

Zellen behindert werden. Dieser blockierende Mechanismus von Antik�orpern kommt

jedoch weniger bei der Krebstherapie, sondern eher bei Autoimmunerkrankungen

und der Immunsuppression zum Einsatz.

Eine weiteres direktes Wirkprinzip von Antik�orpern ist das unmittelbare Induzieren

von antiproliferativen und proapoptotischen intrazellul�aren Signalen durch Kreuz-
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vernetzung von Ober
�achenantigenen. F�ur den Antik�orper Rituximab (MabThera R
)

der an das CD20-Antigen bindet, konnte gezeigt werden, dass er seine therapeuti-

sche Wirkung teilweise durch direkte Apoptoseinduktion entfaltet [Shan et al., 1998;

Ghetie et al., 2001; Johnson und Glennie, 2003]. O�ensichtlich ist hierbei der Grad

der Quervernetzung f�ur die St�arke des apoptotischen Signals ausschlaggebend [Ghe-

tie et al., 2001].

Rituximab ist jedoch nicht der einzige Antik�orper der das CD20-Antigen bindet, und

f�ur den eine F�ahigkeit zur direkten Apoptoseinduktion beschrieben wurde. Auch f�ur

den �CD20-Antik�orper Anti-B1 (Tositumomab) konnte gezeigt werden, dass er auf

verschiedenen B-Lymphom-Zelllinien Apoptose induzieren kann [Cardarelli et al.,

2002].

Indirekte Wirkmechanismen

Antik�orper k�onnen nicht nur auf direkte Weise therapeutisch wirksam werden, son-

dern auch indirekt mittels ihres Fc-Teils E�ektorfunktionen vermitteln (s. Abb. 1.5).

Hierbei ist jedoch nicht nur die Spezi�t�at sondern auch der Isotyp des Antik�orpers

von Bedeutung.

Antigen

MAC

NK-Zelle

ADCC

Makrophage

FcγγγγRIIIa

Phagozytose

Makrophage/
NK-Zelle

CDCC CDC
C1q

C3b

Lyse

Zielzelle

Abb. 1.5: Indirekte Wirkmechanismen therapeutischer Antik�orper

Antik�orper opsonisieren Tumorzellen durch Bindung an ihr Zielantigen. Die gebundenen Antik�orper

sind in der Lage E�ektorfunktionen zu vermitteln, die letztendlich zu einer Eliminierung der Ziel-

zelle f�uhren. (CDC = Komplement-vermittelte Zytotoxizit�at; CDCC = Komplement-vermittelte

zellul�are Zytotoxizit�at; ADCC = Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at)

Modi�ziert nach [Imai und Takaoka, 2006]
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Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at (Antibody-Dependent Cel-

lular Cytotoxicity, ADCC)

Die Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at (ADCC) wird durch die Interak-

tion des Fc-Teils von Antik�orpern, die spezi�sch ihr Antigen auf der Zellober
�ache

gebunden haben, und Fc-Rezeptoren auf Immunzellen wie beispielsweise Makro-

phagen, Granulozyten oder NK-Zellen vermittelt (s. Abb. 1.5, S. 13). Durch diese

Interaktion kommt es zur Phagozytose der Zielzelle oder zur Freisetzung zytolyti-

scher Substanzen wie Perforine und Granzyme durch die E�ektorzellen. Man geht

davon aus, dass die Perforine durch Polymerbildung einen Kanal durch die Ober-


�ache der Zielzelle bilden, durch den die Granzyme in das Zellinnere gelangen was

zu einer Zerst�orung der Zielzelle f�uhrt [Lanier et al., 1988].

Die Fc
-Rezeptoren geh�oren zur Immunglobulin Superfamilie und werden in drei

Klassen, Fc
RI, Fc
RII und Fc
RIII unterteilt, die zum Teil weiter untergliedert

sind (s. Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Charakteristika der humanen Fc
R-Klassen. Modi�ziert nach [van Sorge et al.,
2003] und [Stieglmaier, 2007]

Fc
RI Fc
RII Fc
RIII
CD64 CD32 CD16

Klasse Fc
RI Fc
RIIa Fc
RIIb Fc
RIIc Fc
RIIIa Fc
RIIIb

Signal ITAM ITAM ITIM ITAM ITAM - (GPI)

IgG- hoch niedrig niedrig medium niedrig
A�nit�at
Expres- myeloische myeloische B-Zellen NK-Zellen Makrophage Neutrophile

sion Zellen Zellen Monozyten Monozytenb Eosinophilea

Neutrophileb Pl�attchen Makrophage NK-Zellen
T-Zellenb T-Zellenb

Endothel-
zellen

Allo- R/H131 I/T187 V/F158 NA1/2
typen

Spezi�t�at 3 > 1 > 4 3 > 1 � 2 3 > 1 > 4 1 = 3 1 = 3
f�ur IgG >>> 2 >> 4 >> 2 >> 2; 4c >> 2; 4

Subklasse

0ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motive
ITIM: immunoreceptor tyrosine-based inhibition motive
aExpression des Rezeptors induzierbar
bExpression auf einigen Subgruppen dieses Zelltyps
cV158 weist eine h�ohere A�nit�at f�ur IgG1 und IgG3 auf als F158
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Neben dem hoch-a�nen Fc
RI gibt es eine ganze Reihe niedrig-a�ner Fc
-

Rezeptoren, deren Signalweiterleitung durch das immunoreceptor tyrosine-based

activation motif (ITAM) charakterisiert ist. Dieses zytoplasmatische Motiv ist f�ur

die Vermittlung aktivierender Signale verantwortlich. Im Gegensatz dazu wirkt

der Fc
RIIb, welcher ein zytoplasmatisches ITIM immunoreceptor tyrosine-based

inhibition motif tr�agt, inhibitorisch. Der durch Glycosyl-Phosphatidylinositol

(GPI) in der Membran verankerte Fc
RIIIb hingegen besitzt keine F�ahigkeit zur

Signaltransduktion [Daeron, 1997].

Der f�ur die ADCC bedeutendste Fc-Rezeptor ist der hoch-a�ne Fc
RIIIa (CD16),

da NK-Zellen besonders e�zient Lyse vermitteln k�onnen, doch auch der Fc
RI

und Fc
RIIa tragen dazu bei [Burton und Woof, 1992]. Die E�ektorzellen werden

durch die Interaktion ihrer Fc
-Rezeptoren mit dem Antik�orper nicht nur an die

Zielzelle rekrutiert, sondern durch die dabei statt�ndende Kreuzvernetzung der

Fc
-Rezeptoren auch aktiviert. F�ur letzteres ist die 
-Kette verantwortlich, die mit

den Fc
-Rezeptoren assoziert ist und die Signal�ubertragung ins Innere der Zelle

vermittelt.

Bei den beiden aktivierenden Fc
RIIa und Fc
RIIIa treten jeweils zwei unterschied-

liche Allotypen auf, welche sich auf die E�zienz der vermittelten ADCC auswirken.

So konnte in pr�a-klinischen Studien mit Rituximab gezeigt werden, dass Fc
RIIa

mit einem Histidin an der Position 131 aktiver waren als Fc
RIIa die ein Arginin an

dieser Position hatten, was auf Unterschiede in der A�nit�at der beiden Allotypen

zu IgG1 zur�uckgef�uhrt wurde [Parren et al., 1992]. Vergleichbare Resultate wurden

in klinischen Studien f�ur den Fc
RIIIa beobachtet. Hier sprachen Patienten die

an der Aminos�aureposition 158 ein Valin trugen besser auf die Behandlung mit

Rituximab an als solche, bei denen sich an dieser Position ein Phenylalanin befand

[Cartron et al., 2002].

Die Interaktion der Fc-Rezeptoren ist entscheidend von der Sequenz der CH2-

Dom�ane abh�angig [Shields et al., 2001]. Auch scheint die Glykosylierung von

Antik�orpern einen E�ekt auf die Bindungsa�nit�at des Fc-Teils an den Fc-Rezeptor

zu haben [Shinkawa et al., 2003].

Da� die ADCC f�ur die therapeutische Wirkung von Rituximab auch in vivo eine

entscheidende Rolle spielt konnte durch Versuche mit FcR-de�zienten M�ausen

gezeigt werden [Clynes et al., 2000].
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Komplement-vermittelte Zytotoxizit�at (Complement-Dependent Cyto-

toxicity, CDC)

Bindet ein Antik�orper an ein zellul�ares Antigen, werden in den CH2-Dom�anen

spezi�sche Erkennungsstellen f�ur den Komplementfaktor C1q exponiert. Durch

Bindung des C1q wird die klassische Komplementkaskade aktiviert. Als Folge der

proteolytischen Komplementkaskade wird der sogenannte membrane-attack complex

(MAC) ausgebildet, der die Lyse der Zielzelle vermittelt (s. Abb. 1.5, S. 13) [Bhakdi

und Tranum-Jensen, 1991].

Um die Komplementkaskade zu aktivieren, bedarf es der gleichzeitigen Bindung

von C1q an mindestens zwei Fc-Teile, weshalb vorallem IgM-Antik�orper potente

Induktoren der CDC sind. Doch auch andere Antik�orperklassen (z.B. IgG1 und

IgG3) k�onnen bei ausreichender Antigendichte durch Bindung von C1q die Komple-

mentkaskade aktivieren, was zu einer Zerst�orung der Zielzelle f�uhrt [Cooper, 1985].

Der therapeutische E�ekt von Rituximab wird neben der ADCC auch der CDC

zugeschrieben [Johnson und Glennie, 2003; Golay et al., 2001; Gaetano et al., 2003].

Komplement-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at (Complement-

Dependent Cellular Cytotoxicity, CDCC)

Bei der CDC wird durch Bindung des C1q an membrangebundene Antik�orpermo-

lek�ule die klassische Komplementkaskade aktiviert. Das im Laufe dieser Reaktionen

gebildete C3b wirkt opsonisierend und erm�oglicht durch eine Interaktion mit

dem C3b-Rezeptor (C3bR) auf Makrophagen oder nat�urlichen Killerzellen eine

Phagozytose oder Zytolyse der Zielzelle (s. Abb. 1.5, S. 13) [Imai und Takaoka,

2006].

W�ahrend des Ablaufs der Komplementkaskade werden au�erdem mehrere kleine,

chemotaktisch-wirksame Faktoren (C3a, C4a, C5a) gebildet, die zus�atzlich weitere

Immunzellen anlocken und eine Entz�undungsreaktion ausl�osen k�onnen.

1.3 Antik�orpertherapie f�ur die Behandlung von

NHL

Die H�alfte aller von der FDA zugelassenen monoklonalen Antik�orper wird f�ur die

Krebstherapie eingesetzt (s. auch Tabelle 1.2, S. 17). Dabei eignen sich besonders

h�amatologische Neoplasien f�ur Therapieans�atze mit Antik�orpern, da diese Tumor-

zellen leicht zug�anglich sind und ein therapeutischer E�ekt bereits mit niedrigen

Antik�orper-Dosen erreicht werden kann [Adams und Weiner, 2005]. Da sich die

Wirkmechanismen der Antik�orper von denen der klassichen Zytostatika prinzipiell
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unterscheiden, ergibt sich die M�oglichkeit, Patienten, die auf eine Chemotherapie

nicht mehr ansprechen, erfolgreich mit Antik�orpern zu behandeln. F�ur eine Kom-

bination von herk�ommlichen Behandlungsmethoden und einer Antik�orpertherapie

bei Lymphomen konnte gezeigt werden, dass sich additive und sogar synergistische

E�ekte erzielen lassen [Coi�er et al., 2002].

Tabelle 1.2: Auswahl durch die FDA zugelassener Antik�orper und Antik�orper-
Konjugate f�ur die Krebstherapie. Modi�ziert nach [Adams und Weiner, 2005]

Antik�orper Antik�orper- Ziel- Indikation Zulassung
name format molek�ul

Rituximab chim�arisierter CD20 B-Zell Lymphom 1997
IgG1

Gemtuzumab Calicheamycin CD33 AML 2000
Ozogamycin humanisierter IgG4

Alemtuzumab humanisierter CD52 CLL 2001
IgG1

Ibritumomab- 90Y-muriner CD20 B-Zell Lymphom 2002
Tiuxetan IgG1

Tositumomab 131I-muriner CD20 B-Zell Lymphom 2003
IgG2a

1.3.1 Therapeutische Antik�orper f�ur NHL

Der erste therapeutische Antik�orper in der Tumortherapie war Rituximab der 1997

erstmalig f�ur die Behandlung des follikul�aren Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL) nach

Versagen der Chemotherapie bzw. in Kombination zur Erstbehandlung zugelassen

wurde. In ersten Studien mit rezidivierten Lymphompatienten sprachen 48% der

Patienten auf die Therapie mit Rituximab an, wobei 6% eine komplette Remission

erlangten [McLaughlin et al., 1998]. Wurde der Antik�orper als �rst line Therapie

verabreicht, wurden Ansprechraten von �uber 70% erreicht und f�ur fast 40% der Pa-

tienten wurde eine komplette Remission beobachtet. Die Behandlung wurde von den

meisten Patienten sehr gut toleriert und die Nebenwirkungen beschr�ankten sich in

den meisten F�allen auf Fieber und Sch�uttelfrost [Hainsworth et al., 2002].

Da� Rituximab einen sensibilisierenden E�ekt f�ur Chemotherapeutika auf Lym-

phomzellen hat wurde schon fr�uh erkannt [Demidem et al., 1997]. In klinischen

Studien mit Lymphompatienten konnte gezeigt werden, dass die zus�atzliche Gabe

von Rituximab zur Standardtherapie Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und

Prednison (CHOP) den therapeutischen E�ekt im Vergleich zur alleinigen CHOP-

Therapie signi�kant verbesserte, ohne dass dabei die Nebenwirkungen verst�arkt wur-

den [Coi�er et al., 2002].
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Ein zweiter 2001 zur Behandlung von Chemotherapie-resistenter chronisch lym-

phatischer Leuk�amie (CLL) zugelassener Antik�orper ist Alemtuzumab. Dieser An-

tik�orper ist gegen das CD52-Antigen gerichtet, das auf B- und T-Zellen exprimiert

ist. �Uber 30% der gegen Fludarabin refrakt�aren Patienten sprechen auf die Thera-

pie mit Alemtuzumab an, allerdings werden nur bei etwa 2% komplette Remissionen

induziert [Keating et al., 2002].

Leider ist auch die Therapie mit monoklonalen Antik�orpern nicht frei von Ne-

benwirkungen. So k�onnen, unabh�angig vom Wirkmechanismus des Antik�orpers,

Hypersensitivit�atsreaktionen auftreten [Adams und Weiner, 2005]. Als schwere

Nebenwirkung wird unter Rituximab die verst�arkte Freisetzung in
ammatorischer

Zytokine, das sogenannte cytokine release syndrome, gef�urchtet [Winkler et al.,

1999].

Die Tatsache dass die biologische Wirksamkeit
"
nackter\ Antik�orper h�au�g un-

zureichend ist gab Anla� zur Entwicklung verschiedener Ans�atze zur
"
Bewa�nung\

von Antik�orpermolek�ulen.

Bei den Immunotoxinen werden hochtoxische Substanzen meist p
anzlichen oder

bakteriellen Ursprungs (z.B. Ricin A, Diphterietoxin, Pseudomonas Exotoxin) oder

Zytostatika an Antik�orperfragmente gekoppelt. Dadurch wird versucht ein wirksa-

mes Zellgift selektiv im Tumor anzureichern [Reiter et al., 1996]. Nachteilig ist dabei

jedoch, dass die Zytotoxizit�at auch unabh�angig von einer spezi�schen Bindung vor-

handen ist.

Bei den Radio-Immunkonjugaten werden Radionuklide an Antik�orperfragmente ge-

koppelt, was einen gezielten Einsatz ionisierender Strahlung gegen den Tumor

erm�oglicht. Allerdings tritt auch hier die zytotoxische Wirkung unabh�angig von

einer spezi�schen Bindung ein.

F�ur die Bewa�nung von Antik�orpern �nden heute vorallem die �-Strahler 131I und
90Y Verwendung. Ibritumomab tiuxetan (Zevalin R
) und Tositumomab (Bexxar R
),

an 90Y bzw. 131I gekoppelte murine �CD20-Antik�orper, wurden k�urzlich f�ur die Be-

handlung rezidivierter NHL von der FDA zugelassen. In klinischen Vergleichsstudien

konnten f�ur beide Konjugate signi�kant h�ohere Ansprechraten beobachtet werden

als mit den jeweils unkonjugierten Antik�orpern [Witzig et al., 2002; Davis et al.,

2004].
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1.3.2 CD20 als Zielantigen

Bei dem Ober
�achenantigen CD20 handelt es sich um das erste humane Di�eren-

zierungsantigen, welches mit Hilfe monoklonaler Antik�orper auf der Ober
�ache von

menschlichen Zellen nachgewiesen werden konnte [Stashenko et al., 1980]. Dieses

Antigen ist ein membranst�andiges nicht-glykosyliertes Phosphoprotein welches auf

der Ober
�ache von B-Lymphozyten, jedoch nicht auf h�amatopoetischen Stammzel-

len oder reifen Plasmazellen exprimiert wird. Auch ist das CD20-Antigen auf den

meisten B-Zell Lymphomen exprimiert [Nadler et al., 1981]. CD20 eignet sich somit

als Zielstruktur f�ur eine Antik�orper-basierte Strategie, mit der allerdings alle - ma-

ligne und nichtmaligne - B-Zellen angegri�en werden [Anderson et al., 1984]. Da die

h�amatopoetischen Stammzellen unbeeintr�achtigt bleiben, kann sich der B-Zellpool

von alleine wieder regenerieren.

Abb. 1.6: CD20

Das B-Zelldi�erenzierungsantigen CD20

setzt sich aus 297 Aminos�auren zusam-

men und bildet vier transmembran�ose

Dom�anen. Sowohl das Amino-, als

auch das Carboxylende des Prote-

ins liegen intrazellul�ar und besitzen

Phosphorylierungs-Konsensussequenzen f�ur

Serin/Threoninkinasen (orange = Prote-

inkinase C, gr�un = Calmodulin/Calcium,

gelb = Casein Kinase II). Nach [Riley und

Sliwkowski, 2000]

Das CD20-Molek�ul besteht aus vier

transmembran�osen Dom�anen, wobei sowohl

das Amino-, als auch das Carboxylende des

Proteins intrazellul�ar liegt und das Molek�ul

nur einen kleinen extrazellul�aren Teil besitzt

(s. Abb. 1.6) [Tedder et al., 1988; Tedder

et al., 1989a; Tedder et al., 1989b].

Die genaue Funktion des CD20-Antigens ist

noch nicht vollst�andig gekl�art, doch es gibt

Untersuchungen die darauf hinweisen, dass

es eine bedeutende Rolle bei der Wachstums-

regulation, Di�erenzierung und Proliferati-

on aktivierter B-Lymphozyten spielt [Ted-

der et al., 1985; Tedder und Engel, 1994].

Mehrere Arbeitsgruppen konnten in den

letzten Jahren einen Zusammenhang zwi-

schen dem CD20-Antigen und der intrazel-

lul�aren Calciumkonzentration zeigen [Bubi-

en et al., 1993; Genot, 1994]. Durch Bin-

dung eines monoklonalen Antik�orper an das

CD20-Antigen kommt es zu einem Anstieg

der intrazellul�aren Calciumkonzentration, wobei das CD20-Rezeptormolek�ul wahr-

scheinlich selbst die Funktion eines Ionenkanals �ubernimmt [Bubien et al., 1993].

Die Ligation des CD20 mit einem monoklonalen Antik�orper f�uhrt zu einer Akti-

vierung der Thyrosin- und Serin/Threonin-Kinasen welche wahrscheinlich zu einer
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Thyrosinphosphorylierung der Phospholipase C
 f�uhren, welche ihrereseits zu einer

Erh�ohung der intrazellul�aren Calciumkonzentration f�uhrt [Deans et al., 1993; Shan

et al., 1998].

F�ur den �Ubertritt der Zellen aus der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus ist

eine niedrige intrazellul�are Calciumkonzentration notwendig und damit wahrschein-

lich mitverantwortlich f�ur eine klonale Expansion der Zellen. Durch die, durch Bin-

dung eines monoklonalen Antik�orpers gesteigerte intrazellul�are Calciumkonzentra-

tion wird so eine weitere Proliferation verhindert. Auch konnte gezeigt werden,

dass durch Bindung eines zweiten anti-IgG-Antik�orpers an den Fc-Teil eines CD20-

Antik�orpers (hypercross-linking) die intrazellul�are Calciumkonzentration so weit an-

gehoben werden konnte, dass in den Zellen Apoptose ausgel�ost wurde [Shan et al.,

1998]. Jedoch zeigen nicht alle �CD20-Antik�orper nach Bindung an das CD20-

Antigen die gleichen E�ekte auf den Zellzyklus und damit auf die Proliferation der

B-Lymphozyten.

1.3.3 Vorraussetzungen f�ur eine erfolgreiche Antik�orper-

vermittelte Immuntherapie

Wichtige Voraussetzungen f�ur eine e�ektive Antik�orpertherapie sind eine homogene,

m�oglichst hohe Expression des erkannten Antigens, das Fehlen von
"
shedding\

bzw. einer Herunterregulation der Expression. Diese Anforderungen werden vom

CD20-Antigen in idealer Weise erf�ullt.

Ein grunds�atzliches Problem der Antik�orpertherapie mit monoklonalen Antik�orpern

ist die Tatsache, dass es Antigene mit absoluter Spezi�t�at f�ur den malignen Zustand

per se nicht gibt. Die relative Spezi�t�at wird jedoch als ausreichend f�ur eine in

vivo-Applikation angesehen, wie der therapeutische Einsatz der verschiedenen

�CD20-Antik�orper zeigt.

Desweiteren erbrachten pharmakokinetische Studien den Befund, dass in vivo nur

ein Bruchteil der applizierten monoklonalen Antik�orper spezi�sch an den Tumor bin-

det. Dies ist auf eine unspezi�sche Bindung an Fc-Rezeptor tragende Zellen oder an

kreuzreagierendes Gewebe zur�uckzuf�uhren [Begent et al., 1982; Dillman et al., 1984].

Zusammenfassend l�a�t sich festhalten, dass es f�ur eine erfolgreiche Antik�orper-

vermittelte Immuntherapie im Wesentlichen drei Vorraussetzungen gibt [Wolf et al.,

1994]:

� Der E�ektormechanismus muss sehr wirkungsvoll sein

� Die Wirkung muss Zielzell-restringiert sein, d.h. der Antik�orper sollte ohne
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Bindung an die Zielzelle wirkungslos sein

� Der Antik�orper sollte auch in der Lage sein, Zielantigen-negative Zellen (by-

stander -Zellen) in der unmittelbaren Nachbarschaft zu zerst�oren

Diese Forderungen tragen u.a. dazu bei, dass sich auf dem Gebiet der Antik�orper-

technologie eine rege Entwicklung zeigt.

1.4 Rekombinante Antik�orper und neue Anti-

k�orperformate

Durch die Fortschritte der letzten Jahre auf dem Gebiet der rekombinanten An-

tik�orpertechnologie haben sich ganz neue Perspektiven f�ur eine Optimierung thera-

peutischer Antik�orper er�o�net. Dazu z�ahlen nicht nur die bereits genannten Immu-

notoxine und Radioimmunkonjugate, sondern auch die verschiedensten Ans�atze zur

Verbesserung der E�ektorfunktionen monoklonaler Antik�orper und die Entwicklung

verschiedener rekombinanter Antik�orperformate sowie bispezi�scher Antik�orper, die

die Spezi�t�at von Antik�orpern mit der Wirksamkeit von immunologischen E�ektor-

zellen kombinieren.

1.4.1 Optimierung monoklonaler Antik�orper f�ur eine ver-

besserte Interaktion mit E�ektorzellen

Es gibt mehrere Fakten, die die Rolle der Fc
R-vermittelten E�ektorfunktionen in

der Antik�orpertherapie von Tumorerkrankungen belegen, und einen Zusammen-

hang zwischen der A�nit�at des Fc-Teil/Fc
-R und dem zytotoxischen Potential

aufweisen.

In einer Studie mit Fc
R-knockout-M�ausen konnte bewiesen werden, dass ak-

tivierende Fc
-Rezeptoren f�ur die therapeutische Aktivit�at von Rituximab und

Trastuzumab essentiell sind, wohingegen die inhibierenden Fc
-Rezeptoren eher

einen nachteiligen E�ekt haben [Clynes et al., 2000]. Andere Studien belegen einen

klaren Zusammenhang zwischen der therapeutischen Wirksamkeit von Antik�orpern

und dem Allotyp von hoch-a�nen (V158) und niedrig-a�nen (F158) polymorphen

Formen des Fc
RIIIa [Cartron et al., 2002; Weng und Levy, 2003; Dall’Ozzo et al.,

2004]. Au�erdem konnte durch Mutagenese [Duncan et al., 1988; Sarmay et al.,

1992; Redpath et al., 1998; Shields et al., 2001] und Glyco-engineering [Shields

et al., 2002] in zellul�aren Experimenten eine klare Korrelation der A�nit�at des

Fc-Teils zu bestimmten Fc
-Rezeptoren und der Zytotoxizit�at bewiesen werden.
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Die Optimierung von monoklonalen Antik�orpern f�ur eine verbesserte Interaktion

mit aktivierenden Rezeptoren von E�ektorzellen und eine dadurch gesteigerte

F�ahigkeit f�ur eine Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at (ADCC) stellt

somit einen vielversprechenden Ansatz f�ur die Verbesserung der therapeutischen

E�ektivit�at dar.

F�ur diese Strategie ist die Balance zwischen aktivierenden und inhibierenden

Fc
-Rezeptoren eine wichtiger Aspekt. Die optimalen E�ektorfunktionen lie�en

sich mit einem Fc-Teil erreichen, der eine gesteigerte A�nit�at f�ur die aktivierenden

Fc
-Rezeptoren und eine reduzierte A�nit�at zum inhibitorischen Fc
RIIb h�atte.

Eine Erh�ohung der A�nit�at des Fc-Teils von IgG-Molek�ulen f�ur eine Bindung

an Fc
-Rezeptoren kann durch zwei unterschiedliche Strategien erreicht werden:

Einerseits k�onnen durch sogenanntes Fc-Remodelling Aminos�auren am Fc-Teil der

IgG-Antik�orper ausgetauscht werden, so dass die A�nit�at des mutierten Fc-Teils f�ur

eine Bindung an die aktivierenden Fc
-Rezeptoren erh�oht ist. Zum anderen kann

die N-Glykosylierung am Asn297 der CH2-Dom�ane dahingehend modi�ziert werden,

dass sie die Bindung zum Fc
-Rezeptor positiv beein
u�t.

Fc-Remodelling

In einer Studie von Shields et al. zur Identi�zierung der genauen Bindungsstellen

des Fc-Teils an den Fc
R, wurden die Aminos�auren der Fc-Dom�ane humaner IgG1-

Antik�orper einzeln durch Alanin ersetzt und die Bindungsa�nit�at der einzelnen

Mutanten an die verschiedenen Fc
Rs bestimmt [Shields et al., 2001]. Dabei konnten

mehrere Gruppen von Mutationen identi�ziert werden, welche die Bindung an die

verschiedenen Fc
Rs beein
ussen.

Diese Resultate konnten mithilfe anderer Strategien f�ur weitere Mutanten best�atigt

werden [Lazar et al., 2006]. Hier konnte f�ur die Rituximab-Mutante S239D/I332E,

bei der die Aminos�aure Serin (S) an Position 239 gegen Asparagins�aure (D) und

die Aminos�aure Isoleucin (I) an Position 332 gegen Glutamins�aure (E) ausgetauscht

worden war, in vitro eine signi�kant erh�ohte ADCC-E�zienz beobachtet werden.

Dar�uber hinaus zeigte diese Mutante in in vivo Experimenten mit A�en (Macaca

fascicularis) eine deutlich gesteigerte B-Zell-Depletion im Vergleich zum Wildtyp-

Rituximab. Die Steigerung der ADCC-E�ektivit�at ist auf eine erh�ohte A�nit�at der

DE-Mutante f�ur eine Bindung an aktivierende Fc
-Rezeptoren zur�uckzuf�uhren.
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Glycosylierung von Antik�orpern

Die Glycosylierung von Immunglobulinen spielt eine spezi�sche strukturelle Rolle

bei der Erhaltung und Modulierung von physiologisch relevanten E�ektorfunktio-

nen und erm�oglicht eine Manipulation um die therapeutischen F�ahigkeiten von

Antik�orpern zu optimieren. IgG1-Molek�ule besitzen an der Aminos�aureposition

Asn297 der CH2-Dom�ane eine N-gebundene Glykosylierung.

Abb. 1.7: Komplexes, biantenn�ares, N-

gebundenes Oligosaccharid eines hu-

manen IgG1-Antik�orpers Modi�ziert nach

http://www.glycoforum.gr.jp/science/word/immunity/

IS-A06E.html

Die f�ur humane IgG1 nach-

gewiesene Oligosaccharidstruktur

z�ahlt zu den komplexen Kohlenhy-

dratketten mit einem Mannosyl-

chitobiose-Kern (Man3GlcNAc2-

Asn), die sich dadurch auszeich-

nen, dass unterschiedliche Zucker

in den abzweigenden Armen in

gleicher Reihenfolge verkn�upft

sind (s. Abb. 1.7). An beiden Ver-

zweigungen werden in der Regel

weitere Galactosereste gefunden.

Die Enden der beiden Kohlen-

hydratarme werden oft von Sialins�aureresten (Neu5Ac) gebildet [Je�eris et al.,

1990]. An das N-gebundene, biantenn�are core-Heptasaccharid kann zus�atzlich am

proximalen GlcNAc �1-6 gebundene Fucose (Fuc) angef�ugt werden [Je�eris et al.,

1990]. Typische Serum IgG-Antik�orper sind dadurch charakterisiert, dass sie zu

95% fucosyliert sind [Raju et al., 2000].

Das Glycosylierungsmuster wird von verschiedenen Faktoren beein
u�t, zu denen

u.a. neben dem Expressionssystem auch die Kulturbedingungen z�ahlen [Maiorella

et al., 1993; Jenkins und Curling, 1994]. Daher ist bei der Herstellung therapeu-

tischer Antik�orper auch die Wahl der Zelllinie f�ur die Struktur des N-gebundenen

Oligosaccharids ausschlaggebend.

F�ur die industrielle Herstellung von Antik�orpern werden vorwiegend Chinese Ham-

ster Ovary (CHO) Zellen verwendet. Diese so produzierten Antik�orper tragen am

Asn297 �1-6 fucosylierte, komplexe biantenn�are Oligosaccharide, die zum Teil termi-

nale Galactose-Reste besitzen, und somit humanen N-gebundenen Oligosacchariden

weitestgehend �ahneln [Shields et al., 2002].

In einer vergleichenden Studie in der der Ein
u� der einzelnen Zucker-Reste auf
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die ADCC bestimmt wurde zeigte sich, dass unfucosylierte Antik�orper wesentlich

e�zienter bei der Vermittlung der ADCC waren [Shinkawa et al., 2003].

Abb. 1.8: IgG1-Fc-Fc
RIII-Komplex

Vergr�o�erte Ansicht der Kontaktstelle des Fc-Teils und des

Fc
RIII zeigt, dass abgesehen von einer schwachen polaren

Wechselwirkung zwischen dem Carbonylsauersto� und der

Guanidinogruppe des Arg 152 (gestrichelte Linie) kein di-

rekter Kontakt zwischen der Kohlenhydratkette und dem

Fc
RIII besteht. Nach [Sondermann et al., 2000]

Eine detaillierte Analyse

der intermolekularen Wech-

selwirkungen beider Proteine

erlaubt die Kristallstruktur

eines 1:1-Komplexes aus IgG1-

Fc und Fc
RIII [Sondermann

et al., 2000] (s. Abb. 1.8).

Hier zeigt sich, dass interes-

santerweise die Zucker nicht

direkt an der Wechselwirkung

beteiligt sind, denn es �ndet

sich nur eine schwache Wasser-

sto�br�uckenbindung zwischen

dem Arg152 des Fc
RIII und

dem Zuckerrest GlcNAc1 der

Fc-Kohlenhydrate. Die Kohlenhydratketten m�ussen folglich einen Ein
u� auf die

Struktur des IgG1-Fc-Fragmentes haben, die f�ur eine e�ektive Fc
R-Bindung von

Bedeutung ist.

Obwohl die genauen Mechanismen der ADCC noch nicht vollst�andig verstanden

sind, wird das Wissen �uber Fc-Fc
R Interaktionen ausgenutzt, um therapeutische

Antik�orper zu modi�zieren [Je�eris, 2005].

Neben diesen Anstrengungen die Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at

therapeutischer Antik�orper zu verbessern gibt es andere Ans�atze die versuchen durch

�ahnliche Modi�kationen der Fc-Dom�ane auch die Komplement-vermittelte Zytotoxi-

zit�at zu steigern und die Pharmakokinetik der therapeutischen Antik�orper spezi�sch

zu verbessern.
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1.4.2 Neue Antik�orperformate

Die technologischen Fortschritte der vergangenen Jahre auf dem Gebiet der rekom-

binanten Antik�orper haben diese zu einer bedeutenden Substanzklasse, den soge-

nannten Biotherapeutika, werden lassen.

Die Etablierung der Phage display Technologie [McCa�erty et al., 1990] und der

M�oglichkeit zur Herstellung von single chain V-domain fragments (scFvs) haben

auf dem Gebiet der Selektion und Konstruktion von synthetischen Antik�orpern und

Antik�orper-Fragmenten neue M�oglichkeiten f�ur therapeutische Ans�atze er�o�net.

Durch ihre geringere Gr�o�e zeigen rekombinante Antik�orperfragmente im Vergleich

zu nat�urlichen Immunglobulinen eine homogenere Bioverteilung und eine bessere

Gewebeg�anglichkeit, was sie zu interessanten Kandidaten f�ur den Einsatz in der

Krebsdiagnostik und -therapie macht.

Abb. 1.9: Repr�asentative Antik�orperformate

Antik�orperfragmente k�onnen einerseits durch proteolytische Spaltung aus kompletten IgG-

Antik�orpern, oder rekombinant hergestellt werden. Modi�ziert nach [Carter, 2006]
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Antik�orperfragmente k�onnen einerseits durch proteolytische Spaltung aus komplet-

ten IgG-Antik�orpern, oder rekombinant hergestellt werden. Durch die zuf�allige Kom-

bination von V-Genen k�onnen gro�e scFv-Bibliotheken erstellt werden, aus denen

einzelne Fragmente durch ihre spezi�sche Bindung an ein gew�unschtes Antigen im

Phage display selektiert werden k�onnen [Hoogenboom, 2005]. Dadurch wird ist es

m�oglich, Antik�orper mit pr�ade�nierter Spezi�t�at ohne eine vorhergehende Immuni-

sierung zu generieren.

Im folgenden werden die g�angigsten Antik�orperformate kurz beschrieben:

� Trunkierte Antik�orper und Minibodies

Um einen stabilen bivalenten Antik�orper zu erzeugen der jedoch keine E�ek-

torfunktionen vermitteln kann, werden h�au�g die CH2-Dom�anen eines IgG-

Molek�uls deletiert, so dass ein trunkierter Antik�orper entsteht. Ein Antik�orper

mit zus�atzlich deletierten CH1 und CL-Dom�anen bezeichnet man gew�ohnlich

als Minibody.

� single chain V-domain fragments (scFvs)

Die kleinste antigenbindende Einheit eines Antik�orpers ist das Fv-Fragment,

das sich im Wesentlichen nur aus den antigenbindenden variablen Dom�anen

(VH und VL) zusammensetzt. Die beiden Ketten werden mit einem Peptid-

linker (meist ein Glycin-Serin-Linker (G4S)3) zu sogenannten single-chain-

Fv (scFv)-Fragmenten verbunden. Das scFv besitzt die selbe Antigenspezi-

�t�at und oft auch A�nit�at wie ein kompletter Antik�orper mit identischen

V-Dom�anen [Holliger und Hudson, 2005].

Aufbauend auf den scFv-Fragmenten kann eine Vielfalt multivalenter, hochaf-

�ner Molek�ule mit optimierten pharmakokinetischen Eigenschaften generiert

werden. So kann z.B. durch Fusion zweier scFvs gleicher Spezi�t�at, �uber einen

l�angeren Peptidlinker ein bivalentes (scFv)2-Fragment entstehen. Fusioniert

man zwei scFvs unterschiedlicher Spezi�t�at mittels eines Peptidlinkers, so be-

kommt man ein bispezi�sches scFv.

� Diabodies, Triabodies und Tetrabodies

Diabodies sind Dimere, die aus zwei Ketten der Struktur VH-VL bzw. VL-VH

des gleichen oder zweier verschiedener Antik�orper bestehen. Die beiden va-

riablen Polypeptidketten, die die Bindungsdom�ane bilden, werden dabei von

kurzen Verbindungspeptiden (in der Regel 5-6 Aminos�aurereste) zusammen-

gehalten. Die beiden Ketten lagern sich aufgrund der Wechselwirkungen zwi-

schen den variablen Dom�anen stabil zu einem bivalenten oder bispezi�schen
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Molek�ul zusammen. Analog zu den Diabodies sind auch Tria- oder Tetrabodies

hergestellt worden.

� Fab‘ und F(ab‘)2-Fragmente

Verdaut man einen IgG-Antik�orper mit der Protease Pepsin, entstehen durch

Abspaltung des Fc-Teils bivalente F(ab‘)2-Fragmente, die keine physiologi-

schen E�ektorfunktionen mehr vermitteln k�onnen. Durch eine Spaltung der

Disul�dbr�ucken in der hinge-Region k�onnen F(ab‘)2-Fragmente in monovalen-

te Fab‘-Fragmente zerlegt werden.

Durch chemische Hybridisierung zwei Fab‘-Fragmente unterschiedlicher Spe-

zi�t�at kann ein bispezi�sches F(ab‘)2-Fragment erzeugt werden (s. auch Ab-

schnitt 2.5.3, S. 79).

Auch wenn sich von den rekombinanten Antik�orper-Fragmenten derzeit mehrere

vielversprechende Kandidaten in der Entwicklung und in (pr�a-)klinischen Tests be-

�nden [Holliger und Hudson, 2005], ist bisher noch kein Antik�orper-Fragment f�ur

die klinische Anwendung in der Krebstherapie zugelassen.

1.5 Bispezi�sche Antik�orper

Generell versteht man unter bispezi�schen Antik�orpern (bsAK) Konstrukte, die sich

durch zwei unterschiedliche Antigenbindungsstellen auszeichnen. F�ur den Einsatz in

der Tumortherapie werden im allgemeinen Konstrukte verwendet, deren eine Spezi-

�t�at gegen ein tumorassoziiertes Antigen und deren andere Spezi�t�at gegen Antigene

auf einer immunologischen E�ektorzelle gerichtet ist. Dadurch ist es m�oglich, Zellen

des Immunsytems gezielt an Tumorzellen heranzuf�uhren, aber nicht per se zu ak-

tivieren. Daher muss das Antigen auf der E�ektorzelle so gew�ahlt werden, dass es

m�oglichst e�ektiv eine Aktivierung der E�ektorzelle und eine Lyse der Tumorzelle

erm�oglicht.

Ein weiterer Ansatz mit bispezi�schen Antik�orpern ist die Aktivierung von To-

desrezeptoren zur selektiven Apoptoseinduktion der Tumorzellen, welche durch

den Einsatz bispezi�scher Antik�orper mit Spezi�t�at Todesrezeptor x Tumoranti-

gen erm�oglicht wird.

Nicht zuletzt werden mit bispezi�schen Antik�orpern therapeutische Ans�atze zur Fo-

kussierung toxischer Substanzen (Toxine, Zytostatika, Enzyme zur Aktivierung von

"
Prodrugs\ oder radioaktive Molek�ule) an den Tumor verfolgt. Dabei bindet das

bispezi�sche Molek�ul mit einem Arm an ein tumorassoziiertes Antigen, mit dem

zweiten Arm werden die toxischen Substanzen an die Tumorzelle �xiert. Auch ist
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eine Kombination von bispezi�schen Antik�orpern mit Zytokinen m�oglich.

Au�erdem konnte in einer in vitro-Studie gezeigt werden, dass mittels eines bispezi-

�schen scFv eine selektive Infektion von Zielzellen mit zytolytischen Viren erreicht

werden kann [Wurdinger et al., 2005]. Auf Molek�ule dieser Art soll in der vorliegen-

den Arbeit jedoch nicht n�aher eingegangen werden.

1.5.1 Das bispezi�sche Prinzip

Ziel-
zelle

Effektor-
zelle

Aktivierung

Bispezifischer Antikörper

Zielantigen (Tumorantigen)

Effektorantigen (z.B. CD3)

Effektor-
zelle

A B

Abb. 1.10: Das bispezi�sche Prinzip

Bispezi�sche Antik�orper erm�oglichen eine Zielzellrestriktion bei der Rekrutierung von E�ektorme-

chanismen.

A: Bindet der bispezi�sche Antik�orper gleichzeitig mit beiden Armen an seine beiden Antigene, so

ist er in der Lage eine Aktivierung der E�ektorzelle zu vermitteln.

B: Bei Abwesenheit der Zielzelle fehlt die bispezi�sche Bindung des Antik�orpers und somit die

multivalente Stimulation der E�ektorzelle.

Das bispezi�sche Prinzip beruht auf der Beobachtung, dass f�ur eine Aktivierung der

E�ektorzelle eine monovalente Bindung einzelner Antik�orper an aktivierende Re-

zeptoren meist nicht ausreicht. Die agonistische Aktivit�at des E�ektorarms ben�otigt

in solchen F�allen eine Immobilisierung durch die Bindung des bispezi�schen An-

tik�orpers an das Zielantigen. Auf diese Weise kann ein potenter E�ektormechanismus

in strenger Abh�angigkeit von der Anwesenheit von Zielzellen (
"
Zielzellrestriktion\)

ausgel�ost werden (s. Abb. 1.10).
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1.5.2 Herstellung bispezi�scher Antik�orper

Zur Herstellung bispezi�scher Antik�orper existieren verschiedene Methoden. Eine

M�oglichkeit ist die Quadrom- oder Hybrid-Hybridom-Technologie. Darunter versteht

man die Fusion zweier Hybridome, die Antik�orper verschiedener Spezi�t�at produzie-

ren. Da die Quadrome jedoch die beiden leichten und schweren Ketten kodominant

exprimieren, k�onnen bis zu 10 verschiedene Antik�orper-Molek�ule entstehen, wovon

jedoch nur eines das gew�unschte bispezi�sche Hybridmolek�ul ist [Milstein und Cuel-

lo, 1983]. Weitere Probleme dieser Technologie liegen in der nur geringen Synthesera-

te des gew�unschten Hybridmolek�uls (12-50%) [Lanzavecchia und Scheidegger, 1987].

Dar�uber hinaus kann es zu Problemen bei der Fusion und der Aufrechterhaltung der

genetischen Stabilit�at aufgrund des polyploiden, 8-fachen Chromosomensatzes der

Quadrome kommen [Songsivilai und Lachmann, 1990].

Eine andere Methode zur Herstellung bispezi�scher Antik�orper ist die chemische

Kopplung zweier Fab‘-Fragmente unterschiedlicher Spezi�t�at zu einem bispezi�schen

F(ab‘)2-Fragment. Die Methode wurde von Brennan [Brennan et al., 1985] und Nit-

ta [Nitta et al., 1989] entwickelt und von Glennie [Glennie et al., 1987] und Jung

[Jung et al., 1991] modi�ziert. Bei dieser Methode wird selektiv die hinge-Region

von proteolytisch erstellten F(ab‘)2-Fragmenten reduziert und anschlie�end werden

zwei Fab‘-Fragmente unterschiedlicher Spezi�t�at chemisch rehybridisiert. Auf diese

Art und Weise lassen sich relativ schnell und einfach gr�o�ere Mengen bispezi�scher

F(ab‘)2-Fragmente herstellen. Ein gro�er Vorteil bei der Verwendung solcher bi-

spezi�scher F(ab‘)2-Fragmente ist der fehlende Fc-Teil und damit die Vermeidung

Fc-vermittelter Bindungen die zu einer Immobilisierung des Molek�uls und damit

zu unspezi�schen Reaktionen f�uhren k�onnten. Auch haben die F(ab‘)2-Fragmente

aufgrund des fehlenden Fc-Teils eine geringere Gr�o�e, was eine bessere Tumorpene-

tration gew�ahrleistet [Nitta et al., 1989].

Die Herstellung bispezi�scher Antik�orper mittels Hybrid-Hybridom-Technologie und

chemischer Kopplung ist meist mit geringer Ausbeute bei Herstellung und Aufrei-

nigung und somit hohem Produktionsaufwand verbunden, was bislang die rasche

klinische Weiterentwicklung des bispezi�schen Therapieansatzes erheblich behinder-

te.

Ein neuerer Ansatz ist die molekularbiologische Herstellung von bispezi�schen

single-chain Antik�orpern [Kurucz et al., 1995; Gruber et al., 1994; Mallender und

E. W. Voss, 1994] oder sogenannter Diabodies [Holliger et al., 1993]. Ein Vorteil

gegen�uber der chemischen Hybridisierung liegt in der genauen Kenntnis der St�ochio-

metrie der Fragmente.

Trotz aller Vorteile und einer verbesserten Tumorpenetration ist die rasche Eli-
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minierung des Konstruktes aus dem Organismus, bedingt durch das geringe Mo-

lekulargewicht, ein potentieller Nachteil f�ur einen therapeutischen Einsatz solcher

bispezi�scher scFv-Antik�orper (s. Tabelle 1.3).

Tabelle 1.3: Eigenschaften verschiedener Antik�orperformate. Modi�ziert nach [C. A. Leath
et al., 2004] und [Jain und Baxter, 1988]

Antik�orper- Molekular- Ausscheidungs- Tumor- Tumor-
format gewicht geschwindigkeit penetration retention

(kDa) (h/mm Tumor)

IgG 150 + + (54h) +++
F(ab‘)2 100 ++ ++ (16h) ++

scFv 25 +++ +++ +

1.5.3 Expressionssysteme f�ur bispezi�sche Antik�orper

Die schnellste und einfachste Methode zur Herstellung rekombinanter bispezi�scher

Antik�orper ist die bakterielle Expression. Ein erhebliches Problem stellt jedoch die

korrekte Faltung des Proteins dar. Deshalb wird heutzutage die Expression rekom-

binanter Antik�orper in eukaryontischen Expressionssystemen bevorzugt [Peipp und

Valerius, 2002]. Aufgrund der grunds�atzlich geringeren Produktionsrate solcher re-

kombinanter bispezi�scher Antik�orper im Vergleich zu physiologischen Antik�orpern

wurden viele Bem�uhungen f�ur die Entwicklung alternativer Produktionsmethoden

u.a. durch transgene Antik�orper-produzierende P
anzen (�Ubersicht in [Floss et al.,

2007]) und Tiere unternommen.

Ein bispezi�sches scFv mit Spezi�t�at CD28 x NG2 (r28M) konnte erfolgreich, mit

einer weit h�oheren Expressionsrate (100 mg/l) als in konventionellen Expressionssy-

stemen, in transgenen geklonten K�uhen und Kaninchen produziert werden [Grosse-

Hovest et al., 2004]. In vitro und in vivo war die anti-Tumor Aktivit�at des Proteins

mit dem in der Zellkultur hergestellten bs-scFv vergleichbar.

1.5.4 Bispezi�sche Antik�orper zur Fokussierung zytotoxi-

scher E�ektoren

Unter zytotoxischen Triggermolek�ulen versteht man Molek�ule auf der Ober
�ache

von zytotoxischen Zellen, die nach Aktivierung durch einen Antik�orper eine Tumor-

zelllyse induzieren. Je nach Auswahl des Triggermolek�uls lassen sich gezielt unter-

schiedliche Zellen des Immunsystems als E�ektorzellen f�ur eine Antik�orpertherapie

rekrutieren.
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� Panklonale Stimulation von T-Zellen �uber CD3

F�ur die Aktivierung einer T-Zelle wird normalerweise zus�atzlich zur Stimu-

lation des T-Zellrezeptorkomplexes (TZR) ein zweites aktivierendes Signal

ben�otigt [La�erty und Cunningham, 1975]. Dieses Antigen-unabh�angige ko-

stimulatorische Signal kann von l�oslichen Faktoren wie Interleukin-2 oder aber

von Rezeptoren, die Liganden auf der antigenpr�asentierenden Zelle erkennen,

vermittelt werden (z.B. CD28). Bei Fehlen dieses zweiten Signals kann eine

Aktivierung des T-Zellrezeptors zur Anergie f�uhren.

Mit pr�aaktivierten T-Zellen konnte in vitro schon sehr bald gezeigt werden,

dass es m�oglich ist, T-Zellen mittels eines bispezi�schen Antik�orpers mit Spe-

zi�t�at TZR/CD3 x Tumorantigen an die Tumorzellen zu rekrutieren und eine

e�ektive Tumorzelllyse zu induzieren [Liu et al., 1985]. Unstimulierte,
"
ru-

hende\ T-Zellen hingegen waren nicht f�ahig, durch Verwendung bispezi�scher

Antik�orper der Spezi�t�at CD3 x Tumorantigen Tumorzellen zu lysieren.

Basierend auf dem Zwei-Signal-Modell konnte von Jung et al. erstmalig ge-

zeigt werden, dass durch eine Kombination zweier bispezi�scher Antik�orper,

gerichtet gegen ein Zielantigen auf der Tumorzelle und CD3 bzw. CD28 auf

T-Lymphozyten, auch ruhende T-Zellen zu einer Lyse von Tumorzellen akti-

viert werden k�onnen [Jung et al., 1987a]. Da die Induktion der Aktivierung eine

Immobilisierung auf der Zielzelle vorraussetzt, erfolgt eine Zielzell-restringierte

T-Zellaktivierung.

Mittlerweile existieren mehrere bispezi�sche Antik�orper die in der Lage sind

T-Zellen auch ohne vorherige Pr�aaktivierung und Kostimulation zu aktivieren

und eine Tumorzelllyse herbeizuf�uhren.

�
"
Supra-agonistische\, panklonale T-Zellstimulation �uber CD28

Das homodimere 44 kDa gro�e Glycoprotein CD28 [Hara et al., 1985; Les-

slauer et al., 1986] geh�ort zu den wichtigsten kostimulatorischen Rezeptoren.

�Uber ein MYPPPY-Motif in der extrazellul�aren Dom�ane [Freeman et al.,

1993] bindet CD28 an Mitglieder der von professionellen APCs exprimierten

B7-Familie B7-1 (CD80) und B7-2 (CD81) [Linsley und Ledbetter, 1993; June

et al., 1994; Allison, 1994; Rudd et al., 1994]. Im Gegensatz zur Ligation des

TZR ohne Kostimulation, bleibt das Antigen-unabh�angige kostimulatorische

Signal ein neutrales Ereignis: Die alleinige Bindung von CD28 an seinen

Liganden f�uhrt unter physiologischen Umst�anden zu keiner Reaktion; die Zelle

wird nicht aktiviert, wird aber auch nicht anerg [June et al., 1994]. Weder

�TZR-Antik�orper noch
"
konventionelle\ �CD28-Antik�orper sind in der Regel

alleine in der Lage T-Zellen vollst�andig zu stimulieren, wohingegen eine Kom-
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bination der beiden Antik�orper zu einer vollst�andigen T-Zell-Proliferation

und Zytokin-Produktion f�uhrt.

Interessanterweise existiert aber eine Subklasse CD28-spezi�scher Antik�orper,

die CD28-Superagonisten, welche in der Lage sind, T-Zellen auch ohne

Stimulation des TZR vollst�andig zu aktivieren [Tacke et al., 1997].

superagonistisch

Aktivierung

�konventioneller� 
anti-CD28-Antikörper

�superagonistischer� 
anti-CD28-Antikörper

(C‘‘D-Loop)

B7-Moleküle
MYPPPY-Motif

superagonistisch

Aktivierung

konventionell

keine Aktivierung

Abb. 1.11: Modell zur Bindung super-

agonistischer und konventioneller

�CD28-Antik�orper

Nur die super-agonistischen �CD28-

Antik�orper (rot) binden an den latera-

len C\D-Loop des CD28, nicht aber die

konventionellen �CD28-Antik�orper (gelb)

oder die B7-Molek�ule (gr�un). Die Bindung

super-agonistischer �CD28-Antik�orper f�uhrt

zu einer linearen Komplexformation und der

Induktion einer T-Zellaktivierung. Modi�ziert

nach [Beyersdorf et al., 2005]

Mittels einer Kartierung der Bin-

dungsmotive von
"
konventionellen\

�CD28-Antik�orpern konnte gezeigt

werden, dass die Bindungsstelle

dieser Antik�orper nahe der B7-

Bindungsstelle (MYPPPY-Motif)

lag, wohingegen
"
superagonistische\

CD28-Antik�orper an einen lateralen,

Membran-proximalen Loop (C\D

Loop) des CD28-Molek�uls binden

[Luhder et al., 2003]. Mittels kri-

stallographischer Analysen konnte

gezeigt werden, dass diese Inter-

aktion zu einer linearen Komplex-

Formation f�uhrte (s. Abb. 1.11)

[Evans et al., 2005]. Diese spezi-

elle, durch CD28-Superagonisten

vermittelte Komplexbildung der

CD28-Molek�ule f�uhrt voraussichlich

zu einer Aggregation kostimula-

torischer Komponenten wie der

Phosphatidylinositol 3-Kinase

(PI3K) und dem growth factor

receptor-bound protein 2 (Grb2)

und folglich zur Generierung ei-

nes starken aktivierenden Signals

[Beyersdorf et al., 2005].

Da� dieses Modell in der vorgeschlagenen Weise aber nicht uneingeschr�ankt

g�ultig ist, konnte von Gro�e-Hovest et. al gezeigt werden [Grosse-Hovest et al.,

2003]. Unter Verwendung eines konventionellen �CD28-Antik�orpers (Klon 9.3

[Hansen et al., 1980]) konnte in Form eines bispezi�schen scFv-Fragmentes
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eine supra-agonistische T-Zellaktivierung erreicht werden (siehe unten).

Ein therapeutischer Einsatz von CD28-Superagonisten ist jedoch �au�erst

problematisch wie sich in dramatischer Weise bei einer im M�arz 2006

durchgef�uhrten klinischen Studie mit dem CD28-Agonisten TGN1412 zeig-

te. Vorausgegangene in vitro- und Tierversuche hatten gezeigt, dass der

Antik�orper �uberwiegend regulatorische T-Zellen aktivieren konnte, was ihn

zu einem vielversprechenden Kandidaten f�ur die Behandlung von Autoim-

munerkrankungen wie Multiple Sklerose und rheumatoide Artritis machte

[Beyersdorf et al., 2005]. In dieser ersten klinischen Studie sollte die F�ahigkeit

des IgG4-Antik�orpers TGN1412 zu selektiven Aktivierung regulatorischer

T-Zellen erstmalig im Menschen an gesunden Freiwilligen getestet werden.

Doch schon kurze Zeit nach Injektion des Medikamentes kollabierten die sechs

Testpersonen aufgrund eines Zytokinsturms [Suntharalingam et al., 2006].

Vorraussichtlich hatte die panklonale Aktivierung von T-Zellen im ganzen

K�orper in
ammatorrische Zytokine systemisch freigesetzt, die letztendlich zu

einem Multiorganversagen f�uhrten.

Der dramatische Ausgang dieser klinischen Studie macht die Notwendigkeit

einer strengen Zielzellrestriktion deutlich. Diese kann durch die Verwendung

bispezi�scher Antik�orper erreicht werden. In einer Studie konnte f�ur den

bispezi�schen scFv r28M mit Spezi�t�at (anti-human CD28 x anti-human NG2

(CSPG4)) gezeigt werden, dass dieser in der Lage ist eine
"
supra-agonistische\

Zielzell-restringierte T-Zellaktivierung zu induzieren und eine Tumorzelllyse

NG2-positiver Tumorzellen sowohl in vitro [Grosse-Hovest et al., 2003]

als auch in vivo [Grosse-Hovest et al., 2005] zu vermitteln. Eine klinische

Studie mit Patienten mit einem metastasierenden Melanom musste allerdings

aufgrund der Londoner Zwischenf�alle mit TGN1412 unterbrochen werden

(http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00204594?term=bispeci�c&ra-

nk=4).

� Bispezi�sche Antik�orper gegen Fc
-Rezeptoren

Neben Lymphozyten k�onnen auch Makrophagen und Granulozyten durch bispe-

zi�sche Antik�orper mit einer Spezi�t�at f�ur Fc-Rezeptoren gezielt gegen Zielzellen

gerichtet werden. Aufgrund ihrer selektiven Expression auf zytotoxischen Zellen er-

scheinen CD64 (Monozyten/Makrophagen und aktivierte neutrophile Granulozy-

ten), CD16 (NK-Zellen) sowie Fc�RI (CD89) (Monozyten/Makrophagen, eosino-

phile und neutrophile Granulozyten) als zytotoxische Triggermolek�ule interessant.
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1.5.5 Bispezi�sche Antik�orper zur Zielantigen-abh�angigen

Aktivierung des Todesrezeptors CD95

Ein Ziel der Krebstherapie ist es, kontrolliert Apoptose bei entarteten Zellen aus-

zul�osen. Dies kann u.a. durch die Verwendung von bispezi�schen Antik�orpern gegen

ein Tumorantigen und CD95 erreicht werden.

Apoptose

Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist ein Selbstmordprogramm der Zelle, durch

das innerhalb weniger Stunden die Zelle vollst�andig eliminiert wird. Der Begri�

Apoptose (apo = ab, weg los; ptosis = Senkung) stammt aus dem Griechischen und

beschreibt den Fall der Bl�atter im Herbst.

Erst durch die detaillierte Beschreibung der morphologischen Ver�anderungen

w�ahrend der Apoptose im Jahre 1972 [Kerr et al., 1972] wurde die physiologische

Zellelimination als eigenst�andige und genetisch kontrollierte Form des Zelltods

erkannt und der Begri� Apoptose gepr�agt. F�unf Jahre sp�ater wurden beim Fa-

denwurm Caenorhabditis elegans die ersten Gene entdeckt, die f�ur die Apoptose

verantwortlich sind.

Die Apoptose ist f�ur den vielzelligen Organismus eine wichtige M�oglichkeit, sich

selbst zu organisieren und zu erhalten. Beim
"
geregelten Zelltod\ handelt es sich um

einen aktiven Prozess, der durch die Aktivierung verschiedener Eiweisssto�e vermit-

telt wird. Ein gro�er Meilenstein in der Tumorforschung war die Entdeckung, dass

Chemotherapie u.a. durch die Ausl�osung von
"
geregeltem Zelltod\ in den Tumor-

zellen wirkt.

Zu den Stimuli die den programmierten Zelltod ausl�osen k�onnen z�ahlen z.B. Sch�aden

in der DNA, das Fehlen von �Uberlebenssignalen, zytotoxische Substanzen und die In-

teraktion verschiedener Todesrezeptoren mit ihren Liganden. Somit dient die Apop-

tose nicht nur der Zellzahlkontrolle in verschiedenen Geweben, sondern auch der

Eliminierung von funktionsgesch�adigten oder funktionssch�adigenden Zellen [Ashke-

nazi und Dixit, 1998]. Nach ausgepr�agten DNA-Sch�aden kann eine gest�orte Apopto-

sef�ahigkeit sich teilender Zellen zur Entstehung von Tumoren beitragen [Thompson,

1995].

Der Todesrezeptor CD95

Der Todesrezeptor CD95 wurde erstmalig etwa gleichzeitig von den Gruppen um

P.H. Krammer und S. Yonehara beschrieben und APO-1 bzw. Fas [Trauth et al.,
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1989; Yonehara et al., 1989] und die entsprechenden Antik�orper anti-APO-1 und

anti-Fas genannt.

Bei dem CD95-Rezeptor handelt es sich um ein Glykoprotein mit nur einer mem-

brandurchspannenden Dom�ane, das aufgrund seiner hohen Homologie zu anderen

Rezeptoren zur Familie der TNF-(tumor necrosis factor) und NGF-Rezeptoren (ner-

ve grow factor) geh�ort [Cosman, 1994; Itoh und Nagata, 1993; Nagata und Golstein,

1995].

Alle Mitglieder der Familie besitzen extrazellul�ar mehrere Cystein-reiche Dom�anen,

die der Ligandenbindung dienen. Intrazellul�ar be�ndet sich bei einigen Rezeptoren,

vor allem den Apoptose-vermittelnden Mitgliedern, eine sogenannte Todesdom�ane

(Death Domain, DD) [Lavrik et al., 2005], �uber die im Zytoplasma nach Rezeptor-

aktivierung hochmolekulare Signalkomplexe gebildet werden (s. Abb. 1.12).

Abb. 1.12: Schematische Darstellung des

DISC

Die Bindung des CD95 Liganden oder eines

antagonistisch wirkenden Antik�orpers f�uhrt zur

Oligomerisierung des Rezeptors und damit zur

Anlagerung von FADD/MORT1 �uber eine DD-

DD Interaktion. FADD rekrutiert im Folgenden

Procaspase-8 �uber die N-terminale DED und

bewirkt so die Prozessierung der Caspase in die

aktiven Untereinheiten. Nach [Sohn, 2007]

Nach Bindung des entsprechenden Li-

ganden wird eine Oligomerisierung des

Rezeptors induziert, wodurch die intra-

zellul�aren DDs der Rezeptoren in der

Lage sind, andere DD-besitzende Adap-

termolek�ule zu rekrutieren. Die Initiie-

rung der Apoptose kann somit nur im

Falle einer Multimerisierung (Trimerisie-

rung) des CD95-Rezeptors erfolgen. Die

von Krammer und Yonehara im Jah-

re 1989 beschriebenen Antik�orper (anti-

APO-1 bzw. anti-Fas) besa�en den Isotyp

IgG3 bzw. IgM [Trauth et al., 1989; Yone-

hara et al., 1989]. Dieser Isotyp f�uhrt zu

einer Quervernetzung (crosslink) des To-

desrezeptors durch Aggregation von Fc-

Teilen, w�ahrend IgM-Antik�orper als Pent-

amere ohnehin die F�ahigkeit zur Quer-

vernetzung ihres Antigens besitzen. Vom

urspr�unglichen �APO-1-Antik�orper exi-

stiert auch eine IgG2a-Isotyp Variante die

per se nicht in der Lage ist Apoptose zu

induzieren. Durch eine Quervernetzung

mit einem �Maus-Antik�orper jedoch, kann erfolgreich Apoptose induziert werden

[Dhein et al., 1992].
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CD95 wird in einer Vielzahl verschiedener Gewebe wie den Zellen des lymphati-

schen Systems, Hepatozyten, alveol�aren Zellen, Myokardzellen und verschiedenen

Tumorzellen exprimiert und kommt sowohl als Typ-I-Transmembranrezeptor als

auch in einer l�oslichen Form vor [Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992; Cheng et al.,

1994].

Die Expression des CD95-Liganden hingegen ist selektiver als die des CD95-

Rezeptors und �ndet sich insbesondere auf zytotoxischen T-Lymphozyten, NK-

Zellen und einigen Tumorzellen.

Das CD95-System ist ein essentieller Bestandteil in der physiologischen Regulation

des Immunsystems [Nagata, 1997] und gilt als ein wichtiger Mechanismus bei der

durch Chemotherapeutika induzierten Apoptose [Trauth et al., 1989; Friesen et al.,

1996; Walczak et al., 2000].

Apoptotische Signalwege

Die Einleitung der Apoptose kann entweder �uber Todesrezeptoren auf der Zell-

ober
�ache - auch als extrinsischer Weg bezeichnet - oder �uber Mitochondrien -

als intrinsischer Weg bezeichnet [Krammer, 1999; Schmitz et al., 2000] erfolgen

(s. Abb. 1.13, S. 37).

Todesrezeptoren werden durch ihre Liganden, Mitglieder der TNF-Familie akti-

viert. Bindet der entsprechende Ligand an die Todesrezeptoren, kommt es zur

Bindung von Adaptorproteinen an die Todesdom�ane des Todesrezeptors wie zB.

FADD (Fas-associating protein with death domain), die dann die inaktiven Pro-

formen von Mitgliedern der Caspasen-Familie, Procaspase-8 (FLICE: FADD-like

Interleukin-1-converting enzyme) und Procaspase-10, �uber homophile Interaktionen

der C-terminalen Todesdom�ane (DD) von FADD mit der DD des CD95-Antigens,

aus dem Zytoplasma rekrutieren. Caspase-8 und Caspase-10 fungieren hierbei als

"
Initiator\-Caspasen da diese zum

"
Tod-induzierenden Signal-Komplex\ (

"
Death-

inducing Signaling Complex\, DISC) der aus den zytoplasmatischen Dom�anen des

Todesrezeptors, Adaptermolek�ulen (FADD) und der Initiatorcaspase-8 besteht, re-

krutiert werden. [Kischkel et al., 1995; Kischkel et al., 2001; Sprick et al., 2000]

(s. Abb. 1.13, S. 37). Im DISC werden Procaspase-8 und -10 gespalten und ergeben

die aktiven Initiator-Caspasen. Zellen bei denen die Menge an aktiver Caspase-8

und damit die alleinige Stimulierung des extrinsischen Weges ausreicht um Apopto-

se direkt einzuleiten, nennt man Typ-I-Zellen [Sca�di et al., 1998]. In Typ-II-Zellen

reicht das extrinsische Signal alleine nicht aus, zur Apoptoseinduktion wird hierbei

eine Aktivierung des intrinsischen Weges ben�otigt.

Der intrinsische Weg wird durch das Bcl-2-Familienmitglied Bid aktiviert.
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Abb. 1.13: Typ I und II der CD95-induzierten Apoptose

Nach der durch den CD95-Liganden (CD95L) induzierten Oligomerisierung des CD95-Rezeptors

wird der DISC �uber die Rekrutierung von FADD und Procaspase-8/-10 gebildet. In Typ I-Zellen

wird dadurch gen�ugend Caspase-8/-10 aktiviert, um �uber eine direkte Prozessierung von Caspase-3

Apoptose auszul�osen. Typ II Zellen dagegen ben�otigen eine Signalverst�arkung �uber die Caspase-8-

vermittelte Spaltung von BID, welches den intrinsischen Signalweg aktiviert, der wiederum durch

Bcl-2 inhibiert werden kann. Nach [Sohn, 2007]

Bid wird durch aktive Caspase-8 gespalten und zu den Mitochondrien transloziert.

Der intrinsische Weg wird auf der Ebene der Mitochondrien durch Stimulation der

mitochondrialen Membran durch noch genauer zu de�nierende Mechanismen ein-

geleitet. Der Apoptoseproze� bewirkt eine St�orung des Elektronentransportes, der

oxidativen Phosphorylierung und der Adenosin-Triphosphat (ATP)-Produktion. Es

kommt zu einer Freisetzung von Cytochrom C und anderen apoptogenen Faktoren

aus dem Intermembranraum der Mitochondrien [Martinou und Green, 2001; Zamz-

ami und Kroemer, 2001]. Cytochrom C bildet mit Apaf-1, ATP und einer weiteren

Initiator-Caspase, Procaspase-9, einen Komplex das sogenannte Apoptosom, in wel-

chem Caspase-9 aktiviert wird.

Die aktivierten Initiator-Caspasen spalten und aktivieren E�ektor-Caspasen, vor
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allem Caspase-3, -6 und -7. Da sich aktive E�ektor-Caspasen gegenseitig spalten,

wird eine sich verst�arkende Caspasen-Aktivierungs-Kaskade gestartet [Rathmell und

Thompson, 1999]. Letztendlich spalten die E�ektor-Caspasen zellul�are Substrate,

die
"
Todessubstrate\, was zu charakteristischen biochemischen und morphologischen

Ver�anderungen f�uhrt, wie �Anderung der Zellmorphologie, Chromatin-Kondensation,

zum Verlust der Plasmamembran-Stabilit�at durch Verlagerung von Phosphatidylse-

rin von der zytoplasmatischen Seite der Membran an die Au�enseite und schlie�lich

zur DNA-Fragmentierung [Thompson, 1995; Cohen, 1997]. Diese Alterationen der

Zellmembran werden von Phagozyten erkannt, welche die �Uberreste der sterbenden

Zelle aufnehmen [Savill und Fadok, 2000].

Regulatorische Proteine bei der Apoptose

Es gibt verschiedene Proteine die den apoptotischen Proze� sehr genau auf unter-

schiedlichen Ebenen kontrollieren. So inhibieren beispielsweise die FLIPs (FLICE-

inhibitory proteins) die Einleitung der Apoptose auf der Ebene der Todesrezeptoren

[Krueger et al., 2001]. In humanen Zellen konnten zwei Splice-Varianten identi�ziert

werden: eine lange (FLIPL) und eine kurze Form (FLIPS). Sie besitzen strukturelle

Homologie zu Procaspase-8, haben aber kein katalytisches Zentrum. Diese Struktur

erlaubt es ihnen, an den DISC zu binden und dadurch die Prozessierung und Akti-

vierung der Initiator-Caspasen zu inhibieren.

Eine weitere Klasse von regulatorischen Proteinen sind die IAPs (inhibitor of apop-

tosis proteins) [Deveraux und Reed, 1999]. IAPs binden und inhibieren Caspasen.

M�oglicherweise fungieren sie auch als Ubiquitin-Ligasen und f�ordern den Abbau der

gebundenen Caspasen. Jedoch konnte nicht f�ur alle IAPs gezeigt werden dass sie

Apoptose unterdr�ucken, m�oglicherweise haben diese IAPs andere Funktionen. Die

IAPs wiederum werden durch das Protein SMAC/DIABLO inhibiert [Du et al.,

2000; Verhagen et al., 2000]. Es wird zusammen mit dem Cytochrom c w�ahrend

der Apoptose aus den Mitochondrien freigesetzt und f�ordert die Aktivierung von

Caspasen, indem es an IAPs bindet.

Eine wichtige Klasse von regulatorischen Proteinen sind die Mitglieder der Bcl-

2 Familie, die die Apoptose auf der mitochondrialen Ebene regulieren [Martinou

und Green, 2001; Zamzami und Kroemer, 2001]. Ihrer Funktion nach k�onnen die

Bcl-Familienmitglieder in anti-apoptotische und pro-apoptotische Proteine einge-

teilt werden. Alle anti-apoptotischen Mitglieder besitzen die Bcl-2-Homologie-(BH)-

Dom�anen 1, 2 und 4, w�ahrend f�ur die Apoptose-Induktion die BH3-Dom�ane ent-

scheidend zu sein scheint. Die pro-apoptotischen Mitglieder k�onnen in die Bax-

Superfamilie und die
"
BH3-only\-Proteine unterteilt werden. Bcl-2 Proteine beein-
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ussen die Permeabilit�at der Membran, jedoch ist der biochemische Mechanismus

ihrer Wirkung noch nicht ganz gekl�art.

Zielantigen-abh�angige Aktivierung des Todesrezeptors CD95 mit bispe-

zi�schen Antik�orpern

Monoklonale agonistische �CD95-Antik�orper k�onnen in CD95-positiven und

Fas-sensitiven Zelllinien Apoptose induzieren. Jedoch ist ein klinischer Einsatz

solcher monoklonaler Antik�orper nicht m�oglich, da das CD95-Antigen auch auf

einer Vielzahl von normalen Zellen, wie z.B. Hepatozyten, exprimiert wird. In

einer in vivo Studie mit M�ausen konnte gezeigt werden, dass eine sytemische

Applikation agonistischer �CD95-Antik�orper innerhalb k�urzester Zeit zu einem

t�odlichen Leberversagen f�uhrte [Ogasawara et al., 1993]. Folglich ist auch im

Falle der �CD95-Antik�orper f�ur den therapeutischen Ansatz eine stringente

Zielzellrestriktion notwendig, welche durch den Einsatz bispezi�scher Antik�orper

gew�ahrleistet werden k�onnte.

In in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass bispezi�sche CD19 x CD95, CD40

x CD95 und CD20 x CD95 F(ab‘)2-Fragmente selektiv Apoptose in humanen

Zielantigen-positiven B-Lymphom-Zelllinien induzieren konnten [Jung et al., 2001].

Bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente mit Spezi�t�at Tumorantigen x CD95 k�onnen prin-

zipiell auf zwei unterschiedliche Weisen binden: uni- oder bizellul�ar (s. Abb. 1.14,

S. 40).

Auch wenn eine unizellul�are Bindung nicht ausgeschlossen werden kann, so wird

vermutet, dass im Falle der Tumorantigen x CD95-Konstrukte eine bizellul�are

Bindung f�ur die Ausl�osung einer CD95-vermittelten Apoptose verantwortlich ist.

Jung et al. zeigten, dass in CD95-sensitiven, jedoch Zielantigen-negativen Lym-

phomzellen mit den CD20 x APO-1 und CD40 x APO-1-Konstrukten alleine keine

Aktivierung des CD95 m�oglich war. Waren jedoch zus�atzlich Zielantigen-positive

Zellen w�ahrend des Experimentes pr�asent, so konnte eine Lyse der Zellen in einem

sogenannten bystander Modus induziert werden [Jung et al., 2001]. Solch eine

bystander -Lyse kann folglich nur durch eine bizellul�are Bindung der bispezi�schen

Antik�orper zustande kommen (s. Abb. 1.14, S. 40). Auch f�ur ein bispezi�sches

F(ab‘)2-Fragment mit Spezi�t�at f�ur EGFR x CD95 konnte neuerdings gezeigt

werden, dass es bevorzugt unizellul�ar bindet und keine CD95-induzierte Apoptose

EGFR-positiver, CD95-sensitiver Tumorzellen vermitteln kann [Herrmann et al.,

2007]. Wurde das bispezi�sche EGFR x CD95-Konstrukt in einem bystander

Experiment eingesetzt, so war es in der Lage eine �au�erst e�ziente Apoptose der

CD95-sensitiven, Zielantigen-negativen bystander -Zellen zu induzieren. Dadurch
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konnte gezeigt werden, dass das bispezi�sche F(ab‘)2-Fragment EGFR x CD95 nur

bei bizellul�arer Bindung e�zient eine CD95-vermittelte Apoptose vermitteln kann.

Tumor-
zelle

Tumor-
zelle

Tumor-
zelle

Tumor-
zelle

Bystander
oder

Immunzelle

Tumorantigen

CD95

A B C

Unizelluläre Bindung Bizelluläre Bindung              

Apoptoseinduktion

Abb. 1.14: Bindungsm�oglichkeiten bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente mit Spezi�t�at Tu-

morantigen x CD95

Bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente k�onnen prinzipiell auf zwei unterschiedliche Weisen binden: uni-

oder bizellul�ar.

A: Unizellul�are Bindung

B: Bizellul�are Bindung

C: Bizellul�are Bindung im bystander Modus

Apoptosesensitivierer

Im Gegensatz zu gesunden Zellen kann es in Tumorzellen durch Aktivierung von

Protoonkogenen und Verlust von Tumorsuppressorgenen zu einer Fehlregulation

des Zellzyklus mit rascher Zellproliferation und St�orung des Apoptoseweges kom-

men. Deshalb sind Tumorzellen in der Regel per se nur wenig sensitiv gegen�uber

CD95-induziertem Zelltod. Ein alleiniger Einsatz bispezi�scher Antik�orper zur In-

duktion von Apoptose �uber den Todesrezeptor CD95 w�are in diesem Falle nur wenig

erfolgreich, weshalb der Einsatz eines sensitivierenden Reagenz unumg�anglich w�are.

Es existieren viele verschiedene Substanzen von denen beschrieben wurde, dass sie in

Kombination mit Todesrezeptorliganden oder agonistischen Antik�orpern gegen To-

desrezeptoren, die Apoptose-Sensitivit�at in vitro und in vivo erh�ohen k�onnen. Dazu

z�ahlen neben den klassischen Zytostatika weitere Substanzen wie z.B. Hormone,

therapeutische monoklonale Antik�orper, Zytokine und sogenannte
"
small molecu-

les\ wie z.B. Signaltransduktions-Inhibitoren und Proteasominhibitoren.
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1.6 Zielsetzung

Durch den Einsatz Antik�orper-basierter Therapeutika wurden in den letzten

Jahren gro�e Erfolge bei der Therapie lymphoider Neoplasien erzielt. Dennoch

stellen Rezidive weiterhin ein gro�es Problem dar, was die Notwendigkeit einer

Optimierung zur Therapie eingesetzter Antik�orper und einer Suche nach neuen,

besseren Therapeutika verdeutlicht.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit bestand daher in der Entwicklung und funktionellen

Charakterisierung Antik�orper-basierter Immuntherapeutika die gegen das CD20-

Antigen gerichtet sind. Dabei sollten verschiedene Molek�ule untersucht werden,

welche auf unterschiedliche Weise wirken, die aber alle gegen das CD20-Antigen auf

Lymphomzellen gerichtet sind.

Eine Optimierung der A�nit�at des Fc-Teils monoklonaler IgG1-Antik�orper zum

Fc
-RIIIa und als Folge davon eine gesteigerte E�zienz bei der Antik�orper-

vermittelten zellul�aren Zytotoxizit�at stellt einen vielversprechenden Ansatz zur

Verbesserung der therapeutischen E�ektivit�at von Antik�orpern dar. Im Rahmen

dieser Arbeit sollte die therapeutische E�ektivit�at des chimerisierten �CD20-

IgG1-Antik�orpers 2H7 mittels Fc-Remodelling basierend auf den Arbeiten von

Lazar et al. [Lazar et al., 2006], und einer Ver�anderung der Glycosylierung durch

einen einfachen Wechsel der Expressionszelllinie hin zu der gering-fucosylierenden

Zelllinie YB2/0 optimiert werden.

Grosse-Hovest et al. gelang es 2003 erstmalig, mit einem rekombinanten bis-

pezi�schen single-chain Antik�orper mit Spezi�t�at CD28 x NG2 (r28M), eine

Zielzell-restringierte supra-agonistische T-Zellaktivierung und Lyse Zielantigen-

positiver Tumorzellen zu zeigen, wobei ein
"
prim�ares\ Signal �uber den T-Zellrezeptor

hierbei nicht notwendig war [Grosse-Hovest et al., 2003]. Im Rahmen dieser Arbeit

sollte untersucht werden, ob diese F�ahigkeit eine besondere Eigenschaft der im

r28M-Molek�ul enthaltenen Antik�orper ist, oder ob eine supra-agonistische CD28-

Stimulation auch im Falle eines Austausches der Spezi�t�at f�ur NG2 gegen eine

Spezi�t�at f�ur das B-Zell-assoziierte Antigen CD20 zu beobachten ist.

Basierend auf den Arbeiten von Jung et al., dass bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente

mit Spezi�t�at CD95 x CD20 in der Lage sind in vitro in humanen CD95-sensitiven,

Zielantigen-positiven Lymphomzellen (SKW6.4) Apoptose zu induzieren [Jung

et al., 2001], sollten in dieser Arbeit verschiedene CD20 x CD95-Konstrukte in vitro

verglichen sowie n�aher charakterisiert und auf verschiedenen B-Lymphomzelllinien
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untersucht werden.

Desweiteren sollte ein Mausmodell etabliert werden, um die therapeutische

Wirksamkeit der CD20 x CD95-Konstrukte erstmals auch in vivo in Immunthera-

pieversuchen untersuchen zu k�onnen.

Abschlie�end sollte ein vollkommen neuer Ansatz zur Stimulation des Todesrezep-

tors CD95 evaluiert werden: Hierzu wurde der �CD20-IgG1-Antik�orper 2H7 am C-

Terminus mit dem c-myc-Epitop versehen. Durch eine Kombination mit einem bispe-

zi�schen F(ab‘)2-Fragment mit Spezi�t�at �myc x CD95 sollte eine CD95-vermittelte

Apoptose der Tumorzellen induziert werden.
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2.1 Material

2.1.1 Ger�ate

Brutschrank Heraeus function line Thermo Electron, Waltham, USA

Dispensor Multipette Eppendorf, Hamburg

DryEase Mini-Gel Drying System Novex, San Diego, USA

Durch
u�zytometer FACS Calibur BD, Heidelberg

Durchlicht-Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena

Dual Vertical Mini-Gel Unit C.B.S. Scienti�c, Del Mar, USA

Einkanal Durch
uss-UV-Monitor UV-1 GE Healthcare, M�unchen

Einkanalschreiber Rec101 GE Healthcare, M�unchen

Elektrophorese-Apparatur Dual Vertical

MiniGel Unit

C.B.S. Scienti�c, Del Mar, USA

Elektroporationsger�at Gene Pulser II BioRad, M�unchen

ELISA-Plattenleseger�at Spectra Max 340 Molecular Devices, M�unchen

FPLC-Pumpe, Pumpen-Typ P500 GE Healthcare, M�unchen

FPLC-Kontrolleinheit LCC501 GE Healthcare, M�unchen

Fraktionskollektor FRAC-100 GE Healthcare, M�unchen

Gammacell 1000 Elite MDS Nordion, Ottawa, Kanada

Gelelektrophorese-Apparatur Owl Easy-

cast

Owl Separation System, Portsmouth,

B2 und B1A USA

Gel�ltrationschromatographies�aule GE Healthcare, M�unchen

SuperdexTM200 Prep Grade 16/60 Hi-

Load

Gel�ltrationschromatographies�aule GE Healthcare, M�unchen

SuperdexTM200 PC3.20

Heizr�uhrer MR 2002 Heidolph Instruments, Schwabach

MicroBeta Counter 1450 Plus Perkin Elmer Wallac, Turku, Finnland

Midi-MACS System Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Peristaltikpumpe P-1 GE Healthcare, M�unchen

pH-Messger�at WTW pH523 WTW, Weilheim

Photometer Ultrospec 3000 GE Healthcare, M�unchen

Pipetten Gilson, Bad Camberg

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences, Chur, CH

Sch�uttler Multitron Infors, Bottmingen, CH

Sequenzierger�at ABI PRISMTM 310 Applied Biosystems, Weiterstadt
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SMART System GE Healthcare, M�unchen

Sterilbank Tecno
ow Integra Biosciences, Chur, CH

Szintillationsme�ger�at MicroBeta Coun-

ter 1450 Plus

Perkin Elmer, Rodgau

Thermocycler PTC-100 BioRad, Waltham, USA

Trockenschrank Heraeus ET Thermo Electron, Waltham, USA

UV-Tisch FLX-20M und TFX-20M Vilber Lourmat, Eberhardzell

Vortexer Vibro-Fix VF2 Ika Labortechnik, Staufen

Waagen (Fein- und Tischwaage) Sartorius G�ottingen

Wasserbad W22 Preiss-Daimler, Medingen

Wippe Rocky RT-1 Fr�obel, Lindau

Zell-Harvester ICH-110-96 Inotech, Dottikon, CH

Zell-Inkubator Heraeus B6200 Thermo Electron, Waltham, USA

Zentrifugen:

Jouan BRA 4i Thermo Electron, Waltham, USA

Heraeus Biofuge A und Biofuge fresco Thermo Electron, Waltham, USA

Heraeus Megafuge 1.0 und 2.0R Thermo Electron, Waltham, USA

Sorvall RC 5C Plus Thermo Electron, Waltham, USA

2.1.2 Glas- und Plastikwaren

Auto-Seq G50 S�aulchen GE Healthcare, M�unchen

Bechergl�aser Glas Schott, Mainz

Bechergl�aser Plastik Vitlab, Gro�ostheim

Bottle-top Filter (0,22 �m Porengr�o�e) Millipore, Schwalbach

Cellophan-Folie DryEase Mini Invitrogen, Karlsruhe

Combitips Eppendorf, Hamburg

Cryor�ohrchen 2 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen

Cryobox Merck, Darmstadt

Dialyseschl�auche Visking 12-14 kDa Roth, Karlsruhe

Einmalpipetten Plastik 1 ml, 2 ml, 5 ml,

10 ml, 25 ml

Becton-Dickinson, Heidelberg

Einmalpipetten Plastik 25 ml Corning, Kaiserslautern

Einmalspritzen Plastik Becton-Dickinson, Heidelberg

Elektroporationsk�uvetten BioRad, M�unchen

ELISA-Platte Maxisorb Nalge Nunc international, Rochester

NY, USA

Erlenmeyerkolben Simax 500 ml, 1l Bohemia Cristal, Selb
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Filtermatten Melti Lex A Perkin Elmer Wallac, Turku, Finnland

Glas
aschen 250 ml, 500 ml, 1l, 2l Schott, Mainz

Lumaplate 96 Packard BioScience, Dreieich

Midi-MACS-S�aulchen LD und LS Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Messzylinder Plastik 100 ml, 250 ml, 500

ml, 1l

Vitlab, Gro�ostheim

Mikrokonzentratoren Amicon Ultra-15 Millipore, Schwalbach

Mini-S�aulen PD-10 Sephadex G25 GE Healthcare, M�unchen

Neubauer Zell-Z�ahlkammer Brand, Wertheim

Pasteurpipetten Long size WU, Mainz

PCR-Softtubes 0,5 ml Biozym, Oldenburg

Pipettenspitzen 200 �l, 1000 �l Greiner Bio-one, Frickenhausen

Pipettenspitzen 10 �l Biozym, Oldendorf

PP-R�ohrchen 1,3 ml, 50 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen

PS-R�ohrchen Falcon 5 ml, 15 ml Becton-Dickinson, Heidelberg

Pr�azisions-K�uvette Suprasil R
 halbmikro Hellma, Basel, CH

Reaktionsgef�a�e 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf, Hamburg

S-Monovetten R
 , 9 ml Sarstedt, N�umbrecht

Spritzen�lter Millex-GV, Millex-GP 0,22

�m

Millipore, Schwalbach

Zellkultur
aschen 250 ml, 500 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zellkultur
asche Triple 
ask Nunc-Wiesbaden

Zellkulturplatten 96-well 
at/round bot-

tom

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zellkulturplatte Falcon 6-well 
at bottom Becton-Dickinson, Heidelberg

Zentrifugenbecher 500 ml Nalgene, Hereford, UK

Zentrifugenr�ohrchen SS34 Nalgene, Hereford, UK

Zentrikon Amicon Ultra 10 kDa und 30

kDa

Millipore, Schwalbach

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Karlsruhe

Agarose Sigma, Steinheim

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Darmstadt

Ampicillin Roth, Karlsruhe

Bacto-Agar Becton Dickinson, Heidelberg

Bacto-Hefeextrakt Becton Dickinson, Heidelberg
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Bacto-Trypton Becton Dickinson, Heidelberg

�-Mercaptoethanol 14,3M Serva, Heidelberg

BiocollTM Separation Solution Biochrom, Berlin

BSA (Fraktion V) New England Biolabs, Frankfurt

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

Chloroform Sigma, Steinheim

Coomassie Brillant Blue R250 Serva, Heidelberg

Desoxynucleotid-Triphosphate (dNTPs) Peqlab, Erlangen

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT) Sigma, Steinheim

DTNB (5,5‘Dithio-bis(2-Nitrobenzoe-

s�aure))

Sigma, Steinheim

Dulbecco‘s Phosphate bu�ered saline

(DPBS)

Cambrex, Verviers, Belgien

Essigs�aure Merck, Darmstadt

Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA) Sigma, Steinheim

Ethanol verg�allt (96%) Merck, Darmstadt

Ethanol zur Analyse (100%) Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid (EtBr) Serva, Heidelberg

FACS-Clean, FACS-Flow, FACS-Rinse Becton-Dickinson, Heidelberg

FasL [0,5 mg/ml] Alexis Biochemicals, Gr�unberg

Glucose Sigma, Steinheim

Glycerin Roth, Karlsruhe

Glycin Sigma, Steinheim

HRP-Streptavidin BD Pharmingen, Heidelberg

Isopropanol Merck, Darmstadt

Isopropyl- �-D-thiogalaktosid (IPTG) Roth, Karlsruhe

MACS-Beads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

Methanol Merck, Darmstadt

Mineral�ol Sigma, Steinheim

Natriumacetat Serva, Heidelberg

Natriumacetat (wasserfrei) Merk, Darmstadt

Natriumazid Merk, Darmstadt

Natriumchlorid Merk, Darmstadt

Natriumchromat (51Cr, 5 mCi/ml) GE Healthcare, M�unchen

Natriumhydroxid-Pl�atzchen Merk, Darmstadt
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Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

(25:24:1)

Roth, Karlsruhe

Phytoh�amagglutinin (PHA) Sigma, Steinheim

Propidiumiodid (PI) Sigma, Steinheim

Rekombinantes IL-2 R&D Systems, Wiesbaden

Rekombinantes Protein A, Perbio Science, Bonn

Agarose-immobilisiert

Rekombinantes Protein L, Perbio Science, Bonn

Agarose-immobilisiert

Szintillationscocktail Ultima Gold Perkin Elmer, Rodgau

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma, Steinheim
3H-Thymidin (1 mCi/ml) Hartmann Analytic, Braunschweig

TMB Microwell Peroxidase Substrate Sy-

stem (2-C)

KPL, Gaithersburg, USA

TMB Peroxidasesubstrat &

Peroxidasel�osung

Triton R
 X-100 Sigma, Steinheim

Trizma Base (Tris-Base) Sigma, Steinheim

Trizma Hydrochlorid (Tris-HCl) Sigma, Steinheim

Trypanblau 0,4 Sigma, Steinheim

Tween 20 Sigma, Steinheim

WST-1 Cell Proliferation Reagent Roche, Mannheim

X-Gal (5‘Br-4‘Cl-3‘Indolyl-�-D-Galacto-

pyranosid)

Sigma, Steinheim

Zellkulturmedien und -zus�atze

FCS (F�otales K�alberserum) Perbio Science, Bonn

(hitzeinaktiviert 1 h, 56�C)

Geniticin-Sulfat (G418) Invitrogen Karlsruhe

Hybridoma-SFM Invitrogen, Karlsruhe

IMDM Cambrex, Verviers, Belgien

(Iscove‘s Modi�ed Dulbecco‘s Medium)

mit 25 mM HEPES und L-Glutamin

MEM-NEAA c.c.pro, Neustadt

(nicht-essentielle Aminos�auren)
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Natriumpyruvat c.c.pro, Neustadt

Penicillin/Streptomycin Cambrex, Verviers, Belgien

RPMI 1640 Cambrex, Verviers, Belgien

(Roswell Park Memorial Institute)

mit 25 mM HEPES und L-Glutamin

Apoptosesensitivierer

Acetylsalicyls�aure Sigma, Steinheim

Bortezomib (Velcade) Universit�atsapotheke, UKT,

T�ubingen

Cycloheximid Sigma, Steinheim

(3-[2-(3,5-Dimethyl-2-oxocyclohexyl)

2-hydroxylethyl]glutarimid

Dexamethasone Sigma, Steinheim

Doxorubicin cell pharm, Hannover

ErCP3 Universit�atsapotheke, UKT,

T�ubingen

LY294002 New England Biolabs, Frankfurt

N-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone

(TLCK)

Roche, Mannheim

Resveratrol Sigma, Steinheim

Staurosporine Sigma, Steinheim

Topotecan SmithKline Beecham Pharma,

Dresden

Teniposid Bristol-Myers Squibb, M�unchen

Enzyme

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt

VENT-DNA-Polymerase New England Biolabs, Frankfurt

T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim

Pepsin Merck,Darmstadt

Gr�o�enmarker f�ur die Elektrophorese

� 1kb Marker und 100 bp Marker, New England Biolabs, Frankfurt

� SeeBlue R
 Pre-Stained Standard, Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.4 Gebrauchsfertige Kits

� ABI PRISM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

V1.1, Applied Biosystems, Weiterstadt

� BioTrap Gelelutions-Starterkit, Schleicher & Schuell, Dassel

� PCR-ScriptTM Amp Cloning Kit, Stratagene Heidelberg

� QIAquick R
 Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden

� QIAprep R
 Spin Plasmid-DNA Miniprep Kit, Qiagen, Hilden

� QIAGEN R
 Plasmid-DNA Maxiprep Kit, Qiagen, Hilden

2.1.5 Oligonukleotide

Extensions-Primer

Hersteller: BIOMERS.net, Ulm

� 20-BspEI: 5’-atccggacaggcttatctacagcagtctggggctgag-3’

� 20-Rev : 5’-gggggaagatgaacacactgggggcagccactgtccgtttcagctccagcttggtcccagcaccgaacgtggg-

3’

� universal-Rev : 5’-gatcagcttctgctcttcagcagaaggggggaagatgaacacactgggggcagccactgt-3’

� universal-Rev2: 5’-gagttcaggtcctcttcagagatcagcttctgctcttcagcagaaggggggaag-3’

� universal-Rev3: 5’-tactagttatcagtccacagcagagttcaggtcctcttcagagatcagcttctgctc-3’

Sequenzier-Primer

Hersteller: MWG-Biotech, Ebersberg;Thermo Hybaid, Ulm

� Kons1-Rev: 5’-tgcagggtcccaaggcagtgctgggtg-3’

� Kons2-Rev: 5’-ggtctgttatgccaagctctgtctatg-3’

� Kons2-Hin: 5’-ccagactcaaacttaccctacctttatc-3’

� Intron-Rev: 5’-gattcccgtttgcagagaatcttgg-3’

� mRNA1-Hin: 5’-acatatgtacaatgtcctcaccacag-3’

� M13-Hin: 5’-gta aaa cga agg cca gt-3’

� M13-Rev: 5’-aac agc tat gac cat g-3’
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2.1.6 Verwendete Computerprogramme

CellQuestPro Becton-Dickinson, Heidelberg

HUSAR Online Bioinformatics Lab DKFZ, Heidelberg

MS Excel XP Microsoft, Unterschlei�heim

MS PowerPoint XP Microsoft, Unterschlei�heim

Sigma Plot V7.0 SPSS, M�unchen

SMART Manager GE Healthcare, M�unchen

TeXnicCenter 1 beta 6.31 ToolsCenter.org (Open Source Project)

2.1.7 Pu�er und Medien

Molekularbiologie/Klonierung

Ampicillin-Stockl�osung [20 mg/ml] Ampicillin in H2O (bidest.)

dNTP-Stockl�osung [10 mM] dATP, dCTP, dGTP, dTTP

in H2O (bidest.)

DNA-Ladepu�er (6x) 30% Glycerin

0,25% Bromphenolblau

10 mM Tris-Base

1 mM EDTA

in H2O (bidest.), pH 7,6

EtBr-Stockl�osung [10 mg/ml] Ethidiumbromid

in H2O (bidest.)

IPTG-Stockl�osung [100 mM] in H2O (bidest.)

LB-Medium (
�ussig) 10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt

5 g NaCl

H2O (bidest.) ad 1l
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LB-Medium (Platten) 10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Bacto-Agar

H2O (bidest.) ad 1l

5 ml Ampicillin-Stockl�osung

MgCl2-Stockl�osung [1 M] MgCl2 in H2O (bidest.)

Natriumacetat-L�osung [3 M] Natriumacetat in H2O (bidest.),

pH5,2

TAE-Pu�er (50x) 2M Tris-Base

1 M Essigs�aure

50 mM EDTA

in H2O (bidest.), pH 8,5

X-Gal-Stockl�osung [10 %] X-Gal in DMF

Zellkultur

Einfriermedium 80% FCS (hitzeinaktiviert)

20% DMSO

IMDM-Komplettmedium IMDM

10% FCS (hitzeinaktiviert)

100 U/ml Penicillin

100 �g/ml Streptomycin

1x Natrium-Pyruvat

1x MEM-NEAA

50 �M �-Mercaptoethanol

RPMI-Komplettmedium RPMI1640

10% FCS (hitzeinaktiviert)

100 U/ml Penicillin

100 �g/ml Streptomycin

1x Natrium-Pyruvat

1x MEM-NEAA
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50 �M �-Mercaptoethanol

SFM (Hybridoma serum-free Medium) 1x Hybridoma SFM

+ Pen/Strep 100 U/ml Penicillin

100 �g/ml Streptomycin

PBS-EDTA 1 mM EDTA in DPBS, pH8

Trypan-Blau 0,1% Trypan-Blau in DPBS

Chromatographische Verfahren

DPBS-A 0,01% Natriumazid in DPBS

DPBS + 200 mM NaCl 200 mM NaCl in DPBS

Glycin-Pu�er pH3 und pH2 [0,1 M] Glycin in H2O (bidest.),

pH3 bzw. pH2

0,1 M Na-Phosphat/0,15 M NaCl-Pu�er 0,05 M Natriumdihydrogenphosphat-

pH 7,4 monohydrat

0,05 M Natriumhydrogenphosphat-

dihydrat

0,15 M NaCl

Tris-Pu�er pH9 [1,3 M] Tris-Base in H2O (bidest.)

Proteinbiochemie

0,1 M Acetatpu�er pH4 0,05 M Natriumacetat

0,05 M Essigs�aure

0,15M Natriumchlorid

0,5 M Glycinpu�er Glycin in H2O (bidest.)
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Durch
usszytometrie (FACS)

FACS-Pu�er DPBS 0,01% Natriumazid

1% FCS (hitzeinaktiviert)

PI-Stockl�osung 50 �g/ml Propidium-Iodid in DPBS

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

APS-L�osung (10%) 100mg/ml APS in H2O (bidest.)

Coomassie-F�arbel�osung 50% Methanol

10% Essigs�aure

0,05% (w/v) Coomassie Brillant Blue

34,95% H2O (bidest.)

Entf�arbel�osung 50% Methanol

10% Essigs�aure

50% H2O (bidest.)

Geltrocknungsl�osung 22% Ethanol

1,5% Glycerin

in H2O (bidest.)

6x Ladepu�er nicht-reduzierend 7 ml Sammelgelpu�er

3 ml Glycerin

1 g SDS

1,2 mg Bromphenolblau

6x Ladepu�er reduzierend 7 ml Sammelgelpu�er

3 ml Glycerin

1 g SDS

1,2 mg Bromphenolblau

0,93 g Dithiotreitol

10x Laufpu�er 250 mM Tris-Base

1,9 M Glycin
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1% SDS

in H2O (bidest.)

Sammelgelpu�er 1 M Tris-HCl in H2O (bidest.)

pH6,8

SDS-Stockl�osung 10% SDS in H2O (bidest.)

Trenngelpu�er 1,5 M Tris-Base in H2O (bidest.),

pH8,6

ELISA

Waschpu�er 0,05% Tween20

in DPBS

Blockierungsl�osung 0,05% Tween20

1% BSA

in DPBS

0,1 M NaHCO3-L�osung 0,1 M NaHCO3

in H2O (bidest.), pH9

Stopl�osung 1M H3PO4

2.1.8 Bakterienst�amme

E. coli DH5�, MBI Fermentas, St. Leon Rot

Genotyp:
F�(�80d�(lacZ)M15)recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(r�

km+
k supE44 relA1 deoR �(lacZYA-

argF)U169

56



MATERIAL UND METHODEN

2.1.9 Plasmide

Abb. 2.1: pPCR-ScriptTMAmpSK(+)Cloning-Vektor , Stratagene, Heidelberg
Wesentliche Elemente und ihre Position:
f1 (+) Origin (135-441); �-Galactosidase �-Fragment (460-816); Multiple Cloning Site MCS (653-
760); lac-Promoter (817-938); pUC-Origin (1158-1825); Ampicillin-Resistenz (bla) ORF (1978-
2833)

Abb. 2.2: pSeqTag2/Hygro, Invitrogen, Groningen, NL
Wesentliche Elemente und ihre Position:
CMV-Promoter (209-863); T7-Promoter/priming site (863-882); Maus Ig kappa-Kette V-J2-C Si-
gnalpeptid (905-967); Multiple cloning site (970-1081); c-myc-Epitop (1082-1111); Polyhistidine
tag (1127-1144); BGH reverse priming site (1167-1184); BGH Polyadenylierungs Sequenz (1166-
1380); f1 origin (1443-1856); SV40 Promoter und Origin (1924-2245); Hygromycin B Phosphotrans-
ferase ORF (HygR)(2263-3288); SV40 polyadenylation site (3418-3547); pUC origin (3931-4604);
b-lactamase ORF (AmpR) (4749-5609)
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Zwischen- und Expressionsvektoren f�ur die Antik�orperklonierung

Die Zwischen- und Expressionsvektoren welche als Ausgangsmaterial f�ur die Klonie-
rungen dienten, stammten von L. Gro�e-Hovest, T�ubingen und basieren auf einem
Vektorger�ust, das aus den beiden Standard-Vektoren pcDNA3 und PCR-Script
entwickelt wurde. Die in ihnen enthaltenen Sequenzen (Promotoren, Intron, Poly-
adenylierungssequenzen) entsprechen den Sequenzen der Maus-Immunglobulinloci
leichter (�) und schwerer Kette.
Im Folgenden sind die von L. Gro�e-Hovest zur Verf�ugung gestellten Ausgangsvek-
toren aufgef�uhrt.

anti-CD20-Vh-VL ueber SfiI und NotI in

EcoICRI

SnaBI

NruI
SspI

FspI

BstZ17I

SmaI

PmeI

BG
H 

po
ly

A

CD20pSec
6405

PpuMI

Acc65I BamHI

Bsu36I

NheI

SpeI
MluI

MfeI Bpu10I
BglII

PciI

SapI

RsrII

BspMI EcoRI

XmaI
AvrII

SexAI

NotI PspXI XhoI PspOMI

KpnI

SfiI
BmtI
SacI

CspCI

BcgI

AhdI

BsmI

SacII

AsiSI
PstI

BplI

AloI

P-CMV

2H7-Vh-Vl

my
c -

H
i s

Hyg

bla

1000

6405

6000

5000

4000

3000

2000

< <

<
<

<
<

<

<

<

< / <

anti-CD20-scFv (mRNA)

Haygromycin-Resistenz

Am
pi

ci
ll
in-

Resis
tenz

K
- L

e a
d e

r

Abb. 2.3: CD20pSec
Expressionsvektor f�ur das 2H7-scFv.
Zur Herstellung dieses Vektors wurde die cD-
NA des 2H7-scFv �uber die MCS in den Vek-
tor pSeqTag2/Hygro einkloniert. (P-CMV: CMV-
Promoter; 2H7-Vh-Vl: Sequenz des 2H7-scFv in
der Orientierung VH -VL; Poly-A: Polyadeny-
lierungssequenz; Hyg: Hygromycin-Resistenzgen;
bla: Ampicillin-Resistenzgen (�-Laktamase).)
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Abb. 2.4: Kozak Splice
Der Vektor Kozak Splice ist ein eukaryonti-
scher Expressionsvektor f�ur bispezi�sche single-
chain Antik�orper. Er enth�alt, von der AatII -
Schnittstelle aus betrachtet folgende wesentliche
Elemente (Position in Klammern):
�-Promoter (1-934); Leader-Sequenz L (935-
1203); scFv-cDNA in der Konformation VL-
(G4S)3-Linker-VH (1204-1945); �-Intron mit en-
hancer -Elementen (1946-6914); Linker-Sequenz
(6915-6970); scFv-cDNA in der Konformation
VH -(G4S)3-Linker-VL (6971-7683). Upstream des
scFv be�ndet sich eine kurze Sequenz, die f�ur
die ersten 17 Aminos�auren der CH1-Dom�ane
(ASTKGPSVFPLAPSSSG) codiert. Downstream
des scFv folgt eine weitere kurze Sequenz, die
f�ur die ersten 16 Aminos�auren der CL-Dom�ane
(RTVAAPSVFIFPPSAE) und das c-myc-Epitop
(EQKLISEEDL) codiert (7684-7775); Polyadeny-
lierungssequenz; das Vektorr�uckgrat enth�alt au-
�erdem das bla Ampicillin-Resistenzgen und eine
Neomycin-Kassette.
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Abb. 2.5: 2H7-kappa
Der 2H7-kappa ist ein eukaryontischer Expres-
sionsvektor f�ur die leichte Kette des chim�aren
�-human CD20-Antik�orpers 2H7. Der Vektor
enth�alt den kompletten �-Promoter, eine von
XhoI - und SpeI -Schnittstellen 
ankierte VL-
Sequenz, die codierende Sequenz f�ur die CL-
Dom�ane, sowie ein Polyadenylierungssignal.
(kappa-Prom: �-Promoter; L1: Leader (codiert
f�ur das Signal-Peptid); 2H7-VJ: Exon der leich-
ten variablen Dom�ane (VL) des 2H7-Antik�orpers;
kappa-Intron: �-Intron mit enhancer Elemen-
ten, CL: �-CL-Exon; Poly-A: Polyadenylierungs-
sequenz; In: Intron.)
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Abb. 2.6: 2H7-IgG1-Fc-mut
Expressionsvektor f�ur die schwere Kette des
chim�aren �human CD20 IgG1-Antik�orpers 2H7
mit mutiertem Fc-Teil. Der Vektor enth�alt down-
stream der EcoRI -Schnittstelle Teile des �-
Introns mit der 
-1 switch-Region und die codie-
renden Sequenzen f�ur die konstanten Dom�anen
der humanen schweren IgG1 Kette. Die Sequenz
der CH2-Dom�ane wurde modi�ziert, um die spe-
zi�sche Schnittstelle der Rhinovirus-3C-Protease
(
"
PreScission\-Protease) in den Fc-Teil einzubau-

en.
(heavy-Prom: Promoter der schweren Kette von
Antik�orpern; L1: Leader (codiert f�ur das Signal-
Peptid); 2H7-VDJ: Exon der variablen Dom�ane
(VH) der schweren Kette des 2H7-Antik�orpers;
wt-gamma1-Intron: Wildtyp-Intron von IgG1-
Antik�orpern mit enhancer Elementen; CH1, CH2,
CH3: CH1, CH2 bzw. CH3-Exon; Poly-A: Po-
lyadenylierungssequenz; pcDNAxpCR: Vektor-
ger�ust aus den Standardvektoren pcDNA3 und
PCR-Script; In: Intron.)
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Abb. 2.7: Mel-myc
Expressionsvektor f�ur die schwere Kette des
chim�aren �human NG2 IgG1-Antik�orpers 9.2.27
mit mutiertem Fc-Teil und c-myc-Epitop am C-
Terminus des Fc-Teils.
(9.2.27-VDJ: Exon der variablen Dom�ane (VH)
der schweren Kette des 9.2.27-Antik�orpers. Die
Sequenz f�ur die letzten 14 Aminos�auren des IgA-
C-Terminus und das c-myc-Epitop be�nden sich
direkt downstream der CH3-Sequenz. Bis auf die-
ses Exon ist der Vektor identisch mit dem Vektor
2H7-IgG1-Fc-mut-myc (s. Abb. 6.2, S. 190).)
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2.1.10 Antik�orper

In den Tabellen 2.1 und 2.3 sind die monoklonalen, polyklonalen und Fluorochrom-

markierten Antik�orper aufgef�uhrt, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 2.2 zeigt eine �Ubersicht �uber die verwendeten bispezi�schen single-chain

Antik�orper und F(ab‘)2 Fragmente.

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten konjugierten Antik�orper

Konjugierte Antik�orper
Bezeichnung Spezi�t�at Spezies Konjugat Bezugsquelle

polyklonales murines Ig
 Ziege R-Phycoerythrin Dianova
anti-Maus-Ig
 Serum H+L-spezi�sch Hamburg
polyklonales murines Ig
 Ziege R-Phycoerythrin Dianova
anti-Maus-Ig
 Serum F(ab‘)2-spezi�sch Hamburg
polyklonales humanes Ig
 Ziege R-Phycoerythrin Dianova
anti-human-Ig
 Serum H+L-spezi�sch Hamburg
�CD3-PE humCD3 Maus R-Phycoerythrin Imunotools,

Friesoythe
�CD4-PE humCD4 Maus R-Phycoerythrin Imunotools,

Friesoythe
�CD8-PE humCD8 Maus R-Phycoerythrin Imunotools,

Friesoythe
�CD20-PE humCD20 Maus R-Phycoerythrin Imunotools,

Friesoythe
�IL2-Antik�orper humanes IL-2 Maus Biotin BD Pharmingen,

Heidelberg

Tabelle 2.2: Liste der verwendeten bispezi�schen Antik�orper

bispezi�sche single-chain Antik�orper
Bezeichnung Spezi�t�at Bezugsquelle

r28M (9.3 x 9.2.27) humCD28 x humCSPG L. Gro�e-Hovest, T�ubingen
r2820 (9.3 x 2H7) humCD28 x humCD20 selbst hergestellt

bsFab2

Bezeichnung Spezi�t�at Bezugsquelle

Ritx APO-1 humCD20 x humCD95 G. Jung, T�ubingen
2H7 x APO-1 humCD20 x humCD95 G. Jung, T�ubingen
MEM97 x APO-1 humCD20 x humCD95 G. Jung, T�ubingen
BH-20 x APO-1 humCD20 x humCD95 G. Jung, T�ubingen
Tositumomab x APO-1 humCD20 x humCD95 selbst hergestellt
2H7 x 9.3 humCD20 x humCD28 selbst hergestellt

60



M
A

T
E

R
IA

L
U

N
D

M
E

T
H

O
D

E
N

Tabelle 2.3: Unkonjugierte Antik�orper

Bezeichnung Besonderheit Spezi�t�at Isotyp Spezies Bezugsquelle

9.2.27 Sp2/0-Ag14 humNG2 IgG1 chim�ar Maus/Mensch L. Gro�e-Hovest, T�ubingen
9.2.27-myc (Mel-myc) c-myc-Epitop am C-Terminus humNG2 IgG1 chim�ar Maus/Mensch L. Gro�e-Hovest, T�ubingen

Sp2/0-Ag14
2H7-IgG1-mut-Fc Proteaseschnittstelle im Fc-Teil, humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch L. Gro�e-Hovest, T�ubingen

Sp2/0-Ag14
Rituxan humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch Ho�mann-LaRoche, Basel
(Rituximab) Schweiz
MEM97 humCD20 IgG2a Maus Immunotools, Friesoythe
BH-20 humCD20 IgG2a Maus Diaclone, Besan�con, Frankreich
Tositumomab humCD20 IgG2a Maus Glaxo Smith Kline,

Middlesex, England
2H7-IgG1-myc c-myc-Epitop am C-Terminus humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch selbst hergestellt

Sp2/0-Ag14
Proteaseschnittstelle im Fc-Teil

2H7-IgG1 Sp2/0 Sp2/0-Ag14 humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch selbst hergestellt
2H7-IgG1 YB2/0 YB2/0 humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch selbst hergestellt
2H7-IgG1-DE Sp2/0 DE-Mutation im Fc-Teil, humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch selbst hergestellt

Sp2/0-Ag14
2H7-IgG1-DE YB2/0 DE-Mutation im Fc-Teil humCD20 IgG1 chim�ar Maus/Mensch selbst hergestellt

YB2/0
9.3 produziert in Sp2/0-Ag14 humCD28 IgG1 chim�ar Maus/Mensch L. Gro�e-Hovest, T�ubingen
polyklonales anti-Maus-Serum Maus Ig polyklonal Ziege Dianova, Hamburg
IL2-capture Antik�orper f�ur ELISA humanes IL-2 IgG Maus BD Pharmingen, Heidelberg
Isotypkontrollen BD Pharmingen, Heidelberg
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2.1.11 Zelllinien

In Tabelle 2.4 sind sowohl die Hybridome, die f�ur die Produktion gr�o�erer Mengen

monoklonaler Antik�orper, als auch die humanen, Ratten- und Maus-Zelllinien f�ur in

vitro-Experimente aufgef�uhrt.

Tabelle 2.4: Verwendete Zelllinien

Humane Zelllinien
Bezeichnung Beschreibung Bezugsquelle

Jurkat T-Zell-Lymphom D. Schendel, M�unchen
BJAB B-Zell-Lymphom ATCC, Manassas, USA
C1R B-Zell-Lymphom ATCC, Manassas, USA
Daudi B-Zell-Lymphom ATCC, Manassas, USA
Raji B-Zell-Lymphom ATCC, Manassas, USA
SKW6.4 B-Zell-Lymphom P.H. Krammer, Heidelberg

Ratten- und Maus-Zelllinien
Bezeichnung Beschreibung Bezugsquelle

Sp2/0-Ag14 Maus-Myelom ATCC, Manassas, USA
YB2/0 Ratten-Myelom ATCC, Manassas, USA

Hybridome
Bezeichnung Antigen Spezies Klasse Beschreibung

APO-1 humCD95 Maus IgG2a P.H. Krammer, Heidelberg
9E10 c-myc-Epitop Maus IgG1 ATCC, Manassas, USA
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2.2 Molekularbiologische Standardmethoden zur

Konstruktion und Klonierung rekombinanter

Antik�orper

Die im folgenden Abschnitt beschriebenen molekularbiologischen Standardmetho-

den wurden zur Konstruktion und Klonierung der in dieser Arbeit hergestellten

rekombinanten Antik�orper verwendet.

2.2.1 Polymerase Kettenreaktion mit �uberh�angenden Pri-

mern

Die Ampli�kation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels der Polymerase-Kettenre-

aktion (PCR). Dabei wurde f�ur Fragmente, die im weiteren Verlauf kloniert werden

sollten eine sogenannte hot-start-PCR durchgef�uhrt. Bei dieser Art von PCR erfolgt

vor Zugabe der DNA-Polymerase ein mehrmin�utiger Denaturierungsschritt, so dass

eine vollst�andige Denaturierung kontaminierender Proteine und ein vollst�andiges

Aufschmelzen der DNA gew�ahrleistet ist. Die Zugabe der DNA-Polymerase erfolgte

bei der Denaturierungstemperatur, wodurch eine unspezi�sche Hybridisierung der

Oligonukleotide und eine vorzeitig einsetzende Polymerisierung bei der Aufw�arm-

zeit ausgeschlossen werden soll. Die folgenden Reaktionskonditionen wurden so

stringent wie m�oglich gew�ahlt, wobei die Hybridisierungstemperaturen f�ur kurze

Oligonukleotide nach der Faustregel TH =
P

(A + T )*2�C +
P

(G + C)*4�C

berechnet wurde. F�ur Oligonukleotide die mit mehr als 30 Basen komplement�ar

zur Matrize waren, wurden Hybridisierungstemperaturen von 68�C gew�ahlt. Bei

dem Elongationsschritt wurde prinzipiell f�ur 1000 Basen ein einmin�utiges Intervall

eingestellt. Sollten die PCR-Produkte anschlie�end stumpfendig ligiert werden,

so wurde ein zehnmin�utiger terminaler Elongationsschritt angef�ugt, um eine

vollst�andige Synthese zu gew�ahrleisten [Li und Guy, 1996].

Standardm�a�ig wurden alle PCR-Ans�atze in einem Endvolumen von 100 �l

durchgef�uhrt:

Template-DNA (ca. 500 ng) 0,5-1 �l

Forward -Primer (10 pM) 1 �l

Reverse-Primer (10 pM) 1 �l

dNTP-Stockl�osung (10 mM) 4 �l

VENT-DNA-Polymerase (10x) 10 �l

H2O (bidest.) ad 100 �l
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2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativen Ladung k�onnen Nukleins�auren in einem elektrischen Span-

nungsfeld aufgetrennt werden. Zur einfachen Auftrennung von unterschiedlich gro-

�en DNA-Produkten wurde als Matrix Agarose gew�ahlt. Je nach Gr�o�e der auf-

zutrennenden DNA-Produkte wurden 0,8-2 % (w/v) Agarosegele in 1xTAE mit

1 �g/ml Ethidium-Bromid in Flachbettapparaturen verwendet. Das zu trennende

DNA-Gemisch wurde vor dem Auftragen auf das Gel mit einem F�unftel Volumen-

anteil eines 6-fach DNA-Ladepu�ers versetzt.

Zur Gr�o�enbestimmung der Produkte wurde die erste Spur des Gels mit einem

Gr�o�enmarker beladen (1 kb bzw. 100 bp DNA-Leiter) verwendet. Als Laufpu�er

f�ur die Elektrophorese diente 1x TAE, wobei die Auftrennung der Proben bei 100 V

(konstant) erfolgte.

Die Sichtbarmachung der DNA-Produkte erfolgte unter UV-Licht (Transillumina-

tor, 312 nm). Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und 
uoresziert unter

UV-Licht, was eine Sichtbarmachung der getrennten DNA-Banden erm�oglicht.

2.2.3 Elution von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Geeignete, unter UV-Licht sichtbar gemachte DNA-Fragmente wurden mit einem

sauberen Skalpell so schmal wie m�oglich aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Das

Elutionsverfahren der DNA aus der Agarose-Matrix wurde entsprechend der Gr�o�e

des DNA-Fragmentes ausgew�ahlt.

Die Elution kleiner DNA-Fragmente (bis max. 4 kb) erfolgte nach Hersteller-

angaben mittels des
"
QIAquick R
 Gel Extraction Kits\. Das QIAquick R
 System

verwendet spezielle S�aulchen (
"
spin-columns\), die mit einer Silikat-beschichteten

Membran ausgestattet sind. Die Absorption der DNA an diese Membran erfolgt

nur bei Anwesenheit eines hoch-konzentrierten, chaotropen Salzes, wobei dieser

Bindungsvorgang auch vom pH-Wert abh�angig ist. Die am Ende in 40 �l H2O

(bidest.) eluierten Proben wurden bei -20�C gelagert.

Gr�o�ere DNA-Fragmente wurden, zur Minimierung von Scherkr�aften, mithilfe

des BioTrap-Kits per Elektroelution �uber Nacht bei 120 V aus den ausgeschnit-

tenen Gelst�ucken eluiert. Das Prinzip der Elektroelution ist �ahnlich dem der

Agarosegelelektrophorese. Auch hier wandert die negativ-geladene DNA in ei-

nem elektrischen Feld. Bei der Elektroelution wandert die DNA jedoch aus den

Agarose-Gelst�ucken hinaus und bleibt an einer DNA-undurchl�assigen Membran
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h�angen. Durch kurzes Umpolen des elektrischen Feldes wird die an der Membran

haftende DNA gel�ost und kann aus dem Probenreservoir entnommen werden. Die so

eluierte DNA wurde anschlie�end im Zentrikon (10 kDa cuto�) gegen H2O (bidest.)

umgepu�ert, konzentriert und bis zur weiteren Verwendung bei -20�C gelagert.

2.2.4 Reinigung von Nukleins�auren durch Phenolextraktion

Um Proteine und weitere hydrophobe Verunreinigungen aus DNA-L�osungen zu ent-

fernen, wurde eine Phenolextraktion durchgef�uhrt. W�assrige Nukleins�aurel�osungen

wurden dazu mit einem Volumenanteil einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-

L�osung (25/24/1) versetzt, ausgiebig gesch�uttelt und zur Trennung der Phasen zen-

trifugiert. Dabei befand sich die DNA in der oberen w�assrigen Phase, die in ein neues

Reaktionsgef�a� �uberf�uhrt wurde. Um alle eventuell noch vorhandenen Phenolreste

zu entfernen folgte eine zweimalige Extraktion mit je 1 Volumen Chloroform.

Die anschlie�ende Pr�azipitierung der Nukleins�auren aus der w�assrigen Phase erfolgte

mit 0,1 Volumen einer 3 M Natriumacetat-L�osung und 2,5 Volumen eiskaltem 100 %

Ethanol f�ur mindestens 1 h bei -80�C. Nach der F�allung wurden die Nukleins�auren

in einer Tischzentrifuge bei 4�C pellettiert, mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen

und erneut pellettiert. Das Pellet wurde unter der Sterilbank getrocknet und in H2O

(bidest.) aufgenommen.

2.2.5 Ligation von DNA-Enden

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit der T4-DNA-Ligase, wobei das mo-

lare Verh�altnis von Insert- zu Vektor-DNA in der Regel 3:1 betrug. Die Reaktions-

ans�atze wurden �uber Nacht bei einer Temperatur von 16�C inkubiert.

Blunt-end-Ligation in den Zwischenvektor pPCR-ScriptTMAmpSK(+)-

Cloning-Vektor

Die f�ur die PCR verwendete VENT-Polymerase besitzt eine 3‘!5‘-Exonuklease-

Aktivit�at und erzeugt somit keine Nukleotid�uberh�ange an den 3‘-Enden des

PCR-Produktes, sondern stumpfe Enden (blunt end). Deshalb wurden die PCR-

Produkte nach pr�aparativer Agarose-Gelelektrophorese und Elution aus dem

Agarosegel zun�achst mithilfe des pPCR-ScriptTMAmpSK(+)Cloning Kits in den

pPCR-ScriptTMAmpSK(+)Cloning-Vektor zwischenkloniert. In den Ligationsansatz

wurde hier zus�atzlich die Restriktionsendonuklease SrfI gegeben, deren palindro-

mische Erkennungssequenz bei intramolekularer Ligation des Plasmids entsteht.

Durch die Anwesenheit des Enzyms im Ligationsansatz wird die Plasmid-DNA
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wieder ge�o�net und die E�zienz der Ligation stumpfer Enden gesteigert. Bei der

Ligation von DNA-Fragmenten mit stumpfen Enden ist zu beachten, dass das

Insert in zwei verschiedenen Orientierungen in den Vektor eingebaut werden kann.

Die Ligationsreaktion wurde in einem 10 �l Ansatz durchgef�uhrt:

pPCR-ScriptTMAmpSK(+)Cloning-Vektor 1 �l

10x Rxn-Pu�er 1 �l

ATP (10 mM) 0,5 �l

H2O (bidest.) 0,5 �l

DNA-Fragment 5 �l

SrfI (5 U/�l) 1 �l

T4-DNA-Ligase (4 U/�l) 1 �l

Ligation von DNA-Fragmenten in Expressionsvektoren

Die Ligation eines DNA-Fragmentes in einen Expressionsvektor erfolgte stan-

dardm�a�ig in einem 20 �l Ansatz. Jeder Ligationsansatz enthielt neben der Vektor-

und Insert-DNA 2 �l 10x Ligase-Pu�er und 1 �l T4-DNA-Ligase (5 U).

2.2.6 Transformation kompetenter E. coli mit Plasmid-

DNA

F�ur die Transformation wurden chemokompetente E. coli vom Stamm DH5� ver-

wendet. Die Bakterien wurden bei -80�C gelagert und vor der Transformation auf

Eis aufgetaut. Zu 100 �l Bakteriensuspension wurden 20 �l des jeweiligen Ligati-

onsansatzes gegeben, durch sanftes R�uhren mit der Pipette gemischt und f�ur 30 min

auf Eis inkubiert. Der anschlie�ende Hitzeschock f�ur exakt 1 min bei 42�C im Was-

serbad f�uhrte zur Aufnahme der DNA in die Zellen. Der Ansatz wurde anschlie�end

kurz auf Eis abgek�uhlt und nach Zugabe von 400 �l LB-Medium f�ur 1 h bei 37�C

im Horizontalsch�uttler bei 225 rpm gesch�uttelt.

Um zu �uberpr�ufen, ob die Bakterienzellen die Vektor-DNA aufgenommen haben,

wurden die Bakterien auf einem Kulturmedium ausgestrichen, das Ampicillin ent-

hielt. Dazu wurden die transformierten Bakterien auf Ampicillin-haltigen Platten

(LB-Amp-Platten bzw. LB-Amp-Platten mit 20 �l 0,2 M IPTG und 20 �l 10

% (w/v) X-Gal-L�osung f�ur die Blau-Wei�-Selektion bei Verwendung des pPCR-

ScriptTMAmpSK(+)Cloning-Vektors) ausplattiert und �uber Nacht bei 37�C im

W�armeschrank inkubiert.

Die verwendeten Vektoren besitzen einen Sequenzbereich, der f�ur eine �-Lactamase
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codiert. Folglich konnten nur diejenigen Bakterienzellen wachsen, die das Vektor-

plasmid aufgenommen hatten, d.h. bei denen die Transformation erfolgreich gewesen

war.

Um zu �uberpr�ufen, ob das ampli�zierte PCR-Produkt in den Vektor eingebaut

worden war, wurde bei Verwendung des pPCR-ScriptTMAmpSK(+)Cloning-Vektor

eine
"
Blau-Wei�-Selektion\ durchgef�uhrt. Der pPCR-ScriptTMAmpSK(+)Cloning-

Vektor besitzt eine multiple Klonierungsstelle (MCS), die innerhalb eines lacZ�-

Gens liegt. Dieses lacZ�-Gen kodiert f�ur das N-terminale �-Fragment des Enzyms

�-Galaktosidase, welches am Abbau von Lactose zu Glucose und Galaktose betei-

ligt ist. Diese kodierende Region ist unterbrochen, da in diesem Bereich der Vek-

tor linearisiert wurde. Enthielten die transformierten Bakterienzellen einen Vektor

in den kein Insert einkloniert worden war, so besa�en sie eine funktionsf�ahige �-

Galaktosidase. Um die An- bzw. Abwesenheit der �-Galaktosidase zu �uberpr�ufen,

wurde ein Lactoseanalogon verwendet. Dabei handelte es sich um X-Gal (5-Bromo-

4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranose) welches von der �-Galaktosidase zu ei-

nem dunkelblauen Indigofarbsto� (5,5‘-Dibrom-4,4‘-dichlorindigo) abgebaut wird.

Bakterien, die einen Vektor mit inseriertem DNA-Fragment aufgenommen hatten,

konnten keine funktionsf�ahige �-Galaktosidase bilden und X-Gal nicht umsetzen.

Diese Bakterienkolonien erschienen somit farblos (wei�) und wurden auf Integration

des Inserts n�aher analysiert.

2.2.7 Anlegen von Bakterien-Kulturen

Das Picken der einzelnen Bakterienkolonien von der Agarplatte erfolgte mittels einer

sterilen Pipettenspitze. Die einzelnen Klone wurden auf eine neue LB-Amp-Platte

�ubertragen (Masterplatte). Danach wurde mit der selben Pipettenspitze ein Kul-

turr�ohrchen mit 5 ml LB-Medium (mit 100 �g/ml Ampicillin) angeimpft und f�ur

die Mini-Plasmid-Pr�aparation f�ur 12-16 h bei 37�C mit 225 rpm auf dem Horizon-

talsch�uttler angezogen.

Um gr�o�ere Mengen Plasmid-DNA mit hoher Reinheit zu erhalten wurden im Fal-

le der fertigen Expressionsvektoren Maxikulturen angelegt. Dazu wurde wie oben

beschrieben zuerst eine 8 h Minikultur angeimpft. 200 �l dieser Vorkultur wurden

zum Animpfen einer Maxikultur (200 ml LB-Medium mit 100 �g/ml Ampicillin)

verwendet, welche �uber Nacht bei 37�C mit 225 rpm auf dem Horizontalsch�uttler

inkubiert wurde.

Zur l�angerfristigen Konservierung transformierter Bakterien wurden Dauerpr�apa-

rate aus 800 �l der 8h-Vorkultur und 200 �l Glycerin hergestellt und bei -80�C

gelagert.
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2.2.8 Plasmid Pr�aparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA l�asst sich in drei Hauptschritte gliedern:

1. Wachstum der Bakterien mit Vermehrung des Plasmids

2. Ernten und Lyse der Bakterien

3. Aufreinigung der Plasmid-DNA

Je nach gew�unschter Ausbeute an Plasmid erfolgte die Pr�aparation der Plasmid-

DNA entweder mit Hilfe des
"
QIAprep R
 Spin Plasmid-DNA Miniprep Kit\ oder

mit dem
"
QIAGEN R
 Plasmid-DNA Maxiprep Kit\. Beide Pr�aparationsverfahren

beruhen auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterienzellen, schneller Neu-

tralisation, bei der die chromosomale DNA ausf�allt w�ahrend die Plasmid-DNA in

L�osung bleibt, Abtrennung der Plasmidl�osung durch Zentrifugation, anschlie�ende

Trennung der Plasmid-DNA und Reinigung der Plasmide durch Anionenaustausch-

chromatographie.

Die Minipr�aparation der Plasmide erfolgte mittels des QIAprep R
 Spin Plasmid-

DNA Miniprep Kit. Das QIAprep R
 Miniprep Verfahren nutzt S�aulchen, die mit

Silica-Gel-Membranen ausgestattet sind. Einerseits bewirken diese Membranen eine

selektive Adsorption von Plasmid-DNA unter Hochsalzbedingungen, andererseits

kann die Plasmid-DNA unter Niedrigsalzbedingungen wieder von der S�aulchen-

matrix eluiert werden. Die Elutionse�zienz ist abh�angig vom pH-Wert, wobei die

maximale Elutionse�zienz bei einem pH-Wert zwischen 7 und 8,5 erreicht wird.

Die Plasmidpr�aparation wurde gem�a� den Herstellerangaben durchgef�uhrt.

Um gr�o�ere Mengen Plasmid-DNA mit hoher Reinheit zu erhalten wurde das

QIAGEN R
 Plasmid-DNA Maxiprep Kit gem�a� den Herstellerangaben verwendet.

2.2.9 Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Analytischer Verdau

Um zu testen ob ein Bakterienklon das gew�unschte Plasmid enthielt, wurde ein

analytischer Verdau mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen durchgef�uhrt.

Diese Verdaus dienten als Test, ob die gew�unschten Restriktionsschnittstellen im

Plasmid vorhanden und intakt waren.

Die Verdaus wurden stets in einem Reaktionsvolumen von 10 �l angesetzt.
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Plasmid-DNA 1 �l

10x Reaktionspu�er 1 �l

Restriktionsendonuklease 10 U

H2O (bidest.) ad 10 �l

Der Ansatz wurde bei der f�ur das jeweilige Enzym erforderlichen Temperatur

(meist 37�C) f�ur 30 min verdaut. Der Verdauansatz wurde anschlie�end mittels

Gelelektrophorese im Agarosegel getrennt (s. Abschnitt 2.2.2, S. 64) und analysiert.

Eine letzte Gewissheit in Bezug auf Insertion, Orientierung, Vollst�andigkeit und

eventuell vorhandener Punktmutationen brachte eine Sequenzierung der positiven

Klone (s. Abschnitt 2.2.10, S. 69).

Pr�aparativer Verdau

Um gr�o�ere Plasmidmengen zu verdauen wurden pr�aparative Ans�atze mit einem

Endvolumen von 50 �l verwendet.

Plasmid-DNA 10 �l

10x Reaktionspu�er 5 �l

BSA 100x (bei Bedarf) 0,5 �l

Restriktionsendonuklease 1-10 U

H2O (bidest.) ad 50 �l

Der Ansatz wurde mit Mineral�ol �uberschichtet und f�ur mindestens 6 h im

Thermocycler inkubiert. Die Auftrennung und Extraktion des gew�unschten DNA-

Fragmentes erfolgte wie in Abschnitt 2.2.2 (S. 64) und 2.2.3 (S. 64) beschrieben.

2.2.10 Sequenzierung

Um doppelstr�angige DNA zu sequenzieren wurde das ABI PRISM BigDye R


Terminator Cycle Sequencing Ready Kit V1.1 verwendet. Diese Methode basiert

auf der nach Sanger et al. [Sanger et al., 1977] beschriebenen Kettenabbruch

oder Didesoxynukleotidmethode, verwendet jedoch statt radioaktiv-markierter

Fluorochrom-gekoppelte Didesoxynukleotide zum Kettenabbruch. Dabei entstehen

thermozyklisch, durch lineare Ampli�kation bei der die eingesetzten Primer

verl�angert werden, DNA-Einzelstr�ange, die jeweils mit einem 
uoreszenzmarkierten

Didesoxynukleotid enden.

Die Denaturierung der doppelstr�angigen DNA erfolgte bei 96�C f�ur 30 sec. F�ur die

Hybridisierung der Sequenzierprimer wurde in der Regel eine Temperatur gew�ahlt,
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die 5�C unter der berechneten Temperatur (TM) des Primers lag. Die Berechnung

der Schmelztemperatur erfolgte nach der Faustregel: TM =
P

(A + T )*2�C +
P

(G + C)*4�C . F�ur die Hybridisierungsreaktion wurde ein Intervall von einer

Minute und f�ur die Gegenstrangsynthese bei 60�C ein viermin�utiges Intervall

gew�ahlt. Eine Standardsequenzierung bestand aus 30 Zyklen.

Der BigDye Ready Reaction Mix der zur Sequenzierung verwendet wurde enthielt

neben dem Pu�er und der AmpliTaq-Polymerase (8 U/�l) auch den dNTP-Mix

und 
uorochromgekoppelte Terminatoren im richtigen Verh�altnis.

Die Sequenzierungsans�atze wurden standardm�a�ig wie folgt angesetzt:

Plasmid-DNA meist 1 �l 500 ng

Sequenzierprimer x �l 10 pmol

BigDye Ready Reaction Mix 2 �l

H2O (bidest.) ad 10 �l

Nach Ablauf der Sequenzierreaktion wurden die Proben mit 10 �l H2O (bidest.)

verd�unnt und mittels Auto-Seq G50 S�aulen aufgereinigt. Dieser Reinigungsschritt

dient dazu, nicht-inkorporierte, 
uoreszenzmarkierte Nukleotide vor der Sequenzie-

rung aus dem Ansatz zu entfernen.

Die Sequenzierung erfolgte mittels Kapillarelektrophorese in einem ABI PRISM 310

Sequenzierer, wo die Fluorochrome durch einen 40 mW Argon-Laser (488 nm und

514 nm) angeregt werden und die Fluoreszenzsignale durch das Detektorsystem

gelesen werden. Eine computergest�utzte Auswertung mittels des Programmes
"
Se-

quencer 3.1\ erm�oglicht die Darstellung der DNA-Sequenz in Chromatogrammform.

2.3 Zellbiologische Methoden eukaryontischer

Zellen

Alle Zelllinien wurden soweit nicht anders angegeben unter Standardbedingungen,

bei 37�C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit in einem CO2-Begasungsbrutschrank

kultiviert.

2.3.1 Passagieren und Ernten von Zellen

Das Medium adh�arenter Zellen wurde nach Erreichen der Kon
uenz abgenommen

und der Zellrasen einmal mit kaltem DPBS gewaschen. Anschlie�end folgte eine 5-
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10 min�utige Inkubation mit PBS-EDTA bei Raumtemperatur um die Zellen vom

Boden der Zellkultur
asche abzul�osen. Der Abl�osezustand wurde mit einem Mikro-

skop kontrolliert. Anschlie�end wurden die Zellen f�ur 5 min bei 250 x g zentrifugiert,

der �Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen. Die

Zellen wurden dann entweder direkt weiterverwendet oder in geeigneter Dichte in

frische Zellkultur
aschen ausges�at und bis zum Erreichen der Kon
uenz regelm�a�ig

mit neuem Medium versorgt.

Weniger stark adh�arente Zellen (z.B. Sp2/0-Ag14) wurden durch vorsichtiges, seit-

liches Schlagen vom Boden der Zellkultur
asche abgel�ost.

Bei den meisten der verwendeten Zelllinien (z.B. SKW6.4, Jurkat) handelte es sich

um Suspensionszellen. Hier wurde je nach Zelldichte ein Teil des Mediums abgenom-

men und das Volumen mit frischem Zellkulturmedium wieder aufgef�ullt.

2.3.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Konzentration der lebenden Zellen in einer Zellsuspension zu bestimmen

wurde eine Trypanblauf�arbung durchgef�uhrt. Trypanblau f�arbt selektiv tote Zellen

an, da deren Membranintegrit�at gest�ort ist. Lebende Zellen bleiben hingegen un-

gef�arbt was eine einfache Unterscheidung im Lichtmikroskop erm�oglicht.

Die Zellsuspension wurde je nach Zelldichte 1:2 - 1:10 mit einer 0,1% Trypanblau-

L�osung versetzt und die Lebendzellzahl mit Hilfe einer Neugebauer-Z�ahlkammer wie

folgt bestimmt:

Lebende Zellen/ml Suspension = mittlere Anzahl ungef�arbter Zellen pro Gro�qua-

drat x Verd�unnungsfaktor der Trypanblau-L�osung x Volumenfaktor der Kammer

(104)

2.3.3 Cryokonservierung von Zellen

Die Aufbewahrung von Zellen �uber einen l�angeren Zeitraum aufzubewahrenerfolgte

durch Einfrieren in 
�ussigem Sticksto� bei -160�C. Hierzu wurden die Zellen geerntet

(s. Abschnitt 2.3.1, S. 70) und in einer Konzentration von ca. 1-5 x 106 Zellen/ml in

Medium resuspendiert. Nach Zugabe von 4�C kaltem Einfriermedium im Verh�altnis

1:2 wurde die Zellsuspension in Cryor�ohrchen �uberf�uhrt und bei -80�C in einer mit

Isopropanol gef�ullten Einfrierbox f�ur 24 h eingefroren, bevor die Zellen in einen mit


�ussigem Sticksto� gef�ullten Tank �uberf�uhrt wurden.

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen bei 37�C im

Wasserbad soweit aufgetaut, bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden war. Die

Zellsuspension wurde in 20 ml kaltes Medium �uberf�uhrt und f�ur 10 min bei 250 x g
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zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in vorgew�armten Medium (37�C) resuspendiert

und in Kulturgef�a�e ausges�at. Am Folgetag erfolgte ein Mediumwechsel, um tote

Zellen und DMSO-Spuren zu entfernen.

2.3.4 Inaktivierung von Tumorzellen

Die Inaktivierung von Tumorzellen erfolgte durch Bestrahlung in einer 137C�asium-

quelle. Dadurch wurde die DNA zerst�ort und somit eine weitere Proliferation unter-

bunden. Die Bestrahlungszeit f�ur Tumorzellen betrug 14 Minuten, was einer Strah-

lendosis von 120 Gy entspricht.

2.3.5 Stabile Transfektion von eukaryontischen Zellen

Um eukaryontische Zellen stabil zu trans�zieren, mussten die entsprechenden Ex-

pressionsplasmide vor der Transfektion enzymatisch ge�o�net (linearisiert) werden.

Nach dem pr�aparativen Verdau (s. Abschnitt 2.2.9, S. 68) wurde die linearisierte

DNA mittels Phenol/Chloroform-Extraktion von Verunreinigungen befreit (s. Ab-

schnitt 2.2.4, S. 65) und in H2O (bidest.) aufgenommen.

F�ur die Transfektion wurden 2 x 107 Zellen (Sp2/0-Ag14 bzw. YB2/0) geerntet

(s. Abschnitt 2.3.1, S. 70) und dreimal in serumfreiem IMDM-Medium gewaschen.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 250 �l serumfreiem IMDM

aufgenommen und in eine, auf Eis vorgek�uhlte, Elektroporationsk�uvette �uberf�uhrt.

Die Zellsuspension wurde nun sorgf�altig mit dem ge�o�neten Expressionsvektor ver-

mischt. Im Falle einer Kotransfektion wie sie bei monoklonalen Antik�orpern notwen-

dig war, wurden Expressionsvektoren f�ur die leichte und schwere Kette des jeweiligen

Antik�orpers gleichzeitig trans�ziert. Da der Expressionsvektor der leichten Kette kei-

nen eigenen Selektionsmarker besitzt, wurde dieser im �Uberschu� zugegeben.

Die Elektroporation erfolgte standardm�a�ig bei 230 V und 975 �F. Die Zellen

wurden anschlie�end unmittelbar in 10 ml Komplett-IMDM-Medium aufgenom-

men, eine Verd�unnungsreihe von 1:2 bis 1:128 hergestellt und die verschiedenen

Verd�unnungssstufen anschlie�end in einem Volumen von 50 �l pro well auf 96-well

Flachbodenplatten ausplattiert.

Zur Selektion der positiv-trans�zierten Klone wurde 24 h nach der Transfektion

als Selektionsmarker G418 in einer Endkonzentration von 1 mg/ml in jedes well

zugegeben. Nach ca. 8 Tagen erfolgte eine erste optische Kontrolle der Platten im

Mikroskop auf proliferierende Einzelklone. Um die Produktionsleistung der einzelnen

Klone zu untersuchen und vergleichen zu k�onnen, wurden die Zellkultur�uberst�ande

der in Frage kommenden Einzelklone durch
u�zytometrisch mittels FACS-Analyse
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auf geeigneten Antigen-positiven Zellen �uberpr�uft (s. Abschnitt 2.6.2, S. 84).

2.3.6 Kultivierung antik�orperproduzierender Zellen

Nach erfolgter FACS-Analyse wurden die am besten produzierenden der trans�zier-

ten Zellklone ausgew�ahlt, unter permanentem Selektionsdruck (mit 1 mg/ml G418)

weiter expandiert und in 50 ml Zellkultur
aschen ausges�at. Aus dieser Kultur wur-

den anschlie�end 3-Boden
aschen (Triple 
asks) angeimpft.

Im Falle der bispezi�schen single-chain Antik�orper wurde IMDM-Komplettmedium

zur Kultur der Zellen verwendet, wohingegen intakte IgG-Antik�orper langsam an

serumfreies Medium (Hybridoma-SFM) adaptiert wurden. Hybridome wurden eben-

falls in Hybridoma-SFM kultiviert.

Da in der exponentiellen Wachstumsphase trans�zierter Zellen nur sehr wenig An-

tik�orper produziert und sezerniert wird, erfolgte die Ernte des Zellkultur�uberstandes

erst nach 10-14 Tagen, nachdem ungef�ahr 80 % der Zellen bei einer Trypanblau-

F�arbung angef�arbt werden konnten. Die 3-Boden
aschen wurden nach einmaligem

Waschen mit DPBS, um Zelldebris zu entfernen, erneut angeimpft. Der Zellkul-

tur�uberstand wurde bei 3000 x g f�ur 30 min und anschlie�end f�ur 30 min bei 10000

x g zentrifugiert um tote Zellen und grobe Verunreinigungen zu entfernen. Anschlie-

�end wurde der �Uberstand mittels eines Bottle-top Filters (Porengr�o�e 0,22 �m)

steril �ltriert, mit 0,01 % NaN3 versetzt und bis zu weiteren Verwendung bei 4�C

gelagert.

2.3.7 Isolation von peripheren mononukle�aren Zellen des

Blutes (PBMC)

Um die verschiedenen Antik�orperkonstrukte auf ihre Funktionalit�at zu testen, wur-

den PBMC ben�otigt. Die Isolierung der PBMC erfolgte aus heparinisiertem Vollblut

gesunder Freiwilliger mittels Dichtegradientenzentrifugation. Die Zentrifugation im

Gradienten erm�oglicht eine Fraktionierung der Zellen mit unterschiedlicher Gr�o�e

und Dichte. Es wurde ein Ficoll-Dichtegradient mit einem spezi�schen Gewicht von

1,077 g/ml verwendet. W�ahrend Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihres

gr�o�eren spezi�schen Gewichtes den Gradienten passieren und auf dem Boden des

R�ohrchens sedimentieren, sammeln sich die mononukle�aren Zellen (Lymphozyten,

Thrombozyten und Monozyten) aufgrund ihrer geringeren Dichte an der Interphase

von wo sie f�ur die Weiterverarbeitung gewonnen werden k�onnen.

F�ur die Isolation der PBMC wurde heparinisiertes Blut 1:2 mit PBS verd�unnt und

je 30 ml davon �uber 12 ml vorgelegte BiocollTM Separation Solution (Ficoll-L�osung)
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geschichtet. Die beiden Fl�ussigkeiten durften sich dabei nicht vermischen. Die R�ohr-

chen wurden f�ur 30 min bei 500 x g ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase

wurde vorsichtig mit einer 5 ml Plastikpipette abgenommen und die gewonnenen

Zellen anschlie�end noch zweimal mit DPBS gewaschen, um Ficoll-Reste und Ver-

unreinigungen durch Erythrozyten und Thrombozyten zu entfernen. Anschlie�end

wurden sie in Kulturmedium aufgenommen.

2.3.8 Magnetische Zellseparation (MACS)

Bei der immunomagnetischen Zellsortierung mittels der MACS-Technik werden be-

stimmte Zellen aus heterogenen Zellgemischen mit Hilfe Antik�orper behafteter Ma-

gnetpartikel separiert [Fillola et al., 1996].

Man unterscheidet zwei Arten von Separationsprinzipien: Die Positiv- und die Ne-

gativseparation. In beiden F�allen werden Antik�orper verwendet die gegen zellspezi-

�sche Ober
�achenantigene gerichtet sind. Die Antik�orper ihrerseits sind direkt oder

indirekt an magnetische Kleinstpartikel, auch als Microbeads bezeichnet, gekoppelt

[Miltenyi et al., 1990]. Im Falle der Positivseparation richten sich die verwende-

ten Antik�orper gegen die zu isolierende Zellart. Bei der Negativseparation hingegen

werden alle st�orenden Zellen durch den Einsatz verschiedener Antik�orper aus der

Zellsuspension entfernt, um eine Zellart zu isolieren.

Nach Antik�orperinkubation tr�agt man die Zellsuspension auf eine Separationss�aule

auf, welche von einem Dauermagneten umgeben und dadurch magnetisiert wird.

Die mit den Microbeads beladenen Zellen bleiben an der Magnets�aule haften. Die

unmarkierten Zellen passieren hingegen ungehindert die S�aule und werden am En-

de aufgefangen. Die an der S�aule gebundenen Zellen k�onnen durch Entfernen des

Magneten problemlos von der S�aule eluiert werden, so dass man am Ende zwei

verschiedene Fraktionen erh�alt: Die Positivfraktion mit den Antik�orper-markierten

Zellen und die Negativfraktion mit den unmarkierten Zellen. Der Reinheitsgrad der

jeweiligen Fraktion kann durch eine Wiederholung des Separationsvorganges erh�oht

werden. Durch eine gezielte Wahl der S�aulengr�o�e und -art kann die Kapazit�at und

Durch
u�geschwindigkeit des Systems den jeweiligen Anforderungen angepa�t wer-

den.

In dieser Arbeit wurde die MACS-Technik in Form der Positivseparation eingesetzt,

um B- bzw. T-Zellen aus einer PBMC-Pr�aparation zu isolieren. F�ur die Separation

von B-Zellen wurden �CD19-Beads, f�ur die Separation von T-Zellen eine Kombina-

tion aus �CD4- und �CD8-Beads gem�a� den Angaben des Herstellers verwendet.
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2.3.9 Gewinnung von humanem Serum aus Vollblut

F�ur die Gewinnung von humanem Serum wurde Vollblut von gesunden Spendern

in S-Monovetten R
 entnommen. Die gerinnungsf�ordernde Substanz ist in den S-

Monovetten R
 auf Kunststo�granulat aufgebracht, welches aufgrund seiner spezi�-

schen Dichte beim Zentrifugieren eine Trennschicht zwischen Serum und Blutkuchen

bildet.

Nach Abnahme des Blutes wurden die gef�ullten S-Monovetten R
 f�ur 1 h bei Raum-

temperatur stehen gelassen bis das Blut vollst�andig koaguliert war. Die Trennung

des Serums von koaguliertem Blut erfolgte durch einen 15 min�utigen Zentrifugati-

onsschritt bei 1000 x g und 4�C. Das Serum wurde vorsichtig abgenommen und bis

zur weiteren Verwendung bei 4�C gelagert.

2.4 Chromatographische Verfahren

2.4.1 A�nit�atschromatographie

Monoklonale Antik�orper und rekombinante Antik�orperfragmente wurden mittels Af-

�nit�atschromatographie gereinigt.

Reinigung monoklonaler Antik�orper aus Zellkultur�uberstand mittels Af-

�nit�atschromatographie an Protein A bzw. Protein G

Die Aufreinigung monoklonaler Antik�orper erfolgte mittels A�nit�atschromatogra-

phie �uber eine mit DPBS (pH 8) �aquilibrierten Protein A bzw. Protein G S�aule.

Protein A, ein Zellwandbestandteil aus Staphylococcus aureus und Protein G ein Zell-

ober
�achenprotein aus Streptokokken der G-Gruppe binden mit unterschiedlicher Af-

�nit�at an den Fc-Teil von IgG Antik�orpern aus verschiedenen Spezies (vgl. Tab. 2.5,

S. 76). Durch drastische Ver�anderungen des pH-Wertes und der Ionenst�arke k�onnen

spezi�sch gebundene IgG-Molek�ule wieder vom S�aulenmaterial eluiert werden.

Der zentrifugierte und ge�lterte Antik�orper-haltige Zellkultur�uberstand (s. Ab-

schnitt 2.3.6, S. 73) wurde auf pH 8 eingestellt und anschlie�end mit einer Flu�-

geschwindigkeit von 50 ml/h auf die S�aule aufgetragen. Vor der Elution des gebun-

denen Antik�orpers wurde die S�aule mit DPBS pH 8 gewaschen um alle unspezi�sch

gebundenen Proteine zu entfernen.

Die Elution des gebundenen Antik�orpers erfolgte mittels eines 0,1 M Glycin-Pu�ers,

wobei der pH-Wert des Elutionspu�ers von der Spezies und vom IgG-Subtyp des zu

eluierenden Antik�orpers abh�angig war. Sowohl der Auftrag als auch die Elution wur-

de unter Verwendung eines Durch
u�spektrophotometers kontinuierlich bei 280 nm
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gemessen. Nach jeder Elution wurde die S�aule stets mit DPBS pH 8 re�aquilibriert.

Das aufgefangene Eluat wurde sofort nach der Elution mit 1,3 M Tris-Pu�er pH 9

neutralisiert um eine Sch�adigung des Antik�orpers durch niedrige pH-Werte zu ver-

meiden.

Tabelle 2.5: Relative Bindungsst�arke der Antik�orper-bindenden Proteine A, G & L

Antik�orper-Herkunft Protein A Protein G Protein L

Humanes Ig
 s s s
Maus Ig
 s s s

Kaninchen Ig
 s s sw
Ratten Ig
 sw m s
Ziegen Ig
 sw s nb
Schaf Ig
 sw s nb

Rinder Ig
 sw s nb
Schwein Ig
 s sw s

s: stark; m: mittel; sw: schwach; nb: nicht bindend

Aufreinigung von bs-scFv Fragmenten aus Zellkultur�uberstand mittels

A�nit�atschromatographie an Protein L

Da bispezi�sche single-chain Antik�orperfragmente �uber keinen Fc-Teil verf�ugen,

k�onnen diese nicht �uber Protein A oder Protein G aufgereinigt werden. Daher wurde

zur Aufreinigung der bs-scFv Fragmente Protein L verwendet. Protein L, ein Zell-

wandbestandteil aus Peptostreptococcus magnus bindet Immunglobuline nicht am

Fc-Teil, sondern hat die bisher einzigartige Eigenschaft, Antik�orper und deren va-

riante Formen �uber die �-Kette1 zu binden [Bjorck, 1988]. Dadurch hat Protein L

im Vergleich zu Protein A und Protein G eine gr�o�ere Bandbreite in der Bindung

verschiedener Immunglobulin-Klassen und damit auch die Eigenschaft bestimmte

scFv- bzw. bs-scFv- und Fab-Fragmente zu binden. Ein weiterer Vorteil liegt in der

h�oheren Spezies-Spezi�t�at. Protein L bindet humane und murine Antik�orper sehr

stark, dagegen sind f�ur bovine Immunglobuline keine Bindungsaktivit�aten beschrie-

ben.

Die Vorgehensweise bei der Aufreinigung von bs-scFv war ansonsten identisch mit

der Aufreinigung von monoklonalen Antik�orpern durch Protein A und Protein G

A�nit�atschromatographie (s. Abschnitt 2.4.1, S. 75).

1Unterschiedliche A�nit�aten sind bei den einzelnen �-Subklassen zu verzeichnen.
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2.4.2 Gel�ltrationen

F�ur die Gel�ltration im pr�aparativem Ma�stab wurde eine FPLC-Anlage verwendet

(Pumpen-Typ P500, Kontrolleinheit LCC501, Einkanal Durch
uss-UV-Monitor UV-

1, Fraktionskollektor FRAC-100). F�ur kleinere Probenmengen wurde das SMART-

System benutzt.

Analytische Gel�ltration

Um das Molekulargewicht und das Vorliegen von Proteinkomplexen in L�osung zu

�uberpr�ufen wurde das SMART-System mit einer SuperdexTM200 PC3.2/30 Gel�l-

trationss�aule verwendet. Hierbei wurden 50 �l des zu testenden Proteins auf die

S�aule aufgetragen und mit einer Flu�rate von 40 �l pro Minute �uber die S�aule ge-

geben. Als Laufpu�er diente DPBS. Ein UV-Spektrometer ma� die optische Dichte

des Durch
usses bei 220 nm und 280 nm. Aus dem aufgezeichneten Pro�l lie� sich

mithilfe einer Kalibrierkurve mit Proteinen de�nierter Gr�o�e, das Molekulargewicht

des untersuchten Proteins bestimmen.

Pr�aparative Gel�ltration

Die Trennung der multimeren Form des r2820 von der monomeren Form erfolgte mit-

hilfe des SMART-Systems mit einer SuperdexTM200 PC3.2/30 Gel�ltrationss�aule in

mehreren aufeinanderfolgenden L�aufen. Dazu wurden jeweils 50 �l des r2820 auf die

S�aule aufgetragen und mit einer Flu�rate von 40 �l pro Minute �uber die S�aule ge-

geben. Als Laufpu�er diente ein Hochsalz-Pu�er (DPBS + 200 mM NaCl). Der

hohe Salzgehalt soll dabei ein Auseinanderfallen der Multimere verhindern. Die op-

tische Dichte des Durch
usses wurde UV-spektrometrisch bei 220 nm und 280 nm

bestimmt und die einzelnen Fraktionen durch einen Fraktionssammler aufgefangen.

Am Ende wurden die gew�unschten Monomer- und Multimer-haltigen Fraktionen al-

ler L�aufe gepoolt und weiterverwendet.

Proteolyseans�atze und modi�zierende Schritte zur Herstellung bispezi�scher F(ab‘)2-

Fragmente wurden auf eine SuperdexTM200 Prep Grade 16/60 HiLoad mit einer

Flu�rate von 50 ml/h aufgetragen und pr�aparativ getrennt. Als Pu�er-System wurde

ein 0,1 M Na-Phosphat/0,15 M NaCl-Pu�er (pH 7,4) verwendet. Das aufzutragende

Probenvolumen betrug max. 4 ml.
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Dialyse proteinhaltiger L�osungen

Zur Entsalzung und Umpu�erung wurden alle Antik�orperl�osungen nach der Reini-

gung dialysiert. F�ur die Dialyse wurden entsprechend den Angaben des Herstellers

vorbereitete Dialyseschl�auche mit einer Porengr�o�e von ca. 25 �A verwendet was einer

Ausschlu�gr�o�e von 12-14 kDa entspricht. Die Dialyse erfolgte in der Regel gegen

DPBS unter st�andigem R�uhren bei 4�C �uber Nacht.

War das Volumen des Eluates zu gro�, so wurde es auf ein geeignetes Volumen ein-

geengt (ca. 2-5 ml je nach erwarteter Antik�orper-Konzentration). Hierzu wurde ein

Zentrikon (30 kDa cuto�) mit einem 0,5 M Glycinpu�er geblockt und anschlie�end

das Eluat auf das gew�unschte Volumen eingeengt.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Antik�orperl�osungen

Um die Konzentration von Antik�orperl�osungen zu bestimmen wurde deren Ab-

sorption im UV-Spektrometer bei 280 nm bestimmt. In diesem Bereich ist die

Absorption haupts�achlich durch Tyrosin und Tryptophan und zu einem sehr

geringen Teil auch durch Phenylalanin und Disul�d-Br�ucken bedingt. Da die

Anteile der verschiedenen Aminos�auren in jedem Protein unterschiedlich sind,

unterscheidet sich der Extinktionskoe�zient einer 1 mg/ml Proteinl�osung je nach

Zusammensetzung von 0 bis 4,0 [Kirschenbaum, 1975]. F�ur Antik�orper liegt der

spezi�sche Extinktionskoe�zient bei 1,4.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte mittels des Lambert-Beerschen-Gesetzes:

c = � x c x D

A = Absorption bei 280 nm

� = nat�urlicher molarer Extinktionskoe�zient bei 280 nm (� = 1,4 cm2/ mg)

c = Konzentration der absorbierenden Substanz in der Fl�ussigkeit (mg/ml)

l = Wegl�ange des Lichtes im Material (l = 1cm)

F�ur die Berechnung der Antik�orperkonzentration ergibt sich daraus folgende Formel:

c
hmg

ml

i

=
A

1; 4

Nach der Konzentrationsbestimmung wurde das Eluat steril�ltriert (Spitzenvor-
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satz�lter 0,22 �m) und bei 4�C gelagert.

2.5.3 Herstellung bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente

Die Herstellung bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente erfolgte nach einer Methode die

urspr�unglich von [Brennan et al., 1985] entwickelt und sp�ater von [Jung et al., 1991]

modi�ziert wurde. Die Methode umfa�t im wesentlichen vier Schritte (S. Abb. 2.8,

S. 79)

1. Enzymatische Hydrolyse monoklonaler Antik�orper zu (monospezi�schen)

F(ab‘)2-Molek�ulen als Ausgangsmaterial mittels Pepsin

2. Reduktion der F(ab‘)2-Fragmente mittels Dithiothreitol (DTT, Cleland‘s Rea-

genz) und Modi�kation durch Dithionitrobenzoes�aure (DTNB, Ellman‘s Rea-

genz), Einf�uhrung einer Schutzgruppe an die Thiolgruppen der hinge-Region

3. Reduktion einer Spezies der Fab‘-TNB-Fragmente zu Fab‘-SH-Fragmenten,

Herstellung eines reaktionsf�ahigen Fab‘-Fragmentes f�ur die Heterohybridisie-

rung

4. Hybridisierung der beiden unterschiedlich modi�zierten Fab‘-Fragmente zu bis-

pezi�schen F(ab‘)2-Fragmenten

TNB

TNB

SH

bsF(ab‘)2

F(ab‘)2 Fab‘-TNB

Fab‘-SH

mAk2

F(ab‘)2 Fab‘-TNBmAk1
1 2          3

4

Abb. 2.8: Vereinfachte �Ubersicht zur Herstellung bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente.

Enzymatischer Abbau monoklonaler Antik�orper zu F(ab‘)2-Fragmenten

mit Pepsin (1)

Inkubiert man monoklonale Antik�orper mit der Carboxypeptidase Pepsin so werden

die Peptidbindungen zwischen der hinge-Region und dem Fc-Teil des Antik�orpers
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hydrolysiert, so dass F(ab‘)2-Fragmente entstehen [Parham, 1983]. Unterschiedli-

che Antik�orperklassen, -subklassen und auch Antik�orper der gleichen Klasse werden

durch Pepsin unterschiedlich schnell proteolytisch zu F(ab‘)2-Fragmenten gespalten.

Der Fc-Teil des Antik�orpers wird durch das Pepsin in kleine Fragmente gespalten.

Da es bei einer zu langen Reaktionszeit auch zu einer Degradierung der F(ab‘)2-

Fragmente kommt, muss f�ur jeden Antik�orper die optimale Inkubationsdauer f�ur

die Hydrolyse mittels einer gesonderten Verdaukinetik ermittelt werden.

Daf�ur wurde aus einem Proteolyse-Ansatz (ca. 1 mg monoklonaler Antik�orper) in

regelm�a�igen Zeitabst�anden ein Aliquot entnommen und die Reaktion durch Zu-

gabe einer 1 M Tris-L�osung (pH9) gestoppt. Zur Bestimmung des Zeitoptimums

wurden die Proben in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und

nach Coomassie F�arbung analysiert (s. Abschnitt 2.6.1, S. 83).

Da das pH-Optimum von Pepsin bei einem pH-Wert von 2-3 liegt [Schlamowitz

und Peterson, 1959], wurde der Pepsinverdau bei einem sauren pH-Wert durch-

gef�uhrt. Hierbei wurde ein pH-Wert von 4 gew�ahlt, als Kompromi� zwischen dem

pH-Optimum des Pepsins und einem f�ur den Antik�orper akzeptablen, sauren pH.

Die zu verdauenden Antik�orper lagen in der Regel in DPBS gel�ost vor, weshalb ei-

ne Dialyse �uber Nacht bei 4�C gegen einen 0,1 M Natriumacetat-Pu�er pH4 n�otig

war. Nach der Umpu�erung wurde die absolute Antik�orperkonzentration bestimmt

(s. Abschnitt 2.5.2, S. 78) und eine Pepsinl�osung (1 mg/ml) im Verh�altnis 1:30

(w/w; 112 U Pepsin pro mg Antik�orper) zugegeben. Die Hydrolyse erfolgte je nach

ermitteltem Zeitoptimum bei 37�C im Wasserbad. Nach Ablauf der Reaktionszeit

wurde der Verdau gestoppt, indem der pH-Wert des Verdauansatzes mit einer 1,3

M Tris-L�osung pH9 auf einen pH-Wert von ungef�ahr 8,0 angehoben wurde was zu

einer Inaktivierung des Pepsins f�uhrte.

Um die gew�unschten F(ab‘)2-Fragmente von unverdauten Antik�orpern und kleine-

ren Fragmenten zu trennen, wurde der Reaktionsansatz nach der Hydrolyse auf ei-

ner Gel�ltrations-Chromatographies�aule (SuperdexTM 200) aufgetragen und aufge-

trennt. Als Laufpu�er diente 0,1 M Natriumphosphatpu�er. Das Eluat wurde unter

Verwendung eines Durch
u�spektrophotometers kontinuierlich bei 280 nm gemes-

sen und mittels eines Fraktions-Kollektors aufgefangen. Die gew�unschten Fraktionen

wurden vereinigt und mittels eines Zentrikons (30 kDa cuto�) konzentriert. Die Fil-

termembran des Centricons wurde vor dem Gebrauch mit einer 0,1 M Glycinl�osung

geblockt um eine Bindung der Fab‘-TNB-Fragmente an die Membran zu vermeiden.
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Reduktion von F(ab‘)2-Fragmenten zu Fab‘-TNB-Fragmenten (2)

In n�achsten Schritt werden die F(ab‘)2-Fragmente in Fab‘-Fragmente gespalten.

Um zu verhindern, dass sich aus den entstandenen Fab‘-Fragmenten spontan wieder

F(ab‘)2-Fragmente bilden, wurden die entstandenen Fragmente mit Dithionitroben-

zoes�aure (DTNB) und Dithiothreitol (DTT) modi�ziert.

DTT ist ein starkes Reduktionsmittel welches das DTNB quantitativ zu zwei

Molek�ulen des stark gelben 2-Nitro-5-Thiobenzoatanion (TNB2�) reduziert.

DTNB + DTT ! 2 TNB2� + zyklisches DTT

Die entstehenden 2-Nitro-5-Thiobenzoatanionen (TNB2�) besitzen ein Reduktions-

potential, das gro� genug ist, die interchenaren Disul�d-Br�ucken der hinge-Region

eines F(ab‘)2-Fragmentes zu spalten [Ellman, 1959]. Der nukleophile Angri� des

TNB2� f�uhrt in einer Additions-Eliminierungsreaktion zur kovalenten Bindung der

Schutzgruppe an die Cysteinyl-Reste der Fab‘-Fragmente, so dass Fab‘-S-TNB-

Fragmente entstehen. Somit wird eine spontane Oxidation der Fab‘-Fragmente zu

F(ab‘)2-Fragmenten verhindert.

2 TNB2� + Fab‘-S-S-Fab‘ ! Fab‘-S-TNB + Fab‘-SH

Da das freie Thiolatanion (Fab‘-SH) in der Lage ist die Reaktion zu revertieren,

wird nicht reduziertes DTNB im �Uberschu� zugegeben. Somit kommt es zu einer

Abreaktion des freien Thiols an DTNB, was letztlich in der erneuten Einf�uhrung

einer TNB-Schutzgruppe resultiert.

Fab‘-SH + DTNB !Fab‘-S-TNB + TNB2�

F�ur die Reduktion und Modi�kation der F(ab‘)2-Fragmente wurde ein 0,1 M

Natriumphosphatpu�er pH 7,4 mit 40 mM DTNB und 10 mM DTT versetzt. Nach

Reduktion des DTNB mit DTT entsteht ein DTNB : TNB2� Verh�altnis von 30 mM

: 20 mM. Diese DTNB/TNB2�-L�osung wurde anschlie�end im gleichen Volumen zu

den F(ab‘)2-Fragmenten des Pepsinverdaus gegeben und bei Raumtemperatur �uber

Nacht auf der Wippe inkubiert.

Grund f�ur die externe Abreaktion des DTT ist, F(ab‘)2-Fragmente vor einer direkten

Reduktion durch DTT zu sch�utzen und dadurch die Trennung der Disul�dbr�ucken

zwischen der leichten und schweren Kette zu verhindern. Die Vereinigung beider

L�osungen zu gleichen Volumina ergab eine Endkonzentration des TNB2� 10 mM
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und die des DTNB 15 mM. Bei den eingesetzten Mengen an F(ab‘)2-Fragmenten

war diese Konzentration immer ausreichend, um die Disul�dbr�ucken in der hinge-

Region quantitativ zu spalten und Schutzgruppen einzuf�uhren.

Um die gew�unschen Fab‘-TNB-Molek�ule vom unverdauten Antik�orper, den nicht re-

duzierten F(ab‘)2-Fragmenten sowie dem DTNB/TNB2�-Gemisch zu trennen, wur-

de das Reduktionsgemisch auf eine Gel�ltrations-Chromatographies�aule (Superdex

200) aufgetragen und aufgetrennt.

Die Fab‘-TNB-Fraktionen wurden vereinigt und mittels eines Zentrikons (30 kDa

cuto�) konzentriert.

Reduktion von Fab‘-TNB-Fragmenten zu Fab‘-SH-Fragmenten (3)

Unmittelbar vor der Heterohybridisierungs-Reaktion musste bei einem der bei-

den, mit einer Schutzgruppe modi�zierten, Fab‘-Fragmente die Schutzgruppe durch

DTT wieder abgespalten werden. Hierzu wurde zu einer Spezies von Fab‘-TNB-

Fragmenten DTT in einer Endkonzentration von 0,1 mM gegeben, wodurch die

durch TNB gesch�utzten Schwefelgruppen der hinge-Region wieder zu reaktiven SH-

Gruppen reduziert wurden.

Zur Bestimmung des Endpunktes der Reaktion wurde die Freisetzung von TNB2�-

Molek�ulen spektrophotometrisch bei 412 nm verfolgt. Die molare Konzentration des

freigesetzten TNB2� konnte mithilfe des molaren Extinktionskoe�zienten �412 13,6

mM�1 cm�1 berechnet werden. Bei murinen Antik�orpern der Klasse IgG2a belief sich

das molare Verh�altnis von freigesetztem TNB2� und eingesetzter Fab‘-Fragmente

auf etwa 3:1, da diese Antik�orper drei Disul�dbr�ucken in der hinge-Region besitzen

[Preval et al., 1970; Svasti und Milstein, 1970].

Um das DTT und das freigesetzte TNB2� zu entfernen, wurde das Reaktionsgemisch

�uber eine mit 0,015 M Natriumacetatpu�er pH4 �aquilibrierte Sephadex G25-S�aule

(PD10-Gel�ltrationss�aule) gereinigt und umgepu�ert.

Hybridisierung von Fab‘-Molek�ulen verschiedener Spezi�t�at zu bispezi�-

schen F(ab‘)2-Fragmenten (4)

Durch die Reaktion freier Thiolgruppen eines Fab‘-SH-Molek�uls mit TNB-gesch�utz-

ten Thiolgruppen der hinge-Region eines Fab‘-TNB-Molek�uls kommt es unter Aus-

bildung neuer Disul�dbr�ucken zur Bildung bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente. Unter

den gew�ahlten Reaktionsbedingungen ist die Ausbildung von Homodimeren zu ver-

nachl�assigen. Auch hier konnte der Reaktionsverlauf bzw. die Entstehung bispezi-

�scher F(ab‘)2-Fragmente wieder spektrophotometrisch bei 412 nm durch Freiset-

zung von TNB2�-Molek�ulen verfolgt werden. Der vollst�andige Ablauf der Reaktion
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ben�otigte auf einer Wippe bei Raumtemperatur in der Regel 2-3 h. Auch hier folgte

wieder eine Gel�ltrationschromatographie um die bispezi�schen F(ab‘)2-Hybride von

den nicht-hybridisierten Fab‘-Fragmenten zu trennen. Die F(ab‘)2-Hybridfraktionen

wurden vereinigt, mittels eines Zentrikons (30 kDa cuto�) konzentriert, gegen DPBS

dialysiert und nach Bestimmung der Proteinkonzentration zur Lagerung bei 4�C ste-

ril�ltriert.

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Coomas-

sie-F�arbung

Zur Reinheits- und Gr�o�enbestimmung von Proteinen wurde die diskontinuierliche

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [Laemmli, 1970]

eingesetzt. Dabei wurden die Proben bei der Vorbereitung unter dem Ein
u� von

SDS und hoher Temperatur denaturiert. Durch diese Behandlung bilden sich SDS-

Protein-Komplexe mit einem konstanten Masse-Ladungs-Verh�altnis, die sich nur in

ihrer Gr�o�e unterscheiden und daher nach dieser Gr�o�e im elektrischen Feld aufge-

trennt werden k�onnen. Sollten zus�atzlich noch die Disul�dbr�ucken des zu testenden

Molek�uls gespalten werden, so wurde ein reduzierender SDS-Probenpu�er mit DTT

verwendet.

F�ur die Elektrophorese wurden entsprechend der unten aufgef�uhrten Mischtabelle

(s. Tabelle 2.6) Trenngele und 4,9 % Sammelgele gegossen.

Tabelle 2.6: Mischtabelle f�ur SDS-Polyacrylamid-Gele

Gelprozent
Substanz Sammelgel Trenngel

4,9% 10% 12,5%

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 1,25 ml 4 ml 5ml
Sammelgelpu�er 1,9 ml - -
Trenngelpu�er - 3 ml 2,5ml
H2O (bidest.) 4,5 ml 5 ml 4,5 ml
10% SDS 75 �l 150 �l
TEMED 25 �l 25 �l
10% APS 45 �l 45 �l

Die Proben (max. 5 �g Protein/Spur) wurden zun�achst mit 1/6 Volumen eines 6x

SDS-Probenpu�ers versetzt und f�ur 5 min bei 85�C im Thermoblock denaturiert. Die

Elektrophorese wurde in analytischen Minigelapparaturen (Dual Vertical Mini-Gel
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Unit) bei 100V f�ur ca. 1-2 h durchgef�uhrt. Zur Sichtbarmachung der Proteinban-

den erfolgte anschlie�end eine Coomassie Brillant Blue F�arbung [Wilson, 1983]. Die

fertigen Gele wurden f�ur ca. 10 min in Geltrocknungsl�osung eingelegt und zwischen

zwei Cellophan-Membranen getrocknet.

2.6.2 Durch
u�zytometrie (FACS-Analyse)

Zum Nachweis der A�nit�at und Bindungseigenschaften verschiedener Antik�orper

sowie der quantitativen Bestimmung von Zellober
�achenproteinen wurde die Durch-


u�zytometrie angewendet.

Grundlage der durch
u�zytometrischen FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)-

Analyse ist eine Antigen-Antik�orper-Reaktion, welche mit Fluorochrom-markierten

Antik�orpern durchgef�uhrt wird.

F�ur die FACS-Analyse wurden die Zellen wie in Abschnitt 2.3.1 (S. 70) beschrieben

geerntet, die Lebendzellzahl bestimmt (s. Asbchnitt 2.3.2, S. 71) und pro Ansatz

250.000 lebende Zellen in FACS-Pu�er gewaschen (400 x g, 5 min). Anschlie�end

wurde das Zellpellet in 50 �l der entsprechenden Antik�orperverd�unnung (im Falle

der direkten F�arbung mit FITC- oder R-PE-markiert) aufgenommen und f�ur 30 min

bei 4�C im Dunkeln inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit je 750 �l FACS-Pu�er

waren die Proben im Falle einer direkten Fluoreszenzf�arbung me�bereit und wurden

in 250 �l FACS-Pu�er aufgenommen.

Bei der indirekten F�arbung wurde das Zellpellet f�ur weitere 30 min im Dunkeln bei

4�C in 50 �l einer vom Hersteller angegebenen Verd�unnung eines FITC- oder R-PE-

markierten Sekund�arantik�orper inkubiert. Im Falle der bispezi�schen single-chain

Antik�orper war ein zus�atzlicher Zwischenschritt mit dem �c-myc-Epitop-Antik�orper

9E10 notwendig. In diesem Falle wurden die Ans�atze nach Inkubation mit dem bs-

scFv und einem Waschschritt zun�achst f�ur 30 min bei 4�C im Dunkeln mit dem

9E10-Antik�orper inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt folgte die Inkubation

mit dem Fluorochrom-markierten Detektionsantik�orper.

In allen FACS-Analysen wurden entsprechende Isotypkontrollen sowie Positiv-und

Negativkontrollen eingeschlossen.

Die durch
u�zytometrische Analyse erfolgte mit einem FACSCalibur und die Aus-

wertung �uber das integrierte Software-Programm CellQuestPro.
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2.7 Funktionelle Charakterisierung der produ-

zierten Antik�orper

2.7.1 Proliferationsassays

Als Nachweismethode f�ur Zellaktivierung wurde der [3H]-Thymidin-Inkorporations-

assay verwendet. Hier erfolgt die Bestimmung der mitotischen Syntheseleistung mit-

tels des Einbaus von Tritium[3H]-markiertem Thymidin in neugebildetes Chromatin

von proliferierenden Zellen. Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden kann dann

je nach Proliferationsstatus, die Radioaktivit�at der E�ektorzellen gemessen werden.

PBMC bzw. Mischkulturen aus PBMC und durch Bestrahlung inaktivierten Tu-

morzellen wurden mit den verschiedenen zu testenden Antik�orpern inkubiert und

nach 3 Tagen Inkubation f�ur 16 h mit 0,5 �Ci [3H]-Thymidin/well versetzt. Die ein-

gebaute Radioaktivit�at wurde gem�a� Herstellerangaben in einem Mikroplatten-�-

Szintillationsme�ger�at bestimmt. Jeder Me�punkt wurde in Triplikaten durchgef�uhrt

und der Mittelwert bestimmt.

2.7.2 Vitalit�atsassays

51Cr-Freisetzungstest

Als Standardtest zur Messung der Zytotoxizit�at wurde der 51Cr-Freisetzungstest

etabliert. Bei diesem Nachweisverfahren werden Zielzellen mit 51Cr-Natriumchromat

(Na2
51CrO4) inkubiert, welches als CrO2�

4 -Anion �uber spezi�sche Ionenkan�ale von

der Zelle aufgenommen und im Zytoplasma durch Glutathion zu CrIII reduziert

wird. CrIII gelangt in den Zellkern und bindet dort an die DNA. Da nur Zellen

mit gest�orter Membranintegrit�at das CrIII in den �Uberstand freisetzen k�onnen,

kann das im �Uberstand nachgewiesene CrIII als Ma� f�ur die Anzahl lysierter Zellen

verwendet werden. Der Prozentsatz lysierter Zielzellen wird wie folgt ermittelt:

% spezi�sche Lyse =
cpmProbe � cpmSpontanfreisetzung

cpmmaximale Freisetzung � cpmSpontanfreisetzung
� 100

Die erforderliche Anzahl an Zielzellen wurde geerntet (s. Abschnitt 2.3.1, S. 70),

in Kulturmedium aufgenommen und f�ur 1 h bei 37�C mit Na2
51CrO4 (50 �Ci/ml)

inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen 4x mit Kulturme-

dium (RPMI1640) gewaschen und anschlie�end auf eine 96-well-Rundbodenplatte

ausplattiert (5-10 x 103 Zellen/50 �l).
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Um die zytotoxische Aktivit�at verschiedener Apoptose-induzierender Substanzen zu

bestimmen, wurden diese in der entsprechenden Konzentration in einem Volumen

von 50 �l/well zu den radioaktiv-markierten Zielzellen zugegeben und ein Endvolu-

men von 150 �l durch Zugabe von 50 �l/well Komplettmedium eingestellt.

Um die Antik�orper-abh�angige zellvermittelte Zytotoxizit�at zu untersuchen, wurden

als E�ektoren PBMC in einem de�nierten E�ektor:Zielzellverh�altnis (in den meisten

Ans�atzen 10:1 (1 x 105 PBMC/50 �l)) zugegeben.

Alle Ans�atze wurden unter Standardbedingungen, bei 37�C, 5 % CO2 und 90 %

Luftfeuchtigkeit in einem CO2-Begasungsbrutschrank f�ur 4-20 h inkubiert. Anschlie-

�end wurde aus jedem well 50 �l �Uberstand entnommen und auf eine Feststo�-

Szintillationsplatte (Lumaplate) transferiert. Nach vollst�andiger Trocknung der Lu-

maplate bei 54�C im Trockenschrank erfolgte die Auswertung im �-Z�ahler.

Als Bezugswerte f�ur die Berechnung der spezi�schen Lyse in % dienten jeweils die

Spontanfreisetzung von markierten Zielzellen in Kulturmedium und die maximale

Freisetzung 51Cr-markierter Zielzellen die mit 1 % des Detergenz Triton X-100 be-

handelt wurden.

Alle 51Cr-Freisetzungstests wurden in einem Endvolumen von 150 �l/well und jeder

Me�wert in Triplikaten durchgef�uhrt.

WST-1-Zellviabilit�atstest

Als ein weiterer Standardtest zur Messung der Zytotoxizit�at wurde in die-

ser Arbeit der WST-1-Test verwendet. Dieser Test beruht auf der Umsetzung

des Farbsto�es WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

Benzendisulphonat) durch die Succinatdehydrogenase in den Mitochondrien sto�-

wechselaktiver Zellen zum dunkelroten Farbsto� Formazan. Dieser Farbumsatz kann

im ELISA-Plattenleseger�at durch Messung der optischen Dichte bei einer Wel-

lenl�ange von 450 nm bestimmt werden. Je vitaler die Zellen sind, desto intensiver

ist der Farbumschlag beziehungsweise desto h�oher ist die gemessene Extinktion.

In dieser Arbeit wurde der WST-Test als ein indirektes Nachweisverfahren des

Zelltodes von Tumorzellen nach Behandlung mit verschiedenen Antik�orpern oder

Apoptose-Sensitivierern und zur somit Ermittlung der zytotoxischen Aktivit�at eines

Reagenz verwendet.

Die Zielzellen wurden in einer 96-well Flachboden-Platte ausplattiert und mit den

entsprechenden Antik�orpern bzw. anderer zu testender Substanzen inkubiert. Die In-

kubationszeit f�ur die Messung der Apoptoseinduktion bispezi�scher CD20 x CD95-

Konstrukte betrug in der Regel 24 h, f�ur die Bestimmung der Apoptoseinduktion

verschiedener intakter CD20-Antik�orper soweit nicht anders angegeben 48 bis 72
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h. Das WST-1 wurde in einer vom Hersteller angegebenen Verd�unnung mit Kul-

turmedium zu den Tumorzellen gegeben. Der Kulturansatz wurde f�ur weitere 2-8

h unter Zellkulturbedingungen kultiviert und durch Messung der optischen Dichte

bei 450 nm im ELISA-Plattenleseger�at ausgewertet. Jeder Ansatz wurde in Tri-

plikaten durchgef�uhrt, der Mittelwert bestimmt und der Prozentsatz toter Zellen

durch
�

1�AProbe

Amax

�

� 100 ermittelt. Dabei ist Amax die Absorption von Zellen die nur

mit Medium inkubiert wurden. Von allen Werten (AProbe und Amax) erfolgte eine

Subtraktion des Leerwertes (Absorption des Profarbsto�es WST-1 in Medium).

2.7.3 ELISA (Enzyme-Linked-ImmunoSorbent Assay)

Eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Zytokinen stellt der Sandwich-

ELISA dar. Bei einem Sandwich-ELISA wird das zu untersuchende Antigen mithilfe

von zwei nicht kreuzreagierenden Antik�orpern detektiert: Der erste ist an eine Matrix

(Mikrotiterplatte) gekoppelt (capture-Antik�orper), der zweite Antik�orper (Detekti-

onsantik�orper) dient als Nachweissystem. Dieser kann st�ochiometrisch nur in der

Menge binden, in der das Antigen vorhanden ist. Im vorliegenden Falle waren die

Detektionsantik�orper biotinyliert. Biotin geht mit Streptavidin einen spezi�schen

Komplex ein. An Streptavidin ist ein Enzym gekoppelt (Peroxidase), welches ein

sp�ater hinzugef�ugtes Substrat umsetzt. Diese Umsetung geht mit einer photome-

trisch me�baren Farb�anderung des Substrats einher. Die Konzentration des nach-

zuweisenden Antigens ist somit direkt verantwortlich f�ur eine �Anderung der Farbin-

tensit�at.

Der Sandwich-ELISA wurde in dieser Arbeit zur Bestimmung der IL-2-Produktion

im �Uberstand r2820-behandelter PBMC eingesetzt. Hierzu wurden 50 �l eines IL-

2-capture-Antik�orpers in einer Konzentration von 1 �g/ml (in NaHCO3-Pu�er pH9

verd�unnt) in jedes well pipettiert und �uber Nacht bei 4�C an den Boden einer 96

Loch-Mikrotiterplatte gebunden. Im �Uberschu� vorhandener und nicht gebunde-

ner Antik�orper wurde durch dreimaliges Waschen mit ELISA-Waschpu�er entfernt.

Nach Abs�attigung des Plattenbodens mit 200 �l Blockierungsl�osung (1 h, Raum-

temperatur) und zwei weiteren Waschschritten wurde das zu untersuchende Material

(hier: Zellkultur�uberstand und rekombinantes IL-2 als Standardreihe) in einem Vo-

lumen von 100 �l in die Vertiefung gegeben. Die Inkubation erfolgte f�ur 2 h bei

37�C. Nach viermaligem Waschen wurden 100 �l eines biotinylierten �-human IL-2-

Antik�orpers in einer Konzentration von 0,5 �g/ml (mit Blockingl�osung verd�unnt) in

jede Vertiefung gegeben. Nach einer einst�undigen Inkubationszeit bei Raumtempe-

ratur und sechs Waschschritten wurde HRP-Streptavidin 1 : 5000 in Blockingl�osung

verd�unnt, je 100 �l in jedes well gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inku-
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biert. Nach sechsmaligem Waschen erfolgte die Zugabe der KPL-Entwicklungsl�osung

(100 �l/well). Eine Farbbildung erschien stets innerhalb der ersten zehn Minuten.

Die Reaktion wurde anschlie�end durch Zugabe von 50 �l/well H3PO4 abgestoppt

und durch Messung der optischen Dichte bei 450 nm im ELISA-Plattenleseger�at

ausgewertet. Jeder Ansatz wurde in Triplikaten durchgef�uhrt.

2.8 In vivo-Immuntherapieversuche

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgef�uhrten Tierexperimente standen im Einklang

mit dem Tierschutzrecht und den Tierschutzbedingungen des Landes Baden-W�urt-

temberg. Die Versuche waren zuvor vom Regierungspr�asidium T�ubingen genehmigt

worden (Genehmigungsnummer IM 3/02).

Das T�oten der M�ause erfolgte durch zehnmin�utige CO2-Begasung im geschlossenen

Gef�a�.

F�ur die xenogenen in vivo Experimente wurden ausschlie�lich 4-5 Wochen alte

M�ause des immunode�zienten Stammes C.B-17 SCID (CB17/lcr-PrkdcSCID/Crl)

verwendet [Bosma et al., 1983]. Die Tiere wurden von der Firma Charles River

(Sulzfeld) bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte in spezi�sch pathogenfreien (SPF)

Tierst�allen.

2.8.1 SCID-Maus-Xenograft-Modell

4-5 Wochen alten SCID-M�ausen wurde an Tag 0 eine lethale Dosis von 1x107

SKW6.4 in einem Volumen von 200 �l in PBS intraven�os in die Schwanzvene inji-

ziert.

Im Falle der Vorversuche blieben die Tiere unbehandelt und wurden bei Einsetzen

erster deutlicher L�ahmungserscheinungen der Hinterl�aufe und des Schwanzes mittels

CO2-Begasung get�otet. Die R�uckgewinnung der Tumorzellen aus dem Knochenmark

wurde wie in Abschnitt 2.8.2 (S. 89) beschrieben durchgef�uhrt.

F�ur die Immuntherapieversuche erfolgte eine Applikation der Immuntherapeutika

(20 �g) in einem Endvolumen von 100 �l in PBS an den Tagen 1, 2 und 3 nach Tu-

morzellinokkulation ins Peritoneum. Tabelle 2.7 (S. 89) zeigt einen �Uberblick �uber

die verschiedenen Gruppen. Als Kontrollgruppen dienten mit PBS-behandelte und

mit 20 �g einer �aquimolaren Mischung der Fab‘-Fragmente behandelte Tiere. Jede

Gruppe bestand dabei aus 6 Tieren.

88



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.7: Versuchsschema f�ur Immuntherapieversuche mit dem bispezi�schen
F(ab‘)2-Fragment Rit x APO-1.

Gruppe Therapeutikum Tag1 Tag2 Tag2
Tiernummer

1 PBS 100�l PBS 100�l PBS 100�l PBS
1-6
1 Fab‘-Mix 10�g Rit-Fab‘ + 10�g Rit-Fab‘ + 10�g Rit-Fab‘ +

7-12 10�g APO-1-Fab‘ 10�g APO-1-Fab‘ 10�g APO-1-Fab‘
1 Rit x APO-1 20�g Rit x APO-1 20�g Rit x APO-1 20�g Rit x APO-1

13-18
1 Rituxan 20�g Rituxan 20�g Rituxan 20�g Rituxan

19-24

2.8.2 R�uckgewinnung von Tumorzellen aus dem Knochen-

mark

F�ur die R�uckgewinnung der Tumorzellen aus dem Knochenmark tumortragender

M�ause wurde das Knochenmark aus dem Oberschenkelknochen und dem Schienbein

isoliert. Hierf�ur wurden die Oberschenkelknochen und das Schienbein freipr�apariert.

Nach der vollst�andigen Isolierung wurden die Knochen durch Abschaben mit einem

Skalpell von verbleibenden Muskelresten gereinigt. Nun wurden die Gelenkk�opfe

vorsichtig mit einer sterilen Schere entfernt und das Knochenmark mit Hilfe einer

Kan�ule mit PBS durchgesp�ult. Die Zellen wurden anschlie�end in PBS 1x f�ur 5 min

bei 250 x g gewaschen. Das Zellpelett wurde in RPMI-Komplettmedium resuspen-

diert und die Zellen im Brutschrank unter Standardbedingungen kultiviert.

Die so r�uckgewonnenen
"
SCID-SKW6.4\ wurden f�ur alle weiteren in vivo-

Immuntherapieversuche verwendet.
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3.1 Optimierung des monoklonalen chim�aren

�CD20-Antik�orpers 2H7-IgG1

In dieser Arbeit wurde die therapeutische E�ektivit�at des chim�arisierten �CD20-

Antik�orpers 2H7, durch eine Steigerung der A�nit�at des Fc-Teils zum Fc
-RIIIa

optimiert. F�ur diese Optimierung wurden zwei unterschiedliche Strategien kombi-

niert: Fc-Remodelling und Ver�anderung der Glycosylierung.

F�ur das Fc-Remodelling des 2H7-IgG1 wurden analog zu Lazar et al. die Ami-

nos�auren S293 ! D293 und I332 ! E332 im Fc-Teil des 2H7-IgG1 ausgetauscht und

der Ein
u� dieses Austausches auf die Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at

(ADCC) untersucht.

Um den Ein
u� der Fucosylierung auf die ADCC zu untersuchen, wurden der 2H7-

Antik�orper und die Mutante 2H7-DE gleichzeitig sowohl in YB2/0-Zellen (geringe

Fucosylierung) als auch in Sp2/0-Ag14-Zellen (hohe Fucosylierung) exprimiert.

Abschlie�end wurde die DE-Mutation mit einer geringeren Fucosylierung kombi-

niert.

Als weiterer direkter Wirkmechanismus von therapeutischen Antik�orper wurde die

F�ahigkeit des �CD20-Antik�orper 2H7 zur Vermittlung einer direkten Apoptosein-

duktion evaluiert.

3.1.1 Herstellung und Reinigung des 2H7-IgG1 und des DE-

mutierten IgG1-DE

Korrektur des mutierten Fc-Teils des 2H7-IgG1-Fc-mut-Antik�orpers und

Klonierung des 2H7-IgG1-DE

Als Ausgangspunkt f�ur die Klonierung eines Vektors der f�ur die schwere Kette des

2H7-Antik�orpers codiert, diente der Vektor 2H7-IgG1-Fc-mut. Dieses Plasmid co-

diert f�ur die schwere Kette des chim�arisierten �CD20-Antik�orpers 2H7 der jedoch

eine arti�ziell eingef�uhrte Proteaseschnittstelle im Fc-Teil besitzt. Aufgrund dieser

Proteaseschnittstelle ist der Fc-Teil dieses IgG1-Antik�orpers nicht in der Lage Fc-

Teil-vermittelte E�ektorfunktionen wie Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxi-

zit�at (ADCC) und Komplement-vermittelte Zytotoxizit�at (CDC) zu vermitteln. Um

einen 2H7-IgG1-Antik�orper mit einem funktionsf�ahigen Fc-Teil zu generieren und

um die F�ahigkeit zur Vermittlung von E�ektorfunktionen zu regenerieren, musste

die Sequenz die f�ur den
"
defekten\ Fc-Teil codiert aus dem Plasmid 2H7-IgG1-Fc-

mut entfernt und durch die korrigierte bzw. DE-mutierte Sequenz ersetzt werden.

Mittels eines NheI und XhoI -Doppelverdaus wurde die f�ur den Fc-Teil codieren-
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de Sequenz aus dem Vektor 2H7-IgG1-Fc-mut ausgeschnitten, mittels pr�aparativer

Agarosegelelektrophorese pr�aparativ getrennt und der Vektor mittels Elektroelution

aus dem Agarosegel eluiert. Abschlie�end folgte ein Konzentrationsschritt in einem

10 kDa Zentrikon.

Die Korrektur der f�ur den korrigierte Fc-Teil kodierenden Sequenz sowie die S293

! D293 und I332 ! E332-Mutation wurde von L. Gro�e-Hovest (Universit�at T�ubin-

gen) durchgef�uhrt. Die codierenden Sequenzen f�ur den korrigierten und den DE-

mutierten Fc-Teil wurden �uber die enthaltenen NheI /XhoI -Schnittstellen in den

ge�o�neten Vektor ligiert. Nach Veri�zierung der Sequenz der VDJ-Region mittels des

Sequenzierprimers mRNA1Hin und der CH2-Region mittels der Sequenzierprimer

Kons2Hin und Kons2Rev, wurde jeweils eine Maxiprep angefertigt. Die Plasmid-

DNA wurde mit AhdI linearisiert und zusammen mit dem linearisierten Plasmid

2H7-kappa (codiert f�ur die leichte Kette des 2H7-IgG1) in Sp2/0-Ag14 bzw. YB2/0

trans�ziert.

Produktion und Reinigung des 2H7-IgG1 und 2H7-IgG1-DE
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Abb. 3.1: Chromatogramm zur Elution des 2H7-IgG1-Antik�orpers (produziert in

Sp2/0-Ag14) von einer Protein A-S�aule

Die Produktion der beiden Antik�orper 2H7-IgG1 und 2H7-IgG1-DE erfolgte parallel

sowohl in in Sp2/0-Ag14-Zellen als auch in YB2/0-Zellen in serumfreiem Hybridom-
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medium. Die produzierten Antik�orper wurden durch Protein A-A�nit�atschromato-

graphie aus dem Zellkultur�uberstand aufgereinigt und mittels eines 0,1 M Glycinpuf-

fers pH3 von der S�aule eluiert. Abb. 3.1 (S. 93) zeigt beispielhaft das Elutionspro�l

des Antik�orpers 2H7-IgG1 aus dem Zellkultur�uberstand trans�zierter Sp2/0-Ag14-

Zellen.

3.1.2 Analytische Evaluierung der verschiedenen 2H7-

Antik�orper

Reinheitsanalyse

Die Untersuchung der Reinheit der mittels Protein A-A�nit�atschromatographie ge-

reinigten 2H7-Antik�orper erfolgte durch SDS-PAGE-Analyse unter reduzierenden

Bedingungen. Wie aus Abbildung 3.2 ersichtlich wird, sind auf dem SDS-Gel die

schweren Ketten jeweils durch eine apparente Bande bei etwa 50 kDa repr�asentiert,

was auch dem Molekulargewicht der schweren Kette von IgG1-Antik�orpermolek�ulen

entspricht. Die leichten Ketten sind etwas �uber der 30 kDa-Bande des Markers zu

erkennen was allerdings nicht ganz dem theoretischen Molekulargewicht von 25 kDa

entspricht, was aber auf Ungenauigkeiten bei der SDS-PAGE-Analyse zur�uckgef�uhrt

werden kann.
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Abb. 3.2: Analytische Charakterisierung der verschiedenen 2H7-Antik�orper mittels

SDS-PAGE-Analyse

Pro Spur wurden 5 �g Protein mittels 10% SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufge-

trennt und anschlie�end durch Coomassie-F�arbung sichtbar gemacht. Als Gr�o�enmarker diente der

SeeBlue R
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Bindungsanalyse

Das Bindungsverhalten des 2H7-Antik�orpers gegen�uber seinem Antigen CD20 soll-

te theoretisch durch eine DE-Mutation im Fc-Teil des Molek�uls oder durch eine

Ver�anderung des Glycosylierungsmusters nicht beeintr�achtigt werden. Um dies zu ve-

ri�zieren wurden die verschiedenen, mittels Protein A aufgereinigten 2H7-Antik�orper

auf CD20+ Raji Zellen titriert.
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Abb. 3.3: Titration der verschiedenen 2H7-Antik�orper auf der CD20-positiven huma-

nen B-Lymphomzelllinie Raji

Die verschiedenen mittels Protein A aufgereinigten 2H7-Antik�orper wurden in den angegebenen

Konzentrationen auf Bindung an die Antigen-positive B-Lymphomzelllinie Raji getestet. Die De-

tektion erfolgte durch ein R-PE-konjugiertes Ziege-�-human-IgG-F(ab‘)2-Antik�orperfragment

Wie aus Abb. 3.3 ersichtlich wird, f�uhrt weder eine DE-Mutation noch eine geringere

Fucosylierung durch Expression in YB2/0 zu einer Beeintr�achtigung des Bindungs-

verhaltens der 2H7-Antik�orper. Alle 2H7-Antik�orper erreichen ab einer Konzentra-

tion von etwa 10 �g/ml die S�attigung.

3.1.3 Funktionelle Evaluierung der optimierten 2H7-

Antik�orper in vitro

Um den Ein
u� einer DE-Modi�kation und einer geringeren Fucosylierung am

Fc-Teil des �CD20-Antik�orpers 2H7 auf die Antik�orper-vermittelte zellul�are

Zytotoxizit�at (ADCC) zu testen, wurden standardm�a�ig 4h 51Cr-Freisetzungstests

durchgef�uhrt. Dargestellt ist jeweils ein repr�asentatives Ergebnis aus mindestens

sechs voneinander unabh�angig durchgef�uhrten Experimenten.
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Ein
u� der DE-Modi�kation des Fc-Teils auf die ADCC

Ob eine DE-Modi�kation des Fc-Teils einen Ein
u� auf die Vermittlung der

ADCC hat, wurde durch einen Vergleich des DE-mutierten 2H7-IgG1-DE mit dem

2H7-IgG1 in einem 51Cr-Freisetzungstest evaluiert. Der therapeutisch eingesetzte

�CD20-Antik�orper Rituxan (Rituximab) wurde als Vergleichsantik�orper verwendet.

Als E�ektorzellen dienten frisch isolierte PBMC wohingegen als CD20+-Zielzellen

die B-Zell-Lymphomzelllinie Raji verwendet wurde. Das E�ektor:Zielzell-Verh�altnis

betrug 10:1.
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Abb. 3.4: 51Cr-Freisetzungstests zur Evaluierung des

Ein
usses einer DE-Modi�kation des Fc-Teils des 2H7-

Antik�orpers auf die Antik�orper-vermittelte zellul�are Zy-

totoxizit�at

Titration des 2H7-IgG1 und des DE-modi�zierten 2H7-IgG1-DE auf

CD20-positiven Raji-Zellen in Anwesenheit von PBMC

Abbildung 3.4 zeigt

ein repr�asentatives

Ergebnis eines solchen

ADCC-Experimentes.

Aus den Titrationskur-

ven wird ersichtlich,

dass die durch 2H7-

IgG1 und Rituxan

vermittelte zellul�are

Zytotoxizit�at deutlich

schlechter ist als die

des modi�zierten 2H7-

IgG1-DE-Antik�orpers.

Die durch den modi�-

zierten 2H7-Antik�orper

vermittelte zellul�are

Zytotoxizit�at erreicht

bei einer Antik�orperkonzentration von etwa 1 ng/ml die S�attigung, wohingegen

diese bei 2H7-IgG1 und bei Rituxan selbst bei einer Antik�orperkonzentration von 1

�g/ml noch nicht erreicht wird.

Durch den Austausch der beiden Aminos�auren in der CH2-Region des 2H7-IgG1-

Antik�orpers kann in diesem Experiment eine um drei Zehnerpotenzen gesteigerte

Aktivit�at der Antik�orper-vermittelten zellul�aren Zytotoxizit�at (ADCC) im Vergleich

zum nicht-modi�zierten 2H7 erreicht werden.

Ein
u� einer geringeren Fucosylierung des Fc-Teils auf die ADCC

Um den Ein
u� der Fucosylierung des 2H7-IgG1 auf die Vermittlung der ADCC zu

untersuchen wurden auch hier wieder 4h-51Cr-Freisetzungstests durchgef�uhrt.
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In diesem Experiment sollte die F�ahigkeit zur Vermittlung der ADCC des in der

Maus-Myelomzellline Sp2/0-Ag14 produzierten 2H7-IgG1 (2H7 Sp2/0) mit dem in

der Ratten-Myelomzellline YB2/0 produzierten 2H7-IgG1 (2H7 YB2/0) verglichen

werden.
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Abb. 3.5: 51Cr-Freisetzungstests zur Evaluierung des

Ein
usses einer verminderten Fucosylierung des 2H7-

Antik�orpers auf die Antik�orper-vermittelte zellul�are Zy-

totoxizit�at

Titration des hoch-fucosylierten 2H7-IgG1 (Sp2/0) und des gering-

fucosylierten 2H7-IgG1 (YB2/0) auf CD20-positiven Raji-Zellen in

Anwesenheit von PBMC

Abbildung 3.5

zeigt ein repr�asenta-

tives Ergebnis eines

Standard-4h-51Cr-

Freisetzungstests mit

CD20-positiven Raji-

Zellen und PBMC

als E�ektorzellen

(E�ektor:Zielzell-

Verh�altnis 10:1). Aus

den Titrationskurven

ist deutlich zu erkennen,

dass allein durch einen

Wechsel der Expres-

sionszelllinie von der

Maus-Myelomzellline

Sp2/0-Ag14 zur Ratten-

Myelomzellline YB2/0, welche eine geringe Fucosylierung vermittelt, eine Steigerung

der ADCC um etwa 2,5 Zehnerpotenzen erreicht werden kann.

Ein
u� der Kombination der DE-Modi�kation und geringerer Fucosylie-

rung des Fc-Teils auf die ADCC

Aus den vorhergehenden Abschnitten wird ersichtlich, dass sowohl durch eine DE-

Modi�kation des Fc-Teils des 2H7-Antik�orpers, als auch durch eine Modi�kation

der Glycosylierung durch einen Wechsel von einem hoch-fucosylierenden (Sp2/0-

Ag14) zu einem gering-fucosylierenden (YB2/0) Expressionssystem die E�ektivit�at

der ADCC um mehrere Zehnerpotenzen gesteigert werden kann. Im Folgenden soll

nun untersucht werden, ob durch Kombination der DE-Modi�kation mit einer gerin-

gen Fucosylierungsrate (2H7-DE YB2/0) eine weitere E�zienzsteigerung der ADCC

m�oglich wird.

Abbildung 3.6 (S. 98) zeigt einen Vergleich der verschiedenen 2H7-Antik�orper in

einem Standard-ADCC-Experiment. Anhand der Titrationskurven ist deutlich zu
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erkennen, dass eine DE-Modi�kation des 2H7-Antik�orpers im selben Ma�e zu einer

Steigerung der ADCC f�uhrt wie eine geringere Fucosylierung. Wie aus Abbildung 3.6

ersichtlich wird, ist durch eine Kombination der DE-Modi�kation mit einer geringe-

ren Fucosylierung (2H7-DE YB2/0) keine weitere Steigerung der ADCC-E�ektivit�at

zu beobachten.
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Abb. 3.6: Ein
u� der Kombination der DE-Modi�kation und einer geringeren Fuco-

sylierung auf die Antik�orper-vermittelte zellul�are Zytotoxizit�at.

Die verschiedenen 2H7-Antik�orper wurden auf CD20+-Raji Zellen in Anwesenheit von PBMC ti-

triert (E:T=10:1) und die Lyserate bestimmt.

Vergleich der direkten Apoptoseinduktion des 2H7-Antik�orpers und des

Rituxan

F�ur den �CD20-Antik�orper Rituxan (Rituximab) konnte gezeigt werden, dass er

seine therapeutische Wirkung teilweise durch direkte Apoptoseinduktion entfaltet

[Shan et al., 1998; Ghetie et al., 2001; Johnson und Glennie, 2003]. Ob auch der

2H7-Antik�orper in der Lage ist eine direkte Apoptoseinduktion zu vermitteln, wur-

de mittels eines WST-1-Zellviabilit�atstests untersucht.

Abbildung 3.7 (S. 99) zeigt deutlich, dass der �CD20-Antik�orper Rituxan eine direk-

te Apoptoseinduktion der SKW6.4 vermitteln kann, wobei die gemessene Lyserate

bei etwa 30% liegt. Im Gegensatz dazu ist der �CD20-Antik�orper 2H7 nicht in der

Lage eine direkte Apoptoseinduktion der B-Lymphomzelllinie SKW6.4 zu vermit-

teln.
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Abb. 3.7: Direkte Apoptoseinduktion durch die �CD20-Antik�orper Rituxan und 2H7

5x104 CD20+-SKW6.4 wurden f�ur 48h mit 5 �g/ml Rituxan bzw. 2H7-IgG1 (produziert in SP2/0-

Ag14) inkubiert und die Lyserate mittels eines WST-1-Zellviabilit�atstests bestimmt. Angegeben

sind die gemittelten Lyseraten dreier unabh�angiger Experimente und die Standardabweichung.
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3.2 Panklonale T-Zellstimulation und Lyse

CD20-positiver Zielzellen mit dem bispe-

zi�schen single-chain Antik�orper r2820

Aufbauend auf der Beobachtung, dass der bispezi�sche single-chain Antik�orper

r28M mit Spezi�t�at anti-humCD28 x anti-humNG2 (CSPG) in der Lage ist, ei-

ne Zielzell-restringierte supra-agonistische CD28-Stimulation zu vermitteln [Grosse-

Hovest et al., 2003], wurde in dieser Arbeit untersucht, ob dies eine besondere Eigen-

schaft der im r28M-Molek�ul enthaltenen Antik�orper ist, oder ob die F�ahigkeit zur

supra-agonistischen CD28-Stimulation auch im Falle eines Austausches der Spezi-

�t�at f�ur NG2 gegen eine Spezi�t�at f�ur das B-Zell-assoziierte Antigen CD20 erhalten

bleibt.

3.2.1 Herstellung und Produktion des r2820

Klonierung des bispezi�schen single-chain Antik�orpers r2820

Der bispezi�sche single-chain Antik�orper r2820 wurde durch den Einbau des

2H7-scFv (anti-human CD20) in den Expressionsvektor Kozak-Splice erzeugt,

welcher bereits die codierende Sequenz f�ur das 9.3-scFv (anti-human CD28) und

den Peptidlinker enthielt.

Ausgangspunkt f�ur die Generierung eines klonierungsf�ahigen �CD20-scFv (2H7-

scFv) war der Vektor CD20-pSeq. Zum Anf�ugen geeigneter Restriktionsschnittstellen

f�ur die anschlie�ende Klonierung in die Zwischen- und Expressionsvektoren wurden

zun�achst sogenannte
"
overlapping\-PCRs mit �uberh�angenden Primern durch-

gef�uhrt. Als Extensionsprimer werden dabei Oligonukleotide mit einer L�ange von

ca. 40-60 Nukleotiden und einem 5‘-�Uberhang von ca. 20-30 Nukleotiden gew�ahlt,

um noch eine sichere Hybridisierung mit der spezi�schen Template-Sequenz zu

gew�ahrleisten.

Die im Vektor CD20-pSeq enthaltene 2H7-scFv-cDNA wurde dabei mit den

Oligonukleotiden 20-BspEI und 20-Rev ampli�ziert. Durch Folge-PCRs mit den

Oligonukleotiden universal-Rev, universal-Rev2 und universal-Rev3 wurde die

2H7-scFv-cDNA ampli�ziert. Gleichzeitig wurde am 5�-Ende die Schnittstelle

f�ur die Restriktionsendonuklease BspEI und am 3‘-Ende eine ca. 115 bp lange

Sequenz angef�ugt, die f�ur 20 Aminos�auren aus der elbow -Region der leichten

Antik�orperkette, gefolgt vom c-myc-Epitop codiert und am Ende eine Schnittstelle

f�ur die Restriktionsendonuklease SpeI enth�alt. Das entstandenen PCR-Produkt

wurde in den pPCR-SkriptTMAmpSK(+)Cloning-Vektor zwischenkloniert, die
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2H7-scFv-cDNA mittels den Sequenzierprimern M13 Hin und M13 Rev sequenziert

und auf ihre Richtigkeit �uberpr�uft.

Durch einen seriellen Verdau mit den Restriktionsendonukleasen BspEI und

SpeI wurde das Element aus dem Zwischenvektor ausgeschnitten und in den

entsprechend ge�o�neten Vektor Kozak-Splice direkt hinter das �-Intron ligiert.

Nach Veri�zierung der Sequenz mithilfe des Sequenzierprimers Kons1-Rev wurde

eine Maxiprep angefertigt. Die Plasmid-DNA wurde mit AhdI linearisiert und in

Sp2/0-Ag14-Zellen trans�ziert.
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Abb. 3.8: �Ubersicht �uber das Klonierungsschema des r2820

Die Sequenz des 2H7-scFv wurde mittels �uberlappender PCRs ampli�ziert und modi�ziert und

nach einem Zwischenklonierungsschritt �uber die BspEI und SpeI Schnittstellen in den entsprechend

ge�o�neten Vektor KozakSplice einkloniert. Genauere Erkl�arung im Text.
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Produktion und Reinigung des bs-scFv r2820

Die Produktion des bs-scFv r2820 erfolgte mithilfe stabil trans�zierter Sp2/0-Ag14-

Zellen in IMDM-Komplettmedium unter st�andigem Selektionsdruck durch Zugabe

des Antibiotikums G418 zum Kulturmedium. Die durchschnittliche Produktionsrate

betrug etwa 0,5-1 mg r2820 pro Liter Zellkultur�uberstand.

Anschlie�end wurde das bs-scFv r2820 mittels Protein L-A�nit�atschromatograpie

aus dem Zellkultur�uberstand aufgereinigt.
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Abb. 3.9: Protein L-A�nit�atschromatographie zur Reinigung des bispezi�schen single-

chain Antik�orpers r2820

Chromatogramm zur Elution des aus dem Kultur�uberstand trans�zierter Sp2/0-AG14 gereinigten

r2820 von einer Protein L-S�aule. Die Elution erfolgte mittels eines 0,1 M Glycinpu�er pH3 und

pH2. Angegeben sind die optische Dichte bei 280 nm gegen�uber der Zeit.

Schematische Darstellung des bispezi�schen single-chain Molek�uls r2820

Der bispezi�sche single-chain Antik�orper r2820 setzt sich aus dem �CD28-scFv (9.3)

und dem �CD20-scFv (2H7) in der Anordnung (VL-VH)9:3-(VH-VL)2H7 zusammen.

Die VH- und VL-Dom�anen jedes monospezi�schen single-chain-Fragmentes sind

dabei mit einem Glycin-Serin-Linker (G4S)3 verkn�upft. Die beiden monospezi�schen

scFvs werden wiederum durch eine de�nierte Sequenz der oberen elbow -Region

der humanen CH1-Dom�ane zu einem bispezi�schen single-chain Molek�ul verbunden.
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung des r2820

Das bispezi�sche single chain Molek�ul r2820 besteht aus zwei monospezi�schen single chain Fv-

Fragmenten die durch eine de�nierte Sequenz (L2) der oberen elbow -Region der humanen CH1-

Dom�ane miteinander verbunden sind. (L1 = Glycin-Serin-Linker (G4S)3)

3.2.2 Analytische Evaluierung des bs-scFv r2820

Reinheitsanalyse

Die Untersuchung der Reinheit des mittels Protein L-A�nit�atschromatographie

aufgereinigten r2820 erfolgte durch analytische Gel�ltration und SDS-PAGE-

Analyse.

Trennt man das mittels Protein L-A�nit�atschromatograpie aufgereinigte r2820

auf einer analytischen Gel�ltrationss�aule auf, so zeigt das Gel�ltrationspro�l

(s. Abb. 3.11(b), S. 104) mehrere Peaks. Bei dem Peak mit einem Durch
u�-

volumen von ca. 1,6 ml handelt es sich um die monomere Form des r2820, was

auch in etwa dem Molekulargewicht des bs-scFv von 57,14 kDa entspricht. Der

h�ohermolekulare Peak bei ca. 1,3 ml Durch
u�volumen scheint durch eine spontane

Multimerisierung des r2820 zustande zu kommen. Dem Molekulargewicht nach zu

schlie�en k�onnte es sich um Quatromere handeln. Die f�ur eine sp�atere, getrennte

Untersuchung der monomeren und multimeren Form des r2820 gepoolten Fraktio-

nen sind im Elutionspro�l eingezeichnet.

In der SDS-PAGE-Analyse ist nur eine einzige Bande bei einem Molekulargewicht

von etwa 60 kDa zu erkennen (s. Abb. 3.11(a), S. 104). Dies spricht daf�ur, dass

es sich bei dem h�oher-molekularen Peak des Gel�ltrationspro�ls tats�achlich um

Multimere des r2820-Molek�uls handelt, da bei der Probenvorbereitung f�ur die

SDS-PAGE jegliche Zusammenlagerung von Proteinen die durch nicht-kovalente

Wechselwirkungen zustande kommt, wie es bei der Multimerisierung der Fall ist,

durch die denaturierenden Bedingungen zerst�ort wird.
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(b) Analytisches Gel�ltrationspro�l des bs-scFv

r2820

50 �l des gereinigten r2820 wurden auf eine analytische

Superdex 200 PC3.2/30 S�aule bei einer Flu�rate von 40

�l/min aufgetragen. Die Detektion des Durchlaufes er-

folgte bei 280 nm. Als Standardwerte f�ur die Molmassen

dienten bekannte Proteine mit genau de�niertem Mo-

lekulargewicht (schwarze Dreiecke). Zus�atzlich sind die

gepoolten monomeren und multimeren Fraktionen mar-

kiert.

Abb. 3.11: Analytische Charakterisierung des bispezi�schen single-chain Antik�orpers

r2820 mittels SDS-PAGE-Analyse und analytischer Gel�ltration

Bindungsanalyse

Die Untersuchung des Bindungsverhaltens des gereinigten r2820 an seine beiden

Antigene erfolgte durch
u�zytometrisch mittels FACS-Analyse. Hierzu wurde der

gereinigte r2820 auf CD20+ SKW6.4 und CD28+ Jurkat Zellen titriert.

Bei Betrachten der Titrationskurven (s. Abb. 3.12, S. 105) wird deutlich, dass

das im r2820 enthaltene �CD28-scFv eine deutlich st�arkere A�nit�at zur Bindung

an sein Antigen aufweist als das �CD20-scFv. Eine halbmaximale Bindung bei

Titration des r2820 auf CD28+ Jurkat Zellen wird bei einer Konzentration von

etwa 1,5 �g/ml erreicht, eine S�attigung bei etwa 20 �g/ml (s. Abb. 3.12(a), S. 105).

Hingegen liegt bei Titration auf CD20+ SKW6.4 die halbmaximale Bindung bei

ca. 15 �g/ml, wohingegen die Kurve bei 50�g/ml noch nicht vollst�andig in der

S�attigung ist (s. Abb. 3.12(b), S. 105). Dieser Unterschied in der Bindungsa�nit�at

der beiden Spezi�t�aten des r2820-Molek�uls ist insofern nicht verwunderlich, als

dass auch bei einem Vergleich der intakten Antik�orper �CD20-IgG1 (2H7) und
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�CD28-IgG1 (9.3) der 2H7-Antik�orper eine geringere A�nit�at zu seinem Antigen

aufweist als der 9.3-Antik�orper (Daten nicht gezeigt). Bei dem CD20-Antik�orper

2H7 scheint es sich um einen relativ schwach a�nen Antik�orper zu handeln, was

noch ausgepr�agter im monovalenten single-chain Format zu beobachten ist, da hier

zus�atzlich die Avidit�at durch die Monovalenz beeintr�achtigt ist.
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Abb. 3.12: Titration des gereinigten r2820

Das bs-scFv r2820 wurde auf Bindung an seine beiden Antigene getestet. Die B-Zelllymphomlinie

SKW6.4 wurde als CD20-positive und die T-Zelllymphomlinie Jurkat als CD28-positive Zellli-

nie verwendet. Der Bindungsnachweis des r2820 erfolgte durch die Verwendung des anti-c-myc-

Antik�orpers 9E10 (10 �g/ml) und einer anschlie�enden Detektion mit einem R-PE-markierten

Ziege-�-Maus-F(ab‘)2.

3.2.3 Funktionelle Evaluierung des bs-scFv r2820: Panklo-

nale T-Zellproliferation und Lyse CD20-positiver Ziel-

zellen

Nachdem die Reinheit des bispezi�schen single-chain Antik�orpers r2820 �uberpr�uft

und seine Bindungsaktivit�at in der Durch
u�zytometrie best�atigt werden konnte,

sollte nun die Funktionalit�at des Antik�orpers untersucht und die Frage gekl�art

werden, ob das r2820 in der Lage ist, die erw�unschte supra-agonistische T-Zell-

Aktivierung und als Folge davon eine Lyse CD20+-Zielzellen zu vermitteln. Dazu

wurden verschiedene Proliferations- und Zytotoxizit�atsexperimente durchgef�uhrt.

Zielzell-restringierte supra-agonistische T-Zell-Aktivierung durch r2820

Als Ma� f�ur die T-Zell-Aktivierung wurde die [3H]-Thymidin-Inkorporation und

die Freisetzung von Interleukin-2 (IL-2) als Folge einer mit der Aktivierung

einhergehenden Proliferation der T-Zellen r2820-behandelter PBMC bestimmt.
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Als Positivkontrolle f�ur die Proliferationsf�ahigkeit der in den PBMC-Pr�aparationen

enthaltenen T-Zellen diente in allen Experimenten das Lektin PHA welches eine

panklonale T-Zellproliferation induziert.

Dargestellt ist jeweils ein repr�asentatives Ergebnis aus einer Reihe von mindestens

3 unabh�angigen Experimenten. Jeder Ansatz wurde in Triplikaten durchgef�uhrt

und der Mittelwert bestimmt.

r2820-induziert eine T-Zellproliferation in PBMC-Pr�aparationen gesun-

der Spender
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Abb. 3.13: [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay zur Be-

stimmung der r2820-induzierten supra-agonistischen

T-Zellaktivierung

1x105 PBMC wurden in Anwesenheit verschiedener Konzen-

trationen des r2820 oder des r28M inkubiert und die Proli-

ferationsrate bestimmt. Die Proliferationsf�ahigkeit der in der

PBMC-Pr�aparation enthaltenen T-Zellen wurde durch Inku-

bation mit 3,3 �g/ml des panklonalen T-Zellstimulans PHA

gezeigt.

Im 3[H]-Thymidin-

Inkorporationsassay kann

nach 4-t�agiger Inkubation

mit r2820 eine deutli-

che supra-agonistische

T-Zellproliferation gemessen

werden (s. Abb. 3.13). Bei

diesen Versuchen dienten

die in der PBMC-Pr�apara-

tion enthaltenen autologen

CD20+-B-Zellen als Zielzel-

len.

Die T-Zell-Proliferation

ist abh�angig von der

eingesetzten Antik�orper-

Konzentration und zeigt

einen deutlichen Titrati-

onse�ekt. Bei den meisten

der untersuchten Spender

konnte eine T-Zell-Proliferation beginnend mit einer Konzentration von etwa 0,03

�g/ml beobachtet werden, wobei die Titrationskurve ab einer r2820-Konzentration

von etwa 0,1 �g/ml die S�attigung erreichte. Als Negativkontrolle diente in diesen

Versuchen der bispezi�sche single-chain Antik�orper r28M. Dieses bs-scFv beinhaltet

das gleiche 9.3-scFv (anti-CD28) wie es im bs-scFv r2820 enthalten ist. Das r28M

bindet jedoch mit seiner zweiten Spezi�t�at an das NG2-Antigen. Da NG2 weder

auf PBMC noch auf SKW6.4 exprimiert wird, ist eine Inkubation mit r28M eine

geeignete Kontrolle um auszuschlie�en, dass eine T-Zellaktivierung durch eine

alleinige Bindung des �CD28-scFv oder allein durch das spezi�sche single-chain
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Format induziert wird. Wie Abbildung 3.13 (S. 106) zeigt, ist das bs-scFv r28M

nicht in der Lage unter den gegebenen Bedingungen eine T-Zellaktivierung zu

induzieren.

Die r2820-induzierte T-Zellproliferation ist Zielzell-restringiert d.h. es

ist keine r2820-induzierte T-Zellaktivierung nach Blockierung des CD20-

Antigens oder in Abwesenheit von CD20+-Zielzellen zu beobachten

Um die CD20-Abh�angigkeit der r2820-induzierten T-Zellproliferation, und damit die

Zielzell-Restriktion zu beweisen, wurde das CD20-Antigen vor Zugabe des bs-scFv

r2820 mit einem �Uberschu� (10 �l/mg) des �CD20-Antik�orpers Rituxan (Rituxi-

mab) blockiert.
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Abb. 3.14: [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay zum

Beweis der Abh�angigkeit der r2820-induzierten supra-

agonistischen T-Zellaktivierung vom Vorhandensein

des Zielantigens CD20

1x105 PBMC wurden in An- bzw. Abwesenheit eines �Uber-

schusses des blockierenden �CD20-Antik�orpers Rituxan in-

kubiert und die T-Zellproliferation nach 4-t�agiger Inkubation

mit verschiedenen Konzentrationen des r2820 gemessen. In ei-

nem weiteren Ansatz sollte der Ein
u� zus�atzlicher CD20+-

Zielzellen, in Form von bestrahlten SKW6.4, auf die r2820-

induzierte T-Zellproliferation bestimmt werden.

In diesem Falle kann

keine r2820-induzierte

supra-agonistische T-Zell-

proliferation nachgewiesen

werden (s. Abb. 3.14).

Um zu �uberpr�ufen, ob

eine Zugabe zus�atzlicher

CD20+-Zielzellen in Form

von bestrahlten SKW6.4,

zu einer Erh�ohung der

Proliferation f�uhren kann,

wurden zus�atzlich in jedes

well 5x103 SKW6.4 zu-

gegeben. Wie jedoch aus

Abb. 3.14 ersichtlich wird,

f�uhrt die Anwesenheit die-

ser
"
zus�atzlichen\ Zielzellen

nur zu einer geringf�ugig

gesteigerten E�ektivit�at

des r2820. Da jedoch der

SKW6.4-Kontrollansatz

(bestrahlte SKW6.4) ebenfalls eine geringe Proliferation zeigt, scheint es sich

hier lediglich um einen additiven E�ekt der minimalen per se Proliferation der

bestrahlten SKW6.4 und der r2820-induzierten T-Zellproliferation der PBMC zu

handeln.
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Als weiterer Beweis f�ur die Abh�angigkeit der r2820-induzierten T-

Zellproliferation vom Vorhandensein CD20+-Zielzellen wurde ein [3H]-Thymidin-

Inkorporationsassay mit B-Zell-depletierten PBMC durchgef�uhrt. Hierf�ur wurden

die B-Zellen mittels des Prinzips der magnetischen Zellseparation (MACS) (s. Ab-

schnitt 2.3.8, S. 74) mit �CD19-Beads aus der PBMC-Pr�aparation entfernt.

Um sicherzustellen dass die Separation erfolgreich war, wurden die Fraktionen

durch
u�zytometrisch mittels FACS-Analyse mit R-PE-konjugierten �CD20- und

�CD3-Antik�orpern untersucht (Daten nicht gezeigt). Der Anteil verbliebener

B-Zellen in den B-Zell-depletierten PBMC betrug zwischen 0,5 und 1%.
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Abb. 3.15: [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay zum

Beweis der Abh�angigkeit der r2820-induzierten

supra-agonistischen T-Zellaktivierung vom Vorhan-

densein CD20+-Zielzellen

1x105 B-Zell-depletierte PBMC wurden in An- bzw. Abwe-

senheit CD20+-Zielzellen (5x103 SKW6.4/well) f�ur 4 Tage

mit verschiedenen r2820-Konzentrationen inkubiert und die

Proliferationsrate bestimmt. Als Positivkontrolle f�ur die Pro-

liferationsf�ahigkeit der T-Zellen diente ein Ansatz mit 3,3

�g/ml des panklonalen T-Zellstimulus PHA.

Wie aus Abb. 3.15 ersicht-

lich wird, ist bei Inkubation

B-Zell-depletierter PBMC

mit verschiedenen r2820-

Konzentrationen keine r2820-

induzierte T-Zellproliferation

zu beobachten. Werden je-

doch bestrahlte SKW6.4

als
"
k�unstliche\ CD20+-

Zielzellen in jedes well zu

den B-Zell-depletierten

PBMC gegeben, so kann eine

deutliche r2820-induzierte T-

Zellproliferation beobachtet

werden.

Bei h�oheren r2820-

Konzentrationen war h�au�g

ein Abfall der Proliferations-

rate zu beobachten. Dies ist

dadurch zu erkl�aren, dass

durch eine zu hohe r2820-Konzentration eine gleichzeitige bizellul�are Bindung des

r2820 mit beiden Spezi�t�aten des Antik�orpermolek�uls erschwert ist.

Als eine weitere Methode zur Bestimmung der r2820-induzierten T-

Zellproliferation wurden IL-2-ELISAs durchgef�uhrt. Hierzu wurden PBMC bzw.

B-Zell-depletierte PBMC gesunder Spender mit r2820, r28M oder PHA inkubiert.

Dabei wurde t�aglich Kultur�uberstand abgenommen und der IL-2-Gehalt der Pro-
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ben bestimmt. Der IL-2-Gehalt im �Uberstand der Zellen erreicht nach 48 st�undiger

Inkubationszeit seinen H�ohepunkt und f�allt danach rasch ab (Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grund erfolgte die Bestimmung des IL-2-Gehaltes nach 48-st�undiger

Inkubationszeit. Dargestellt ist jeweils ein repr�asentatives Ergebnis.
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Abb. 3.16: ELISA zum Nachweis der IL-2-Produktion r2820-behandelter PBMC bzw.

B-Zell-depletierter PBMC

PBMC bzw. B-Zell-depletierte PBMC gesunder Spender (1x105 Zellen/well) wurden f�ur 48h in An-

wesenheit des bs-scFv r2820 inkubiert und die IL-2-Produktion aktivierter T-Zellen mittels ELISA

detektiert. Eine Inkubation mit PHA diente als Positivkontrolle f�ur die Proliferationsf�ahigkeit der

in der PBMC- bzw. B-Zell-depletierten PBMC-Pr�aparation enthaltenen T-Zellen. Durch Verwen-

dung von B-Zell-depletierten PBMC kann die Abh�angigkeit der r2820-induzierten IL-2-Freisetzung

aktivierter T-Zellen vom Vorhandensein CD20+-Zielzellen gezeigt werden. (n.d.= kein IL-2 detek-

tierbar)
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Abb. 3.16(a) (S. 109) zeigt den IL-2-Gehalt im �Uberstand von mit 0,5 �g/ml

r2820 behandelten PBMC nach Inkubation unter Standardbedingungen im Zellin-

kubator. Es zeigt sich deutlich, dass r2820 zu einer starken IL-2-Produktion f�uhrt,

die im Zellkultur�uberstand nachgewiesen werden kann. Im �Uberstand unbehandelter

bzw. r28M-behandelter PBMC l�a�t sich kein IL-2 detektieren. Das panklonale

T-Zellstimulans PHA induzierte eine sehr starke IL-2-Produktion und diente auch

in diesen Versuchen als Positivkontrolle.

Bei Inkubation von B-Zell-depletierten PBMC mit r2820 kann im IL-2-ELISA keine

IL-2-Freisetzung nachgewiesen werden (s. Abb. 3.16(b), S. 109). Um zu beweisen,

dass diese fehlende IL-2-Produktion auf ein Fehlen CD20+-Zielzellen zur�uck-

zuf�uhren ist, wurden auch hier wieder Zielzellen in Form von bestrahlten SKW6.4

(5x103 Zellen/well) zugegeben. Abb. 3.16(b)) zeigt deutlich, dass nach Zugabe von

SKW6.4 zu den B-Zell-depletierten PBMC in Anwesenheit von r2820 IL-2 im Zell-

kultur�uberstand detektiert werden kann. Eine Inkubation B-Zell-depletierter PBMC

mit SKW6.4 in Abwesenheit von r2820 f�uhrt wie erwartet zu keiner IL-2-Produktion.

Diese Versuchsans�atze beweisen, dass r2820 nur dann eine T-Zellproliferation

induziert, wenn es mit beiden Spezi�t�aten an seine Zielantigene gebunden hat.

Das spezielle bispezi�sche single-chain Format ist verantwortlich f�ur die

supra-agonistische T-Zellaktivierung des r2820

In einer Studie mit einem, mittels chemischer Hybridisierung hergestellten bi-

spezi�schen F(ab‘)2-Fragmentes, mit Spezi�t�at CD20 x CD28, konnte f�ur dieses

Konstrukt keinerlei supra-agonistische Aktivit�at beobachtet werden [Brandl et al.,

1999]. Dieses bispezi�sche F(ab‘)2-Fragment war nur dann in der Lage eine T-

Zellaktivierung hervorzurufen, wenn gleichzeitig auch das CD3-Molek�ul getriggert

wurde.

Dies konnte auch in einem [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay mit einem im

Rahmen dieser Arbeit synthetisierten bispezi�schen F(ab‘)2-Fragment (2H7 x 9.3)

(Daten nicht gezeigt) belegt werden. Betrachtet man Abb. 3.17 (S. 111) so kann

man bei Inkubation von PBMC mit verschiedenen Konzentrationen des bsF(ab‘)2

2H7 x 9.3 keine T-Zellproliferation nachweisen, wohingegen eine Inkubation mit

dem analogen bs-scFv r2820 zu einer starken T-Zellproliferation f�uhrt.

Im Falle des r2820 scheint demnach das spezielle bispezi�sche single-chain Format

daf�ur verantwortlich zu sein, dass dieses Molek�ul die F�ahigkeit zur Induktion einer

supra-agonistischen T-Zellaktivierung besitzt.
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Abb. 3.17: [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay zur Bestimmung der supra-

agonistischen T-Zellaktivierung des r2820 und des 2H7 x 9.3

1x105 PBMC wurden in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen des r2820 oder des analo-

gen bispezi�schen F(ab‘)2-Fragmentes 2H7 x 9.3 f�ur 4-Tage inkubiert und die Proliferationsrate

bestimmt. Die Proliferationsf�ahigkeit der in der PBMC-Pr�aparation enthaltenen T-Zellen wurde

durch Inkubation mit 3,3 �g/ml des panklonalen T-Zellstimulans PHA gezeigt.

Die multimere Form des r2820 ist e�zienter bei der Vermittlung einer

supra-agonistischen T-Zellaktivierung

F�ur den bispezi�schen single-chain Antik�orper r28M konnte eine unerwartete spon-

tane Dimer-Formation beobachtet werden und es wurde gezeigt, dass das Dimer

viel e�zienter bei der Induzierung einer supra-agonistischen T-Zellaktivierung war

[Grosse-Hovest et al., 2003]. Wie in Abbildung 3.11(b) (S. 104) gezeigt, konnte

auch f�ur r2820 eine Multimerisierung beobachtet werden. Um zu �uberpr�ufen, ob

auch in diesem Falle die multimere Form e�ektiver bei der Vermittlung einer

supra-agonistischen T-Zellaktivierung ist, wurden die Multimere von den Mono-

meren getrennt. Die Trennung erfolgte durch pr�aparative Gel�ltration mithilfe des

SMART-Systems mit einer SuperdexTM200 PC3.2/30 Gel�ltrationss�aule in mehre-

ren aufeinanderfolgenden L�aufen. Die F�ahigkeit der multimeren und der monomeren

Form des r2820 zur Vermittlung einer supra-agonistischen T-Zellaktivierung wurde

anschlie�end in einem [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay untersucht.
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Abb. 3.18: [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay

zur Bestimmung der supra-agonistischen T-

Zellaktivierung der monomeren und multimeren

Form des r2820

1x105 PBMC wurden in Anwesenheit verschiedener Konzen-

trationen der monomeren bzw. multimeren Form des r2820

f�ur 4-Tage inkubiert und die Proliferationsrate bestimmt.

Als Positivkontrolle diente die Inkubation mit 3,3 �g/ml

PHA.

Wie aus Abbildung 3.18

ersichtlich wird, ist die multi-

mere Form des r2820 weitaus

e�zienter bei der Induktion

einer supra-agonistischen

T-Zellproliferation als die

monomere Form. Der Unter-

schied in der E�ektivit�at der

beiden Formen betr�agt dabei

etwa eine Zehnerpotenz.

Allerdings kann nicht 100%ig

ausgeschlossen werden, dass

die Monomer-Fraktion noch

Dimerverunreinigungen

enth�alt bzw. dass es in der

monomeren Fraktion wieder

zu einer Multimerisierung

kommt, was die Aktivit�at

der monomeren Fraktion bei

hohen Konzentrationen erkl�aren k�onnte.

r2820-induziert eine T-Zellproliferation in PBMC-Pr�aparationen von

CLL-Patienten nach Manipulation des T:CLL-B-Zell-Verh�altnisses

PBMC die aus heparinisiertem Frischblut von Patienten mit chronischer lympha-

tischer Leuk�amie (CLL) isoliert werden, bestehen �uberwiegend aus entarteten B-

Zellen (CLL-B-Zellen). Der Anteil der T-Zellen betr�agt dabei in der Regel weniger

als 20 %. Zus�atzlich sind bei diesen T-Zellen h�au�g intrinsische Defekte [Kunicka

und Platsoucas, 1988] oder eine unnormale Verteilung der T-Zell-Subtypen [Plat-

soucas et al., 1982; Totterman et al., 1989; Foon et al., 1990] zu beobachten. Daher

ist es nicht verwunderlich, dass bei Inkubation solcher CLL-PBMC mit verschiede-

nen Konzentrationen des r2820 keine supra-agonistische T-Zellproliferation zu be-

obachten ist (Daten nicht gezeigt). Um zu �uberpr�ufen, ob Defekte der T-Zellen oder

doch nur das ung�unstige E�ektor-:Zielzell-Verh�altnis daf�ur verantwortlich sind, wur-

de das E�ektor-:Zielzell-Verh�altnis (T-Zell-:CLL-B-Zell-Verh�altnis) arti�ziell erh�oht.

Hierzu wurden die in der PBMC-Pr�aparation enthaltenen T-Zellen durch positive

Selektion mittels der MACS-Technik und einer Mischung aus magnetischen CD4-
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und CD8-Beads von den CLL-B-Zellen separiert. Die T- und CLL-B-Zell-Fraktionen

wurden durch
u�zytometrisch mittels FACS-Analyse und R-PE-konjugierten �CD3

bzw. �CD20 Antik�orpern auf ihre Reinheit getestet (Daten nicht gezeigt). Anschlie-

�end wurden die Zellen in einem de�nierten T-Zell:CLL-B-Zell-Verh�altnis (5x104,

10x104 bzw. 15x104 T-Zellen/well + 5x104 CLL-B-Zellen/well) f�ur 4 Tage in An-

bzw. Abwesenheit von r2820 kultiviert.
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Abb. 3.19: [3H]-Thymidin-Inkorporationsassay zur Bestimmung der r2820-induzierten

supra-agonistischen T-Zellaktivierung in PBMC-Pr�aparationen von Patienten mit

chronischer lymphatischer Leuk�amie (CLL)

T- und
"
CLL-B\-Zellen wurden durch magnetische Zellseparation mit der MACS-Technik aus

PBMC-Pr�aparationen von CLL-Patienten separiert und in de�nierten T-Zell:CLL-B-Zell-Verh�alt-

nissen in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen des r2820 f�ur 4-Tage inkubiert und die Pro-

liferationsrate der T-Zellen bestimmt. Die Proliferationsf�ahigkeit der T-Zellen bei einem T-Zell:B-

CLL-Verh�altnis von 2:1 wurde durch Inkubation mit 3,3 �g/ml des panklonalen T-Zellstimulans

PHA getestet. (3:1, 2:1 und 1:1 gibt das jeweilige Verh�altnis der T-Zellen zu den CLL-B-Zellen

an).

Wie aus Abb. 3.19 ersichtlich wird, kann durch eine Manipulation des T-

Zell-:CLL-B-Zell-Verh�altnisses auch mit CLL-PBMC eine r2820-induzierte T-

Zellproliferation beobachtet werden. Dabei ist eine nennenswerte T-Zellproliferation

erst ab einem T:CLL-B-Verh�altnis von 3:1 zu beobachten.

Ein interessanter Aspekt ist in diesem Experiment die Tatsache, dass bei einer Inku-

bation mit PHA und einem T:CLL-B-Verh�altnis von 2:1 eine T-Zellproliferation zu

beobachten ist die vergleichbar mit derjenigen von PBMC gesunder Spender ist. Al-

lerings ist bei Inkubation
"
gesunder\ PBMC mit r2820 ab einer r2820-Konzentration

von 0,1 �g/ml eine mit der Positivkontrolle PHA vergleichbare T-Zellproliferation
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zu beobachten (s. z.B. Abb. 3.13, S. 106). Im Gegensatz dazu ist die durch r2820-

induzierte T-Zellproliferation bei Verwendung von CLL-PBMC selbst bei Konzen-

trationen von 1 �g/ml deutlich geringer als bei der PHA-Kontrolle. M�oglicherweise

sind daf�ur die bereits erw�ahnten intrinsischen Defekte der T-Zellen von Patienten

mit chronischer lymphatischer Leuk�amie verantwortlich.

r2820-induzierte Tumorzelllyse

Um die F�ahigkeit des bs-scFv r2820 zur Lyse von Tumorzellen zu untersuchen,

wurden PBMC in Anwesenheit von r2820 f�ur 4 Tage unter Standardbedingungen in

6-well Platten kultiviert. Als CD20+ Zielzellen wurden SKW6.4 in einem de�nierten

PBMC:SKW6.4-Verh�altnis (10:1) zu den Ans�atzen gegeben.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen sorgf�altig geerntet. Da sowohl

die SKW6.4 als in einigen Ans�atzen nach Stimulation auch die T-Zellen prolife-

rieren, musste vor jeder FACS-Analyse die absolute Zellzahl in jedem einzelnen

well bestimmt werden. Der Prozentsatz �uberlebender CD20+-Zellen in jedem well

wurde durch
u�zytometrisch mittels FACS-Analyse nach Inkubation mit einem

R-PE-konjugierten �CD20-Antik�orper ermittelt. Bei der durch
u�zytometrischen

FACS-Analyse wurden jeweils 10000 Zellen detektiert. Der detektierte Prozentsatz

CD20+ Zellen des jeweiligen wells wurde auf die Gesamtzellzahl umgerechnet, um

die absolute Zellzahl CD20+ Zellen pro Ansatz zu erhalten. Dazu wurde folgende

Formel verwendet:

(absolute Zellzahl CD20+Zellen)=well = (% CD20+Zellen)FACS � Gesamtzellzahl=well

Die absolute Zellzahl der verbleibenden CD20+ Zellen wurde anschlie�end nach

folgender Formel ermittelt:

%(CD20+Zellen)=well = (absolute Zellzahl CD20+
)=well

(absolute Zellzahl CD20+
)Mediumkontrolle

� 100

Bei jedem Lyseversuch wurde eine Mediumkontrolle angesetzt, die nur die Kombina-

tion PBMC plus SKW6.4 enthielt. Die absolute Zellzahl CD20+-Zielzellen in diesem

Ansatz diente als Bezugswert (100%-Wert).

Bei den Lyseversuchen dienten als Negativkontrollen ein mit 0,5 �g/ml r28M und

ein mit dem zu r2820 analogen bispezi�schen F(ab‘)2-Fragment 2H7 x 9.3 behan-

delter Ansatz. Wie aus Abbildung 3.20 (S. 115) ersichtlich wird, ist r2820 in der

Lage eine durchschnittliche Lyserate von ca. 50 % zu vermitteln. Bei Inkubation

mit dem analogen bispezi�schen F(ab‘)2-Fragment 2H7 x 9.3 ist hingegen keine Ly-
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se der Tumorzellen zu beobachten. F�ur r28M kommt es in einigen Experimenten zu

einer unerwarteten Proliferation der SKW6.4.

Abbildung 3.20 zeigt die gemittelte Lyserate aus einer Anzahl von 5 Experimenten

sowie die Standardabweichung der Mittelwerte.
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Abb. 3.20: r2820-induzierte Tumorzelllyse

3x106 PBMC wurden mit 3x105 SKW6.4 in Anwesenheit von 0,5 �g/ml r2820, r28M oder 2H7

x 9.3 f�ur 4 Tage unter Standardbedingungen in 6-well Platten kultiviert. Anschlie�end wurde die

absolute Zellzahl pro well bestimmt, mittels durch
u�zytometrischer FACS-Analyse mit einem R-

PE-konjugierten �-CD20-Antik�orper die relative Zellzahl verbleibender CD20+-SKW6.4 ermittelt

und daraus die absolute Zellzahl berechnet.
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3.3 Stimulation des humanen Todesrezeptors

CD95 mit bispezi�schen CD20 x CD95-

Konstrukten

Basierend auf der Beobachtung, dass bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente mit Spe-

zi�t�at CD20 x CD95 in der Lage sind in vitro in humanen CD95-sensitiven,

zielantigen-positiven Lymphomzellen (SKW6.4) Apoptose zu induzieren [Jung

et al., 2001], wurden in dieser Arbeit verschiedene bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente

mit Spezi�t�at CD20 x CD95 n�aher charakterisiert. Zus�atzlich wurde die F�ahigkeit

solcher Konstrukte eine CD95-induzierte Apoptose zu vermitteln nicht nur auf

der CD95-sensitiven B-Lymphomzelllinie SKW6.4, sondern auch auf verschiedenen

weniger CD95-sensitiven B-Lymphomzelllinien untersucht.

Desweiteren sollte eine sensitivierende Substanzen aus�ndig gemacht werden, welche

in der Lage ist, durch Kombination mit einem bispezi�schen F(ab‘)2-Fragment

mit Spezi�t�at CD20 x CD95 einen synergistischen E�ekt auf die CD95-induzierte

Apoptose zu vermitteln.

Um die durch bispezi�sche F(ab‘)2-Fragmente induzierte Tumorzell-Eliminierung

erstmalig auch in vivo bewerten zu k�onnen, wurde au�erdem ein geeignetes

pr�aklinisches Tiermodell etabliert und Immuntherapieversuche durchgef�uhrt.

3.3.1 Herstellung bs F(ab‘)2-Fragmente mit Spezi�t�at CD20

x CD95 am Beispiel des Rit x APO-1

Im folgenden Abschnitt wird die Herstellung bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente mit-

tels chemischer Hybridisierung und die Proteincharakterisierung am Beispiel des

Rit x APO-1 erl�autert, wohingegen auf die Herstellung der anderen bispezi�schen

F(ab‘)2-Fragmente mit CD20 x APO-1-Spezi�t�at nicht n�aher eingegangen werden

soll.

Produktion der monoklonalen Ausgangsantik�orper

Vor der Herstellung bispezi�scher F(ab‘)2-Fragmente musste zuerst der ben�otigte

APO-1-Antik�orper aus Hybridomkultur�uberst�anden durch A�nit�atschromatogra-

phie an Protein A-Sepharose aufgereinigt werden. Die Produktionsrate der an

serumfreies Hybridommedium adaptierten Hybridome pro Liter Hybridom�uber-

stand betrug durchschnittlich 15-20 mg.

Als Ausgangsantik�orper f�ur die zweite f�ur die Hybridisierung verwendete Spezi�t�at
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wurden verschiedene kommerziell erh�altliche �CD20-Antik�orper (Rituxan, B-H20,

MEM97), sowie der aus Zellkultur�uberstand trans�zierter Sp2/0-Ag14-Zellen,

mittels Protein A-A�nit�atschromatographie aufgereinigte �CD20-Antik�orper 2H7

(s. Abschnitt 3.1, S. 93) verwendet.

Die Reinheit dieser Antik�orper wurde jeweils mittels SDS-PAGE und analytischer

Gel�ltration �uberpr�uft und das Bindungsverhalten durch
u�zytometrisch mittels

FACS-Analyse bestimmt (Daten nicht gezeigt). Zus�atzlich wurde die Funktionalit�at

des APO-1-Antik�orpers durch Bestimmung der CD95-vermittelten Lyse Fas-

sensitiver SKW6.4 nach Kreuzvernetzung mit einem Ziege-anti-Maus-Antik�orper in

einem WST-1-Zellviabilit�atsassays getestet (Daten nicht gezeigt).

Verdau der monoklonalen Ausgangsantik�orper APO-1 und Rituxan mit

anschlie�ender Reduktion und Modi�kation zu Fab‘-TNB-Fragmenten

F�ur die pr�aparative Proteolyse der monoklonalen Antik�orper wurden 5-10 mg ge-

reinigter Antik�orper eingesetzt. Im Anschlu� an die Hydrolyse folgte eine Spaltung

der Disul�dbr�ucken in der hinge-Region der entstandenen F(ab‘)2-Fragmente und

eine Einf�uhrung der TNB2�-Schutzgruppen. Die daraus resultierenden Fab‘-TNB-

Fragmente wurden mittels pr�aparativer Gel�ltration von unverdauten, intakten An-

tik�orpern, nicht-reduzierten F(ab‘)2-Fragmenten und freiem DTNB/TNB2� bzw.

DTT getrennt.

Wie aus Abbildung 3.21 (S. 118) ersichtlich wird, war der Pepsin-Verdau, sowie

die Reduktion und Modi�kation der beiden Antik�orper unter den gegebenen Bedin-

gungen (4h, 37�C, 1:30 Pepsin) erfolgreich. Es sind weder eine nennenswerte Menge

an unverdautem Antik�orper noch nicht-reduzierte F(ab‘)2-Fragmente zu erkennen.

Die Fab‘-TNB-Fragmente waren bei der pr�aparativen Gel�ltration des APO-1 in den

Fraktionen 19-24, bei Rituxan in den Fraktionen 20-26 enthalten. Diese Fraktionen

wurden jeweils gepoolt, gegebenenfalls konzentriert und f�ur die Hybridisierung wei-

ter verwendet.

Aus den Gel�ltrationspro�len l�asst sich auch erkennen, dass die Rituxan-Fab‘-TNB-

Fragmente etwas kleiner als die APO-1-Fab‘-TNB-Fragmente zu sein scheinen, da

sie l�anger auf der Gel�ltrationss�aule verweilen und erst bei h�oheren Fraktionsnum-

mern eluiert werden. Dies ist dadurch zu erkl�aren, dass es sich bei den beiden An-

tik�orpern um Antik�orper aus unterschiedlichen Spezies und mit unterschiedlichen

Isotypen handelt. Rituxan ist ein chim�arisierter IgG1-Antik�orper, wohingegen der

APO-1 ein Maus-Antik�orper mit Isotyp IgG2a ist. Wahrscheinlich sind die Pro-

teaseschnittstellen f�ur das Pepsin nicht ganz identisch, was in unterschiedlich gro�en
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Fab`-Fragmenten resultiert.
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Abb. 3.21: Gel�ltrationschromatogramme von APO-1 und Rituxan nach proteol yti-

schem Pepsin-Verdau

Die monoklonalen Antik•orper APO-1 und Rituxan wurden f •ur 4h bei 37% mit Pepsin (1:30) ver-

daut und anschlie�end mit DTT und DTNB reduziert und modi�ziert. Die pr •aparative Reinigung

der entstandenen Fab`-TNB-Fragmente erfolgte mittels pr•aparativer Gel�ltration.

Hybridisierung des APO-1-Fab`-TNB mit dem Rituxan-Fab`-T NB zum

F(ab`) 2-Fragment Rit x APO-1

Um zwei Fab`-TNB-Fragmente hybridisieren zu k•onnen, muss zun•achst ein Hybri-

disierungspartner reduziert werden. Zur Vermeidung der Entstehung von APO-1-

Homodimeren, die zu einer nicht Zielantigen-restringiertenLyse von CD95-sensitiven

Zellen f•uhren k•onnten, wurden die Rituxan-Fab`-TNB-Fragmente reduziert.An-

schlie�end erfolgte die Hybridisierung der Rituxan-Fab`-SH-Fragmente mit einer

•aquimolaren Menge der APO-1-Fab`-TNB-Fragmente zum bispezi�schen F(ab`)2-

Fragment Rit x APO-1. Die Trennung der bispezi�schen F(ab`)2-Fragmente von

nicht-hybridisierten Fab`-Fragmenten erfolgte wiederum durch eine pr•aparative Gel-

�ltration.

Das Gel�ltrationspro�l (s. Abb. 3.22, S. 119) zeigt eine erfolgreiche Hybridisierung.

Auch wenn noch nicht-hybridisierte Fab`-Fragmente vorhanden sind (Peak bei den

Fraktionen 21-26), so ist die Hybridisierungse�zienz doch zufriedenstellend. Die

Fraktionen 10-18 enthielten das F(ab`)2-Fragment Rit x APO-1. Diese Fraktionen
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