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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Antikorperstruktur

Antikorper stellen einen wichtigen Bestandteil des Immunsystems des Menschen dar
und sorgen mit ihrer spezifischen Bindung von Fremdstoffen daflr, dass der Mensch
auf Pathogene und sonstige Fremdkoérper reagieren kann. Insgesamt kommen im
menschlichen Korper funf verschiedene Antikdrperklassen (Immunglobuline) vor (Im-
munglobulin (Ig) A, D, E, G, M) [1].

Die am haufigsten vorkommende Antikorperklasse ist das 19G, welche Uber eine mo-
lekulare Masse von ca. 150 kDa verfugt. In seiner Grundstruktur ist IgG aus zwei iden-
tischen schweren, sowie zwei identischen leichten Ketten aufgebaut. Die leichten Ket-
ten konnen unterteilt werden in Kappa (k) und Lambda (A), abhangig von ihrem Kodie-
rungsort (k auf Chromosom 2 und A auf Chromosom 22). Allerdings besteht ein Anti-
korper immer aus Ketten desselben Typs leichter Ketten [2, 3].

Ebenfalls existiert innerhalb des Antikdrpers eine Gelenkregion (,hinge®), in welcher
die schweren Ketten Uber zwei Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Je eine
leichte und schwere Kette sind auch Uber eine Disulfidbricke verbunden. Mit Hilfe der
Enzyme Papain oder Pepsin Iasst sich der Antikorper in funktionelle Untereinheiten
aufspalten. Papain spaltet den Antikorper oberhalb und Pepsin unterhalb der Disulfid-
bricken der ,hinge“Region. Im Falle des Papains erhalt man zwei Fab-Fragmente
(antigen-binding-fragment), welche spezifisch das Antigen binden und ein Fc-Frag-
ment (crystallisable-fragment), welches flr die Bindung an natirliche Killerzellen (NK-
Zellen) und phagozytierende Zellen zustandig ist [4].

Zudem lassen sich sowohl schwere als auch leichte Ketten in mehrere Domanen un-
terteilen. Leichte Ketten bestehen aus einer variablen Doméane (variable light, VL) und
einer konstanten Domane (constant light, CL) und schwere Ketten aus einer variablen
Domaéne (variable heavy, VH) und drei konstanten Domanen (constant heavy, Cu1,
CH2, CH3) [5].

An der Bindung eines Antigens durch den Antikorper sind lediglich die variablen Do-
manen der leichten und schweren Kette beteiligt. Innerhalb der variablen Domanen
liegen vier Frameworkregionen (FR1, FR2, FR3, FR4) vor, die in ihrer Aminosaurese-

quenz stark konserviert sind und nur eine geringe Variabilitat aufweisen. Je zwei FR
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umgeben eine der drei ,complementarity determining regions* (CDR1, CDR2, CDR3)
und bilden so eine Geruststruktur fur diese. Die CDRs werden auch als hypervariable
Regionen bezeichnet und weisen eine sehr hohe Sequenzvariabilitat auf. Sie bilden
Schleifen aus und treten direkt mit den Antigenen in Kontakt. Dies begrindet die Fa-
higkeit des Antikorpers Antigene zu binden. Teile der FR (insbesondere FR3) unter-
stutzen die Antigenbindung. Der vom Antikorper gebundene Bereich des Antigens wird
auch als Epitop bezeichnet [6, 7].

4
” : T -
i 3
D
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5 ﬁ H Hinge CH2 CH3

o T

g T | 3
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-<.§ ==y Papain  Pepsin

LN

Abbildung 1: Allgemeiner Aufbau eines IgG-Antikdrpers [5]

Die hohe Sequenzvariabilitat der variablen Regionen entsteht durch die V(D)J-Umla-
gerung. Die Sequenzen fur die entstehenden variablen Regionen der Antikérper sind
nicht fest im Genom kodiert, sondern entstehen aus der Kombination verschiedener
V-Segmente, D-Segmente und J-Segmente, welche im Genom kodiert sind (Die ge-
naue Anzahl variiert dabei je nach Quelle). Die variable Domane einer leichten Kette
besteht aus einem V- und J-Segment und die einer schweren aus einem V-, D- und J-
Segment. Im Laufe der Antikdrperentwicklung werden die Segmente durch somatische
Rekombination zufallig zu einer variablen Domane zusammengefugt, sodass sich ca.
108 verschiedene Moglichkeiten ergeben. Die Anzahl der moéglichen Antikorper wird

aufRerdem durch die Kombination von verschiedenen leichten und schweren Ketten,
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der Sequenzvariabilitat an den Verknupfungsstellen der Segmente und somatische
Mutationen auf 10" erhoht [8].

Durch die hohe Sequenzvariabilitat der Antikorper ist das menschliche Immunsystem
in der Lage, gegen nahezu jeden Fremdstoff eine Immunreaktion auszulésen. Antikor-
per werden von B-Zellen gebildet. Wahrend einer Immunantwort werden verschiedene
Antikorper gebildet, welche gegen dasselbe Antigen gerichtet sind, jedoch unter-
schiedliche Epitope des Antigens erkennen. Eine B-Zelle bzw. Klone einer B-Zelle bil-
den hierbei immer identische Antikdrper, welche gegen ein spezifisches Epitop des
Antigens gerichtet sind. Aufgrund der Tatsache, dass sie vom selben Klon stammen,
werden solche Antikorper als monoklonal bezeichnet. Die Gesamtheit aller Antikorper
gegen ein Antigen stammt von verschiedenen B-Zellen und ist polyklonal [5].

Die Tatsache, dass gegen samtliche Stoffe (auch korpereigene z.B. bei Autoimmuner-
krankungen) Antikorper gebildet werden konnen und lediglich einige Aminosauren
(CDRs + einige FR) zur Antigenbindung notwendig sind, hat Antikdrper zu einer viel-

versprechenden Option bei der Therapie von Krankheiten gemacht.

1.2 Therapeutische Antikorper

Ziel einer Therapie sollte immer die Behandlung der Symptome bzw. der Krankheit
sein, unter Auftreten von moglichst wenigen Nebenwirkungen. Oftmals ist dies auf-
grund fehlender Therapiealternativen nicht mdglich. Deshalb werden bei bakteriellen
Infektionen Breitbandantibiotika verschrieben, welche nicht nur die Pathogene abto-
ten, sondern daruber hinaus ebenfalls nutzliche Mikroorganismen der Darmflora [9].
Insbesondere bei verschiedenen malignen Erkrankungen und Leukamien bleibt als ul-
tima ratio haufig der Einsatz von Zytostatika, welche zwar effektiv gegen die sich
schnell teilenden malignen Zellen wirken, allerdings auch auf gesunde Zellen des Or-
ganismus und zu schweren Nebenwirkungen fuhren konnen [10]. Auch bei Autoim-
munerkrankungen konzentriert sich die Behandlung der Symptome oft auf eine breite
Reduktion der Immunantwort, ohne spezifisch die zugrundeliegende Problematik zu
fokussieren.

Diesen Behandlungsmethoden ist gemein, dass sie nicht zielgerichtet gegen ein allei-
niges Charakteristikum der Erkrankung sind, sondern ein breites Wirkungsspektrum
besitzen und ebenfalls gesunde Strukturen oder forderliche Zellen negativ beeinflus-

sen.
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Aufgrund dessen wird seit Jahren die Entwicklung von zielgerichteten (targeted thera-
pies) forciert, die charakteristische Eigenheiten von Krankheiten analysieren wollen
und im Optimalfall nur an diesen Strukturen wirken. Ein unverzichtbares Werkzeug der
Jargeted therapies® sind, aufgrund ihrer Spezifitat gegen ein einzelnes Epitop, mono-
klonale Antikorper [11]. Den Grundstein zur Erzeugung monoklonaler Antikorper defi-
nierter Spezifitat legten Kohler und Milstein, welche erstmals die zur Erzeugung not-
wendige Hybridomtechnologie beschrieben, bei welcher eine Myleomzelllinie mit B-
Zellen verschmolzen wird [12].

Ausgehend von dieser Entdeckung hat sich die Technologie der Antikdrperentwicklung
in den letzten Jahren rasant entwickelt und mit Hilfe gentechnischer Methoden sind
Modifizierungen der Stabilitat, Spezifitat und Affinitat der erzeugten Antikdrper moglich.
Aktuell ist die Entwicklung neuer monoklonaler Antikdrper einer der am starksten ex-
pandierenden Bereiche der Arzneimittelforschung [11, 13]. Alleine in den USA wurden
durch die FDA (Food and Drug Administration) zwischen den Jahren 2015-2017 27
neue monoklonale Antikdrper zugelassen [13]. In Deutschland sind es aktuell (Stand:
10.06.2020) 95 monoklonale Antikdrper (inklusive Biosimilars) [14]. Eingesetzt werden
die Antikdrper zumeist bei der Therapie von Krebsbehandlungen, Autoimmunerkran-
kungen und der Vermeidung von Transplantatabstossungen. Auch die Entwicklung
von Antibiotika mit gekoppelten Antikdrpern zur zielgerichteten Behandlung von Pa-
thogenen wird erwogen [9]. Die Zielstrukturen der Antikorper sind vielfaltig und umfas-
sen, neben Interleukinen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen, auch Oberflachenprote-

ine auf den Zielzellen. Einige Beispiele sind in Tabelle 1 dargestellt [13]:

Tabelle 1: Auszug zugelassener monoklonaler Antikdrper

Antikorper Handelsname Zielstruktur Anwendung u.a.
Adalimumab Humira TNF-a Rheumatoide Arthritis
Alemtuzumab Lemtrada CD52 Multiple Sklerose
Bevacizumab Avastin VEGF Darm,-Brustkrebs
Cetuximab Erbitux EGF-Rez. Darmkrebs

Inotuzumab-Ozogamycin Besponsa CD22 B-Vorlaufer-ALL
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Ofatumumab Arzerra CD20 CLL
Reslizumab Cingaero IL-5 Asthma
Rituximab MabThera CD20 Non-Hodgkin-Lym-
phom
Tocilizumab RoActemra IL-6-Rez. Rheumatoide Arthritis
Trastuzumab Herceptin HER2/neu-  Brustkrebs
Rez.
Ustekinumab Stelara IL-12/23 Plague-Psoriasis

Soll ein monoklonaler Antikorper zur Behandlung einer Krankheit generiert werden, ist
die Analyse des Mechanismus der zugrundeliegenden Krankheit elementar, um den
Antikdrper moglichst effektiv zu gestalten und den Angriffspunkt festlegen zu kénnen.
Ein grundlegender Wirkmechanismus besteht in der Aktivierung und Stimulierung der
korpereigenen Immunantwort. Dieses Prinzip wird insbesondere bei der Therapie ma-
ligner Erkrankungen angewendet, weil bei diesen Erkrankungen meistens nur ein Zell-
typ betroffen ist [11]. Hierbei bindet der Antikorper auf spezifischen Rezeptoren der
Zielzellen und wird anschlie®end von korpereigenen Immunzellen detektiert, welche
wiederum die markierten Zellen bekampfen. Die Antikorper besitzen folglich keine ei-
gene Wirkung, sondern wirken unterstitzend durch Aktivierung kérpereigener Zellen.
Dieses funktioniert z.B. bei Rituximab, welches an CD20 auf B-Zellen bindet. Durch
Induzierung von Apoptose, sowie der Aktivierung der ,complement-dependent cytoto-
xicity” (CDC) und ,antibody—dependent cell-mediated cytotoxicity“ (ADCC), kommt es
zur Depletion der CD20+ B-Zellen bei Non-Hodgkin-Lymphomen [15].

Eine weitere indirekte Wirkweise kann Uber eine Konjugation mit einem Wirkstoff wie
Ozogamycin erfolgen. Bei einem Antikorper wird der CD22-Antikdrper Inotuzumab an
Ozogamycin gekoppelt, welches ein Derivat des Calicheamicins ist. Dieses ist wiede-
rum zelltoxisch. Eingesetzt bei der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) der B-Vor-
lauferzellen bindet der Antikdrper spezifisch an das Oberflachenprotein CD22 der B-
Zellen und wird im Anschluss in die Zellen aufgenommen, wo es zur Abspaltung des
Calicheamicins kommt. Dieses fuhrt zu Doppelstrangbrichen der DNA und schliefRlich
zur Apoptose, wodurch spezifisch die Zellen der ALL abgetotet werden konnen. Ge-

genuber der Standardbehandlung fihrt der Einsatz des Antikérperkonjugats zu einer
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deutlich erhdhten Remission (73,8 % zu 30,9 %) [16]. Bei dieser Methodik wirkt der
Antikorper lediglich als Marker um die toxische Wirkung an den richtigen Zellen zu
entfalten, ohne selber eine Wirkung zu haben.

Der indirekten Wirkung von Antikdrpern steht die direkte Wirkung grundlegend gegen-
Uber. Die Wirkung beruht bei diesem Mechanismus auf der Blockade einer Rezep-
tor/Ligandeninteraktion [11].

Anders als bei malignen Erkrankungen existiert eine Vielzahl an Krankheiten, bei wel-
chen die Symptomatik nicht auf einzelne Zelltypen beschrankt ist oder eine Depletion
der Zellen nicht ohne schwerwiegende Nebenwirkungen maoglich ist. Diese Krankhei-
ten werden haufig durch proinflammatorische Zytokine aktiviert und aufrechterhalten,
sodass der Ansatzpunkt der Therapie die Blockade der Zytokineffekte ist.

Auch beim Zytokin Interleukin-3 (IL-3) besteht der Verdacht, dass einige Krankheiten
durch IL-3 hervorgerufen werden, allerdings keine alleinige Zellpopulation depletiert
werden kann, sodass ein blockierender Antikorper sinnvoll erscheint (IL-3 siehe 1.5).
Beispiele fur eine funktionierende Therapie durch blockierende Antikorper sind z.B.
Reslizumab und Adalimumab. Reslizumab bindet an das dem IL-3 verwandten IL-5,
welches ein Wachstumsfaktor fur eosinophile Granulozyten (zukunftig Eosinophile ge-
nannt) darstellt. Durch die Blockade der Bindung von IL-5 an seinen Rezeptor wird die
Anzahl an Eosinophilen reduziert, wodurch die Schwere des Asthmas gelindert werden
kann [17]. Der Antikérper Adalimumab bindet an TNF-a und verhindert die Ausschut-
tung von Entzindungsmediatoren und wird unter anderem bei rheumatoider Arthritis

angewendet, wo es zu einer signifikanten Verbesserung der Krankheit kommt [18].

1.3 Immunogenitat therapeutischer Antikorper

Als Immunogenitat bezeichnet man die Eigenschaft eines Stoffes eine Immunreaktion
beim Menschen hervorzurufen. Klassischerweise werden therapeutische Antikdrper
meistens durch die Immunisierung von Mausen mit dem gewtnschten Target gene-
riert. Die auf diese Weise erzeugten AntikOrper weisen zwar eine hohe Affinitat zu ih-
rem Target auf, aber ebenfalls einen hohen Anteil an nicht-humanen Aminosaurese-
quenzen, wodurch es zur Entwicklung einer starken Abwehrreaktion kommen kann,
welche als HAMA-Reaktion bekannt ist (human-anti-mouse-antibody). In Folge der
HAMA-Reaktion kdnnen durch das Immunsystem ,anti-drug-antibodies“ (ADA) gegen

den therapeutischen Antikorper gebildet und seine Wirkung neutralisiert werden, was
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in einem Versagen der Therapie resultieren kann. Allgemein werden solche Reaktio-
nen auch als ,anti-antibody-response” (AAR) bezeichnet [19].

Zur Verringerung des Anteils der Immunogenitat-vermittelInden murinen Aminosau-
resequenzen wurden verschiedene Methoden beschrieben.

Einen ersten Schritt stellen chimare Antikorper dar. Bei diesen werden, mit Hilfe re-
kombinanter DNS-Techniken, die Gene fur die konstanten Regionen der leichten und
schweren Ketten eines humanen Antikdrpers mit den Genen der variablen Region ei-
nes Target-spezifischen murinen Antikdrpers kombiniert. Die kombinierten Gene kon-
nen durch Transfektion z.B. in eine murine Myelomzelllinie eingebracht und produziert
werden [20]. Ein derartig generierter Antikorper ist zu etwa 70-75 % human und seine
Immunogenitat und Nebenwirkungen sind deutlich reduziert. Allerdings lassen sich
auch bei chimaren Antikorpern ,human anti-chimeric-antibody“-Reaktionen feststellen
(HACA) [11, 19].

Insbesondere die CDR-Regionen innerhalb der variablen Regionen eines Antikorpers
machen seine Fahigkeit zur Antigenbindung aus. Jones et al. beschrieben erstmalig
den Ansatz lediglich die CDR-Regionen eines murinen Antikérpers in ein humanes
Antikorpergerust zu Ubertragen, um einen humanisierten Antikorper zu generieren
[21]. Die als ,,CDR-grafting“ bezeichnete Methodik flihrt beim Antikorper zu einer Re-
duktion seiner Immunogenitat unter Beibehaltung seiner Spezifitat. Jedoch fuhrt die
alleinige Ubertragung der CDRs in ein humanes Antikdrpergeriist oftmals zu einem
Verlust der Affinitat, sodass haufig zusatzlich Aminosauren innerhalb der FR vom muri-
nen Antikorper beibehalten werden mussen, da diese die richtige Bildung der hyper-
variablen ,loops” innerhalb des Antikdrpers unterstlitzen kénnen. Insgesamt erhalt
man mit dieser Methodik einen Antikdrper der zu rund 90 % human ist [11, 22, 23].
Es wird angenommen, dass lediglich 20-33 % der Aminosauren der CDRs tatsachlich
an der Antigenbindung beteiligt sind [24]. Daher wurde eine weitere Verfeinerung des
»,CDR-graftings” entwickelt, welches als ,SDR-grafting“ (specificity-determining resi-
dues) bezeichnet wird. Bei dieser Methode werden nicht die gesamten CDRs Ubertra-
gen, sondern nur die fur die Antigenbindung essentiellen Aminosauren innerhalb der
CDRs. Auch bei humanisierten Antikorpern kann es weiterhin zur Bildung von ADAs
kommen und die zugrundeliegende Reaktion wird als HAHA (human anti-humanized
antibody) bezeichnet [19, 25].
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Mittlerweile besteht die Moglichkeit vollstandig humane Antikorper zu generieren. Mit
Hilfe der Phage-Display-Technologie lassen sich groRe Antikdrperbibliotheken erstel-
len und in kurzer Zeit die Bindung auf ein bestimmtes Antigen Uberprifen. Bei dieser
Technik werden flr Antikdrper codierende Gene in den Genabschnitt eingebracht, wel-
cher bei den Phagen fur das Hullprotein codiert. Dies hat zur Folge, dass der Phanotyp
des resultierenden Antikorpers auf der Phagenoberflache prasentiert wird und gleich-
zeitig der genetische Code flir den Antikoérper in dem Phagen vorliegt. An ein zu un-
tersuchendes Antigen bindende Phagen werden vervielfaltigt und der genetische Code
des Antikorpers aus den Phagen isoliert [26, 27].

Ebenfalls ist dies mit transgenen Mausen moglich, bei welchen die Gensequenzen,
welche fur Antikdrper codieren, durch humane Sequenzen ersetzt wurden. Eine Im-
munisierung der Maus mit einem Antigen fuhrt zur Produktion eines 100 % humanen
Antikorpers [28]. Auch Antikorper, die ausschliel3dlich humane Aminosauresequenzen
enthalten, kdnnen eine Immunogenitat aufweisen [19].

Erstmals postuliert wurde dies durch Jerne et. al im Jahre 1974 mit seiner ,Network
theory of the immune system®. Aufgrund der enormen Variabilitdt des humanen Im-
munsystems und seiner Anpassungsfahigkeit, konnen auch die neu generierten
CDR/SDR-Regionen eines therapeutischen Antikorpers, welche sich gegen korperei-
gene Strukturen richten und daher ursprunglich nicht im Organismus vorkommen,
fremd fur das Immunsystem des Patienten erscheinen [29].

Problematisch flr den Therapieerfolg ist hierbei, dass insbesondere die charakteristi-
schen variablen Regionen eines Antikdrpers, welche auch als Idiotyp bezeichnet wer-
den, als fremd erkannt werden. Daher unterscheidet man zwischen ADAs, welche
nicht anti-idiotypisch sind und die Aktivitdt des Antikdrpers nicht beeinflussen und
ADAs die gleichzeitig ,anti-idiotypic“ (anti-ID) - Antikorper sind und die Wirkung des
Antikorpers neutralisieren. Die Rate der gebildeten ADAs schwankt stark abhangig
vom Humanisierungsgrad und therapeutischen Antikorper zwischen 0 und 44 % [30].
Hwang et al. werteten verschiedene Quellen aus und stellten sowohl Antikbrper mit
0 % als auch welche mit 100 % fest [19]. Entscheidend ist der Anteil an anti-ID-Anti-
korpern.

Bei Adalimumab stellten van Schouwenburg et al. fest, dass alle detektierten ADA
auch neutralisierend wirkten [31]. Neueste Ansatze versuchen daher die Bildung von

anti-IDs durch Mutationen innerhalb der Aminosauresequenz zu vermeiden.
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Abbildung 2: Immunogenitat therapeutischer Antikorper
Links: Anzahl an publizierten ADAs bei therapeutischen Biologicals [32], rechts: Anzahl und Schwere
an AAR [19]

Wie in Abbildung 2 dargestellt konnten van Brummelen et al. eine abnehmende Hau-
figkeit an gebildeten ADAs mit zunehmender Humanisierung feststellen [32]. Allerdings
kommen weitere Untersuchungen auch zu anderen Ergebnissen. Hwang et al. konnten
eine deutliche Reduktion der Immunogenitat zwischen chimarisierten/humanisierten
Antikorpern im Vergleich zu murinen Antikorpern feststellen. Die reine Anzahl an AAR
hingegen zwischen chimarisierten und humanisierten Antikdrpern anderte sich kaum.
Allerdings verringerte sich die Schwere der AAR und weniger AAR wurden als
»,marked* kategorisiert (Abbildung 2, rechts) [19].

1.4 Strategien und Probleme des CDR-Grafting

11

In der Theorie werden durch humanisierte Antikorper, welche durch ,CDR-Grafting*
generiert werden, Antikorper erhalten, die sowohl keine Immunogenitat als auch eine
gleichbleibende Affinitat aufweisen. In der Praxis hingegen ist zwar eine Reduktion der
Immunogenitat zu beobachten, jedoch eine vollstandige Vermeidung aufgrund der
CDRs bei den meisten Antikérpern nicht zu erzielen (vergleiche 1.3). Auch ein Verlust
der Affinitat ist bei den meisten Antikbrpern unumganglich. Dieses hangt unmittelbar
mit den die CDRs umgebenden Frameworkregionen (FR) zusammen, welche haufig
direkt oder uber indirekte Effekte (z.B. Stabilisierung der ,/loop“Bildung) an der Bin-
dung der Antigene beteiligt sein kénnen. Aus diesem Grund ist die alleinige Ubertra-

gung der CDRs in ein humanes Antikorpergerust meist nicht zufriedenstellend und
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weitere Aminosauren der FR mussen beibehalten werden. Allerdings vergrof3ert ein
erhohter Anteil an murinen Sequenzen das Risiko der Bildung von AAR [22, 23].
Das Design der variablen Regionen eines humanisierten Antikoérpers ist ein entschei-
dender Prozess flr die spatere Wirksamkeit des Antikdrpers und hat zudem Einfluss
auf die spatere Stabilitat [33].

Aufgrund dieser Begebenheiten und weiterer Vorteile gegenuber anderer Methoden
zur Generierung humaner Antikorper (kein Aufbau einer eigenen Phagenbibliothek
notwendig, kostenintensive transgene Mause), wurde das ,,CDR-Grafting“als Methode
zur Humanisierung ausgewahlt, welche im Folgenden genauer beschrieben werden
soll.

In Abbildung 3 ist der grundlegende Ablauf der Entwicklung eines humanisierten Anti-
korpers dargestellt. Ausgehend von einem meist murinen monoklonalem Antikérper
besteht der erste Schritt in der Klonierung und Sequenzierung der fur die variablen
Regionen codierenden cDNA (mit Hilfe der Polymerasenkettenreaktion) [34].

Als Zwischenschritt vor der Humanisierung wird meist ein chimarer Antikorper erzeugt.
Mit diesem kann Uberprift werden, ob die richtige funktionelle cDNA aus dem Mausan-
tikorper isoliert wurde. Die ausgewahlte konstante Region wird ebenfalls fur alle hu-
manisierten Varianten verwendet. Die variable Region wird mit Hilfe von Restriktions-
enzymen in einen Vektor eingebracht, welcher bereits die Sequenzen der konstanten
Region enthalt. Der Vektor enthalt zudem einen CMV-Promoter und Enhancer (huma-
ner Cytomegalovirus) um die Transkription zu erhdhen. Weitere Bestandteile des Vek-
tors sind Selektionsgene (z.B. Neomycin-Resistenz). Mit Hilfe des Vektors werden be-
vorzugt Saugetierzelllinien wie HEK (human embryonic kidney) oder CHO (chinese
hamster ovary) transient transfiziert. Diese produzieren die chimaren Antikorper [34,
35].

Bei zufriedenstellenden Ergebnissen folgt in einem nachsten Schritt die Humanisie-
rung. Zunachst muss ein passendes humanes ,Framework” fur die CDRs in der vari-
ablen Region ausgewahlt werden. Mit Hilfe von Datenbanken werden humane variable
Sequenzen ausgesucht, die mindestens 65 % Homologie mit den zugrundeliegenden
murinen variablen Sequenzen aufweisen [35].

In einem néachsten Schritt wird versucht, ein Minimum an verbleibenden Mausamino-
sauren zu erzielen. Mit Hilfe von verschiedenen 3D-Modellen und Homologiemodellen

werden ,Numberings“ der Aminosauren hinsichtlich ihres Einflusses zur Ausbildung
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und Aufrechterhaltung der Antigenbindung erstellt. Auf diese Art und Weise soll vor-
hergesagt werden, welche Aminosauren potentiell durch humane Sequenzen ersetz-
bar sind und welche essentiell vom murinen FR verbleiben missen [36]. Bekannte
~,Numbering“-Systeme sind unter anderem die Systeme nach Kabat [37], Chothia [38]
und Martin [39].

Zu Aminosauren, die nicht ersetzt werden sollten, zadhlen Aminosauren, welche in un-
mittelbarer Nahe zu den CDRs liegen oder Wasserstoffbrickenbindungen mit ihnen
ausbilden oder die aufgrund ihrer Lage wahrscheinlich direkt an der Bindung beteiligt
sind. Aminosauren hingegen, die atypisch fur variable Regionen von humanen Anti-
korpern sind (vorkommend in unter 20 % aller Antikorper), sollten dringend ausge-
tauscht werden, da sie potentiell der Immunogenitat forderlich sind. Weiter zu beach-
ten sind mdgliche Glykosilierungssignale im murinen Antikdrper, welche potentiell zur
Antikorperbindung beitragen konnten. Das Design der variablen Sequenz erfordert so-
mit immer ein Abwagen zwischen Reduktion an murinen Aminosauren/Verringerung
der Immunogenitat und eventuellem gleichzeitigem Verlust an Affinitat. Oftmals ist eine
schrittweise Humanisierung mit zwischenzeitlicher Uberpriifung der Effekte auf Wirk-
samkeit zielfUhrend. Auch andersherum ist eine Verbesserung mit Hilfe der Strategien
des ,CDR-Graftings” moglich. Ausgehend von einem humanen Antikdrper erzielten
Sun et al. mit Hilfe von ,CDR-Grafting” auf ein humanes Grundgerust eine hdhere
Thermostabilitat und Affinitat [34, 35, 40, 41]
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Abbildung 3: Generelle Strategie des ,CDR-Graftings®. Angelehnt an [34]

1.5 Das hamatopoetische Zytokin Interleukin-3 (IL-3)

Die folgenden Abschnitte sollen zeigen, dass IL-3 vielfaltige Effekte auf Blutleukozyten
hat und deshalb bei verschiedenen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, aber auch
nicht notwendigerweise im gesunden Organismus bendtigt wird. Hierfir werden so-
wohl die IL-3-Produzenten als auch Trager des IL-3-Rezeptors und die Zellen auf wel-
ches es wirkt betrachtet. Zusammengenommen soll dieses verdeutlichen, weshalb die
Generierung eines blockierenden IL-3-Antikorpers ein wichtiger Ansatzpunkt bei der

Therapie von Krankheiten sein kdnnte.

1.5.1 Funktion von IL-3

Humanes IL-3 gehort zu den hamatopoetischen Zytokinen und reguliert die Produktion
und Funktion einer Vielzahl verschiedener hamatopoetischer Zellen, weswegen es
auch unter dem Namen multi-CSF (multi-lineage colony stimulating factor) bekannt ist
[42].
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IL-3 wird von aktivierten T-Zellen gebildet. Insbesondere bei Entzindungen und durch
Parasiten ausgelosten Infektionen findet eine vermehrte Ausschuttung von IL-3 statt
[43-45]. Aktivierte immunregulierende Treg-Zellen produzieren ebenfalls IL-3 [46].
Neben T-Zellen sezernieren, durch ihren IgE-Rezeptor aktivierte, Mastzellen IL-3 in
Folge allergischer Stimuli [47]. Weitere IL-3-Produzenten sind basophile Granulozyten
(zukunftig Basophile genannt), welche sich zudem durch IL-3 autokrin stimulieren und
snnate response activator” (IRA) —B-Zellen [48, 49].

Aufgrund seines weiten Wirkspektrums an Zellen verflgt IL-3 Uber eine Vielzahl an
immunmodulatorischen Effekten und hat Einfluss auf das Zelliberleben, Proliferation
und Aktivierung. IL-3 wirkt auf hamatopoetische Vorlauferzellen und stimuliert die
Proliferation von hamatopoetischen Stammzellen [50].

Insbesondere als Reaktion auf infektidse und inflammatorische Stimuli spielt IL-3 eine
wichtige Rolle. Es reguliert die Proliferation und das Uberleben von Basophilen und
Mastzellen. Die Aktivierung und Regulation ihrer Degranulierung erfolgt Uber die Bin-
dung an den Oberflachenrezeptor CD123. Die ausgeschutteten Zytokine wie IL-4/IL-13
oder Histamin werden mit allergischen Reaktionen assoziiert [44, 51, 52]. Aufgrund
der Sekretion von IL-3 durch Tregs, konnen Basophile nicht durch Tregs supprimiert
werden [46].

In Kombination mit IL-4 aktiviert IL-3 Monozyten und fordert ihre Differenzierung in
dendritische Zellen [53]. Dariiber hinaus erhoht IL-3 das Uberleben von Eosinophilen
und ist notwendig fur die Aktivierung von plasmazytoiden dendritischen Zellen (plas-
macytoid dendritic cells, pDC) wahrend einer viralen Infektion. Die Produktion von
Typ | Interferonen durch pDCs hangt hierbei unmittelbar vom IL-3- und Interfe-
ron- (IFN)-A-Signal ab [54, 55].

Insgesamt bewirken die Effekte von IL-3 eine Aufrechterhaltung der Immunreaktion,
insbesondere durch die autokrine Wirkweise der Basophilen.

Trotz der zahlreichen Effekte des IL-3 auf die Entwicklung verschiedener Zellen, inklu-
sive der hamatopoetischen Stammzellen, besitzen IL-3 defiziente Mause keinen auf-

falligen Phanotyp und IL-3 ist nicht notwendig fur die Hamatopoese [56, 57].
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1.5.2 Struktur des IL-3-Molekuls

IL-3 bildet zusammen mit humanem ,granulocyte macrophage colony-stimulating fac-
tor* (GM-CSF) und humanem IL-5 die ,8-common®(Bc) Zytokinfamilie, welche Teil der
Typ | Zytokinrezeptor-Superfamilie ist. Namensgebend fur die Bc-Zytokinfamilie sind
heterodimere Oberflachenrezeptoren auf ihren Zielzellen, die aus einer fur das Zytokin
spezifischen a-Untereinheit und einer gemeinschaftlichen Bc-Untereinheit aufgebaut
sind (siehe Abbildung 4, rechts). Die a-Untereinheit des IL-3-Rezeptors (CD123) weist
zwar eine hohe Spezifitat fur IL-3 auf, aber eine geringe Affinitat (Ko = 100 nM), wo-
hingegen die Bc-Untereinheit (CD131) alleine keine Affinitat zu IL-3 hat. Erst die Bil-
dung des heterodimeren Rezeptors aus a- und Bc-Untereinheit lasst die Affinitat auf
hohe Kb = 100 pM ansteigen. Dieser Umstand konnte bis jetzt nicht eindeutig erklart
werden [58-60].

Das humane IL-3 besteht aus 133 Aminosauren und wird als kurzkettiges Zytokin, zu-
gehorig zur helikalen Zytokinsuperfamilie, charakterisiert. Innerhalb des IL-3-Moleklils
kommen vier a-Helices vor, die wiederum durch ,/Joops” untereinander verbunden sind
(siehe Abbildung 4, links). Die biologische Aktivitat des IL-3 und seine Bindung an 3c
wird insbesondere durch Glutamat an Position 22 in Helix A bestimmt. Zudem gibt es
bekannte Mutationen (z.B. an Position 116 von Lysin zu Tryptophan), welche die Affi-
nitat des IL-3 gegenuber seinem Rezeptor verstarken konnen [60, 61].

Der IL-3-Rezeptor wird auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen, Eosinophi-

len, Basophilen und pDCs und einigen B-Zellen exprimiert [58].

AN

]
T AR

IL-5Ra.
Bc Bc

Abbildung 4: Struktur des IL-3-Molekdls (links) [62] und der Typ | Zytokin-Rezeptorfamilie (rechts) [63]
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1.5.3 Die Rolle des IL-3 bei Tiermodellen

Durch Effekte auf eine Vielzahl von Zellen konnte ein Einfluss von IL-3 in mehreren
Krankheitsmodellen aufgezeigt werden.

In einem Krankheitsmodell der allergischen Atemwegsentzindung entwickelten IL-3
defiziente Mause keine Uberempfindlichkeit der Atemwege. Wurden jedoch aus Wild-
typmausen Basophile transferiert, welche durch IL-3 aktiviert wurden, kam es zur
Uberempfindlichkeit. Basophile hingegen aus IL-3 Knockout-M&usen konnten auf-
grund der fehlenden IL-3-Aktivierung keine Uberempfindlichkeit hervorrufen [64].

In Modellen zur Hypersensitivitat fUhrte eine Blockade von IL-3 zu einer teilweisen Ver-
besserung von Kontakthypersensitivitat bei Applikation von Trinitrochlorbenzol [65].
Die Depletion von IL-3 in Mausen zeigte die Notwendigkeit von selbigem bei der Ent-
stehung einer Hapten-spezifischen Kontakthypersensitivitat [57].

In einem Model der Lupusnephritis in MRL/Ipr Mausen konnten Renner et al. durch die
Gabe von IL-3 eine Steigerung der Nierenfibrose, der Leukozyteninfiltration und der
Ablagerung von Antikérpern aufzeigen. Eine Inhibition des IL-3 mittels eines blockie-
renden Antikorpers hingegen reduzierte die Schwere des Krankheitsverlaufs [66].
Studien im Modell der experimentellen autoimmunen Enzephalitis (EAE) zeigten wi-
derspruchliche Ergebnisse. Lee et al. konnten in einer kleinen Anzahl an Mausen kei-
nen signifikanten Einfluss von IL-3 auf die Autoimmunitat erkennen, wahrend Renner
et al. eine erhdhte Infiltration von T-Zellen in das Gehirn und eine Verstarkung durch
Injektion von rekombinanten IL-3 feststellen konnten, sowie eine Verbesserung bei
Blockade oder genetischer Defizienz von IL-3 [67, 68].

Im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (collagen-induced arthritis, CIA) fuhrte eine
Applikation von IL-3 wahrend der frihen Phase der Krankheit zur einer signifikanten
Steigerung des Schweregrades der Entzindung und eine Blockade von IL-3 zur Ver-
besserung der Krankheitsparameter [69].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass in einem Modell der akuten Sepsis IRA
B-Zellen Hauptproduzenten von IL-3 gewesen sind, wodurch die Myelopoese verstarkt
und ein Zytokinsturm ausgelost wurde. Depletion oder Blockade von IL-3 schutzte die

Mause vor der Entwicklung einer Sepsis [70, 71].
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1.5.4 Die Rolle des IL-3 bei Erkrankungen des Menschen

Einige der in Tiermodellen beobachteten IL-3-Effekte konnten bereits beim Menschen
nachgewiesen werden.

Bei Patienten mit einer Sepsis war ein erhohter IL-3-Plasmawert mit einem grofReren
Risiko des Organversagens und einer daraus resultierenden erhohten Mortalitatsrate
assoziiert. IL-3 kdnnte bei einsetzender Sepsis als prognostischer Biomarker dienen
[71, 72].

Zudem konnte eine Korrelation zwischen einem ,single-nucleotid-polymorphism*
(SNP) im Promoter von IL-3 und rheumatoider Arthritis festgestellt werden [73]. Auch
bei 16 Patienten mit systemischer Lupus erythematodes (SLE) konnten im Vergleich
zu gesunden Kontrollpatienten erhéhte Werte nachgewiesen werden [74].

Bei Patienten mit Multipler Sklerose (MS) erhohte sich die IL-3-Expression durch T-
Zellen signifikant, die wahrend eines Schubes detektiert werden konnte [68].

IL-3 dient bei verschiedenen Formen der Leukamie (z.B. akute myeloische Leukamie
(AML)) zudem als Wachstumsfaktor und bei der blastischen plasmozytoiden dendriti-
schen Zellneoplasie (blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm, BPDCN) als Uber-
lebenssignal. Daruber hinaus ist die Expression des IL-3-Rezeptors CD123 erhdht.
Neueste Ansatze beschaftigen sich daher mit CD123 als Target fur einen moglichen

Therapieansatz [75-77].
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1.6 Charakterisierung eines humanisierten Antikorpers

Innerhalb der letzten Jahre trugen monoklonale und humanisierte Antikorper eine im-
mer entscheidendere Rolle bei der Behandlung verschiedenen malignen Erkrankun-
gen oder Autoimmunerkrankungen.

Ein Einsatz als Therapie erfordert jedoch eine vorherige genaue Charakterisierung und
Validierung hinsichtlich entscheidender Eigenschaften. Diese lassen sich in drei gro3e
Gebiete unterteilen: die molekulare und strukturelle Charakterisierung, die Uberpri-
fung der funktionellen Eigenschaften, sowie die Analyse der Effektorfunktionen [78,
79].

Fir alle Gebiete haben sich im Verlauf der fortschreitenden Antikorpertechnologie
standardmaRige Methoden zur Uberpriifung etabliert. Mit aufkommender Genauigkeit
der Massenspektrometrie ist diese zur standardmafRigen Methode der strukturellen
Charakterisierung geworden. Hierzu zahlen die Bestimmung der Primar-, Sekundar-
und héheren Antikorperstrukturen, die Uberpriifung des Glykosilierungsstatus und He-
terogenitat. Zur Uberpriifung von maglichen Aggregationen und Fragmentierungen hat
sich die Grollenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC)
als Standardmethode etabliert [79].

Die Uberpriifung funktioneller Eigenschaften mittels zellbasierter und ligandbasierter
Assays und Analyse der Effektorfunktionen (wie ADCC, CDC) umfasst Methoden wie
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Oberflachenplasmonresonanz
(surface plasmon resonance SPR), Immunhistochemie, Western-Blot, Durchflusszyto-
metrie, dynamische Differenzkalorimetrie (differential scanning calorimetry (DSC) und
weitere [78-80].

Nur nach einer grundlichen Charakterisierung eines Antikdrpers kann daruber ent-
schieden werden, ob ein Einsatz bei einer Therapie mdglich ist. Deshalb soll im Nach-
folgenden der theoretische Hintergrund der fur die Erstellung der vorliegenden Arbeit
wichtigsten Methoden dargestellt werden, welche zur schlussendlichen Bewertung des

Antikorpers gefuhrt haben.
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1.6.1 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Methode der Durchflusszytometrie ist die genaue Bestimmung der Anzahl
an Zellen und ihre Charakterisierung bezuglich der Groe, Granularitat, Expression
von Oberflachenmarkern und Produktion intrazellularer Zytokine aus Einzelzellsus-
pensionen moglich. Hierfur werden Fluorochrom-gekoppelte Antikorper verwendet,
welche an die flr sie spezifischen Antigene auf den Zellen binden, weswegen die Me-
thode auch als ,fluorescence activated cell sorting“ (FACS) bezeichnet wird. Abbildung
5 zeigt den grundlegenden Aufbau des Messprinzips eines Durchflusszytometers. Das
System Iasst sich in das Flussigkeitssystem, das optische System und das elektroni-
sche System unterteilen. Das Flussigkeitssystem sorgt daflr, dass die in einer Trager-
flissigkeit enthaltenen Zellen einer Probe mittels hydrodynamischer Fokussierung ein-
zeln und nacheinander durch Laserstrahlen verschiedener Wellenlangen gefuhrt und
von diesen angeregt werden [81-83]. Je nach Aufbau kann ein Durchflusszytometer
Uber bis zu sechs verschiedene Anregungslaser verfligen [84].

Das eigentliche Messprinzip der Durchflusszytometrie basiert auf dem optischen Sys-
tem und der Eigenschaft von Fluorochromen, Licht einer bestimmten Anregungswel-
lenlange zu absorbieren (Extinktion), um einen Teil als hoherwelliges Licht zu emittie-
ren (Emission). Nach Anregung wird fur jede Zelle ein charakteristisches Fluoreszenz-
signal erzeugt. Mittels Filter und Spiegel des optischen Systems werden die verschie-
denfarbigen Anteile des Signals voneinander getrennt und durch ,photo multiplier tu-
bes”(PMT) verstarkt und in elektrische Signale umgewandelt (elektronisches System).
Vom Licht des blauen Lasers mit der Anregungswellenlange 488 nm werden zusatzlich
das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) bei 180° und das Seitwartsstreulicht
(side scatter, SSC) bei 90° gemessen. Das FSC zeigt die Zellgrolie an, wahrend das
SSC ein Mal fur die Granularitat der Zelle ist. Hierdurch lassen sich ohne Fluoreszenz
z.B. in einer humanen Blutprobe, bereits erste Populationen voneinander abgrenzen
(vergleiche Abbildung 5 rechts unten) [81-83].

Die Fluoreszenzsignale werden, wie das SSC, ebenfalls in einem Winkel von 90° ge-
messen. Die Intensitat des Signals (mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) ist direkt pro-
portional zur Menge des gebundenen Fluorochroms und somit Anzahl der exprimierten
Antigene durch die Zelle [81].
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Bei der Charakterisierung von Antikdrpern wird die Durchflusszytometrie insbesondere
zur Bestimmung von Zytotoxizitat (z.B. ADCC) der Antikorper verwendet. Hierfur wer-

den klassische mit Aktivierung assoziierte Oberflachenmarker analysiert [78, 85].
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Abbildung 5: Prinzip der Durchflusszytometrie. Modifiziert nach [86]

1.6.2 ELISA

Beim ELISA handelt es sich um einen hochsensitiven Immunoassay, welcher sowohl
den qualitativen als auch den quantitativen Nachweis eines Analyten ermoglicht.

Die Bindungsspezifitat gegen den Analyten wird Gber einen spezifischen Antikérper
vermittelt. Dieser Antikorper ist direkt oder indirekt mit einem Enzym gekoppelt, wel-
ches die Methode des Nachweises bestimmt und zu einer Amplifizierung des Signals
fuhrt. Durch Zugabe eines Substrats wird dieses durch das gekoppelte Enzym verstoff-
wechselt und in ein detektierbares Signal umgewandelt, welches kolorimetrisch, fluori-
metrisch oder luminometrisch bestimmt werden kann. Beschrieben wurde die Methode
erstmals 1971 [87, 88].

Eines der haufigsten gekoppelten Enzyme ist Meerrettich-Peroxidase (horseradish
peroxidase, HRP), welches die Reduktion von H20:2 katalysiert. Wird als Substrat
3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugeben, wird das TMB Uber ein blaues Radi-
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kalkation hin zu 3,3',5,5'-tetramethylbenzidindiimin oxidiert. Die Zugabe von Schwefel-
saure stoppt die Reaktion und andert die Farbe zu Gelb. Die Absorption kann dann bei
450 nm gemessen werden [89].

Durch den Aufbau eines ELISA mit einer Enzym-gekoppelten Reaktion misst die Me-
thode nur indirekt die Antikdrperbindung. Eine quantitative Aussage Uber die Menge
des Analyten erfordert daher immer die gleichzeitige Messung eines Standards be-

kannter Konzentrationen [90].

Substrat

Substrat
Sekundar-

Substrat antikorper- J
Primar- konjugat AN\
antikorper- ’ Enzym
konjugat / \

Antikorper Gebundener

Antigen . . Antikorper

Direkter Assay Indirekter Assay Sandwich-Assay
Abbildung 6: Verschiedene ELISA-Varianten [90]

Mittels eines ELISA sind je nach Fragestellung verschiedene Messmethoden maoglich,
welche in Abbildung 6 dargestellt sind. Die Zugabe des Analyten und der Antikoérper
erfolgt schrittweise. Zwischen den Schritten werden ungebundene Bestandteile durch
Waschschritte entfernt. Man unterscheidet zwischen einem direkten Assay, bei wel-
chem der gegen den Analyten gerichtete Antikdrper direkt konjugiert ist und indirektem
Assay, bei welchem der Antikdrper selbst durch einen konjugierten Detektionsantikor-
per detektiert wird. Bei beiden Varianten wird der Analyt direkt auf einer Mikrotiterplatte
passiv immobilisiert [88, 91].

Eine weitere Variante stellt der Sandwich-ELISA dar. Bei diesem werden zwei fur den
Analyten spezifische Antikorper verwendet, welche jeweils ein anderes Epitop des
Analyten binden. Einer der beiden Antikorper wird auf einer Mikrotiterplatte immobili-
siert (,Fangerantikorper®). Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit einer den Analyten
enthaltenden Probe und abschliel3end die Inkubation mit dem zweiten Antikorper (,De-
tektionsantikorper®). Der Detektionsantikdrper kann direkt oder indirekt an ein Enzym

gekoppelt sein [92].
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Eine letzte Variante stellt der kompetitive ELISA dar, bei welchem nicht der Antikorper
markiert wird, sondern ein zusatzliches, dem Analyten ahnliches, markiertes Antigen
zugegeben wird. Analyt und Antigen konkurrieren um die Bindungsstellen am Antikor-
per. Je starker das detektierte Signal ist, desto weniger Analyt ist vorhanden [88, 91].
Bei der Antikdrpercharakterisierung wird die Methode des ELISA insbesondere zur
Bestimmung der Spezifitat bzw. Ausschluss einer Kreuzreaktivitat, der Detektion aus
Proben und Bestimmung von ADAs und der Affinitatsbestimmung verwendet. Letzte-

res wird haufig durch die Methode der Oberflachenplasmonresonanz ersetzt [93, 94].

1.6.3 Groflenausschlusschromatographie (SEC)

Mit Hilfe der GroRenausschlusschromatographie (SEC) ist die Auftrennung von Mole-
kilen innerhalb einer Lésung hinsichtlich ihrer GroRe maglich. Dies erfolgt in einer
Saule, welche mit pordsen Partikeln (100 — 250 um) geflllt ist und als stationare Phase
gilt. Haufig verwendete Stoffe sind Dextran, Agarose oder auch quervernetzte Poly-
acrilamide. Wird die Saule an ein automatisches SEC-System angeschlossen, sorgt
eine Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid chromato-
graphy, HPLC)-Pumpe dafur, dass die Saule von der mobilen Phase mit einer kon-
stanten Flussrate durchstromt wird. Die mobile Phase besteht aus einem Laufpuffer
und enthalt die aufzutrennende Molekulprobe [95, 96].

Die Trennleistung der Saule soll einzig auf der GroRe und nicht den chemischen Ei-
genschaften der Moleklle basieren, sodass eine Bindung der Molekulle an die statio-
nare Phase unbedingt ausgeschlossen werden muss, um eine Verfalschung des Er-
gebnisses zu vermeiden.

Das Trennprinzip der SEC ist in Abbildung 7 dargestellt. Nach Einstromen der Probe
(A) wandern die Molekulle durch die Saule (B-C). Hierbei stehen den Molekullen, ab-
hangig von ihrer GroRe, unterschiedliche Volumina zur Verfugung. Grof3e Molekile
konnen nicht in die Poren der Beads eindringen und ihnen steht nur das Volumen au-
Rerhalb der Beads als Stromungsweg zur Verfugung. Sie eluieren somit schneller als
kleine Molekule, welche in die Poren der Beads stromen konnen. Ihnen steht neben
dem Volumen des Raumes aulderhalb der Beads auch das Volumen innerhalb der
Beads zur Verfugung, wodurch sich ihre Retentionszeit in der Saule verlangert (D) [97].
Jede Saule besitzt eine charakteristische ,Cut-off*-Grof3e. Diese gibt die maximale

Grolde eines Molekuls an, bei der noch ein Eindringen in die Poren der Beads moglich
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ist. Alle GroRen daruber eluieren ungehindert als Vo, dem ,Void“Volumen, welches
das minimale Retentionsvolumen darstellt. Das maximale Retentionsvolumen wird als
»1otal“Volume (V1) bezeichnet und gibt die grofdte MolekulgroRe an, bei welcher ein
Eindringen in alle Poren der Beads maoglich ist. Die Saule muss entsprechend der Fra-
gestellung und der erwarteten MolekulgroRen so gewahlt werden, dass die Elutions-
volumina Ve der Bestandteile der Probe zwischen Vr und Vo liegen. Mittels SEC wird
nicht direkt die MolekllgroRe gemessen, sondern lediglich die Verweildauer innerhalb
der Saule. Daher istimmer ein Kalibrierlauf mit Molekulen bekannter Gré3e notwendig,
um aus den Retentionsvolumina der Probe die resultierenden MolekulargroRen/Mole-
kulargewichte zu bestimmen. DarUber hinaus wird bei Proteinen die Absorption bei
einer Wellenlange von 280 nm in ,Absorbance units“ (AU) gemessen um die prozen-

tuale Verteilung der einzelnen Fraktionen ermitteln zu kénnen [95, 98, 99].
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Abbildung 7: Prinzip der GréRenausschlusschromatographie [97]

Innerhalb der Antikdrpercharakterisierung wird die SEC zur Aufreinigung von mono-
klonalen Antikorpern verwendet. Die haufigste Anwendung bei therapeutischen Anti-
korpern bleibt jedoch die schnelle Bestimmung maoglicher Antikdrperaggregate oder
Fragmentierungen des Antikorpers wahrend des Produktionsprozesses. Dieses gibt
Aufschluss Uber die Stabilitat eines Antikorpers und ist wichtig, da zwar die Aktivitat
eines Antikorpers bestehen bleiben kann, aber die Aggregatbildung bei einer potenti-

ellen Therapie eine verstarkte Immunreaktion auslosen konnte [100, 101].
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1.6.4 Dynamische Differentialkalorimetrie zur Schmelzpunktbestimmung

Bei der dynamischen Differentialkalorimetrie (DSC) wird die Warmekapazitat einer
Probe als kontinuierliche Funktion der Temperatur bestimmt. Zur Bestimmung wird ein
Kalorimeter verwendet, welches Uber zwei Messzellen verfugt, eine Probenzelle und
eine Referenzzelle. Die Probenzelle enthalt eine Protein-Antikorperlosung und die Re-
ferenzzelle die identische protein-antikdrperfreie Losung. Warmeenergie wird in beide
Messzellen appliziert und es findet eine kontrollierte Temperaturerhéhung statt, wah-
rend die Menge der aufgenommenen Warme detektiert wird. Da beide Messzellen un-
terschiedliche Losungen enthalten und das Protein Warme absorbiert, insbesondere
durch einsetzende Entfaltung, wird fur beide Messzellen ein Temperaturdifferential er-
halten, welches durch Sensoren detektiert wird. Um die Temperaturdifferenz zwischen
den Messzellen zu kompensieren und um die gleichmalige Aufheizrate zu gewahr-
leisten, muss der Probenmesszelle mehr Energie zugefuhrt werden. Die notwendige
Energie wird in ein elektrisches Signal umgewandelt und zeigt direkt den Unterschied
der Warmekapazitat an [102-104].

Mit zunehmender Entfaltung des Proteins steigen der Anteil an absorbierter Energie
und die Differenz der Warmekapazitat bis zum Erreichen eines Maximums an. Danach
fallt das Signal ab. Das Maximum zeigt die vollstandige Entfaltung einer Domane und
wird auch als Schmelzpunkt Tm bezeichnet. Der Verlauf gilt fir Proteine mit einer ein-
zelnen Domane [105].

Monoklonale Antikorper hingegen verfugen Uber mehrere Domanen und besitzen
mehrere Schmelzpunkte. [33, 101].

Die Bestimmung der Schmelzpunkte stellt eine schnelle Mdglichkeit dar, um eine Ab-
schatzung der voraussichtlichen Stabilitat des Antikorpers zu erhalten. Geringe Tm
weisen auf eine unzureichende Stabilitat hin und eine Anderung der Aminosaurese-

quenz sollte in Erwagung gezogen werden [33].
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1.6.5 Oberflachenplasmonresonanzmessung zur Affinitatsbestimmung

Neben der inhibitorischen Aktivitat und Spezifitat eines therapeutischen Antikdrpers
gegenuber seinem Target, ist zudem seine Affinitat von entscheidender Bedeutung fur
den erfolgreichen Einsatz.

Eine gebrauchliche Methode zur Bestimmung der Affinitat bei Antikorpern ist die Ober-
flachenplasmonenresonanzmessung (SPR). Gegenuber der Affinitatsmessung mittels
ELISA bietet diese Methode den Vorteil, dass neben der Bindungsstarke (Kb, Affinitat),
auch separat die Assoziationskonstante ka und die Dissoziationskonstante kq in Echt-
zeit bestimmt werden, womit sich die Geschwindigkeit der Antigen-Antikorper-Kom-
plexbildung und sein resultierender Zerfall beurteilen lassen [106]. Urspringlich wurde
das Phanomen der SPR von Ritchie [107] beobachtet, jedoch zeigten erst die Arbeiten
von Otto [108], Kretschmann und Raether [109] das Potenzial zur Anwendung bei bi-
ochemischen Analysen wie der Antikorpercharakterisierung auf. Die meisten heutigen
SPR-Gerate (z.B. BIACORE, GE-Healthcare) arbeiten nach der Kretschmann-Anord-
nung, bei welcher im Gegensatz zur Otto-Anordnung kein Luftspalt zwischen Prisma
und Metallfilm gelassen wird, sondern der Metallfilm direkt auf das Prisma aufgebracht
wird [106].

Das Detektionsprinzip beruht auf dem Phanomen der Bildung von oszillierenden Plas-
mawellen durch freie Leitungselektronen an der Grenzflache von leitenden Metallen
wie z.B. Gold und einem Medium (z.B. Luft). Da gemal} dem Welle-Teilchen-Dualis-
mus eine Welle auch Eigenschaften von Partikeln aufweist, werden diese Plasmawel-
len auch als Oberflachenplasmon bezeichnet [106, 110].

Trifft ein p-polarisierter Lichtstrahl auf die Grenzflache zweier nicht absorbierender Me-
dien wie ein Glasprisma und einen Puffer, so kann es in einem bestimmten Winkel zur
Totalreflexion des eingestrahlten Lichtes kommen. Voraussetzung hierfur ist, dass Me-
dium 1 (Prisma) einen héheren Brechungsindex aufweist, als Medium 2 (Puffer). Zwar
wird samtliches Licht reflektiert, jedoch erzeugen die eingestrahlten Photonen ein
elektrisches Feld, welches mit zunehmender Distanz abgeschwacht und daher als
evaneszentes Feld bezeichnet wird. Wird an der Grenzflache der beiden Medien eine
Schicht eines leitenden Materials wie Gold aufgebracht, dringt das Feld in die Schicht

ein und kann dort Oberflachenplasmonen anregen, wodurch die evaneszente Welle
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verstarkt wird. Zudem reicht das elektrische Feld, welches von den Oberflachenplas-
monen generiert wird, bis zu 300 nm in den angrenzenden Puffer hinein und reagiert
deshalb hdchst sensitiv auf Veranderungen des Brechungsindexes des Puffers [106,
110].
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Abbildung 8: Prinzipieller Aufbau eines SPR-Detektionssystems nach der Kretschmann-Konfiguration

Im Winkel der Totalreflexion kommt es zur Oberflachenplasmonresonanz, bei welcher
der Wellenvektor des durch die Oberflachenplasmonen erzeugten Feldes mit dem

Wellenvektor des durch den Lichtstrahl erzeugten evaneszenten Feldes uberein-
stimmt.

kx = ksp (1)

Dies hat zur Folge, dass die eingestrahlten Photonen in Oberflachenplasmonen um-

gewandelt werden und optische Energie auf die Goldoberflache Ubertragen wird. Ge-
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mafR dem Energieerhaltungssatz resultiert dieser Vorgang in einer Reduktion der re-
flektierten Lichtintensitat, welche mit Hilfe eines Detektors gemessen wird. Folglich ist

der Resonanzfall abhangig von:

k, =ko X Nprisma X Sin O (2)

Npetatr X nPuffer
ksp = ko n
Npetall nPuffer

mit:

2m (4)

Hierbei sind A die Wellenlange des eingestrahlten Lichts, sin © der eingestrahlte Win-
kel des Lichts und n die Brechungsindizes der verschiedenen Medien. Bei den Para-
metern nwmetall bzw. Ncold UNd Nprisma handelt es sich um konstante Werte. Dartber hin-
aus wird zudem die Wellenlange des Lichts konstant gewahlt, sodass als Variablen
der eingestrahlte Winkel des Lichts und der Brechungsindex des Puffers verbleiben
[111].

Innerhalb einer Dextranmatrix kdnnen Antikérper kovalent gebunden werden. Die
Dextranmatrix ist zudem auf der Goldschicht aufgebracht. Wie bereits zuvor erwahnt,
reagiert das elektrische Feld der Oberflachenplasmonen hdchst sensitiv auf Verande-
rungen innerhalb des Puffers und damit einhergehende Veranderungen des Bre-
chungsindex. Wird ein Puffer, welcher das Target des Antikérpers enthalt, Gber die
sich auf dem Gold befindende Dextranmatrix mit gebundenen Antikdrper gestromt,
fuhrt eine Bindung des Targets an den Antikdrpern zu einer Zunahme der Schichtdicke
und somit zu einer Veranderung des Brechungsindex des Puffers und des Wellenvek-
tors der Oberflachenplasmonen. Dies hat zur Folge, dass der Winkel, in welchem die
Totalreflexion stattfindet und somit der Wellenvektor des eingestrahlten Lichts gleich
dem der Oberflachenplasmonen ist, sich verandert. Die Veranderung des Winkels
kann unter Bezugnahme einer Referenzmesszelle, in welcher lediglich der verwendete

Puffer ohne Target Uber die Dextranmatrix gestromt wird, in Echtzeit gemessen und in
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Resonanzeinheiten (RU) angegeben werden [106, 110-112]. Hierbei entspricht eine
RU einer Winkelveranderung von 0,0001° bzw. einer Oberflachenkonzentrationsénde-
rung von 1 pg/mm?. Die Veranderung der RU wird in einem Sensorgram dargestellt
und erlaubt die Bestimmung der Assoziationskonstanten, Dissoziationskonstanten und
dem resultierenden Kp-Wert, womit die Affinitat eines Antikdrpers genau bestimmt wer-
den kann. Zudem ist auch die Bestimmung der Konzentration des gebundenen Targets
madglich [112].
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2. Zielsetzung

IL-3 ist ein wichtiger Regulator von Inflammationsprozessen und beeinflusst die
Proliferation vieler Zellen der myeloiden Linie. Zudem stimuliert es Zellen zur Produk-
tion und Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen. Dies hat zur Folge, dass
IL-3 einen erheblichen Anteil an der Entwicklung und dem Fortbestand bei entzindli-
chen Erkrankungen zu haben scheint. Beispielsweise ist die rheumatoide Arthritis
durch eine erhohte IL-3-Produktion charakterisiert. Ergebnisse aus Tiermodellen zu
Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Lupus Nephritis oder auch Sepsis haben ge-
zeigt, dass eine Neutralisation von IL-3 zu einer Blockade des Krankheitsverlaufs oder
zumindest zu einer Abmilderung dessen fuhrt. Diese Beobachtungen machen IL-3 zu
einem interessanten Ansatzpunkt bei der Therapie von entztindlichen Krankheiten und
Autoimmunerkrankungen beim Menschen.

Vorrangiges Ziel dieser Arbeit ist es, aus einem murinen anti-human IL-3-Antikorper
P8C11, humanisierte AntikOrpervarianten zu erzeugen und diese hinsichtlich ihrer in-
hibitorischen Aktivitat zu untersuchen, um die beste humanisierte Variante zu selektie-
ren. Mittels eines entwickelten IL-3-Antikdrper-Assays konnte wahrend des Entwick-
lungsprozesses dieser Parameter Uberpruft werden und zur besten Variante fuhren.
Nach erfolgter Selektion der geeigneten humanisierten Variante sollte diese hinsicht-
lich ihrer Parameter charakterisiert werden. Hierzu zahlten insbesondere die Affinitat,
Bindungsspezifitat, inhibitorische Aktivitat, Stabilitat und nichtvorhandene Zytotoxizitat
gegenuber humanen Blutleukozyten, um eine mogliche therapeutische Anwendung in
Betracht ziehen zu kdnnen.

Neben der Entwicklung und Charakterisierung einer humanisierten Variante von
P8C11 stellte die Charakterisierung des Targets IL-3 einen weiteren thematischen
Schwerpunkt dar. Die Regulation der IL-3-Produktion und seines Rezeptors, sowie der
Einfluss von IL-3 auf die Blutleukozyten wurden mit Hilfe geeigneter Assays unter-
sucht. Die IL-3-Produzenten sollten zudem hinsichtlich ihrer Oberflachenmarker iden-
tifiziert und bestimmt werden.

Beide Themenschwerpunkte zusammen sollten abschlieRend zu einer schllssigen
Bewertung des Einsatzes der humanisierten Variante als moglicher Arzneimittelkandi-

dat fuhren.
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3. Material
3.1 Gerate

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Hilfsmittel

Laborgerat

AKTA micro

Autosampler A-905

Brutschranke

DSC System “Microcal-VP-DSC”

DSC Entgasung “Microcal-Thermovac”
Durchflusszytometer ,FACS Canto II*
Durchlichtmikroskop ,Axiovert 25
Eismaschine

Hamilton-Spritze (2,5 ml)

Magnetrahrer ,MR 3001“

Mehrkanalpipetten ,Transferpette* (5-
50pl, 2-200pl)
Microplate Reader ,Infinite M200 PRO”

Microplate Washer “Wellwash Versa”
Neubauer-Zahlkammer “Neubauer im-
proved”

pH-Meter ,HI2020 edge”

pH-Sonde ,HI11310"

Hersteller

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA

Thermo Fisher Scientific, Dreieich; He-
raeus, Hanau

Malvern Pananalytical, Malvern, GB
Malvern Pananalytical, Malvern, GB
BD Biosciences, Heidelberg

Zeiss, Jena

Ziegra, Isernhagen

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz
Heidolph Instruments, Schwabach

Brand, Wertheim

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finn-
land

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen

Hanna Instruments Deutschland GmbH,
Vohrigen

Hanna Instruments Deutschland GmbH,

Voéhrigen
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Pipettierhilfe ,Accu-jet pro*
Pipette ,Multipette plus®
Pipettierhilfe ,Pipetus*

Pipetten “Pipetman”
(P10,P20,P100,P200,P1000)
Schuttelgerat ,REAX 2000

Schuttelgerat ,Vortex Genie 2“

SPR System Biacore X100

Sterilbank Jouan MSC 12
Stickstofftank
Vakuumexsikator
Vakuumpumpe
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifuge (Megafuge 16R)

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R)

Brand, Wertheim
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Hirschmann, Eberstadt

Gilson, Limburg-Offheim

Heidolph, Schwabach
Scientific Industries, New York, USA

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

German Cryo, Jichen

Duran Group, Wertheim

KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Millipore, Eschborn

GFL, Minchen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Eppendorf, Hamburg

3.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Chemikalien
ABTS-Tabletten

AccuCheck Counting Beads fur Durch-
flusszytometrie

Antikoérper-Puffer

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bezugsquelle
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Life Technologies, Carlsbad, USA

Evitria AG, Zirich, Schweiz

Sigma Aldrich, Taufkirchen
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Cell Stimulation Cocktail (plus protein
transport inhibitors)

Cytofix/Cytoperm

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO4)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS, Phosphat gepufferte Kochsalzl6-
sung)

FACS Lysing Solution, FACS Clean,
FACS Flow

Ficoll-Paque TM PLUS

Glycin-HCI (10 mM, pH 1,5)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

MACS-Puffer

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)

Permwash (Intracellular Staining Perm-
wash Buffer)
Salzsaure (HCI)

Schwefelsaure (H2SO4)

Tetramethylbenzidin (TMB Substrate
Set)
Trypanblau-Lésung

Tween 20

eBioscience, Inc., San Diego, USA

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidelberg

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upp-
sala, Schweden

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Selbst hergestellt, siehe Pufferzusam-
mensetzung
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioLegend, San Diego, USA

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

BioLegend, San Diego, USA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Merck Millipore, Darmstadt
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3.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Abdeckfolie fur Mikrotestplatten
Combitips 0,5ml

ELISA-Platte F96 Maxisorp
Kryoréhrchen (1ml)
Kryoréhrchen CryoPure (1ml)

LD-Saulen

Mikrotester Rundbodenplatte 96-Well
Pasteurpipetten ohne Wattestopfen
Petrischale (verschiedene GroéRen)

Pipettenspitzen ohne Filter (10, 20, 100,
200, 1000 pl)

Pipettenspitzen mit Filter (10, 20, 100,
200, 1000 pl)

Pipettieraufsatze fur ,Multipette plus”

Polystyrolréhrchen fur Durchflusszyto-
metrie (5ml)

Reaktionsgefale fur Biacore X100 1,5
ml

Reaktionsgefalte (0,2; 0,5; 1,5; 2,0 und
5,0 ml)

Safety-Multifly 21G 200 mm

SEC-Saule Superdex 200 Increase

Sensorchip CM5-Protein A

Bezugsquelle

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Sarstedt, NUmbrecht

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch-
Gladbach
Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe
BD Biosciences, Heidelberg

Sarstedt, NiUmbrecht

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA
GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA



Material

33

Serologische Pipetten (5, 10, 25, 50 ml)

S-Monovette 7,5 ml Serum
S-Monovette 7,5 ml Lithium-Heparin
S-Monovette 2,7; 9 ml EDTA KE
Thermomixer “compact”
VersaTouch Handschuhe

Verschlusskappen fur Biacore-Reakti-
onsgefalle

Zellkulturflaschen ,Cellstar T25 und
T75

Zellkulturplatten ,Cellstar Rundboden
96-Well

Zentrifugenrohrchen (15ml, 50ml)

3.4 Stimulantien und Antikorper

nerbe plus GmbH & Co. KG, Win-
sen/Luhe
Sarstedt, NUumbrecht

Sarstedt, NiUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Eppendorf, Hamburg

Ansell Europe, Brussel, Belgien

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
ough, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sarstedt, Niumbrecht

Tabelle 5: Liste der verwendeten Stimulantien und Antikorper

Stimulantien und Antikorper

Anti-APC-Beads

Anti-human CD3 (Klon OKT3)

Anti-idiotypische Antikorper (gegen Vari-
ante 9) 3F9 und 5F11
Anti-PE-Beads

ChromPure Mouse IgG, whole molecule

GM-CSF Antikorper, LEAF,
rat-anti-mouse, Klon BVD2-23B6
HRP-conjugated AffinePure F(ab)2

goat-anti-human

Bezugsquelle

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch-
Gladbach

eBioscience, Inc., San Diego, USA

AG Mack, Regensburg; InVivo Biotech
Services, Henningsdorf

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch-
Gladbach

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

BioLegend, San Diego, USA

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK
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IL-3 Antikorper, humanisiert anti-human,
Variante a-i; Variante 1-8; 10-12
IL-3-Antikorper AK-13-HRP

IL-3 Antikorper, Variante 9, humanisiert
anti-human (gereinigt und ungereinigt)
IL-3 Antikorper, mouse-anti-human,
Klon P8C11

IL-3 Antikorper, chimar anti-human Klon
P8C11-Chim (gereinigt und ungereinigt)
IL-3 Antikdrper mouse-anti-human, Klon
4806

IL-3 Antikdrper mouse-anti-human, Klon
4815

IL-3 Antikorper rat-anti-human, Klon
BVD8-3G11

IL-3-Rezeptor alpha (CD123) Antikorper,
mouse-anti-human, MAB301 (KI. 32703)
IL-3-Peptide

InVivoMADb human IgG1 Isotypkontrolle

Lipopolysaccharid (LPS)
Mausserum

Mouse IgG1k
MOPC-21)
PE-F(ab)2 goat-anti-human IgG

isotype control (Klon

Rabbit-anti-mouse-HRP (P0260)

Rekombinantes human GM-CSF
Rekombinantes human IFN-a2

Rekombinantes human IL-2

AG Mack, Regensburg; Evitria AG, Zu-
rich, Schweiz

AG Mack, Regensburg

AG Mack, Regensburg; Evitria AG, Zu-
rich, Schweiz

AG Mack, Regensburg; Evitria AG, Zu-
rich, Schweiz

AG Mack, Regensburg; Evitria AG, Zu-
rich, Schweiz

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

BioLegend, San Diego, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

EZBiolab Inc., Parsippany, USA

BioXCell, West-Lebanon, USA (Holzel
diagnostika, Koln)
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

BioXCell, West-Lebanon, USA (Holzel
diagnostika, Kdln)

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

DAKO A/S, Danemark (Agilent Technol-
ogies GmbH, Waldbronn)
Peprotech, Hamburg

BioLegend, San Diego, USA

Peprotech, Hamburg
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Rekombinantes human IL-3

Rekombinantes rhesus IL-3

Rekombinantes human IL-4

Rekombinantes human IL-5

Rekombinantes human IL-12 p70

Rekombinantes human IL-15

Rekombinantes human IL-18

Rekombinantes human IL-23

BioLegend, San Diego, USA
Biomol GmbH, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg

Peprotech, Hamburg

Rekombinantes human IL-27

Rekombinantes human IL-35 Fc Chimar

Rekombinantes IFN-A1-3 (IL-29, IL-28A,

IL-28B)

Rekombinantes human TNF-a

3.5 FACS-Antikorper

Tabelle 6: Liste verwendeter FACS-Antikorper

Target Fluorochrom (Kanal)
HLA-DR FITC
CD3 FITC
APC-Cy7
APC
CD4 PerCP-Cy5.5 (PerCP)
V500
CD8 APC eFluor 780 (APC-Cy7)
PE-Cy7
PE-Cy7
CD14 V500 (Amcyan)
CD16 PacificBlue
CD19 APC-Cy7

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Peprotech, Hamburg

Klon Hersteller
L243 Biolegend
OKT3 eBioscience
SK7 eBioscience
SK7 eBioscience
RPA-T4 eBioscience
RPA-T4 BD Bioscience
RPA-T8 eBioscience
SK1 Biolegend
M1/70 Biolegend
MoP9 BD Bioscience
3G8 Biolegend
HIB19 Biolegend
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CD28
CD45RA

CD116
CD123
CD131
CD203c

CD304
CCR7
IL-3
GM-CSF

IFN-y

3.6 Kits

PacificBlue
V500 (Amcyan)
PE

FITC

PE-Cy5 (PerCP)
PE

FITC

PE

APC

PE-Cy7

AK-13 PE-gelabeled
APC

PacificBlue
FITC

Tabelle 7: Liste der verwendeten Kits

Kit

ELISA-Kit ,DuoSet“ GM-CSF, TNFa,

IFN-y

IL-3 , Fluorokine“-Kit

Lightning-Link HRP Labeling Kit

MTT-Zellproliferations-Assay-Kit

SEC LMW Kalibrationskit

SEC HMW Kalibrationskit

CD28.2
HI100
CMSSB
4H1
9F5

1C1
NP4D6
NP4D6
12C2
G043H7

BvD2-21C11

BvD2-21C11
4S.B3

Bezugsquelle

Biolegend

BD Bioscience
eBioscience
Biolegend

BD Bioscience
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend

Biolegend
Biolegend
eBioscience

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,

Eching bei Minchen

ATCC Bioproducts (LGC Standards

GmbH), Wesel

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-

ough, USA

GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-

ough, USA
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3.7 Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze
Tabelle 8: Liste der verwendeten Zellkulturmedien und -zuséatzen
Zellkulturmedien und -zusatze Bezugsquelle
Fetales Kalberserum (hitzeinaktiviert 1h  PAA, Cdlbe
bei 56 ‘C)
L-Glutamin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)  Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
1640 Medium

Penicillin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Streptomycin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

3.8 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien

Zellkulturmedium Zusammensetzung
Einfriermedium fur PBMCs 40 ml iFCS, 20 % DMSO (10 ml)
Kulturmedium fir PBMCs 500 ml RPMI Medium 1640, 10 % iFCS

(55 ml), 1 % Penicillin/Streptomycin-
Stammldsung (5,5 ml)
Standardmedium fur Blutinkubationen 500 ml RPMI Medium 1640

Medium fur Verdunnungen mit IL-3 500 ml RPMI Medium 1640 + 10 %
iFCS (55 ml)
Kulturmedium TF-1-Zellen 500 ml RPMI Medium 1640, 10 % iFCS

(50 ml), 1 % Penicillin/Streptomycin-
Stammlésung (5,5 ml), 5,5 ml L-Gluta-
min, 5 ng/ml hIL-3
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3.9 Pufferzusammensetzung
Tabelle 10: Pufferzusammensetzung

Puffer Zusammensetzung

10x PBS (fur ELISA-Waschpuffer 1:10 11,5 g Na2HPO4, 80g NaCl, 2 g
verdunnt) KH2PO4, 2 g KCI (in H20)
Antikorperpuffer V9 PBS + 100 mM L-Arginin

Block- und Verdunnungspuffer fir ELISA 1 % BSA in PBS

Block- und Verdunnungspuffer fur ELISA 2 % BSA in PBS
mit anti-V9 Antikorpern
Block- und Verdunnungspuffer fur ELISA 2 % BSA in PBS + 0,05 % Tween 20

zur Detektion von V9 aus Plasma

Laufpuffer fur Biacore X100 Entgastes PBS + 0,05 % Tween 20
MACS-Puffer 0,5 % BSA in PBS + 2 mM EDTA
Waschpuffer fur ELISA 0,05 % Tween 20 in PBS

3.10 Software

Tabelle 11: Liste der verwendeten Software

Software Herausgeber

Biacore X100 Evaluierungs- GE Healthcare Life Sciences, Marlbor-
software 2.0.1 ough, USA

FACS Diva Version 8.0.1. BD Biosciences, Heidelberg
GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software, La Jolla, USA

Microplate Reader Software i-control TM Tecan, Mannedorf, Schweiz

Microsoft Excel 2016 Microsoft, Redmont, USA
Microsoft Word 2016 Microsoft, Redmont, USA
Origin 7 OriginLab Corporation, Northampton,

USA
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3.11 Zelllinien

Fir die Versuche der Hemmung der Proliferation von IL-3 abhangigen Zellen wurde
die TF-1-Zelllinie der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH verwendet.

3.12 Humane Proben

Fur Versuche mit humanem Blut und/oder Plasma wurden Blutproben gesunder Spen-
der verwendet. Diese wurden entweder im Labor entnommen und direkt verwendet
(Blutproben/Serumproben) oder von Blutspendern aus der Transfusionsmedizin Re-

gensburg erhalten (Plasmaspender).
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4. Methoden

4.1 Generelle Protokolle

4.1.1 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau

Zur Zellzahlbestimmung wurde der Farbstoff Trypanblau verwendet. Trypanblau ist ein
polyanionischer Farbstoff, der ausschlielich von toten Zellen aufgenommen wird und
dort an die Zellproteine bindet, sodass die Zellen unter dem Lichtmikroskop dunkelblau
erscheinen. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran schlielen den Farbstoff aus und
erscheinen unter dem Lichtmikroskop weif3 [113].

Zur Zellzahlbestimmung wurde die Neubauer-Zahlkammer mit 10 yl der zuvor herge-
stellten Zellsuspension-Trypanblau-Verdinnung beflllt und anschlielRend alle vier
Groldquadrate ausgezanhlt (nur vitale Zellen). Die Gesamtzellzahl ergibt sich aus dem
Mittelwert aller vier Gro3quadrate multipliziert mit dem Verdlinnungsfaktor, dem Volu-
men der gesamten Zellsuspension, sowie dem Faktor 10%.

4.1.2 IL-3-Aktivitatsassay (FACS)

Der IL-3-Aktivitatsassay wurde standardmaRig zur Uberpriifung der inhibitorischen Ak-
tivitat der verwendeten Antikorper durchgefihrt. Insbesondere wahrend der Entwick-
lung von P8C11-Chim hin zur besten Variante und zur Klassifizierung der Stabilitat der
besten Variante V9 unter verschiedenen Bedingungen (Lagerstabilitat, Plasmastabili-

tat etc.).

Zuerst wurde humanes IL-3 (Biolegend) in ,Roswell park memorial institute® (RPMI)
1640 (+10 % ,fetal calve serum®, FCS) mit einer Konzentration von 0,8 ng/ml angesetzt
-> |L-3 Ansatz genannt. Die standardmafige Konzentration der zu untersuchenden
Antikdrper oder Antikérperproben betrug 40 ug/ml (angesetzt im IL-3-Ansatz). An-
schlieBend erfolgte der Ansatz einer Verdunnungsreihe in 1:4-Schritten bis hin zu
1:4096 (in IL-3-Ansatz), sodass die Konzentration von 0,8 ng/ml IL-3 Uberall erhalten
blieb. Danach wurden je 20 ul einer Probe (Doppelwerte) in ein FACS-Polystyrolrdhr-
chen Uberfuhrt, die Proben zugedeckt und flr 1 h bei 37 °C im Brutschrank prainku-
biert.
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Nach Abschluss der Prainkubation schloss sich die Zugabe von je 60 ul Ethylendia-
mintetraessigsaure (EDTA)-Vollblut zu allen Proben an. Erneut folgte eine Inkubation
der Proben fur 1 h bei 37 °C im Brutschrank. Durch die Zugabe des Blutes ergaben
sich die finalen Konzentrationen fir das IL-3 (0,2 ng/ml) und die Antikorper
(10 pg/ml - 0,0024 pg/mil).

Nach Abschluss der Inkubation ist zu allen Proben 20 pl eines Antikorper-Mastermixes
bestehend aus CD203c FITC (1:100), CD131 PE (1:100) und CD123 PE-Cy 5.5 (1:30)
zugegeben und fur 20 min bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert worden. Nachfolgend
wurden alle Proben mit 4 ml Natriumchlorid (NaCl) (0,9 %) versetzt und die Polysty-
rolréhrchen far 7 min und 1800 ,revolutions per minute® (rpm) und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und je 1 ml FACS-Lysing-Solution hinzugefiigt. Die
Inkubationszeit betrug 10 min (im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT)). Nach Lyse der
Erythrozyten folgte eine Zugabe von 3 ml ,phosphatgepufferter Salzlésung® (phos-
phate buffered saline, PBS) pro Probe und eine erneute Zentrifugation (7 min,
1800 rpm und 4 °C). Der Uberstand wurde wieder abgesaugt und die Proben mit Hilfe
des BD FACS Canto 2 fur 35 s auf dem Messmodus ,high® vermessen. Mit Hilfe der
Software FACS Diva Software 8.0.2 erfolgte die Analyse der Daten. Die erzeugten
Daten wurden mit Hilfe der Software ,Excel 2016“ weiter ausgewertet. Die Auswertung
fand auf Basis des Medians der CD131-Expression auf CD123+ Zellen (Basophile)
statt. Die ermittelten Werte wurden benutzt um die Konzentration der Antikdrper zu
bestimmen, bei der eine 50 % Hemmung der IL-3-Wirkung erzielt werden konnte
(IC50-Wert). Zusatzlich wurde die benotigte Konzentration als Vielfaches der bendotig-

ten Referenzkonzentration angegeben.

4.1.3 ELISA-Protokolle

Die folgenden ELISA wurden mit Hilfe der DuoSet-ELISA von R&D angefertigt. Hierbei
wurden weitestgehend, mit Anderungen beziglich der eingesetzten Volumina/Well,
sowie Inkubationszeiten, die mitgelieferten Protokolle befolgt. Die vorgenommenen
Anpassungen hatten keinen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit oder Verlasslichkeit

der Ergebnisse.
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GM-CSF, IL-6, TNF-a, IFN-y

Die Inkubation mit dem ,Capture-Antibody“ fand bei einer Verdinnung von 1:120 in
PBS Uber Nacht bei RT in einer 96-Well-Platte statt (55 pl/Well). Am nachsten Tag
musste die Platte dreimal mit 300 pl/Well Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS) ge-
waschen (nach letztem Waschritt vollstandige Entleerung der Wells durch Invertieren
und Ausklopfen der Platte > samtliche weitere Waschschritte fanden in identischer
Weise statt) und anschlieRend mit 1 % ,bovine serum albumin® (BSA) in PBS fur 1 h
bei RT geblockt (200 pl/Well) werden. Es folgte ein weiterer Waschritt. Danach wurden
die Proben und Standards mit 55 pl/Well aufgegeben und fur 2 h bei RT inkubiert. Bei
den Proben erfolgte gegebenenfalls und bei den Standards immer eine Vorverdun-
nung mit 1 % BSA in PBS. Nachfolgend sind die Vorverdinnungen der Standards auf-
gefuhrt:

GM-CSF: - 1000 pg/ml -> 1:145

IL-6: > 1000 pg/ml > 1:300

Tumornekrosefaktor (TNF)-a: > 1000 pg/ml - 1:135
IFN-y: = 1000 pg/ml = 1:190

Von den Standards wurde jeweils eine 1:2 Verdunnungsreihe in 1 % BSA/PBS ange-
fertigt (insgesamt 7 Werte). Zusatzlich wurde noch ein achter Wert zur Ermittlung des
Blanks (1 % BSA/PBS) angefertigt.

Nach 2 h Inkubation erfolgte ein erneuter Waschritt. Die anschliel3ende Inkubation des
sDetection-Antibody“ (Verdinnung 1:60 in 1 % BSA/PBS) fand fur 1 h bei RT statt
(55 plI/Well). Es schloss sich ein erneuter Waschschritt an. Jedes Well wurde mit 55 pl
Streptavidin-HRP (1:40 in 1 % BSA/PBS) fur 20 min bei RT im Dunklen inkubiert und
anschlie3end ein letztes Mal gewaschen.

Zur Detektion wurde als Substrat 100 pl/Well TMB verwendet, welches im Mischungs-
verhaltnis 1:1 aus den TMB Substraten A und B angemischt worden ist. Die Inkubati-
onszeit betrug 20 min in Dunkeln. Um die Inkubation abzustoppen, erfolgte die Zugabe
von 50 pl/Well 12,5 % Schwefelsaure (H2SO4). Im Anschluss musste die Absorption
mit Hilfe des Tecan-Mikroplattenreaders bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Referenzwellenlange von 540 nm bestimmt werden.
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Der IL-3-ELISA wurde nicht mit Hilfe eines Kits von R&D durchgefuhrt, sondern wurde

selbststandig entwickelt und optimiert.

IL-3

Als ,,Capture-Antibody“wurde P8C11 mit einer Konzentration von 10 pg/ml verwendet
(in PBS). Die Inkubation fand uber Nacht bei RT in einer 96-Well-Platte statt
(55 pI/Well). Am nachsten Tag musste die Platte dreimal mit 300 pl/Well Waschpuffer
(0,05 % Tween 20 in PBS) gewaschen (nach letztem Waschritt vollstandige Entlee-
rung der Wells durch Invertieren und Ausklopfen der Platte - samtliche weitere
Waschschritte fanden in identischer Weise statt) und anschlieRend mit 1 % BSA/PBS
fur 1 h bei RT geblockt (200 pl/Well) werden. Es folgte ein weiterer Waschritt. Danach
wurden die Proben und Standards mit 55 ul/Well aufgegeben und fir 2 h bei RT inku-
biert. Humanes IL-3 (Biolegend) stellte den Standard dar und es erfolgte die Erstellung
einer Verdunnungsreihe (1:2 Schritte) in 1 % BSA/PBS mit einer hochsten Konzentra-
tion von 500 pg/ml (insgesamt 7 Werte + Blank 1 % BSA/PBS).

Nach 2 h Inkubation erfolgter ein erneuter Waschritt. Die anschlieRende Inkubation
des ,Detection-Antibody*“ (Klon 13.4.4-HRP mit 400 ng/ml in 1 % BSA/PBS) fand fur
1 h bei RT statt (65 pl/Well). Abschlieliend wurde erneut gewaschen.

Zur Detektion wurde als Substrat 100 pl/Well TMB verwendet, welches im Mischungs-
verhaltnis 1:1 aus den TMB Substraten A und B angemischt worden ist. Die Inkubati-
onszeit betrug 20 min in Dunkeln. Um die Inkubation abzustoppen, erfolgte die Zugabe
von 50 pl/Well 12,5 % H2SOa4. Im Anschluss musste die Absorption mit Hilfe des Te-
can-Mikroplattenreaders bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellen-

lange von 540 nm bestimmt werden.
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4.1.4 Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen aus Vollblut

Zur Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) wurden Blutkegel der Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Re-
gensburg verwendet und mittels Ficoll-Dichtezentrifugation behandelt.

Das Blut wurde mit der doppelten Menge an sterilem PBS in 50 ml Zentrifugenrohrchen
verdunnt. In weiteren 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden 15 ml der Ficoll-Lésung vor-
gelegt und anschliel3end vorsichtig mit dem verdinnten Blut Uberschichtet unter Ver-
meidung der Mischung von Blut und Ficoll-Losung. Es folgte eine Zentrifugation ohne
Bremse um eine Durchmischung zu vermeiden (25 min, 800 g und 18 °C).

Nach Abschluss der Zentrifugation musste die oberste Schicht abgesaugt werden. An-
schliefend konnten aus der mittleren trib erscheinenden Schicht (Interphase) die
PBMCs mittels einer Pipette abgesaugt und in neue 50 ml Zentrifugenrohrchen uber-
fuhrt werden (Auffullen der Zentrifugenrohrchen mit PBS).

Es folgte ein Zentrifugationsschritt (10 min bei 4 °C, 150 g). Der Uberstand wurde ver-
worfen, die Zellen in RPMI 1640 Medium resuspendiert und erneut flir 10 min bei 4 °C
und 150 g zentrifugiert. Erneut konnte der Uberstand verworfen und eine Resuspen-
sion der Zellen in Nahrmedium (RPMI 1640 + 10 % FCS) vorgenommen werden. An-
schlieBend wurde dasselbe Volumen an Einfriermedium (FCS + 20 % Dimethylsulfoxid
(DMSO)) zugegeben und die Zellen auf Kryordhrchen verteilt. Das Einfrieren erfolgte
in Kryoboxen bei einer Abkuhlrate von 1°C pro Minute bei -80 °C. Nach vollstandigem
Frieren wurden die Proben in einen Tank mit flussigem Stickstoff (-190 °C) Uberfuhrt.

4.1.5 Intrazellulares Farbeprotokoll

Das folgende allgemeine Farbeprotokoll fand Anwendung bei den intrazellularen Far-
bungen von T-Zellen und naturlichen Killerzellen (NK)-Zellen. Die verwendeten
FACS-Antikorper sind unter den jeweiligen Versuchen aufgefuhrt.

Nach Kultivierung der Zellen auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurde die Platte bei
2400 rpm fiir 4 min und 4 °C zentrifugiert und anschlieBend so viel Uberstand pro Well
abgenommen, dass lediglich 20 ul im Well verblieben. Die Uberstéande wurden verwor-
fen oder auf eine neue Platte Uberfuhrt und bei -20 °C eingefroren.

Zu jedem Well wurden 80 pl ,Cell Stimulation Cocktail* (plus protein transport inhibitor)
(eBioscience) hinzugegeben, welcher mit warmen Medium (RPMI 1640 + 10 % FCS)
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zu einer Endverdunnung von 1:500 verdinnt wurde. Die Inkubationsdauer betrug 3 h
bei 37 °C im Brutschrank.

Nach der Inkubation folgte ein Zentrifugationsschritt der Platte bei 2400 rpm und 4 °C
fir 4 min. Der Uberstand wurde durch Invertierung der Platte verworfen (Sdmtliche
folgenden Zentrifugationen wurden in identischer Weise durchgefuhrt). Anschlie3end
musste jedes Well mit 200 pyl PBS gewaschen und erneut zentrifugiert werden. Es
folgte die extrazellulare Farbung fur 20 min im Kuhlschrank. Hierfir wurden 10 ul der
FACS-Antikorper pro Well zugegeben, welche mit NaCl (0,9 %) verdunnt wurden. Es
folgte ein erneuter Wasch- (200 pl PBS/Well) und Zentrifugationsschritt.

Zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen schloss sich eine Inkubation von
20 min im Kihlschrank mit Zytofix/Zytoperm (150 pl/Well) an. AnschlieRend wurde wie-
der zweimal gewaschen (mit darauffolgender Zentrifugation). Einmal unter Zugabe von
50 pl Permwashpuffer pro Well und einmal mit 200 pl Permwashpuffer pro Well. Der
Permwashpuffer musste aus einem 10x-Stock 1:10 mit Millipore-H20 verdinnt wer-
den.

Nach dem zweimaligen Waschen erfolgte ein Fc-Block mit 10 pl mouse IgG
(100 pg/ml) pro Well, welcher im Permwashpuffer verdinnt wurde. Die Inkubations-
dauer betrug 15 min bei RT.

Fur die intrazellulare Farbung wurden je 10 ul des Antikorper-Mastermixes (20 pl End-
volumen pro Well) pro Well zugegeben. Die Verdiunnung der Antikdrper musste in Per-
mwashpuffer stattfinden. Abermals schlossen sich zwei Wasch- und Zentrifugations-
schritte an (150 pl bzw. 200 ul Permwashpuffer pro Well). Zuletzt wurde der Uberstand
verworfen und die Pellets wurden in 100 ul PBS/Well resuspendiert. Es folgte die Uber-
fuhrung der Proben in FACS-Polystyrolrohrchen und die Zugabe von je 20 ul
Counting-Beads pro Probe. Die Proben wurden fur 60 s auf ,high am FACS Canto I

aufgenommen.

4.1.6 Extrazellulare Farbung

Die extrazellularen Farbungen von humanem Blut erfolgten im FACS-Polystyrolrohr-
chen. Vor Zugabe der Antikérper mussten die Proben fur 7 min bei 4 °C und 2000 rpm
zentrifugiert und die Uberstande mit einer Pipette abgenommen werden. Je nach Fra-
gestellung wurden diese verworfen oder auf eine Platte uberfuhrt und bei -20 °C ein-

gefroren.
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Es folgte die Antikorperfarbung mit den in den Versuchen angegebenen Antikdrpern
und Verdunnungen fur 20 min bei 4 °C und im Dunkeln. Nach erfolgter Inkubation wur-
den 4 ml NaCl (0,9 %) zu jeder Probe gegeben und erneut zentrifugiert (7 min bei 4 °C,
2000 rpm). Der Uberstand wurde abgesaugt und alle Proben in ihrem verbleibenden
Uberstand resuspendiert. AnschlieRend mussten zur Lyse der Erythrozyten je Probe
1 ml FACS-Lysing-Solution zugegeben werden. Die Inkubationsdauer betrug 10 min
im Dunkeln bei RT. Nach Abschluss der Erylyse wurde zu jeder Probe 3 ml PBS ge-
geben und erneut fir 7 min bei 4 °C und 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und pro Probe wurden 20 ul Counting Beads hinzupipetiert. Die Proben
wurden abschlieend fur 60 s auf ,high“ am FACS Canto Il vermessen und mittels der
FACS Diva Software ausgewertet. Die erhaltenen Daten wurden mittels Excel weiter

ausgewertet.

4.1.7 Depletion von NK- und/oder T-Zellen

Fur die Versuche wurden in flussigem Stickstoff (ca. -190 °C) gelagerte PBMCs ver-
wendet. Samtliche Schritte wurden unter sterilen Bedingungen unter einer ,La-
minar-Flow* oder in sterilen verschlossenen Behaltnissen durchgefuhrt. Das verwen-
dete Medium war RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Pen/Strep. Nach Entfernung der
PBMCs erfolgte der Auftauvorgang im Wasserbad bei 37 °C. Anschliefend mussten
die Zellen umgehend in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und mit 20 ml Medium
versetzt werden. Die Zellen wurden flr 7 min und 2400 rpm bei 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt (Samtliche folgenden Zentrifugationen wurden in identischer
Weise durchgefuhrt). Anschliefend wurden die Zellen Uber einen sterilen Filter in ein
15 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Hierflr aktivierte man zunachst den Filter mit
1 ml ;,magnetic activated cell sorting“ (MACS)-Puffer. Anschlie3end wurden die Zellen
mit 7 ml MACS-Puffer resuspendiert und ebenfalls Uber den Filter gegeben. Nachfol-
gend spulte man das 50 ml Zentrifugenrohrchen mit 1 ml MACS-Puffer und gab dieses
Uber den Filter. AbschlieRend wurde erneut 1 ml MACS-Puffer Uber den Filter gege-
ben.

Es schloss sich ein Zentrifugationsschritt an und das Pellet musste in 1 ml MACS-Puf-
fer resuspendiert werden. Nach Bestimmung der Zellzahl gemaR 4.1.1 konnten die
Zellen hinsichtlich der erwarteten Zellzahlen nach Depletion aufgeteilt werden. Als

Kontrolle diente immer eine Scheindepletion.
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Zur Depletion von NK-Zellen erfolgte eine Farbung mit CD56 PE (1:50), zur Depletion
von T-Zellen mit CD3 APC (1:80). Die Inkubationsdauer der Farbung betrug 15 min
bei 4 °C im Dunkeln. Die Proben der Scheindepletion wurden nicht gefarbt. Anschlie-
Rend wurden alle Proben mit 5 ml MACS-Puffer versetzt. Erneut folgte ein Zentrifuga-
tionsschritt und die Proben mussten in MACS-Puffer + anti-PE Beads (fur NK-Deple-
tion) bzw. anti-APC Beads (T-Zell-Depletion) von Miltenyi resuspendiert werden. Far
die Scheindepletion wurden ebenfalls anti-PE Beads eingesetzt. Pro eingesetzter Zell-
zahl von 107 Zellen wurden 80 ul MACS-Puffer und 20 ul Beads flir das Resuspendie-
ren eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 15 min bei 4 °C im Dunkeln.

Anschlieffend wurden pro Probe 10 ml MACS-Puffer hinzugegeben. Nach einem wei-
teren Zentrifugationsschritt folgte das Resuspendieren der Proben in je 500 pl
MACS-Puffer. Fir die Depletion kamen LD-Saulen der Firma Miltenyi zum Einsatz.
Diese wurden in einem MACS-Seperator eingespannt und mit 5 ml MACS-Puffer
equilibriert. AnschlieRend wurden die 500 ul Probe Uber die Saulen gegeben, die Zent-
rifugenréhrchen mit 1 ml MACS-Puffer ausgespult und Uber die Saulen gegeben. Zu-
letzt musste jede Saule mit dreimal 1 ml MACS-Puffer nachgespult werden.

Die Durchfliisse wurden erneut zentrifugiert, die Uberstande abgesaugt und die Zell-
pellets in je 1 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte gemafn
4.1.1. Fur jede Probe wurde mit Medium eine Zellkonzentration von 108 Zellen/ml an-
gesetzt.

Die Ansatze fur die verschiedenen Stimulationen erfolgten auf einer 96-Wellplatte. Um
die Proben wurde jeweils ein Rand mit je 200 ul PBS/Well pipettiert. Pro Ansatz wurden
500.000 Zellen pro Well angesetzt (100 pl) und 100 pl der Stimulation zugegeben.

4.1.8 Groflenausschlusschromatographie (SEC) mittels HPLC

Zur Stabilitatscharakterisierung des ausgewahlten Antikorpers erfolgte, neben der
Uberprifung der noch vorhandenen Funktionalitat, in ausgewéhlten Fallen auch eine
Bestimmung des Monomergehalts mit Hilfe einer SEC mittels HPLC.

Das verwendete Gerat war das System ,AKTA micro* der Firma GE Healthcare
LifeScience, inklusive des Autosamplers A-905. Zur Trennung kam die Agarose-ba-
sierte Gelfiltrationssaule ,Superdex 200 Increase“ zum Einsatz. Diese besitzt einen
Innendurchmesser von 10 mm und eine Lange von 300 mm. Das daraus resultierende

Saulenvolumen betragt 24 ml.
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Samtliche Messungen wurden mit einer Flussrate von 0,3 ml/min und mit sterilfiltriert
und entgastem PBS als Laufpuffer durchgefuhrt. Das verwendete Samplevolumen be-
trug 50 pl, wobei durch den Autosampler ein Volumen von 100 pl aufgenommen wor-
den ist. Von diesen wurden 50 ul auf die Saule aufgegeben.

Bevor die Messungen durchgefuhrt werden konnten, musste die Saule kalibriert wer-
den. Hierfur wurden Proteine bekannter Konzentration verwendet und deren Retenti-
onsvolumen zur Erstellung einer Regressionsgeraden genutzt.

Insgesamt wurden drei Kalibrationslaufe durchgefuhrt, um die Bereiche ,low-
molecular-weight* (LMW) und ,high-molecular weight‘ (HMW) abzudecken und zusatz-
lich ein Lauf mit Blue Dextran, um die Funktionalitat der verwendeten Saule zu verifi-

zieren. Folgende Proteine wurden verwendet:

Tabelle 12: Verwendete Proteine zur Kalibrierung der Gelsaule bei der HPLC

Substanz MW (Da) Konz. (mg/ml) Retentionsvolumen (ml)
Aprotinin 6500 3 19,2
Ribonuklease A 13700 3 17,58
Carboanhydrase 29000 3 16,23
Ovalbumin 43000/44000 4 14,87
Conalbumin 75000 3 14,06

Aldolase 158000 4 12,76

Ferritin 440000 0,3 10,59
Thyroglobulin 669000 5 9,4

Blue Dextran 2000000 1 7,83

Anhand der ermittelten Retentionsvolumina konnte, durch das Auftragen gegen den
Logarithmus des Molekulargewichts, eine Regressionsgerade ermittelt werden. Nach

erfolgter Kalibrierung fand die Vermessung der Proben statt. Durch Einsetzen der er-
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haltenen Retentionsvolumina in die Regressionsgerade konnte das MW ermittelt wer-
den. AuRerdem wurden die Peakflachen ermittelt, um den prozentualen Monomergeh-

alt zu bestimmen.

4.2 IL-3-Effekte und seine Regulation

4.2.1 Regulation der IL-3-Rezeptoren CD123 und CD131

Versuch 1

Die Expression der IL-3-Rezeptoren CD123 und CD131 wurde mittels einer
FACS-Analyse ermittelt.

Pro Probe wurde 100 ul Heparinblut in FACS-Polystyrolréhrchen vorgelegt und mit
200 pl RPMI 1640 Medium versetzt. Proben nur mit Medium (+ Blut) dienten als Kon-
trolle, zudem wurden Proben mit einer Endkonzentration von LPS mit 1 pg/ml oder
Zytokinen mit 20 ng/ml angesetzt (je 2x Werte). Folgende Zytokine wurden verwendet:
IL-3, GM-CSF, IL-5, IL-4, IL-2, TNF-a.

Die Inkubation der Proben erfolgte zugedeckt fur 1 h oder 24 h bei 37 °C im Brut-
schrank. Nach Inkubation wurde der Uberstand verworfen und die Proben geméaR 4.1.6
behandelt und analysiert.

Fiar die Farbung wurden die folgenden Antikorper eingesetzt: CD116 FITC (1:40),
CD123 PE-Cy 5.5 (1:30), CD131 PE (1:100), CD304 APC (1:40), CD19 APC-Cy7
(1:100), CD11b PE-Cy7 (1:100), CD16 PacificBlue (1:100), CD14 V500 (1:100).

Versuch 2

In einem weiteren Versuch wurden zusatzliche Zytokine uUberpruft. Die Durchfuhrung
entsprach Versuch 1, allerdings erfolgte nur eine Inkubation fir 24 h. Die erhaltenen
Uberstande wurden nicht verworfen, sondern bei -20 °C eingefroren und ein
IL-3-ELISA durchgefiihrt gemaf 4.1.3 (IL-3-ELISA).

Verwendet wurden neben LPS mit 1 ug/ml die Zytokine IL-2, IL-4, IL-15, IL-18, IFN-q,
IFN-A1-3, IL-12, IL-23, IL-27 und IL-35 mit jeweils 20 ng/ml. Die Farbung entsprach der

von Versuch 1.
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4.2.2 Regulation von CD131 durch IL-2

Es wurde die Regulation von CD131 auf Basophilen durch IL-2 mittels FACS-Analyse
Uberprift.

Pro Probe wurden 100 pl Heparinblut in FACS-Polystyrolrohrchen vorgelegt und mit
200 pl RPMI 1640 Medium versetzt. Als Proben wurden Medium und IL-2 (20 ng/ml)
mit je 10 pg/ml eines anti-IL-3-Rezeptor-Antikdrpers, V9 (anti-IL-3-Antikorper),
anti-GM-CSF-Antikdrper, einer Kombination aus V9 und anti-GM-CSF-Antikorper oder
Medium (jeweilige Endkonzentrationen) angesetzt. Als Kontrolle der Wirksamkeit des
eingesetzten IL-2 dienten mit IL-2 mit 0,8; 4; 20 und 100 ng/ml angesetzte Proben.
Die Inkubation der Proben erfolgte zugedeckt fur 24 h bei 37 °C im Brutschrank. Nach
Inkubation wurde der Uberstand verworfen und die Proben gemaR 4.1.6 behandelt und
analysiert. Fur die Farbung wurden die folgenden Antikorper eingesetzt: CD116 FITC
(1:40), CD123 PE-Cy 5.5 (1:30), CD131 PE (1:100), CD304 APC (1:40), CD19
APC-Cy7 (1:100), CD11b PE-Cy7 (1:100), CD16 PacificBlue (1:100), CD14 V500
(1:100).

4.2.3 NK-Zell-Depletion

Die Depletion der NK-Zellen wurde gemal 4.1.7 durchgefuhrt. Die erhaltenen Zellen
wurden fur 24 h kultiviert. Die Stimulation der scheindepletierten und der CD56- Zellen
fand mit Medium; IL-2 (10 ng/ml) + Medium/IL-12 (50 ng/ml)/IL-18 (50 ng/ml) oder IL-2
(100 ng/ml) + Medium/IL-12 (50 ng/ml)/IL-18 (50 ng/ml) statt. Nach der Inkubation wur-
den von den Uberstanden IL-3-, GM-CSF- und IFN-y-ELISA gemaR 4.1.3 durchge-
fuhrt.

Die Uberpriifung der erfolgreichen Depletion erfolgte mittels eines MACS-Checks.
Hierfar wurden 500.000 Zellen gemal 4.1.6 gefarbt. Folgende Antikrper wurden ver-
wendet: CD3 FITC (1:100), CD56 PE (1:40), CD16 APC (1:100).

4.2.4 NK- und T-Zell-Depletion

Die Depletion der NK- und T-Zellen wurde gemaf 4.1.7 durchgefuhrt. Die erhaltenen
Zellen wurden fur 24, 72 und 120 h kultiviert. Die Stimulation der scheindepletierten
CD3- und CD56- Zellen fand mit Medium; IL-2 (100 ng/ml) oder IL-2 (100 ng/ml) +
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IL-18 (25 ng/ml) statt. Nach Inkubation wurden von den Uberstdnden IL-3- und
GM-CSF-ELISA gemaR 4.1.3 durchgefuhrt.

Die Uberpriifung der erfolgreichen Depletion erfolgte mittels eines MACS-Checks.
Hierfar wurden 500.000 Zellen gemaR 4.1.6 gefarbt. Folgende Antikdrper wurden ver-
wendet: CD3 FITC (1:100), CD56 PE (1:40), CD16 APC (1:100).

4.2.5 Charakterisierung von IL-3 produzierenden T-Zellen

Fur die Versuche wurden in flussigem Stickstoff (ca. -190 °C) gelagerte PBMCs ver-
wendet. Samtliche Schritte wurden unter sterilen Bedingungen unter einer ,La-
minar-Flow* oder in sterilen verschlossenen Behaltnissen durchgefthrt. Das verwen-
dete Medium war RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Pen/Strep. Nach Entfernung der
PBMCs erfolgte der Auftauvorgang im Wasserbad bei 37 °C. AnschlielRend mussten
die Zellen umgehend in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und mit 20 ml Medium
versetzt werden. Die Zellen wurden flr 7 min und 2400 rpm bei 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt (Samtliche folgenden Zentrifugationen wurden in identischer
Weise durchgefuhrt). Anschliefend wurden die Zellen Uber einen sterilen Filter in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Hierflr aktivierte man zunachst den Filter mit
1 ml Medium. AnschlielRend wurden die Zellen mit 7 ml Medium resuspendiert und
ebenfalls Uber den Filter gegeben. Nachfolgend spulte man das 50 ml Zentrifugenrdhr-
chen mit 1 ml Medium und gab dieses Uber den Filter. AbschlieRend musste 1 ml Me-
dium Uber den Filter gegeben werden.

Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert.

Die Zellzahl wurde gemafR 4.1.1 bestimmt.

Versuch 1

Es folgte direkt die Farbung gemaf 4.1.5. Verwendet wurden folgende Antikorper: CD3
FITC (1:100), CD4 PerCp (1:20), CD8 APC-Cy7 (1:40), CD45RA V500 (1:40), CCR7
PE-Cy7 (1:80), CD28 PacificBlue (1:100), IL-3 PE (1:200)

Versuch 2
Es wurden je 500.000 Zellen/Well (96-Wellpatte, 5x-Werte) mit je drei verschiedenen
Ansatzen angesetzt. Die Inkubationen erfolgten jeweils im Brutschrank bei 37 °C.

Nach der Inkubation wurden 180 ul Uberstand abgenommen, auf eine neue Platte
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uberfuhrt und bei -20 °C eingefroren. Anschliellend wurde gemal 4.1.5 gefarbt. Ver-
wendet wurden folgende Antikorper: CD3 FITC (1:100), CD4 PerCp (1:20), CD8
APC-Cy7 (1:40), CD45RA V500 (1:40), CCR7 PE-Cy7 (1:80), CD28 PacificBlue
(1:100), IL-3 PE (1:200), GM-CSF APC (1:20).

Ansatz 1: Stimulation mit Medium + anti-CD3 (5 pyg/ml) oder IL-2 (100 ng/ml) + anti-
CD3 (5 pg/ml) flr 48 h.

Ansatz 2: Stimulation mit Medium oder IL-2 (100 ng/ml) far 120 h.

Ansatz 3: Stimulation mit Medium oder IL-2 (100 ng/ml) fur 72 h. Anschliefend wurde
zentrifugiert bei 2400 rpm, 4 min und 4 °C und 180 pl Uberstand abgenommen und
auf eine neue Platte Uberfuhrt. Diese wurde bei -20 °C eingefroren. Folgend wurden
200 pl PBS/Well zugegeben und bei 2400 rpm, 4 min und 4 °C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und jeweils 200 pyl Medium + anti-CD3 (5 pg/ml) zugegeben
und erneut fur 48 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Von allen Uberstanden wurde ein IL-3-, GM-CSF- und IFN-y-ELISA durchgefiihrt. Mit
anti-CD3 inkubierte Ansatze wurden 1:80 verdinnt. Ohne anti-CD3 inkubierte Ansatze
wurden 1:5 (IL-3, GM-CSF) oder 1:25 (IFN-y) verdinnt.

4.3 Strategie der Humanisierung von P8C11

Wahrend der Humanisierung von P8C11 hin zur besten Variante wurde der IL-3-Akti-
vitétsassay (siehe 4.1.2) zur Uberpriifung der inhibitorischen Aktivitét der erzeugten
Varianten verwendet. Unter Beibehaltung der murinen Sequenzen der CDRs des An-
tikorpers, fand eine schrittweise Humanisierung der restlichen Anteile des Antikorpers
statt.

Ausgehend vom murinen anti-human IL-3-AK P8C11 wurde zunachst ein chimarer
anti-human IL-3-AK (P8C11-Chim) generiert, bei welchem die konstanten Regionen
des Antikorpers durch humane Sequenzen ersetzt wurden. Nachdem eine vergleich-
bare inhibitorische Aktivitat zwischen P8C11 und P8C11-Chim verifiziert werden
konnte, wurde P8C11-Chim fur alle weitere Entwicklungsschritte als Referenzantikor-

per verwendet.
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Ausgehend von P8C11-Chim erfolgte die Generierung der ersten humanisierten Vari-
anten (Variante a - i). Bei diesen wurden zusatzlich die variablen Anteile (mit Aus-
nahme der CDRs) der Antikdrper durch humane Sequenzen ersetzt. Eine Kombination
von je drei verschiedenen leichten und drei verschiedenen schweren Ketten ergab ins-
gesamt neun Varianten. Keine der neun Varianten erreichte eine zufriedenstellende
inhibitorische Aktivitat. Aus diesem Grund erfolgte im weiteren Verlauf eine schritt-
weise Humanisierung, um problematische Anteile der Humanisierung zu entdecken:
Zuerst wurde nur die schwere und im Anschluss nur die leichte Kette humanisiert, um
die inhibitorische Aktivitat analysieren zu konnen. Die schwere Kette konnte als Prob-
lem der Humanisierung identifiziert werden (Variante 1 + 2). Zur weiteren Eingrenzung
wurde die leichte Kette humanisiert und innerhalb der schweren Kette wurden nur ein-
zelne Frameworks, unter Beibehaltung der murinen Sequenzen innerhalb der anderen
Frameworks, humanisiert (Variante 3 - 5). Durch diese Varianten konnte die Frame-
workregion identifiziert werden, welche fur die abnehmende Aktivitat verantwortlich ge-
wesen ist.

Im nachsten Schritt wurden alle Anteile des Antikérpers humanisiert, mit Ausnahme
der problematischen Frameworkregion. Diese wurde in drei Untereinheiten unterteilt.
Es wurden drei verschiedene Varianten erzeugt, in welchen jeweils nur eine Unterein-
heit humanisiert wurde (Variante 6 - 8). Anhand der inhibitorischen Aktivitat konnte die
beste Variante ausgewahlt werden, aus welcher wiederum vier neue Varianten gene-
riert wurden (Variante 9 - 12).

Bei diesen fand in den verbleibenden beiden Untereinheiten der Frameworkregion eine
Substituierung einzelner Aminosauren statt, um den Anteil an murinen Sequenzen wei-
ter zu reduzieren. Die Durchfiihrung des IL-3-Aktivitatsassays fuhrte zur Identifizierung
von Variante 9 als beste Variante. Diese Variante wurde, ebenso wie P8C11-Chim, in
einer aufgereinigten Variante ohne Bestandteile der produzierenden Zellkultur produ-
ziert. Als abschlieRender Test wurden sowohl Variante 9 als auch P8C11-Chim jeweils
in ihren gereinigten und ungereinigten Varianten hinsichtlich ihrer inhibitorischen Akti-
vitat getestet. Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, sodass

Variante 9 fur die Charakterisierung ausgewahlt worden ist.
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4.4 Charakterisierung der humanisierten Variante 9 (V9)

4.4.1 Stabilitatscharakterisierung

Samtliche Uberpriifungen der noch vorhandenen Funktionalitdt und somit inhibitori-
schen Aktivitat von V9 wurden mit Hilfe des IL-3-Aktivitatsassays durchgefuhrt (siehe
4.1.2). Aus den erhaltenen Werten wurden mittels Regressionsgerade die IC50-Werte
bestimmt und zusatzlich bezogen auf die Referenzprobe als Vielfaches der Referenz
angegeben. Die Uberpriifung des Monomergehalts bzw. etwaiger Aggregatbildung er-
folgte mit Hilfe von SEC (siehe 4.1.8). Die Messung der Proben erfolgte immer gegen
eine Referenzprobe, welche bei -20 °C gelagert wurde.

Langzeitstabilitat

Zur Uberpriifung der Langzeitstabilitat wurden Aliquots von V9 (7,6 mg/ml) entweder
bei RT oder bei 4 °C gelagert. Zum Ausschluss des Einflusses von Lichtintensitat er-
folgte diese Lagerung im Dunklen. Die Proben wurden fur 1, 2, und 6 Monate gelagert.

Kurzfristige Temperaturstabilitat

Zur Uberprifung der kurzfristigen Temperaturstabilitit wurden Proben von V9
(7,6 mg/ml) fur 3 h auf 45 °C, 55 °C, 65 °C oder 75 °C erhitzt und anschliel3end wieder
abgekdihlt.

Isothermale Langzeitstabilitat

Eine Probe von V9 (7,6 mg/ml) wurde fur 100 h bei 55 °C im VP-DSC gelagert. Zu-
satzlich erfolgte hier die Analyse mit Hilfe der VP-DSC. Die Durchfihrung der isother-
malen Messung geschah gemaR 4.4.3 mit folgenden Anderungen: Sdmtliche Durch-
laufe fanden ohne Aufheizrate, sondern bei einer konstanten Temperatur von 55 °C
statt. Ein Durchlauf dauerte 3 h. Bevor der nachste Durchlauf gestartet wurde, folgte
eine 10 min Ruhephase (insgesamt 31 Durchlaufe). Wahrend der Ruhephase betrug

die Temperatur ebenfalls 55 °C. Es erfolgte kein Kurvenfitting.
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Stabilitat bei wiederholtem Einfrier- und Auftauvorgangen (,,Freeze-Thaw-
Cycle“, FTC)

Die Proben durchliefen 1, 2, 5 oder 10 FTC. Alle Proben wurden bei -20 °C eingefroren
und in der entsprechenden Anzahl bei RT aufgetaut und anschlief3end bei -20 °C wie-
der vollstandig eingefroren. Alle Proben wurden mit einer Konzentration von 7,6 mg/ml

verwendet.

pH-Stabilitat

Die Stabilitat bei den pH-Werten 2, 3, 4, 5, 6 wurde Uberpruft. Alle Proben wurden mit
Salzsaure (HCI) auf den gewunschten pH-Wert eingestellt und anschlielRend fur 2 h
bei RT ruhen gelassen. Danach wurden die Proben mit Natriumhydroxid (NaOH) wie-
der auf einen neutralen pH-Wert eingestellt. Die Einstellung wurde folgendermaf3en

durchgefuhrt:

pH 4-6:

Verdinnung von V9 (7,6 mg/ml) mit H20 auf 1,52 mg/ml mit einem Gesamtvolumen
von 4 ml. Einstellen mit 0,2 M HCI

pH 6: + 25 pl-> 1,3 ml des Volumens entnommen

pH 5: + 4,0 pl-> 1,3 ml des Volumens enthnommen

pH 4: + 5,0 pl

Neutralisation mit 0,2 M NaOH auf pH 7
pH 6: 7,0 ul

pH 5: 9,0 ul

pH 4: 11,0 ul

- Angenommene Endkonzentration: 1,52 mg/ml

pH 2 und 3:
Verdinnung von V9 (7,6 mg/ml) mit H20 auf 1,52 mg/ml mit einem Gesamtvolumen

von 4 ml.

pH 3: + 108 pl 0,2 M HCI -> pH: 3,08 -> 2 ml des Volumens enthommen
pH 2: + 220 pl 0,2 M HCI -> pH: 2,04
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Neutralisation auf pH 7:

pH 3: + 10 pl 10 M NaOH + 40 pl 0,2 M HCI
pH 2: + 6 ul 10 M NaOH + 14 ul 0,2 M HCI

- Endkonzentration pH 2: 1322,99 ug/ml
- Endkonzentration pH 3: 1443,9 pg/ml

Plasma/Serumsstabilitat
Die Proben von V9 wurden fur 24 h, 48 h, 8 Tage (8 d) oder 28 Tage (28 d) in Heparin-
Plasma, EDTA-Plasma, Serum oder PBS bei 37 °C im Brutschrank gelagert (verdinnt

auf 500 pg/ml) und anschlie3end eingefroren.

4.4.2 Affinitatsbestimmung

Die Affinitatsbestimmung von V9 erfolgte durch SPR mit Hilfe der Biacore X100 (GE
Healthcare). Als Referenz wurde ebenfalls der chimare Antikorper P8C11-Chim mittels
SPR vermessen. Die Messungen erfolgten jeweils separat.

Durchgefiuhrt wurden die Versuche mit dem Sensorchip Protein A, bei welchem bereits
rekombinantes Protein A kovalent an die Dextranmatrix gebunden ist. An das Protein
A konnen die Antikorper gebunden werden. Der verwendete Laufpuffer bestand aus
entgastem PBS mit 0,05 % Tween 20. Um das PBS zu entgasen, wurde es in eine 1 |
Schottflasche umgeflllt und in einem Vakuumexsikkator Uber eine Vakuumpumpe fur
30 min entgast. Die Entgasung erfolgte unter standigem Ruhren auf einem Magnetruh-
rer und mit einem Ruhrfisch. AnschlieRend musste Tween 20 hinzugegeben werden.
Samtliche Verdiinnungen der Proben (IL-3 und Antikorper) erfolgten ebenfalls im Lauf-
puffer. Die Antikdrperkonzentration betrug 1,5 ug/ml und die eingesetzten IL-3-Kon-
zentrationen sind Tabelle 13 zu entnehmen.

Die Messungen der Affinitat erfolgten nach der ,Multi-Cycle“-Methode. Bei dieser Me-
thode wurde der Antikérper an den Chip gebunden und mit einer Konzentration seines
Targets Uberstromt. Nach Aufnahme der Kurven, musste der Chip regeneriert werden.
Hierbei wurden der Antikorper und sein Target komplett vom Chip entfernt, bevor der
nachste Zyklus mit identischer AntikOrperkonzentration, aber wechselnder Targetkon-

zentration starten konnte. In Tabelle 13 sind die verschiedenen Zyklen aufgelistet:
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Tabelle 13: Durchgefiihrte Zyklen zur Affinitatsbestimmung

Zyklus IL-3-Konzentration (pg/ml)
1 (Startup-Zyklus) 0

2 (Startup-Zyklus) 0

3 0

4 0,001
5 0

6 0,01
7 0

8 0,025
9 0

10 0,05
11 0

12 0,066
13 0

14 0,08
15 0

16 0,12
17 0

18 0,15
19 0

20 0,25
21 0

22 0,08

Alle Proben wurden in 2 ml Reaktionsgefalden entsprechend ihrer angegebenen Kon-
zentration mit Laufpuffer angesetzt und im Rack des Biacore platziert. Die Software
des Biacore gab die Position der Reaktionsgefal’e vor und gab auch das Mindestvo-
lumen der einzelnen Proben an. Alle Reaktionsgefalle mussten mit Kunststoffkappen
verschlossen werden, um eine Verdunstung wahrend des Versuches zu verhindern.

Die Nadel des Biacore war jedoch in der Lage durch die Kappen zu stechen. Nach
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Starten des Experiments durchlief das Biacore selbststandig alle Zyklen nach einem
ihm vorgegebenen Programm.
Zunachst erfolgte das ,Primen“ des Systems mit Laufpuffer. AnschlieRend wurden die
22 Zyklen bearbeitet. Die ersten beiden Zyklen (Start-Up-Zyklus) dienten dazu, etwa-
ige noch vorhandene Storfaktoren zu entfernen. Jeder Zyklus folgte vier identischen
Phasen, die wie folgt abliefen:

Capture: In der Capturephase fand die Immobilisierung der Antikérper auf dem Chip
statt. Hierzu wurde der Antikdrper mit einer konstanten Flussrate von 5 pl/min flir 45 s
lediglich Uber Flusszelle 2 (Messzelle) gestromt, gefolgt von einer Stabilisierungs-

phase von 300 s.

Sample: In der Samplephase wurde das IL-3 mit einer Flussrate von 15 pl/min fur
360 s uber beiden Flusszellen (Messzelle und Referenzzelle) gestromt. Im Anschluss

musste eine Dissoziationszeit von 600 s abgewartet werden.

Die anschlieliende erforderliche Regeneration des Chips erfolgte in zwei Schritten.

Regeneration: Zuerst wurde 10 mM Gly-HCI pH 1,5 uUber beide Flusszellen fur 30 s
mit einer Flussrate von 30 ul/min appliziert und es erfolgte ein Waschschritt mit Lauf-
puffer. Im Anschluss wurde 10x PBS pH 7,4 flr 60 s mit einer Flussrate von 40 ul/min

Uber beide Flusszellen gestromt. Erneut erfolgte ein Waschschritt mit Laufpuffer.

Nach Durchlauf der vier Schritte startete der nachste Zyklus nach demselben Pro-
gramm. Die Auswertung der Versuche wurde mit der Biacore X100 Evaluierungssoft-
ware 2.0.1 durchgeflihrt. Das Affinitatsfitting wurde nach dem Modell ,Steady-state-af-
finity* und das Kinetikfitting nach dem Modell ,,7:7-binding* durchgefiihrt.
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4.4.3 Schmelzpunktbestimmung mittels VP-DSC

FUr die Schmelzpunktbestimmung von V9 wurde die Methode der dynamischen Diffe-
renzkalorimetrie (DSC) verwendet. Die verwendeten Gerate waren das ,Microcal VP-
DSC* der Firma Malvern und zur Entgasung der Proben die ,Microcal Thermovac* der
Firma Malvern. Die Entgasung fand unter Rahren mit einem Magnetrihrfisch und unter
Anlegen eines Vakuums statt.

Nach Inbetriebnahme der ,Microcal-VP-DSC* wurde zunachst eine Messung von Was-
ser gegen Wasser durchgefuhrt, um etwaige Verunreinigungen ausschliel3en zu kon-
nen. Hierfur mussten sowohl die Messzelle als auch die Referenzzelle mit entgastem
Wasser beflllt werden. Zur Befullung der Zellen wurde eine gasdichte 2,5 ml Hamil-
ton-Spritze mit langer Kanulle verwendet. Nach Beflllung der Spritze wurde diese in
die Messzelle eingefuhrt und die Spitze moglichst 1-2 mm Uber dem Boden der Zelle
platziert. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Zelle langsam, ohne die
Spritze zu bewegen, befiillt wurde. Der Austritt von Fliissigkeit an der oberen Offnung
zeigte die vollstandige Beflllung an. Das Volumen einer Messzelle betrug 511 pl. Um
noch etwaig enthaltene Luftblasen zu entfernen, wurden mehrere kurze Auffull- und
Entleervorgange (~ 0,25 ml) mit der Spritze durchgefuhrt. AbschlieRend musste der
Druck durch das VerschlieRen der Messzellen mit dem Schraubverschluss aufgebaut
werden.

Der Messvorgang wurde im Temperaturbereich von 25 — 130 °C und mit einer Auf-
heizrate von 1 °C pro Minute durchgefuhrt. Nach erfolgreichem ,Wasserlauf* musste
als nachstes ein Lauf mit dem Antikdrperpuffer gestartet werden. Dieser Puffer besteht
aus PBS mit 100 mM L-Arginin.

Beide Messzellen wurden, wie oben beschrieben, mit Puffer beflllt. Anschliel3end
fuhrte man mehrere Durchlaufe gemaf den Parametern des ,Wasserlaufes® durch (er-
hitzen auf 130 °C und anschliel3end abkuhlen auf 25 °C und dann erneut). Nach Sta-
bilisierung der Signale konnte einer der Laufe als Baselinelauf verwendet werden.
Die Messung des Antikorpers fand mit Hilfe der ,,on-the-fly“filling-procedure statt. Hier-
bei musste die Messzelle, welche die Probe enthalten sollte, wahrend des Abkuhlvor-
gangs entleert und mit dem Antikdrper beflllt werden. Die Antikérperkonzentration be-
trug 7,6 mg/ml. AnschlieRend wurden beide Messzellen wieder verschlossen und wah-

rend des nachsten Aufheizzyklus wurde der Antikorper vermessen.
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Nach erfolgter Messung fand die Schmelzpunktbestimmung mit Hilfe von Origin 7 statt.
Zuerst wurde die erhaltene Schmelzkurve auf die Konzentration normiert, anschlie-
Rend erfolgte die Subtraktion der gemessenen Baseline (Puffer/Puffer-Lauf). Abschlie-
Rend erfolgte das Kurvenfitting. Es wurde ein ,kubic fit* mit 3 Maxima durchgefihrt.
Basierend auf diesem Fitting erfolgte die Bestimmung der drei Schmelzpunkte Tm1,
Tm2, Tm3.

4.4.4 Epitopmapping

Zur Bestimmung des genauen Epitops von V9 wurde, basierend auf den Ergebnissen
von P8C11, ein Epitopmapping mittels ELISA durchgeflhrt. Zum Einsatz kamen Pep-
tide, welche verschiedene Abschnitte der Aminosauresequenz von IL-3 abdeckten. In
Abbildung 9 ist die komplette Aminosauresequenz des humanen IL-3 dargestellt, wel-
che 152 Aminosauren umfasst. Die Aminosauren 1-19 stellen die Sequenz des Sig-
nalpeptids dar und wurden fir die Zahlweise nicht berlcksichtigt, sodass lediglich die
gelb unterlegten Aminosauren gezahlt wurden. Somit beginnt die Zahlung bei Amino-
saure 20, welche fur den Versuch die Aminosaure 1 darstellt. Wahrend des Epitop-

mappings wurden folgende Peptide getestet:

IL-3 26-48: HLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL
IL-3 28-48: KQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL

IL-3 30-48: PPLPLLDFNNLNGEDQDIL

IL-3 22-42: EITHLKQPPLPLLDFNNLNG

IL-3 22-44: EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGED

IL-3 22-46: EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGEDQD
IL-3 22-48: EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL

10 20 30 40 S0
MSRLPVLLLL QLLVRPGLQA PMTQTTSLKT SWVNCSNMID EIITHLKQPP

60 70 80 90 100
LPLLDFNSLN GEDQDILMEN NLRRPNLEAF NRAVKSLONA SATESILKNL
110 120 130 140 150

LPCLPLATAA PTRHPIHIKD GDWNEFRRKL TFYLKTLENA QAQOTTLSLA

15 g

Abbildung 9: Aminosauresequenz des humanen IL-3
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Getestet wurden neben dem murinen Ausgangsantikorper P8C11 und dem humani-
sierten Antikdrper V9 auch drei weitere IL-3-Antikorper. Zwei ,mouse-anti-human*1L-3
Antikorper von R&D (Klone 4806 und 4815) und der rat-anti-human 1L-3 AntikOrper
BVD8-3G11 von Biolegend. Zuletzt 1 % BSA/PBS als Negativkontrolle.

Das ,Coating” der Peptide und PBS als Negativkontrolle fand in PBS bei RT und Uber
Nacht statt. Die Konzentration betrug 10 pg/ml (60 pl/Well). Am nachsten Tag wurden
die Platten zunachst dreimal mit 300 ul/Well Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS)
gewaschen (nach letztem Waschritt vollstandige Entleerung der Wells durch Invertie-
rung der Platte - samtliche weitere Waschschritte fanden in identischer Weise statt)
und fur 2 h bei RT mit 1 % BSA/PBS (200 pl/Well) geblockt.

Es folgte ein erneuter Waschritt. Die Konzentration aller IL-3-Antikdrper betrug
10 pg/ml (in 1 % BSA/PBS). Jeder der Antikorper wurde als Doppelwert auf alle
Coatings gegeben und mit 60 pl/Well fir 1 h bei RT inkubiert. Als Kontrolle und zur
Ermittlung des Blankwertes diente 1 % BSA/PBS.

Nicht gebundene Antikérper wurden anschlielend mit einem erneuten Waschschritt
entfernt und gebundene Antikdrper mit sekundaren Antikorpern detektiert. Als sekun-
dare Antikorper wurden ein ,polyclonal rabbit anti-mouse” 1g-HRP (Dako P0260) mit
einer Verdinnung von 1:2000 fur die murinen/rat Antikdrper und ein ,HRP-conjugated
AffinePure fragment goat anti-human 1gG (Jackson Immuno Research) mit einer Ver-
dinnung von 1:5000 fur V9 verwendet. Die Verdinnung erfolgte mit 1 % BSA/PBS und
die Inkubationsdauer betrug 1 h bei RT mit 60 pl/Well.

Abschlieffend wurde erneut gewaschen und 100 pl 2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-
6-sulfonsaure (ABTS) pro Well zugegeben. Das Ablesen der Absorption erfolgte nach
30-40 min am Tecan ,infinite 200pro“ bei einer Wellenlange von 405 nm (Referenz-

wellenlange 490 nm).
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4.4.5 Bindungsspezifitat des humanisierten Antikorpers

Zur Uberpriifung der Bindungsspezifitdt und keiner vorliegenden Kreuzreaktivitat von
V9 wurde ein ELISA durchgeflhrt.

Die ELISA-Platte wurde Uber Nacht mit humanem-IL-3, rhesus-IL3, GM-CSF, IL-5 oder
PBS mit einer Konzentration von 1 pg/ml und 60 ul/Well gecoatet. Am nachsten Tage
wurde die Platte zunachst dreimal mit 300 pl/Well Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in
PBS) gewaschen (nach letztem Waschritt vollstandige Entleerung der Wells durch In-
vertieren und Ausklopfen der Platte - samtliche weitere Waschschritte fanden in iden-
tischer Weise statt) und anschlieRend mit 200 ul 2 % BSA/PBS pro Well fur 2 h bei RT
geblockt. Es folgte ein erneuter Waschschritt. Als nachstes konnten die Proben von
V9, P8C11-Chim und dem Antikoérper-Puffer aufgegeben werden. Die Verdlinnung der
Proben fand in 2 % BSA/PBS statt. Inre Konzentration betrug jeweils 30 pg/ml und
3 ug/ml. Im Falle des Puffers wurde die Hochstmenge des verwendeten Puffers, ba-
sierend auf der geringsten Verdinnung der eingesetzten Antikérper, verwendet
(P8C11-Chim wurde weniger stark verdunnt, daher wurde diese Menge als Hochst-
menge beim Puffer verwendet). Jede der Proben wurde in Doppelwerten auf jedes
Coating gegeben und zusatzlich auf jedes Coating ein Doppelwert von 2 % BSA/PBS
zur Ermittlung des Backgrounds. Das eingesetzte Volumen betrug 60 ul/Well und die
Inkubation 1 h bei RT.

Im Anschluss musste die Platte erneut gewaschen werden. Als sekundarer Antikorper
wurde ein HRP-conjugated-AffinePure Fragment goat anti-human 1gG verwendet
(Jackson Immuno Research), welcher mit einer Verdinnung von 1:5000 (in 2 %
BSA/PBS) eingesetzt worden ist. Erneut betrug die Inkubationszeit 1 h bei RT und
einem eingesetzten Volumen von 60 ul/Well. AbschlielRend musste erneut gewaschen
und in jedes Well 100 pl ABTS zugegeben werden. Nach ca. 15 min konnte die Ab-
sorption am Mikroplattenreader bei 405 nm abgelesen werden (Referenzwellenlange
490 nm).
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4.4.6 Bestimmung der Wachstumshemmung von IL-3 abhangigen TF1-

Zellen

Bei der TF-1-Zelllinie handelt es sich um eine Zelllinie, die aus einem Patienten ge-
wonnen wurde, welcher an einer Erythroleukamie litt. Die Besonderheit der Zelllinie ist
ihre komplette Wachstumsabhangigkeit von IL-3 und/oder GM-CSF. Hierdurch ist es
maoglich die inhibitorische Aktivitat des IL-3-Antikorpers in Korrelation zum TF-1-Zell-

wachstum zu setzen [114].

Auftauen der TF-1-Zelllinie

Die TF-1-Zellen lagerten bei -190 °C im Stickstofftank. Um sie aufzutauen und fur die
Zellkultivierung nutzen zu konnen, wurden sie im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut
und umgehend unter der Sterilbank in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen mit 20 ml RPMI
1640 mit 10 % FCS uberfuhrt. AnschlieRend folgte eine Zentrifugation bei 1800 rpm
fir 6 min. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 20 ml Medium resuspen-
diert und nach demselben Schema erneut gewaschen. Erneut konnte der Uberstand
abgesaugt und die Zellen anschlief’end in 1 ml Medium resuspendiert werden. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte gemal 4.1.1. Die Zellen wurden mit einer Zelldichte
von 5x10° Zellen/ml in einer 75 cm? Zellkulturflasche in 20 ml Kulturmedium eingesat
(RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Pen/Strep + Glutamin (1:100) + 5 ng/ml hIL-3) und im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert.

Kulturbedingungen der TF-1-Zelllinie

Nach dem Einsaen der Zellen mussten diese zunachst zwei Wochen lang kultiviert
werden, bevor sie in Versuchen eingesetzt werden konnten. Alle 3-4 Tage mussten
die Zellen gesplittet und neues Medium zugesetzt werden (Das Kulturmedium wurde
immer frisch angesetzt). Je nach Zelldichte und erkennbarem Mediumsverbrauch wur-
den die Zellen im Splitverhaltnis 1:3 — 1:8 auf neue 75 cm? Zellkulturflaschen aufge-
splittet. Hierfur wurden die Zellen zunachst samt Medium in ein 50 ml Zentrifugenrohr-
chen Uberfiihrt und fir 6 min bei 1800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abge-
saugt und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert. Anschlielend erfolgten die Zell-
zahlbestimmung mittels Trypanblau und ein geeignetes Splitverhaltnis in 25 ml fri-

schem Kulturmedium.
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Bestimmung der Wachstumshemmung mittels MTT-Assay

Mit Hilfe des MTT-Assays ist die Bestimmung der metabolischen Aktivitat von Zellen
und somit auch ihrer Viabilitat moglich. Der gelbe, wasserlosliche Farbstoff MTT [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium wird zum wasserunléslichen, violet-
ten Formazan umgewandelt. Dies geschieht durch mitochondriale Dehydrogenasen.
Mit Hilfe eines ELISA-Readers kann anschlie3end die optische Dichte (OD) abgelesen
werden [115].

Am Vortag des Ansatzes mussten die TF-1-Zellen im Verhaltnis 1:2 gesplittet und mit
25 ml frischem Kulturmedium angesetzt werden. Am nachsten Tag wurden die Zellen
in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und bei 1600 rpm flr 5 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen weitere zweimal gewaschen. Dazu
wurden sie in 20 ml RPMI 1640 Medium resuspendiert und bei 1600 rpm fur 5 min
zentrifugiert. Anschliellend wurden die Zellen in 1 ml RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 %
Pen/Strep + Glutamin (1:100) resuspendiert und mit Hilfe von Trypanblau und der Neu-
bauerzahlkammer die Zellzahl bestimmt (gemaf 4.1.1). Anschliel3end erfolgte mit die-
sem Medium die Einstellung einer Zellkonzentration von 1x10° Zellen/ml.

Pro Well einer 96-Well-Platte wurden 100 pl der Zellsuspension ausgesat (entspricht
10.000 Zellen/Well). Des Weiteren wurde RPMI 1640 Medium (+ 10 % FCS + 1 %
Pen/Strep + Glutamin (1:100)) angesetzt mit hIL-3 10 ng/ml. Mit diesem Medium wurde
jeweils eine Verdunnungsreihe der Antikdrper P8C11-Chim und V9 angesetzt, begin-
nend mit 60 pug/ml und den Verdinnungsschritten 1:3 bis zur niedrigsten Verdinnung
1:2187, sodass die IL-3-Konzentration, bei abnehmender Antikdrperkonzentration,
konstant bei 10 ng/ml blieb. Die Proben aus hIL-3 und Antikdrpern mussten fir 60 min
bei 37 °C im Brutschrank prainkubiert werden. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von
je 100 ul der Proben (Dreifachwerte) zu je 100 ul der vorgelegten Zellsuspension auf
der 96-Well-Platte. Die Endkonzentrationen betrugen somit 5 ng/ml fur IL-3 und maxi-
mal 30 ug/ml fur die Antikorper. Als Positivkontrolle diente IL-3 ohne Antikdrper und
als Negativkontrolle Medium ohne IL-3.

Die Inkubationsdauer der Platte betrug 5 Tage bei 37 °C im Brutschrank. Nach 5 Ta-
gen wurden pro Well 100 yl Medium abgenommen, ohne dabei Zellen abzunehmen.
Anschlielend wurden 10 pyl MTT Solution hinzugegeben und die Platte fir weitere 4 h
bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert. Abschliel3end gab man pro Well 100 yl MTT Solvent
hinzu. Eine erneute Inkubation der Platte Uber Nacht und bei RT im Dunkeln schloss
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sich an. Am nachsten Tag erfolgte die Bestimmung der OD am Mikroplattenreader bei

570 nm und einer Referenzwellenlange von 690 nm.

4.4.7 Blockade der Bindung von IL-3 an CD123 auf PBMCs

Es wurde das ,Fluorokine biotinylated human IL-3“-Kit von R&D Systems verwendet,
um die erfolgreiche Blockade der Bindung von IL-3 an CD123 durch V9/P8C11-Chim
zu quantifizieren. Dieses Kit stellte ein biotinyliertes humanes IL-3, Avidin- konjugiertes
FITC, eine negative Kontrolle sowie den erforderlichen Waschpuffer zur Verfigung.
Die Konzentration der Antikdrper V9/P8C11-Chim betrug 100 ug/ml in 10 uyl 1%
BSA/PBS. Von beiden musste eine Verdunnungsreihe in 1 % BSA/PBS in 1:3 Schrit-
ten mit der grofdten Verdunnung von 1:27 hergestellt werden. Zusatzlich wurde der
Puffer, in welchem sich die Antikorper befanden (AK-Puffer), in der héchsten einge-
setzten Menge verwendet und nach demselben Schema eine Verdunnungsreihe an-
gefertigt (Einfachwerte).

Je 10 ul der Proben wurden in einem FACS-Polystyrolrohrchen vorgelegt und je 10 pl
des biotinyliertem IL-3 (1 pg/ml) hinzugegeben. Als Positivkontrolle dienten 10 pl 1 %
BSA/PBS + 10 ul biotinyliertes IL-3 (Dreifachwert), als Negativkontrolle 10 ul der Ne-
gativkontroll-Reagenz + 10 ul 1 % BSA/PBS (Doppelwert). Es folgte eine Prainkuba-
tion von 30 min auf Eis und im Dunkeln. Nach Zugabe von je 60 yl EDTA-Blut ergaben
sich die Endkonzentrationen von 0,125 pg/ml (IL-3) und 12,5 pg/ml (Antikorper). Die
folgende Inkubation der Proben fand flr 1 h auf Eis und im Dunkeln statt.

Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von je 20 pl Avidin-FITC, 3,33 pl CD123
PE-Cy 5.5 (1:30), sowie 1 yl CD203c PE (1:100) pro Probe und eine erneute Inkuba-
tion von 30 min im Dunkeln auf Eis.

Anschlielend wurden die Proben zweimal mit 2 ml des im Kit inkludierten Waschpuf-
fers gewaschen (zentrifugieren bei 1600 rpm, 6 min, 4 °C, Uberstand absaugen) und
die Erythrozyten durch Zugabe von 1 ml FACS-Lysing-Solution lysiert. Die Inkubati-
onszeit der Lysing-Solution betrug 10 min im Dunklen bei RT. AbschlielRend wurden
die Proben mit 3 ml PBS gewaschen und bei 1600 rpm und 4 °C flr 6 min zentrifugiert.
Die Analyse der Proben erfolgte mittels des BD FACS Canto Il fur 60 s auf dem Mess-
modus ,high®.



Methoden 66

4.4.8 Unspezifische Wirkung von V9 auf Blutleukozyten

Mit Hilfe von FACS-Analysen und ELISA wurden unspezifische Wirkungen von V9 auf
Blutleukozyten untersucht. Zum einen wurde die direkte Bindung von ungebundenem
V9 analysiert zum anderen Regulation von Oberflachenmarkern. Au3erdem wurde die
Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen analysiert. Verglichen wurde je-

weils mit einer humanen IgG1 Isotyp-Kontrolle.

Unspezifische Bindung von nicht IL-3 gebundenem V9

Die Konzentration der Antikorper V9 und 1gG1 Isotyp-Kontrolle betrug 200 pg/ml in
RPMI 1640. Von beiden musste eine Verdunnungsreihe in RPMI 1640 in 1:5 Schritten
hergestellt werden (gréfdte Verdiinnung von 1:625). Zudem wurde fur beide Antikdrper
eine separate Negativkontrolle hergestellt. In FACS-Polystyrolréhrchen wurden 50 pl
Heparin-Blut vorgelegt und anschlief3end mit je 50 pl AntikOrperansatz versetzt (Dop-
pelwerte). Die resultierende hochste Konzentration betrug somit 100 pg/ml. Die Inku-
bation der Proben erfolgte fur 1 h auf Eis. AnschlieRend wurde mit 3 ml NaCl (0,9 %)
gewaschen und bei 1800 rpm und 4 °C fiir 6 min zentrifugiert. Der Uberstand konnte
abgesaugt und verworfen werden. Es folgte eine zweimalige Wiederholung des
Waschschrittes. AnschlieRend konnten der Detektionsantikorper PE-F(ab)2
goat-anti-human IgG in einer Verdinnung 1:400 zugegeben werden. Die Inkubations-
dauer betrug 30 min auf Eis. AnschlieRend wurde erneut dreimal mit 3 ml NaCl (0,9 %),
wie obenstehend beschrieben, gewaschen und der Uberstand verworfen. Zuletzt
mussten die Proben mit 10 % Mausserum geblockt (10 min, auf Eis) und ohne folgen-
den Waschschritt gemall 4.1.6 mit folgenden Antikérpern gefarbt werden: CD19
APC-Cy7 (1:100), CD8 PE-Cy7 (1:40), CD4 V500 (1:40), CD123 PE-Cy5 (1:40),
CD304 APC (1:40), CD116 FITC (1:40), CD16 PacificBlue (1:150).

Rezeptorregulation und Einfluss auf Proliferation durch V9

Zur Untersuchung einer moglichen Rezeptorregulation auf Blutleukozyten durch V9
wurde eine FACS-Analyse durchgefuhrt. Es wurde ebenfalls ein Einfluss auf die Zell-
zahl einzelner Population untersucht.

Pro Probe wurden 50 pl Heparinblut in FACS-Polystyrolrohrchen vorgelegt und mit
100 yl RPMI 1640 Medium versetzt. Proben nur mit Medium dienten als Kontrolle, zu-

dem wurden Proben mit einer Endkonzentration von V9 mit 1 pg/ml oder 10 pg/mi
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angesetzt (je 4x Werte). Die Inkubation der Proben erfolgte zugedeckt fur 24 h bei
37 °C im Brutschrank.

Nach der Inkubation konnte der Uberstand abgenommen und mit diesem ELISA durch-
gefuhrt werden (siehe Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine). Die Analyse
der Proben mittels FACS erfolgte gemal} 4.1.6.

Verwendete Antikdrper: HLA-DR FITC (1:100), CD123 PE-Cy 5.5(1:40), CD203c PE
(1:100), CD304 APC (1:40), CD3 APC-Cy7 (1:40), CD11b PE-Cy7 (1:100), CD16 Pa-
cificBlue (1:150), CD14 V500 (1:100).

Ausschittung proinflammatorischer Zytokine

Eine mdgliche Produktion und Ausschittung proinflammatorischer Zytokine aufgrund
einer Inkubation mit V9 wurde mittels ELISA Uberpruft.

Untersucht wurden die Zytokine IFN-y, TNF-a und IL-6. Die Durchfihrung erfolgte ge-
man 4.1.3.

4.5 Herstellung und Charakterisierung von anti-idiotypischen

Antikorpern von V9

Zur Detektion des humanisierten Antikorpers V9 aus humanem Blut bzw. Plasma wur-
den anti-idiotypische Antikorper generiert. Diese wurden hinsichtlich ihrer Bindungsei-
genschaften (blockierend, nichtblockierend) und Wirkung auf Blutleukozyten getestet.
Uberpriift wurden die Antikdrper 3F9 und 5F11.

4.5.1 Herstellung der anti-idiotypischen Antikorper

Die Herstellung der anti-idiotypischen Antikdrper erfolgte innerhalb der AG Mack in
BALB/c-Mausen gegen V9.

4.5.2 Bindung der anti-idiotypischen-Antikorper

Eigenschaft der Bindung an V9 — Versuch 1

Mittels ELISA wurde untersucht, ob es sich bei den beiden Antikdrpern um blockie-
rende oder nichtblockierende Antikorper fur V9 handelt.

Hierfar wurde eine 96-Well-Platte Uber Nacht bei RT mit 2 ug/ml IL-3 in PBS gecoatet
(55 ul/Well). Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit 300 pl/Well Waschpuffer
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(0,05 % Tween 20 in PBS) gewaschen (nach letztem Waschritt vollstandige Entlee-
rung der Wells durch Invertierung der Platte - samtliche weitere Waschschritte fanden
in identischer Weise statt) und anschlieend mit 2 % BSA/PBS fiur 2 h bei RT geblockt
(200 pi/well).

Fir die Proben wurden 2 % BSA/PBS oder V9 mit 0,111; 0,333 oder 1 ug/ml jeweils
mit 2 % BSA/PBS, 3F9 bzw. 5F11 (je 10 pg/ml) in 2 % BSA/PBS angesetzt und fir 1 h
bei RT prainkubiert.

Nach abgeschlossenem Blocken der Platten musste die Platte erneut gewaschen wer-
den. Es folgte die Zugabe der Proben mit 55 pl/Well auf beide Halften der Platte und
eine Inkubation fur 2 h bei RT (Doppelwerte). Nach der Inkubation schloss sich ein
weiterer Waschschritt an. Die eine Halfte der Platte wurde mit dem Detektionsantikor-
per goat-anti-human-lgG-HRP (1:5000 in 2 % BSA/PBS) und die andere Halfte mit
dem Detektionsantikdrper rabbit-anti-mouse P0260 (1:2000 in 2 % BSA/PBS) fur 1 h
bei RT versetzt (55 ul/Well). Abschlieend musste erneut gewaschen und pro Well
100 pl ABTS fir 20 min aufgegeben werden. Die Messung der Absorption erfolgte am
Tecan-Mikroplattenreader bei einer Wellenlange von 405 nm und einer Referenzwel-

lenlange von 490 nm.

Eigenschaft der Bindung an V9 — Versuch 2

Es wurden zwei 96-Well-Platten Uber Nacht bei RT mit 2 ug/ml IL-3 in PBS gecoatet
(55 pl/Well). Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit 300 ul/Well Waschpuffer
(0,05 % Tween 20 in PBS) gewaschen (nach letztem Waschritt vollstandige Entlee-
rung der Wells durch Invertierung der Platte - samtliche weitere Waschschritte fanden
in identischer Weise statt) und anschlielRend mit 2 % BSA in PBS fur 1 h bei RT ge-
blockt (200 pl/Well). Fur die Proben wurde 2 % BSA/PBS oder V9 mit 0,111; 0,333
oder 1 uyg/mlin 2 % BSA/PBS angesetzt.

Nach abgeschlossenem Blocken der Platten musste erneut gewaschen werden. Es
folgte die Zugabe der Proben mit 55 ul/Well auf beide Platten und eine Inkubation flr

1 h bei RT (Doppelwerte). Nach der Inkubation wurde die Platte erneut gewaschen.
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Platte A:

Auf alle Proben wurde 2 % BSA/PBS oder 3F9 (10 ug/ml) oder 5F11 (10 pg/ml) auf-
gegeben und fur 1 h bei RT inkubiert (55 pl/Well). Es folgte ein Waschschritt und die
Zugabe des Detektionsantikorpers rabbit-anti-mouse P0260 (1:2000 in 2 % BSA/PBS)
in alle Wells mit 55 pl/Well. Die Inkubationsdauer betrug 1 h bei RT. Abschliel3end
erfolgte erneut ein Waschschritt und die Zugabe von 100 yl ABTS/Well fir 20 min. Die
Messung der Absorption erfolgte am Tecan-Mikroplattenreader bei einer Wellenlange

von 405 nm und einer Referenzwellenlange von 490 nm.

Platte B:

In alle Wells wurde der Detektionsantikdrper goat-anti-human IgG1-HRP (1:5000 in
2 % BSA/PBS) mit 55 pl/Well gegeben und fur 1 h bei RT inkubiert. Abschlie3end
erfolgte erneut ein Waschschritt und die Zugabe von 100 yl ABTS/Well fir 20 min. Die
Messung der Absorption erfolgte am Tecan-Mikroplattenreader bei einer Wellenlange

von 405 nm und einer Referenzwellenlange von 490 nm.

4.5.3 IL-3-Effekte der anti-idiotypischen-Antikdrper

Mit Hilfe des Antikorper IL-3-Assays wurde Uberpruft ob die anti-idiotypischen Antikor-
per IL-3-Effekte besitzen und auf Blutleukozyten wirken.

Der Versuch wurde, wie in 4.1.2 beschrieben, mit folgenden Anderungen durchgefihrt:
Es wurde Medium ohne IL-3 verwendet und es erfolgte somit keine Prainkubation der
Antikorper (3F9 und 5F11), sondern eine direkte Inkubation von 20 pl AK-Ansatz mit
EDTA-Blut.

4.5.4 Antikorper IL-3-Assay der anti-idiotypischen-Antikorper

Der Versuch wurde, wie in 4.1.2 beschrieben, mit folgenden Anderungen durchgefiihrt:
Es war ein zusatzlicher Prainkubationsschritt fir 1 h bei RT notwendig mit folgenden
Ansatzen: V9 mit 0; 2 oder 8 ug/ml mit 3F9 oder 5F11 oder RPMI 1640 + 10 % FCS in
RPMI 1640 + 10 % FCS. Die Konzentrationen von 3F9 und 5F11 betrugen 80 ug/ml
mit 1:4 Verdunnungen bis hin zu 1/1024. Nach der 1-stundigen Prainkubation wurden
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die Ansatze 1:1 mit IL-3 0,8 ng/ml in RPMI 1640 + 10 % FCS versetzt und je 20 pl in
FACS-Polystyrolrohrchen Ubertragen. Es folgte eine Prainkubation fur 1 h bei 37 °C im
Brutschrank. AbschlieRend musste zu allen Ansatzen je 60 pl EDTA-Blut zugegeben
werden. Die resultierenden Konzentrationen betrugen far V9 0; 0,25; 1 pg/ml, IL-3
0,1 ng/ml und 3F9/5F11 maximal 10 pg/ml.

4.6 Detektion von V9 aus humanem Blutplasma

Zur Detektion des V9 aus humanem Blutplasma wurde Uber mehrere Vorversuche ein
ELISA mit drei verschiedenen Standards zur Detektion des freien, des IL-3 gebunde-
nen und des gesamten V9 entwickelt. Dartber hinaus sollte der ELISA das gebundene
IL-3 detektieren. Verwendet wurden die beiden anti-idiotypischen Antikérper 3F9 und
5F11, sowie der Antikorper AK13, der gegen IL-3 gerichtet ist, allerdings ein anderes
Epitop bindet als V9. Zur moglichst genauen Nachahmung einer Gewinnung des Plas-
mas aus Probanden, fand die Durchfuhrung des ELISA wie folgt statt:

Es wurde frisch gewonnenes EDTA-Blut eines gesunden Probanden verwendet. Pro
Probe wurden 2 ml EDTA-Blut in einem 5 ml Reagiergefal® vorgelegt und insgesamt
neun verschiedene Proben generiert um alle Kombinationen von V9 und IL-3, die mog-
licherweise im Plasma eines Patienten vorliegen kdnnten, abzudecken. Basierend auf
dem gesundheitlichen Status des Probanden wurde ein Hamatokritwert von 50 % an-
genommen, resultierend in einem angenommenen Wert von 1 ml Plasma. Die ange-
setzten Konzentrationen von V9 und IL-3 wurden auf diesen Wert berechnet und direkt
in den Blutproben angesetzt. Die neun verwendeten Proben waren: 10 pg/ml V9 + 1;
10; 100 ng/ml IL3; 0,1 ug/ml V9 + 0,1; 1; 10 ng/ml IL-3 und 0,01 pyg/ml V9 + 0,1; 1;
10 ng/ml IL-3. Nach Zugabe von V9 und IL-3 wurden die Proben bei 4 °C und 2000 g
fur 10 min zentrifugiert und das Plasma abgenommen und umgehend bei -20 °C ein-
gefroren. Vor Durchfihrung der ELISA wurden die Proben aufgetaut und flr 10 min
bei 10000 rpm (5417R) und 4 °C zentrifugiert.

Fiar den ELISA wurde je eine Platte mit 5 pg/ml 5F11 (freier V9), 5 yg/ml K13 (gebun-
dener V9) oder je 5 pg/ml K13 und 5F11 (gesamter V9) in PBS bei 4 °C Uber Nacht
mit 100 uyl/Well gecoatet. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit 300 ul/Well
Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS) gewaschen (nach letztem Waschritt vollstan-

dige Entleerung der Wells durch Invertieren und Ausklopfen der Platte - samtliche



Methoden 71

weitere Waschschritte fanden in identischer Weise statt) und mit 2 % BSA/PBS 0,05 %
Tween 20 fur 2 h bei RT geblockt (200 ul/Well). Wahrend des Blockens konnten die
Proben angesetzt werden.

Von allen Proben musste eine Verdinnungsreihe in 1:4 Schritten bis zu einem Mini-
mum von 1/16384 mit 2 % BSA/PBS 0,05 % Tween 20 hergestellt werden. Es folgte
eine Prainkubation der Proben fur 1 h bei RT. Fir die 5F11 gecoatete Platte wurde als
Standard V9 mit 50 ng/ml in 2 % BSA/PBS 0,05 % Tween 20 verwendet und fur die
anderen beiden Platten V9 100 ng/ml + IL-3 3 ng/ml in 2 % BSA/PBS 0,05 % Tween
20. Von den Standards mussten Verdunnungsreihen in 1:2 Schritten bis 1/64 erstellt
werden.

Nach dem Blocken folgte ein weiterer Waschschritt und die Aufgabe der Proben in
Einzelwerten und der Standards in Doppelwerten (100 pl/Well flr 45 min bei RT). Nach
der Inkubation schloss sich ein weiterer Waschschritt an und die Detektionsantikorper
mussten zugegeben werde (1 h bei RT mit 100 ul/Well). Die Konzentration aller De-
tektionsantikdrper betrug 0,5 pg/ml in 2 % BSA/PBS 0,05 % Tween 20. Fur die AK13
gecoatete Platte wurden 3F9-HRP + 5F11-HRP verwendet, fir die anderen beiden
Platten 3F9-HRP.

Nach der Inkubation folgte ein weiterer Waschschritt und die Zugabe von 100 yl TMB
(1:1 aus Substrat A und B) pro Well. Die Inkubationsdauer betrug 20 min bei RT im
Dunkeln. Abgestoppt wurde mit 12,5 % H2SO4 mit 50 pl pro Well und die Absorption
konnte anschlieRend am Tecan-Mikroplattenreader bei einer Wellenlange von 450 nm

und einer Referenzwellenlange von 540 nm abgelesen werden.

4.7 Datenauswertung

Alle erhaltenen Daten aus FACS-Analysen wurden mittels der FACS-Diva Software
8.0.2 analysiert und in verwertbare Daten umgewandelt. Die Auswertung der VP-DSC-
Daten erfolgte mit Origin 7, die Biacore-Daten wurden mit der Biacore Evaluierungs-
software 2.0.1 ausgewertet.

Alle statistischen Auswertungen wurden mit der Software Excel 2016 durchgefihrt. Je
nach Anzahl der Proben wurden die Mittelwerte + ,standard deviation“ (SD) oder Mit-
telwerte + ,standard error mean“ (SEM) berechnet. Samtliche Graphen, sofern es
keine Originale aus einer anderen Auswertesoftware sind, wurden mit der Software
GraphPad Prism 8.0.1 erstellt.
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5. Ergebnisse

5.1 IL-3-Effekte und seine Regulation

5.1.1 Regulation der IL-3-Rezeptoren CD123 und CD131 durch IL-3

Die in Abbildung 10 dargestellten Ergebnisse zeigen einen Unterschied der Regulation
des Oberflachenmarkers CD123 in Abhangigkeit der Zellpopulation.

Eine Hochregulation des Markers auf Eosinophilen findet, mit Ausnahme der Stimula-
tion mit IL-3, bei allen Stimulationen im geringen Umfang statt (maximale Steigerung
von 18.230 £ 962 auf 20.510 + 438 MFI bei GM-CSF). Bei pDCs flhrt eine 1-stiindige
Inkubation mit IL-3, GM-CSF und TNF-a zu einer deutlichen Erhdhung (8985 + 1377
auf 19920 £ 1025, 21.507 + 914 bzw. 17.741 £ 741 MFI) und mit LPS zu einer mode-
raten (auf 14.339 £ 179 MFI) der Markerexpression.
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Abbildung 10: Regulation des IL-3-Rezeptors CD123 auf Blutleukozyten

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit Medium (RPMI 1640), Zytokinen
(20 ng/ml) oder LPS (1 pg/ml) fir 1 h bei 37 °C im Brutschrank. AnschlieRend erfolgte die Farbung
mittels Fluorochrom-konjugierten Antikorpern und die Ermittlung des Medianwertes der CD123-Expres-
sion aller Zellen der Zellpopulationen Basophile (links), pDC (Mitte) und Eosinophile (rechts) per
FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte der Medianwerte + SD (n=2).

Der Einfluss bei Basophilen ist nicht im selben Malle ausgepragt wie bei pDCs.
GM-CSF, IL-5, IL-4, IL-2 und TNF-a fuhren zu einer moderaten Steigerung (von
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27.470 + 3937 auf maximal 34.255 + 315 MFI bei IL-2) und IL-3 zu einem Absinken
der Expression (25.488 + 1520 MFI).

Die Regulation des Markers CD131 zeigt ebenfalls eine Abhangigkeit von der gewahl-
ten Zellpopulation. Bei pDCs und Eosinophilen fuhrt die Inkubation mit sowohl IL-3 als
auch GM-CSF zu einer Reduktion der Expression. Innerhalb der Zellpopulation der
pDCs ist ein fast vollstandiges Absinken zu detektieren (1400 + 42 auf 43 £ 5 bzw.
35 = 10 MFI). Bei Eosinophilen hingegen sinkt die CD131-Expression weniger stark
ab (2294 + 106 auf 1396 + 101 bzw. 1131 + 61 MFI).

Eine Inkubation mit IL-3 ruft eine fast vollstandige Reduktion der CD131-Expression
bei Basophilen hervor (6631 + 132 auf 509 + 23 MFI). Durch GM-CSF und LPS konnte
ebenfalls eine geringere Reduktion der Expression erzielt werden (4903 + 76 respek-
tive 4597 + 52 MFI). Eine Reproduktion dieser Ergebnisse war fur verschiedene Spen-

der moglich.
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Abbildung 11: Regulation des IL-3-Rezeptors CD131 auf Blutleukozyten

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit Medium (RPMI 1640), Zytokinen
(20 ng/ml) oder LPS (1 pg/ml) fur 1 h bei 37 °C im Brutschrank. AnschlieRend erfolgte die Farbung
mittels Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern und die Ermittlung des Medianwertes der CD131-Expres-
sion aller Zellen der Zellpopulationen Basophile (links), pDC (Mitte) und Eosinophile (rechts) per
FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte der Medianwerte + SD (n=2).
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5.1.2 CD131-Expressionsregulation auf Basophilen

Eine 24 h-Inkubation mit den in Abbildung 12 aufgeflihrten Zytokinen flhrt zu einer
Regulation und einer deutlichen Expressionsreduktion des Markers CD131 auf Baso-
philen.

Eine Stimulation mit IL-4, IL-18 oder der Kombination IFN-A1+A2+A3 fuhrt zu einer ge-
ringfugigen Reduktion der Expression von 5046 MFI| auf 4292, 4109 bzw. 4313 MFI.
Die Stimulation mit den Zytokinen IL-12, IL-23, 1I-27 oder IL-35 zeigt keinen Einfluss
auf die Rezeptorregulation. Jedoch die Stimulation mit IL-2, IL-15, IFN-a oder LPS
reduzieren die Expression. IL-2 und IL-15 senken die Expression am starksten auf
1484 bzw. 1272 MFI. IFN-a und LPS auf 2077 bzw. 1764 MFI.
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Abbildung 12: CD131-Rezeptorregulation auf Basophilen durch Zytokine

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit Medium (RPMI 1640), Zytokinen
(20 ng/ml) oder LPS (1 pg/ml) fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank. Anschliefiend erfolgte die Farbung
mittels Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern und die Ermittlung des Medianwertes der CD131-Expres-
sion aller Basophilen per FACS-Analyse. Einzelwerte.

Darlber hinaus bewirkt die Inkubation mit IL-2 und IL-15 eine IL-3-Ausschuttung von
15 respektive 11,2 pg/ml. Die Stimulation mit LPS (2,3 pg/ml) und IL-27 (2,9 pg/ml)
fuhrt ebenfalls zu einer IL-3-Expression im niedrigen Picogramm-Bereich. Zudem sind
bei IFN-a und IL-23 kleinste Mengen IL-3 zu detektieren (0,41 bzw. 1,06 pg/ml). Da

Zytokine wie IL-2 und IL-15 nicht direkt mit CD131 interagieren, sondern wie oben
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beschrieben eine Freisetzung von IL-3 induzieren, ist die Herrunterregulation von
CD131 als von IL-3 vermittelter indirekter Effekt anzusehen.
Alle anderen Stimulationen bewirken keine Ausschuttung von IL-3 (Abbildung 13).
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Abbildung 13: IL-3-Expression von humanen Blutleukozyten nach Zytokinstimulation

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit Medium (RPMI 1640), Zytokinen
(20 ng/ml) oder LPS (1 pg/ml) fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank. Anschlielend erfolgte die Abnahme
der Uberstande und die Ermittlung der IL-3-Konzentration mittels IL-3-ELISA (siehe 4.1.3). Einzelwert.

5.1.3 Blockade der IL-3-Effekte

Bei der positiven Kontrolle, welche mit IL-3 durchgeflhrt wurde, kann mit zunehmender
IL-3-Konzentration eine abnehmende CD131-Expression auf Basophilen mit einem
Minimum bei 250 pg/ml von 886,5 + 0,5 MFI beobachtet werden (Mediumskontrolle
4515 + 105 MFI).

Eine Inkubation mit dem anti-IL-3R Antikérper MAB 301, der Variante V9, einem anti-
GM-CSF oder einer Kombination aus V9 und anti-GM-CSF fuhrt zu keiner Regulation
von CD131.

Die Stimulation mit 20 ng/ml IL-2 hingegen reduziert die detektierte Expression auf
1274 £ 21 MFI. Wurde unter Stimulation mit IL-2 gleichzeitig die Bindung von IL-3 an
seinen Rezeptor CD123 entweder durch die Blockade von IL-3 (V9) oder des Rezep-
tors (MAB 301) inhibiert, reduziert sich die erzielte Expressionsverringerung deutlich
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auf 3254 + 36 bzw. 3509 + 12 MFI. Eine Blockade von GM-CSF hat ebenfalls eine
geringere Inhibition der Regulation auf 1682 + 102 MFI (IL-2 1274 + 21 MFI) zur Folge.
Die Kombination aus V9 und anti-GM-CSF blockiert die durch IL-2-Stimulation erzielte
Regulierung von CD131 vollstandig (Abbildung 14). Die Ergebnisse wurden durch re-

produzierbare Ergebnisse mit weiteren Spendern verifiziert.
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Abbildung 14: CD131 Expressionsregulation durch IL-2 auf Basophilen

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit Medium (RPMI 1640) + blockierende
Antikdrper (10 pg/ml), IL-2 (20 ng/ml) + blockierende Antikdrper (10 pg/ml) oder IL-3 flr 24 h bei 37 °C
im Brutschrank. Alle Antikdrper wurden mit 10 pg/ml eingesetzt. Anschliefiend erfolgte die Farbung mit-
tels Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern und die Ermittlung des Medianwertes der CD131-Expression
aller Basophilen per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).
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5.1.4 NK-Depletion

Die CD56-Depletion wurde mit einem MACS-Check Uberprift. Der Vergleich zwischen
Scheindepletion und CD56-Depletion ist in Abbildung 15 dargestellt und zeigt eine voll-
standige Depletion von CD56+ Zellen. Erkennbar ist dies am vollstandigen Verschwin-
den der beiden CD56+ Populationen, welche zwischen 1000 (10%) — 10.000 (10%) oder
10.000 (10%) — 100.000 (10°) liegen. Die Depletion der CD56+ Zellen liegt bei = 99 %.
Nach Depletion der CD56+ Zellen sinkt die Ausschuttung von GM-CSF deutlich ab
(von 202,4 £ 32,1 (IL-2 10 ng/ml + IL-18 50 ng/ml); 77,5 + 5,9; 114,8 £ 4,3;
406,3 £ 42,8 pg/ml (IL-2 100 ng/ml + Medium; IL-12 50 ng/ml; IL-18 50 ng/ml) auf O + O;
1,94 £ 1,94; 1,16 £ 1,07; 1,94 + 1,94 pg/ml).

IL-3 ist nur noch in Spuren zu detektieren, ausgehend von einem maximalen Wert von
13,68 + 9,6 pg/ml bei IL-2 100 ng/ml + IL-18 50 ng/ml. Auch die Expression von IFN-y
verringert sich erheblich und kann nur noch bei IL-2 100 ng/ml + IL-12/IL-18 50 ng/ml
detektiert werden. Die Werte verringern sich von ca. 4830 = 274,8 bzw. 3000 £ 660,7
auf 705 + 28,5 bzw. 64 + 59,8 pg/ml.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass IL-3 auch von NK-Zellen exprimiert werden
kann, wenn diese stimuliert werden. Hochdosiertes IL-2 oder die Kombination aus IL-2
und IL-18 sind dabei besonders effektiv. Fir GM-CSF ist seit langerem bekannt und
gut untersucht, dass eine Expression durch NK-Zellen stattfinden kann. Fur IL-3 ist
dies bisher nicht so beschrieben und stellt eine wichtige Information fur unser Ver-

standnis der IL-3-Biologie dar.
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Abbildung 15: MACS-Check der CD56-Depletion

Mit Hilfe von anti-PE-Beads wurden CD56+ Zellen, welche zuvor mit PE-konjugierten CD56-Antikérpern
gefarbt worden sind, aus PBMCs depletiert. Die Ermittlung der Anzahl CD56+ Zellen erfolgte per FACS-
Analyse. Links: Scheindepletion; rechts: CD56-Depletion.
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Abbildung 16: Von PBMCs ausgeschiittete Konzentrationen der Zytokine IL-3, GM-CSF und IFN-y nach

CD56-Depletion

Nach durchgefiihrter Depletion wurden die scheindepletierten oder CD56- Zellpopulationen fir 24 h bei
37 °C im Brutschrank unter Stimulation mit Medium oder den angegebenen Kombinationen aus IL-2 +
Medium; IL-12 (50 ng/ml); IL-18 (50 ng/ml) inkubiert. Anschlieend erfolgte die Abnahme der Uber-
stédnde und die Ermittlung der Konzentration der in der Legende aufgeflhrten Zytokine mittels ELISA
(siehe 4.1.3). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).

5.1.5 NK- und T-Zell-Depletion

Die erfolgreiche Depletion von CD3- oder CD56-Zellen konnte mit Hilfe eines
MACS-Checks verifiziert werden.

Mit ansteigender Inkubationsdauer steigen auch die detektierten IL-3-Konzentrationen
von 29,28 + 17,79 pg/ml auf 120,67 * 8,43 pg/ml (Scheindepletion, Medium). Dieser
Trend kann bei der Scheindepletion und CD56-Depletion bei allen Stimulationen beo-
bachtet werden. Eine Inkubation mit IL-2 verringert die |L-3-Konzentration und die
Kombination aus IL-2 und IL-18 verringert die IL-3-Konzentration weiter (Beispiel:
CD56- 5d: von 221,4 £ 19,48 Uber 146 + 2,4 auf 113,4 + 27,9 pg/ml). Dieses gilt eben-
falls fur die Scheindepletion und CD56-Depletion.
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Abbildung 17: IL-3-Expression von PBMCs nach NK- oder T-Zell-Depletion

Nach durchgefiihrter Depletion wurden die scheindepletierten, CD56- oder CD3- Zellpopulationen flir 3
oder 5 Tage (3 oder 5 d) bei 37 °C im Brutschrank unter Stimulation mit Medium, IL-2 (100 ng/ml) oder
IL-2 (100 ng/ml) + IL-18 (25 ng/ml) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Abnahme der Uberstande und
die Ermittlung der IL-3-Konzentration mittels ELISA (siehe 4.1.3). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
(n=3).

Generell betrachtet sind bei CD56- hohere IL-3-Konzentrationen zu detektieren als in
der Scheindepletion. Wurden die CD3-Zellen depletiert, erhéhen sich die detektierten
IL-3 Werte nur geringfligig und betragen maximal 12,1 + 3 pg/ml.

Die Verlaufe der Scheindepletion und der CD3-Depletion ahneln sich bei der
GM-CSF-Expression nur teilweise. Eine reine Stimulation mit Medium fuhrt zu keiner
GM-CSF-Produktion. Die Stimulation mit IL-2 fuhrt zur Ausschuttung von GM-CSF und
die GM-CSF-Ausschuttung wird maximal bei einer Stimulation mit IL-2 + IL-18, wobei
die Konzentration nach drei Tagen ca. doppelt so hoch ist wie nach einem Tag (Schein-
depletion: 1117 + 74,5 auf 2041,4 + 218,4 pg/ml und CD3-: 1079,5 £+ 55,4 auf
2077,4 £ 122 pg/ml).
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Abbildung 18: GM-CSF-Expression von PBMCs nach NK- oder T-Zell-Depletion

Nach durchgefiihrter Depletion wurden die scheindepletierten, CD56- oder CD3- Zellpopulationen fir 1
oder 3 Tage (1 oder 3 d) bei 37 °C im Brutschrank unter Stimulation mit Medium, IL-2 (100 ng/ml) oder
IL-2 (100 ng/ml) + IL-18 (25 ng/ml) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Abnahme der Uberstande und
die Ermittlung der GM-CSF-Konzentration mittels ELISA (siehe 4.1.3). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SD (n=3).

Werden die CD56-Zellen depletiert, kann IL-2 oder IL-2 + IL-18 keine wesentliche Frei-
setzung von GM-CSF mehr induzieren, was darauf hindeutet, dass der Grofteil des
GM-CSF von NK-Zellen stammt. T-Zellen tragen auch nach drei Tagen Inkubation
nicht wesentlich nur GM-CSF-Expression bei. Dies steht im Gegensatz zur IL-3-Ex-

pression (Abbildung 18).

5.1.6 Charakterisierung von T-Zellen

Die Unterteilung der T-Zellen in Subpopulationen ist in Abbildung 19 beispielhaft fur
CD8+ T-Zellen in Versuch 2 dargestellt. Aus allen einzelnen Lymphozyten (ohne Zell-
debris) werden Uber CD4 und CD8 die CD4+ und CD8+ T-Zellen ermittelt. Bei Versuch
1 erfolgt vor diesem Schritt ein Gating auf alle CD3+ Zellen, welches bei Versuch 2
nach Stimulation mit anti-CD3 nicht mehr moglich war. Anhand der Marker CCR7 und

CDA45RA erfolgt die Unterteilung in Tn (naive), Tcm (central memory), Tem (effector
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memory) und Tte (terminal effector). Mit Hilfe von CD28 wird bei Tem eine Unterteilung

in Tem und Ttm (fransitional memory) und bei Tte in CD28 hi und lo vorgenommen.
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Abbildung 19: Gating der T-Zell-Charakterisierung am Beispiel von CD8+ T-Zellen

A: Unterteilung in CD8+ und CD4+ T-Zellen; B: Unterteilung in Tn, Tcm, Tem und Tte anhand von CCR7
und CD45RA; C: Unterteilung von Tem in Ttm und Tem anhand von CD28; D: Unterteilung in Tte CD28
hi und lo anhand von CD28; E: Darstellung aller CD8+ Zellen hinsichtlich ihrer IL-3 und/oder GM-CSF-
Expression.
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IL-3+ unstimulierte T-Zellen

Versuch 1 wurde ohne jedwede vorherige Stimulation durchgefuhrt. Somit sollte eine
normale IL-3-Expression von T-Zellen untersucht werden. Diese zeigt unterschiedliche
Verhaltnisse bei CD4+ und CD8+ Zellen. Bei CD4+ Zellen wurde nur zwischen
CD45RA positiv und negativ unterschieden. CD45RA ist damit assoziiert, dass die tra-
genden Zellen keine Effektorfunktionen aufweisen. Bei CD8+ T-Zellen zeigt sich die
Population Ttm als Hauptproduzent von IL-3. Je nach Spender waren 0,5-1 % der
Ttm-Zellen IL-3+. Alle anderen Populationen bleiben unabhangig vom Spender deut-
lich darunter. Bei CD4+ Zellen machen CD45RA- Zellen den grofdten Teil an IL-3+

Zellen aus.
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Abbildung 20: IL-3+ unstimulierte T-Zellen

Ohne vorherige Stimulation wurden die PBMCs mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gefarbt und
die Zellzahlen der Populationen per FACS-Analyse ermittelt. Ermittelt wurde der Anteil an IL-3+ T-Zellen
der einzelnen T-Zell-Populationen an der Gesamtheit aller T-Zellen. CD8+ Subpopulationen wurden auf
alle CD8+ T-Zellen als Gesamtpopulation und CD4+ Subpopulationen auf alle CD4+ T-Zellen als Ge-
samtpopulation bezogen Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=4).
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IL-3-Produktion stimulierter T-Zellen

In Abbildung 21 sind die totalen IL-3+ Zellzahlen der einzelnen T-Zell-Subpopulationen
pro ul dargestellt. Sowohl bei CD8+ als auch CD4+ T-Zellen erhdht die zweitagige
Stimulation mit IL-2 100 ng/ml + anti-CD3 5 ug/ml die gesamte Zellzahl deutlich
(10,71 £ 0,99 auf 40,97 £ 4,59 Zellen/ul bzw. 30,43 + 2,08 auf 46,6 + 3,59 Zellen/pl).
Bei einer dreitagigen Stimulation mit IL-2 und folgender zweitagigen anti-CD3-Stimu-
lation kommt es nur bei CD8+ T-Zellen zu einer leichten Steigerung, wohingegen die
Zellzahlen bei CD4+ T-Zellen nahezu gleichbleibend sind. Den gréfdten Anteil der IL-
3+ Zellen machen bei CD8+ Zellen die Populationen Ttm und Tte CD28hi aus, genau
wie bei den CD4+ T-Zellen. Die Populationen Tcm, Tn und Tem sind bei beiden nur in
geringer Zellzahl vorhanden (unter 2,5 Zellen/ul). Die Zellzahlen der Populationen stei-
gen bei den CD8+ Zellen durch eine dreitagige Stimulation, gefolgt von einer zweita-
gigen anti-CD3-Stimulation leicht an, wohingegen sie bei den CD4+ T-Zellen leicht
sinken. Eine Regulation der Zellzahlen ist, wie bei der Gesamtzellzahl, insbesondere
bei einer zweitagigen Stimulation von IL-2 und anti-CD3 zu beobachten. Bei den CD8+
T-Zellen steigt die Zahl der Tte CD28hi von 3,49 * 0,48 auf 26,84 + 3,91 Zellen/pl an.
Steigerungen sind auch bei Ttm (CD8+ und CD4+) zu detektieren.

Insgesamt steigt der Anteil an IL-3+ bei einer zweitagigen Stimulation mit IL-2 und anti-
CD3 bei CD8+ T-Zellen von 5,5 £ 0,45 auf 18,45 + 1,02 % und bei CD4+ T-Zellen von
5,86 + 0,34 auf 9,11 + 0,43 %. Bei einer dreitdgigen Stimulation mit IL-2, gefolgt von
einer zweitagigen anti-CD3-Stimulation, wird dies nicht beobachtet. Hier sinken die
Werte von 10,98 + 1,05 auf 9,69 + 0,36 % bei den CD8+ T-Zellen und bei den CD4+
T-Zellen starker von 5,56 + 0,4 auf 3,83 + 0,34 %.
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Abbildung 21: Zellzahlen der IL-3+ T-Zellen nach anti-CD3-Stimulation

PBMCs wurden fir insgesamt 2 oder 5 d entsprechend der Legende bei 37 °C im Brutschrank stimuliert
(IL-2 100 ng/ml), anti-CD3 5 pg/ml). Anschlief3end erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konjugierter
Antikérpern und die Ermittlung der Zellzahlen per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
(n=5).

Die zahlenmaRig gréfiten Subpopulationen machen auch den grof3ten Anteil an den
IL-3+ Zellen aus. Bei den CD8+ T-Zellen sind dies die Populationen Ttm und Tte
CD28hi. Rund 50 % der IL-3+ T-Zellen entfallen auf die Population Ttm. Eine Aus-
nahme bildet IL-2 + anti-CD3 fur zwei Tage. Hier sinkt der Anteil auf 27,01 £ 2,06 %.
Gleichzeitig steigt der Anteil der Tte CD28hi auf 65,27 + 2,47 % an. Ansonsten betragt
der Anteil dort 30-40 %.

Bei den CD4+ T-Zellen ist die Population Ttm die grof3te Quelle der IL-3+ Zellen und
macht rund 70 % aus. Ohne IL-2 betragt der Anteil sogar 75-77 %. Der restliche Anteil
entfallt, wie bei den CD8+ T-Zellen, grofitenteils auf die Tte CD28hi-Population mit ca.
10-12 % und 19,25 + 1,73 % bei der Kontrolle der dreitagigen Stimulation mit Medium,
gefolgt von einer zweitagigen anti-CD3-Stimulation.
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Abbildung 22: Verteilung der IL-3+ T-Zellen innerhalb der Subpopulationen

PBMCs wurden fir insgesamt 2 oder 5 d entsprechend der Legende bei 37 °C im Brutschrank stimuliert
(IL-2 100 ng/ml), anti-CD3 5 pg/ml). Anschlief3end erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konjugierter
Antikdrpern und die Ermittlung der Zellzahlen per FACS-Analyse. Ermittelt wurde der Anteil an IL-3+
T-Zellen der einzelnen T-Zell-Populationen an der Gesamtheit aller T-Zellen. CD8+ Subpopulationen
wurden auf alle CD8+ T-Zellen als Gesamtpopulation und CD4+ Subpopulationen auf alle CD4+ T-Zel-
len als Gesamtpopulation bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=5).

Die Ergebnisse des ELISA sind in Abbildung 23 dargestellt. Die finftagige Stimulation
mit IL-2 (100 ng/ml) fuhrt lediglich zu einer geringen Ausschuttung von IL-3 mit
132,29 £ 46,22 pg/ml bei Spender 1 und liegt somit unter der von der Kontrolle mit
174,59 £ 51,82 pg/ml. Ein ahnlicher Verlauf und Wert wird auch fur Spender 2 beo-
bachtet. Die GM-CSF Ausschuttung wird bei beiden Spendern erhoht, vor allem bei
Spender 2 von 117,56 + 35,25 pg/ml auf 778,91 + 246,24 pg/ml.

Eine zweitagige Stimulation mit IL-2 und anti-CD3 fuhrt ebenfalls zu einer geringen
IL-3-Ausschuttung bei Spender 1, allerdings mit hoher Fehlerabweichung
(186,47 £ 228,38 pg/ml bei einer Kontrolle mit 336 + 527,27 pg/ml). Der Verlauf fur
Spender 2 ist mit geringeren Werten ahnlich. Die Ausschittung von GM-CSF erhoht
sich bei beiden Spendern mit einer IL-2 Stimulation bei Spender 1 von 0 auf
302 + 281,85 pg/ml und Spender 2 von 370,78 £ 209 auf 1195,96 £+ 201,04 pg/ml.
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Abbildung 23: ELISA der T-Zellen nach IL-2 und anti-CD3-Stimulation
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PBMCs wurden fir insgesamt 2 oder 5 d entsprechend der Legende bei 37 °C im Brutschrank stimuliert
mit Medium, IL-2 (100 ng/ml) und anti-CD3 (5 ug/ml) (x entspricht der Angabe der X-Achse). Anschlie-
Rend erfolgte die Abnahme der Uberstande und die Ermittlung der Konzentration der Zytokine IL-3
(oben links), GM-CSF (oben rechts) und IFN-y (unten) mittels ELISA (siehe 4.1.3). Dargestellt sind die

Mittelwerte + SD (n=5).
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Die insgesamt funftagige Stimulation (dreitagig IL-2 gefolgt von zweitagig anti-CD3)
fuhrt zu einer deutlichen Erhohung der Expression von IL-3 und GM-CSF. Bereits bei
Medium werden bei Spender 2 fur IL-3 432,97 + 252,49 pg/ml und fiur GM-CSF
879,39 + 272,48 pg/ml detektiert. Durch zusatzliche Stimulation mit IL-2 erhdht sich
die Ausschuttung der beiden Zytokine erheblich auf 9836,16 + 1748,94 pg/ml bzw.
12.321,03 + 1497,86 pg/ml. Bei Spender 1 kann dieser Verlauf ebenfalls beobachtet
werden, mit etwas geringeren maximalen Werten. Vergleicht man die zweitagigen In-
kubationen der PBMCs mit anti-CD3 (mit oder ohne vorausgeschalteter dreitagiger
.-Ruhephase® in Medium oder IL-2), so zeigt sich vor allem fur IL-3 die massive Zu-
nahme der IL-3-Expression durch die vorausgeschaltete ,Ruhephase®. Dies gilt weni-
ger ausgepragt fur GM-CSF und praktisch nicht fur IFN-y. Bei GM-CSF zeigt sich kon-
sistent zu den oben dargestellten Ergebnissen, eine starke Expression durch NK-Zel-
len bei IL-2-Stimulation fur funf Tage. Dies gilt auch in Abwesenheit einer T-Zell-Sti-

mulation mit anti-CD3.

5.2 Entwicklung von V9

Die Uberpriifung des Erfolges der Entwicklung hin zu V9 wurde mittels des IL-3-Akti-
vitatsassays (4.1.2) durchgefuhrt und Gber den IC50-Wert bzw. ein Vielfaches der be-

notigten Referenzkonzentration zur Erzielung einer 50 %igen Hemmung angegeben.

P8C11 und P8C11-Chim

Ein Vergleich des urspringlichen murinen anti-human-IL-3 Antikdrpers P8C11 und sei-
ner chimarisierten Variante ermittelte einen 1C50-Wert fur P8C11-Chim von 0,6x der
bendtigten Referenzkonzentration von P8C11. Ausgehend von P8C11-Chim wurden
die weiteren Varianten entwickelt und P8C11-Chim fortan als Referenzantikdrper ver-

wendet.

Varianten a - i

Samtliche zuerst generierten humanisierten Varianten mit verschiedenen leichten und
schweren Ketten wiesen keine zufriedenstellende inhibitorische Aktivitat auf (Tabelle
14). Von der besten Variante g wurde noch das 17,4x der Referenzkonzentration be-
notigt um den IC50-Wert zu erreichen. Daher folgte im weiteren Verlauf eine schritt-

weise Humanisierung.
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Tabelle 14: IC50-Werte der Varianten a — i

P8C11-Chim
Variante a
Variante b
Variante ¢
Variante d
Variante e
Variante f
Variante g
Variante h

Variante i

Variante 1 und 2

IC50 (ug/ml)
0,46
35,0
82,6
115,6
1044,3
287,5
118,9
8,0

8,1
10,3

x Referenz
1,0
76,1
180
251,3
2270,2
625
258,5
17,4
17,6
22,4

Die Humanisierung der variablen Anteile nur der leichten oder nur der schweren Kette

zeigte deutliche Auswirkungen auf die erhaltene inhibitorische Aktivitat des Antikor-

pers. Wurde die schwere Kette des Antikorpers humanisiert, resultierte dieses in einem

Anstieg auf die 39,5x Referenzkonzentration zur Erzielung einer 50 %igen Hemmung

(Tabelle 15). Die Humanisierung der leichten Kette hingegen hatte keinen Einfluss auf

den IC50-Wert, weshalb die schwere Kette im Verlauf schrittweise humanisiert wurde.

Tabelle 15: IC50-Werte der Varianten V1 und V2

P8C11-Chim
VA1
V2

Varianten V2 - V12

IC50 (ng/ml)
0,004
0,003
0,158

X Referenz
1,0

0,75

39,5

Durch die Humanisierung von jeweils nur einer der drei Frameworkregionen FR1-3

wurden drei Varianten erzeugt 1, 2, 3. Es wurde innerhalb der schweren Kette die FR
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identifiziert, welche im weiteren Verlauf weiter angepasst wurde. Wahrend die Huma-

nisierung von zwei FR zu einer Reduktion der benotigten Referenzkonzentration fuhrte

(0,67x respektive 0,5x), zeigte sich eine FR problematisch und der Wert stieg auf das

10,8x an. Die problematische FR wurde in drei Anteile unterteilt und jeweils nur einer

humanisiert. Die Variante V7 wies mit 14x der Referenzkonzentration einen deutlich
schlechteren Wert auf als die beiden Varianten V6 und V8 mit 0,93x bzw. 1,67x. Auf-

grund des geringeren murinen Sequenzanteils wurde V8 als Grundlage zur Generie-

rung von weiteren Varianten ausgewahlt.

Tabelle 16: IC50-Werte der Varianten V3 — V12

P8C11-Chim (V3-V5)
V3
V4
V5

P8C11-Chim (V6-V8)
V6
V7
V8

P8C11-Chim (V9-V12)
V9

V10

V11

V12

IC50 (ug/ml)

0,06
0,04
0,65
0,03

0,015
0,014
0,21

0,025

0,33
0,61
2,79
1,22
1,49

x Referenz
1,0

0,67

10,8

0,50

1,0

0,93
14,0
1,67

1,0

1,85
8,45
3,70
4,52

Innerhalb der neu generierten Varianten wies die Variante V9 die beste inhibitorische

Aktivitat auf und mit 1,85x der Referenzkonzentration einen zufriedenstellenden Wert.

Die anderen Varianten erzielten mit minimal 3,7x deutlich zu hohe Werte. Die Variante

V9 wurde basierend auf diesen Ergebnissen als finale Variante ausgewahlt.
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Aufgereinigte und ungereinigte Antikorper

Nach Festlegung auf V9 als finale Variante, wurden sowohl P8C11-Chim als auch V9
in einer aufgereinigten Variante (innerhalb eines Puffers) ohne Zellkulturiberstande
produziert. Diese wurden erneut untersucht, um einen Verlust der Aktivitdt auszu-
schlieen. Die aufgereinigte Variante von P8C11-Chim wies, bezogen auf die unge-
reinigte Variante von P8C11-Chim, einen besseren IC50-Wert auf und es wurde nur
0,75x der Referenzkonzentration bendtigt. Bei V9 war ebenfalls die gereinigte Variante
inhibitorisch aktiver und der IC50-Wert war geringflugig besser (0,1 ug/ml zu
0,11 pg/ml, resultierend in 0,91x Konzentration). Bezogen auf ihre jeweiligen Refe-
renzproben (gereinigt zu gereinigt, ungereinigt zu ungereinigt) ergaben sich fur V9 un-
gereinigt 1,38x und fur V9 gereinigt 1,67x und somit vergleichbare Werte. Durch die
Produktion in einer aufgereinigten Variante kam es zu keinem Verlust der inhibitori-
schen Aktivitat. Alle weiteren Tests mit V9 wurden daher mit der aufgereinigten Vari-

ante durchgefuhrt.

Tabelle 17: IC50-Werte der aufgereinigten und ungereinigten Antikérper im Vergleich

IC50 (pg/ml) x Referenz
P8C11-Chim ungereinigt 0,08 1,0
P8C11-Chim gereinigt 0,06 0,75
V9 ungereinigt 0,11 1,38
V9 gereinigt 0,10 1,67

5.3 Charakterisierung von V9

5.3.1 Stabilitatscharakterisierung

Im folgenden Abschnitt sind die Stabilitdtsuntersuchungen von V9 hinsichtlich ver-
schiedener physikalischer Einflusse wie pH, Temperatur, Lagerung etc. dargestellt.
Die Ergebnisse der Schmelzpunkte sind in 4.4.3 zu finden.

Untersucht wurde die inhibitorische Aktivitat des Antikdrpers V9 anhand seiner Fahig-
keit eine durch IL-3 induzierte Downregulation des Markers CD131 auf Basophilen zu

inhibieren. Die Detektion erfolgte mittels FACS. Bei ausgewahlten Parametern fand
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zudem die Bestimmung des Monomergehalts innerhalb der Antikorperprobe nach phy-
sikalischen Einflussen durch SEC statt. Fur alle Untersuchungen mit SEC lag die aus

der Kalibration ermittelte Regressionsgerade in Abbildung 24 zugrunde.
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Abbildung 24: Regressionsgerade der Kalibration der SEC

Die Regressionsgerade wurde mittels Proteine mit bekanntem Molekulargewicht generiert. Verwendet
wurden (aufsteigendes Molekulargewicht) Aprotinin (6,5 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa), Carboan-
hydrase (29 kDa), Ovalbumin (43/44 kDa), Conalbumin (78 kDa), Aldolase (158 kDa), Ferritin (440 kDa)
und Thyroglobulin (440 kDa) bei einer Flussrate von 0,3 ml/min und der ,Superdex 200 Increase® Saule.

Temperaturstabilitat

Die Ergebnisse der inhibitorischen Aktivitat von V9 nach Temperatureinfluss sind in
Abbildung 25 dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass mit einer Konzentration von
10 pg/ml eine vollstandige Inhibition von 0,2 ng/ml IL-3 erzielt werden kann, erkennbar
an der Blockade der Regulation der CD131-Expression. Auch bei einer Verdlinnung
von 1/4096 und einer Konzentration von 0,0024 pg/ml wird die Wirkung von IL-3 noch
entscheidend gehemmt. Die Proben von V9, die bei einer Temperatur von 45-65 °C
behandelt worden sind, weisen, abgesehen von kleinen Schwankungen, ein vergleich-
bares inhibitorisches Potenzial wie die Referenz auf. Bei der mit 75 °C behandelten

Probe hingegen ist ein deutlicher Verlust an inhibitorischer Aktivitat zu erkennen.
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Abbildung 25: Ermittlung der inhibitorischen Aktivitat der temperaturbehandelten V9-Proben anhand der
Inhibition einer IL-3 induzierten Downmodulation von CD131 auf Basophilen

V9-Proben (oder als Negativkontrolle (NK) nur Medium) und IL-3 wurden fir 1 h bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. Anschlief3end wurde frisches humanes Vollblut (60 pl/Probe, EDTA) zugegeben und
erneut fur 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Es ergaben sich die angegebenen Endkonzentrationen
fur die V9-Proben und 0,2 ng/ml fur IL-3. AnschlieRend erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konju-
gierten Antikorpern und die Ermittlung des Medianwertes der CD131-Expression aller Basophilen per
FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte der Medianwerte + SD (n=2).

Anschaulicher wird dies anhand der in Abbildung 26 dargestellten Ergebnisse, welche
auch als resultierende IC50-Werte in Tabelle 18 erfasst sind Die Werte der Proben 45-
65 °C schwanken mit 1,17; 0,83 und 1x der bendtigten Referenzkonzentration um den
Wert von x1 der Referenz. Somit kann kein wesentlicher Einfluss der Temperatur fur
eine Inkubation flr 3 h innerhalb dieses Temperaturbereichs festgestellt werden. Fur
die Probe, welche mit 75 °C behandelt worden ist, wird hingegen mehr als die flunffa-
che Menge an Antikorpern bendtigt (5,83x) um eine vergleichbare Wirkung zu erzielen.
Die Behandlung mit dieser Temperatur fuhrt folglich zu einem deutlichen Verlust der
Aktivitat.



Ergebnisse 93

0,04 -

E

2 0,03

o

2

3

= 0,024

c

<

g

2

£ 0,01

c

[}]

m

0,00 T T T T
& <© <© <© <©
<
) ™ \2] © A
Q.Qx \\Q 49 \\Q’ \\Q

\\Q’

Abbildung 26: IC50-Werte der temperaturbehandelten V9-Probe

Die dargestellten Konzentrationen geben an, mit welcher Konzentration von temperaturbehandelten
VV9-Proben, eine halbmaximale Inhibition der durch 0,2 ng/ml IL-3 induzierten Downmodulation des Mar-
kers CD131 auf Basophilen erzielt werden konnte.

Tabelle 18: IC50-Werte der temperaturbehandelten V9-Proben

IC50 (ng/ml) x Referenz
V9 Referenz 0,006 1,0
V9 45 °C 0,007 1,17
V9 55 °C 0,005 0,83
V9 65 °C 0,006 1,0
V9 75 °C 0,035 5,83

Die mittels SEC ermittelten Daten spiegeln die Ergebnisse der inhibitorischen Aktivitat
wieder (vergleiche Tabelle 19). Bei den Proben von 45 °C und 55 °C gibt es kaum
Unterschiede im Bezug auf die Peakhdhe (263; 260,2 mAU mit Referenz 258,7 mAU),
die Area/Total (98,3; 98,6 % mit Referenz 97,9 %) und dem Monomergehalt =
Area/Peak (99,2; 99,5 % mit Referenz 99,1 %). Die Probe 65 °C weist bei allen Daten
geringfugig kleinere Werte auf und verfugt tber einen Monomergehalt von 97,7 % (Re-
ferenz 99,1%).
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Bei der bereits in der inhibitorischen Aktivitat abfallenden Probe 75 °C konnten per
Auge bereits feste Bestandteile entdeckt werden, welche durch die Zentrifugation ent-
fernt wurden. Es kommt zu einer abnehmenden Konzentration und Peakhdhe (41,5 zu
258,7 mAU). Vergleicht man die SEC-Diagramme der Referenz und 75 °C (Abbildung
27 und Abbildung 28), fallen bei 75 °C weitere grol3e Peaks bei einem Retentionsvo-
lumen von ca 9,5 ml und 10,71 auf. Zusatzlich nimmt der Monomergehalt auf 65,7 %

ab (verglichen mit 99,1% der Referenz).
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Abbildung 27: SEC der Referenzprobe von V9
Die unbehandelte Probe von V9 wurde mit einer Konzentration von 7,6 mg/ml eingesetzt. Die SEC
wurde bei einer Flussrate von 0,3 ml/min und mit der S&ule ,Superdex 200 Increase“ durchgefihrt.
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Abbildung 28: SEC der Probe von V9 75 °C

Die Probe von V9 wurde flr 3 h einer Temperatur von 75 °C ausgesetzt und mit einer Konzentration
von 7,6 mg/ml eingesetzt. Die SEC wurde bei einer Flussrate von 0,3 ml/min und mit der Saule ,Super-
dex 200 Increase” durchgefihrt.

Mittels des Retentionsvolumens der Referenzprobe und der Regressionsgerade lasst
sich das zugrundeliegende Molekulargewicht von V9 mit 158,1 kDa berechnen (theo-
retisches MW von V9 anhand der Aminosauresequenz: 145,3 kDa)

Tabelle 19: Ergebnisse der SEC der temperaturbehandelten Proben von V9

Retentionsvolu- Peakhohe Area/Total Area/Peak

men (ml) (mAU) (%) (%)
V9 Referenz 12,55 258,7 97,9 99,1
V9 45 °C 12,55 263 98,3 99,2
V9 55 °C 12,55 260,2 98,6 99,5
V9 65 °C 12,55 2541 96,7 97,7
V975°C 12,57 41,5 63,6 65,7

pH-Stabilitat
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Die pH-Proben von pH 4-6 und pH 2-3 wurden getrennt voneinander vermessen. Des-
halb gibt es fur beide eine eigene mitvermessene Referenzprobe. Innerhalb der Pro-
ben pH 4-6 schwanken die Werte mit 1,33x fir pH 4; 0,96x fur pH 5 und 0,81x der
bendtigten Referenzkonzentration fur pH 6 um x1 der Referenz und zeigen keine deut-
liche Zu- oder Abnahme der inhibitorischen Aktivitat.

Bei den Proben pH 2 und 3 konnten bereits per Auge deutliche Ausflockungen und
Feststoffe festgestellt werden. Trotzdem sinkt pH 3 auf 0,6x ab. Die Probe von pH 2
hingegen steigt auf 4,5x der bendtigten Referenzkonzentration und zeigt einen deutli-
chen Verlust an Aktivitat (Tabelle 20).

Tabelle 20: IC50-Werte der pH-behandelten V9-Proben

IC50 (pg/ml) x Referenz
V9 Referenz 1 0,027 1,0
V9 pH 6 0,022 0,81
V9 pH 5 0,026 0,96
V9 pH 4 0,036 1,33
V9 Referenz 2 0,01 1,0
V9 pH 3 0,006 0,6
V9 pH 2 0,045 4,5

Aufgrund der enthaltenen Feststoffe wurde auf die Durchfuhrung einer SEC bei den
Proben pH 2 und pH 3 verzichtet. Die erhaltenen Daten fur pH 4-6 sind in Tabelle 21
aufgeflhrt.

Die deutlich geringeren Peakhdhen der pH-Proben sind darauf zurlickzufihren, dass
bei der Erstellung der Proben eine Vorverdunnung und somit Konzentrationserniedri-
gung durchgefuhrt wurde. Vergleicht man die Area/Total, wurden geringere Werte bei
den pH-Proben erzielt. Dies hangt allerdings insgesamt mit dem verringerten Signal
zusammen, wodurch kleinere Schwankungen als Peak gewertet werden. Die
Area/Peak fasst nur die 20 starksten Peaks zusammen. Die Daten der pH-Proben zei-
gen dort keinen signifikanten Unterschied zur Referenz und betragen 98 % fur pH 5
und 6, sowie 98,2 % fur pH 4 verglichen mit 99,1 % fur die Referenz. Es kommt zu

keiner signifikanten Abnahme des Monomergehalts.
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Tabelle 21: Ergebnisse der SEC der pH-behandelten Proben von V9

Retentionsvolu-
men (ml)

V9 Referenz 12,55

V9 pH 6 12,59

VI pH 5 12,59

V9 pH 4 12,59

Freeze-Thaw-Cycle-Stabilitat (FTC)

Peakhohe
(mAU)

258,7
44,8
44,8
42,4

Area/Total Area/Peak

(%)

97,9
90,7
90,7
90,7

(%)
99,1
98
98
98,2

Anhand der in Tabelle 22 aufgefihrten Werte kann kein wesentlicher Einfluss auf die

inhibitorische Aktivitat von V9 durch FTCs innerhalb der untersuchten Wiederholungen

von 10x festgestellt werden. Die Werte von FTC 2x-10x schwanken um x1 der Refe-

renz mit minimal 0,98x bei FTC 5x und maximal 1,56x der bendtigten Referenzkon-

zentration bei FTC 2x.

Tabelle 22: IC50-Werte der FTC-Proben von V9

IC50 (ng/ml)
V9 Referenz 0,043
V9 FTC 2x 0,068
V9 FTC 5x 0,042
V9 FTC 10x 0,056

X Referenz
1,0

1,56

0,98

1,28

Die mittels SEC generierten Ergebnisse unterstreichen die Ergebnisse der inhibitori-

schen Aktivitat. Beim ermittelten Monomergehalt der Proben (minimal 98,8 % FTC 10x

und maximal 99,1 % bei FTC 5x) sind keine relevanten Abweichungen vom Monomer-

gehalt der Referenz mit 98,9 % festzustellen. FTC bis zu 10x haben keinen Einfluss

auf den Monomergehalt von V9 und fuhren nicht zu einer Aggregatbildung.

Tabelle 23: Ergebnisse der SEC der FTC-Proben von V9

Retentionsvolu-
men (ml)

Peakhohe
(mAU)

Area/Total Area/Peak

(%)

(%)
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V9 Referenz 12,56 271,44 98 99

V9 FTC 1x 12,56 271,9 97,7 98,9
V9 FTC 2x 12,57 271,3 97,3 98,6
V9 FTC 5x 12,57 269,4 98 99,1
V9 FTC 10x 12,57 268,6 94,6 98,8

Lagerstabilitat
Eine Lagerung des Antikdrpers bei Raumtemperatur flihrt zu keinem Verlust an inhibi-
torischer Aktivitat. Die Werte von 1, 2 und 6 Monaten nahern sich mit 0,98; 0,97 bzw.

1,1x der Referenzkonzentration stark der Referenz von 1,0 an.
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Abbildung 29: Ermittlung der inhibitorischen Aktivitat von gelagerten (RT und 4 °C) V9-Proben anhand
der Inhibition einer IL-3 induzierten Downmodulation von CD131 auf Basophilen

V9-Proben (oder als Negativkontrolle (NK) nur Medium) und IL-3 wurden fiir 1 h bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. Anschlief3end wurde frisches humanes Vollblut (60 pl/Probe, EDTA) zugegeben und
erneut fur 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Es ergaben sich die angegebenen Endkonzentrationen
fur die V9-Proben und 0,2 ng/ml fur IL-3. AnschlieRend erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konju-
gierten Antikdrpern und die Ermittlung des Medianwertes der CD131-Expression aller Basophilen per
FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte der Medianwerte + SD (n=2).

Eine Lagerung bei 4 °C fuhrt, unabhangig von der Lange der Lagerung, bei allen Pro-
ben zu einer Schwankung innerhalb der CD131-Expression. Eine signifikante Erho-
hung der bendtigten Referenzkonzentration kann nicht detektiert werden (vergleiche
Abbildung 29).
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Plasmastabilitat

Eine Lagerung des Antikorpers in Plasma fuhrt innerhalb von 48 h zu keiner deutlichen
Veranderung der inhibitorischen Aktivitat. Die Werte sinken minimal auf 0,85x bei La-
gerung in EDTA-Plasma ab und steigen maximal auf 1,11x der bendtigten Referenz-
konzentration bei Lagerung in Serum an (Abbildung 30).

Bei Lagerung von 8 d steigen alle bendtigten Konzentrationen in ahnlicher Weise auf
1,43x fur PBS und Hep.-Plasma, 1,35 fir EDTA-Plasma und 1,46x fur Serum an.
Nach einer 4-wochigen Lagerung von 28 d zeigen sich erste grofere Veranderungen
der bendtigten Konzentrationen. PBS steigt moderat auf das 1,56x an. Der Wert fur
Hep.-Plasma verdoppelt sich fast auf 1,98x und die bendtigten Konzentrationen fur
EDTA-Plasma und Serum steigern sich auf das ca. 2,5x (EDTA Plasma 2,48x; Serum
2,56x).
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Abbildung 30: IC50-Werte der in PBS oder Plasma gelagerten V9-Proben

Die dargestellten Konzentrationen geben an, mit welcher Konzentration von in PBS oder Plasma gela-
gerten (48 h— 28 d) V9-Proben, eine halbmaximale Inhibition der durch 0,2 ng/ml IL-3 induzierten Down-
modulation des Markers CD131 auf Basophilen erzielt werden konnte.

Isothermale Stabilitat

In Abbildung 31 sind samtliche isothermalen Laufe von V9 dargestellt. In keinem der
Laufe wurden Minima oder Maxima erfasst. Zudem schwanken die Signale der einzel-
nen Laufe nur in einem Bereich von 0,21-0,219 mCal/min. Bei diesen Schwankungen

handelt es sich lediglich um interne Gerateschwankungen, die in diesem geringen
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Male Ublich und unvermeidbar sind. Eine Entfaltung von V9 kann nicht festgestellt
werden.

Der IC50-Wert der inhibitorischen Aktivitat weist mit 1,28x der bendtigten Referenz-
konzentration nur eine geringflgige Steigerung auf.

Die Ergebnisse der SEC zeigen eine geringere Peakhohe von 215,5 mAU im Vergleich
zu 271,38 mAU der Referenz. Auch der Monomergehalt liegt mit 95,61 % unter dem
Wert der Referenz (98,64 %).
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Abbildung 31: Isothermale Stabilitédt von V9 (Originallaufe der VP-DSC-Software)
Eine V9-Probe (7,6 mg/ml) wurde fir 100 h in der VP-DSC gelagert bei einer konstanten Temperatur
von 55 °C. Insgesamt erfolgten 31 Durchlaufe die in der Abbildung dargestellt sind.
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5.3.2 Schmelzpunktbestimmung

Mittels VP-DSC wurde der bzw. die Schmelzpunkte des Antikorpers V9 ermittelt. In
Abbildung 32 ist der Lauf als normiertes und um die Referenz korrigiertes Ergebnis
dargestellt. Dieses zeigt eine zunehmende Warmekapazitat Ce mit zunehmender zu-
gefuhrter Energie in Form der Temperatur, mit einem Maximum bei ca. 70 °C, einem
Sattelpunkt bei ca. 80 °C und einem Maximum bei ca. 90 °C. Danach fallt das Signal

auf 0 zurick.
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Abbildung 32: Normierter Lauf der Schmelzpunktbestimmung fiir V9

Die Bestimmung der Schmelzpunkte fand im Temperaturbereich von 25-130 °C mit einer konstanten
Aufheizrate von 1 °C/min statt. V9 wurde mit einer Konzentration von 7,6 mg/ml eingesetzt. Dargestellt
ist das Ergebnis nach Baselinekorrektur und Normierung auf die AK-Konzentration.

Ausgehend von den Ergebnissen aus Abbildung 32 wurde mit Hilfe von Origin 7 der
VP-DSC ein Fitting zur genauen Bestimmung der Schmelzpunkte durchgefuhrt (Abbil-
dung 33). Die Extrempunkte (Maxima, Sattelpunkt) charakterisieren die Schmelz-
punkte, sodass ein Fitting mit drei Extrempunkten durchgeflhrt wurde. Hieraus erge-
ben sich die Schmelzpunkte Tm1= 71 °C, Tm2= 85 °C und Twms= 90 °C fur V9. Der zwi-
schenzeitliche Einbruch des Signals vor Erreichen des Schmelzpunktes Twms erklart

sich durch die einsetzende vollstandige Entfaltung des Antikorpers.
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Abbildung 33: Originalfit der Schmelzpunktbestimmung von V9 aus Origin 7 der VP-DSC (bearbeitet)
Die Abbildung zeigt das Fitting der Schmelzpunkte fiir den Antikorper V9 (7,6 mg/ml) nach Baselineko-
rrektur und Normierung auf die AK-Konzentration. Es wurde ein ,kubic fit* mit drei Maxima durchgefuhrt.
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5.3.3 Affinitatsbestimmung

Mit Hilfe der Biacore X100 (GE Healthcare) erfolgte die Affinitatsbestimmung von V9
und P8C11-Chim durch SPR.

Beispielhaft sind in Abbildung 34 und Abbildung 35 mit der Evaluierungssoftware er-
stellte Auswertekurven fur das Kinetik- und Affinitatsfitting fur den Antikorper V9 dar-
gestellt.
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Abbildung 34: Kinetikfitting von V9 (Original aus Biacore)

V9 wurde mit einer Konzentration von 1,25 ug/ml eingesetzt, die vermessenen IL-3-Konzentrationen
betrugen 0,001; 0,01; 0,025; 0,05; 0,066; 0,08; 0,12; 0,15 und 0,25 ug/ml. Durchgefiihrt wurde die Mes-
sung mit der Methode ,Multi-Cycle. Das anschlieRende Kinetikfitting wurde nach dem Modell
LSteady-state-affinity durchgefuhrt.

Die ermittelten Parameter sind in Tabelle 24 aufgefuhrt. Zwar unterscheiden sich V9
und P8C11-Chim hinsichtlich ihrer durch Kinetikfitting ermittelten Assoziationskonstan-
ten ka und ihrer Dissoziationskonstanten kq (1,1*106 zu 7,9*10% 1/Ms bzw. 1,610 zu
1,1*10* 1/s), aber die resultierende Gleichgewichtsdissoziationskonstanten KD sind
mit 1,4*10-% M identisch und somit verfligen beide Antikérper lber eine identische
Affinitat im picomolaren Bereich.

Das ermittelte X? weist darliber hinaus auf ein genaues Fitting hin.
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Abbildung 35: Affinitatsfitting von V9 (Original aus Biacore)

V9 wurde mit einer Konzentration von 1,25 ug/ml eingesetzt, die vermessenen IL-3-Konzentrationen
betrugen 0,001; 0,01; 0,025; 0,05; 0,066; 0,08; 0,12; 0,15 und 0,25 ug/ml. Durchgefiihrt wurde die Mes-
sung mit der Methode ,,Multi-Cycle. Das anschlielende Affinitatsfitting wurde nach dem Modell ,7:7-bin-
ding“ durchgefuhrt.

Die mittels des Affinitatsfittings ermittelten Werte fur die Gleichgewichtsdissoziations-
konstanten KD sind zwar um eine 10er-Potenz gro3er und liegen im niedrigen nano-
molaren Bereich, allerdings sind auch hier die ermittelten Werte mit 5,4*10° bzw.
3,2*10° M vergleichbar.

Tabelle 24: Ermittelte Affinitatswerte von P8C11-Chim und V9

ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) X2(RU?) KD (M)

KF* AF'
P8C11-Chim  7,9*10° 1,110  1,4*107 7,8 3,210
V9 1,1*108 1,6*105  14*107° 7,8 5,410

*: KF: Kinetic-fitting, AF: Affinity-fitting
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5.3.4 Epitopmapping

Anhand des Epitopmappings wurde die Aminosauresequenz bestimmt, an welche die
Antikorper P8C11 und V9 binden. Dargestellt sind in Abbildung 36 die Bindungsstar-
ken, an die in der Legende angegebenen Peptide, durch die resultierenden OD-Werte
im ELISA.

Allgemein bindet V9 seine Peptide starker als P8C11. Sowohl P8C11 als auch V9 bin-
den die Peptide 26-48, 28-48 und 22-48. Das Peptid 28-48 wird am schwachsten ge-
bunden mit einer OD von 0,31 + 0,005 bei P8C11 und 0,55 £ 0,007 bei V9. Das langere
Peptid 26-48 mit 0,48 + 0,02 bei P8C11 und 1,04 + 0,036 bei V9.

Am starksten wird von beiden das langste Peptid 22-48 gebunden. P8C11 bindet mit
einer OD von 0,8 £ 0,028 und V9 mit 1,33 £ 0,097. Dies entspricht der Aminosaurese-
quenz EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL.
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Abbildung 36: Epitopmapping von V9

ELISA-Platten wurden mit den in der Legende angegebenen Peptiden (Aminosdurenummern ohne Sig-
nalpeptid) Uber Nacht bei RT gecoatet und geblockt. Die Konzentration betrug bei allen 10 ug/ml. An-
schlieBend erfolgte die Inkubation mit den Antikorpern (10 pug/ml) fir 1 h bei RT. Als Detektionsantikor-
per wurde der ,polyclonal rabbit anti-mouse® Ig-HRP (1:2000) fur alle Antikérper auller V9 verwendet.
Fur V9 wurde ,HRP-conjugated AffinePure fragment goat anti-human 1gG eingesetzt (1:5000). Jeweils
fur 1 h bei RT. Als Substrat wurde ABTS fiir 20 min verwendet. Anschlieend erfolgte die Bestimmung
der OD bei 405 nm (Referenz 490 nm). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).
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Die IL-3-AK 3G11, R&D 4806 und R&D 4815 binden keine der getesteten Peptide,
womit P8C11 und V9 ein anderes Epitop besitzen als kommerziell erwerbbare andere

humane IL-3-AK. Das Ergebnis wurde durch die Wiederholung des Versuchs bestatigt.

5.3.5 Kreuzreaktivitat

Durch einen ELISA wurde die Kreuzreaktivitat des chimaren P8C11-Chim und von V9
zu IL-3 verwandten Zytokinen getestet.

Sowohl P8C11-Chim als auch V9 zeigen keine Bindung und somit Kreuzreaktivitat zu
den Zytokinen GM-CSF und IL-5, sowie Rhesus-IL-3.

Beide AntikOrper zeigen zudem ein vergleichbares Bindungsverhalten zu humanem
IL-3 bei 30 yg/ml (1,14 + 0,15 P8C11 und 1,16 + 0,14 V9) und 3 pg/ml (0,76 + 0,036
P8C11 und 0,74 + 0,089 V9).
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Abbildung 37: Kreuzreaktivitat von V9

Eine ELISA-Platte wurden mit den Zytokinen (1 pg/ml) Uber Nacht bei RT gecoatet und geblockt. An-
schlieBend erfolgte die Inkubation mit den in der Legende angegebenen Antikdrpern (oder Puffer fiir 1 h
bei RT. Als Detektionsantikdrper wurde HRP-conjugated AffinePure fragment goat anti-human IgG ein-
gesetzt (1:5000) fir 1 h bei RT. Als Substrat wurde ABTS fiir 20 min verwendet. Anschlief3end erfolgte
die Bestimmung der OD bei 405 nm (Referenz 490 nm). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n=4).
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5.3.6 Wachstumshemmung von IL-3 abhangigen TF1-Zellen

Mit Hilfe der Zelllinie TF1 und eines MTT-Assays wurde die inhibitorische Aktivitat von
V9 aufgrund der Wachstumshemmung der Zelllinie untersucht (Abbildung 38).

Bis zu einer Konzentration von 0,37 pg/ml zeigen die Antikorper P8C11-Chim und V9
eine ahnliche Blockadewirkung gegen IL-3. Bei dieser Konzentration sinkt die Prolife-
ration auf 59,8 + 10,5 % fur P8C11-Chim bzw. 57,2 + 5,5 % bei V9 ab. Bei der nied-
rigsten untersuchten Konzentration steigt die Proliferation bei P8C11-Chim bis Uber
den Referenzwert (111,2 £ 8,4 %).

Mit der hochsten untersuchten Konzentration von 30 ug/ml kénnen beide Antikorper
die Proliferation der Zelllinie auf unter 10 % absenken (7,1 £ 1,9 bzw. 6,3 + 3,3 %). Die
groRe Ahnlichkeit der beiden Antikorper hinsichtlich ihrer Effektivitat zeigte sich insbe-
sondere in den resultierenden IC50-Werten. Diese liegen mit 0,85 pg/ml fur P8C11
und 0,67 pg/ml fur V9 nah beieinander.
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Abbildung 38: Wachstumshemmung von TF1-Zellen durch anti-IL-3-AK

Die Antikdrper wurden mit IL-3 fir 1 h bei 37 °C im Brutschrank prainkubiert und anschlieRend zu den
TF-1-Zellen zugegeben. Somit ergaben sich die angegebenen Endkonzentrationen der Antikérper und
5 ng/ml fir IL-3. Die Zellen wurden fiir 5 Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Abnahme von 100 pl Uberstand und die Zugabe der MTT Solution und Inkubation fiir 4 h bei 37 °C
im Brutschrank. AbschlieRend wurde MTT Solvent zugegeben und Gber Nacht inkubiert bei RT im Dun-
keln. Die OD wurde bei 570 nm (Referenz 670 nm) bestimmt. Anhand der OD wurde die Abnahme der
Zellproliferation bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM n=4 Versuche (einzelne Versuche n=3).
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5.3.7 Blockade der Bindung von IL-3 an CD123 auf PBMCs

Unterstiutzend zu 5.3.6 wurde untersucht, ob nicht nur die Wirkung von IL-3, sondern
daruber hinaus auch seine Bindung an PBMCs durch V9 effektiv unterbunden wurde.
In Abbildung 39 ist der Anteil an IL-3+ innerhalb der CD123+ Zellen dargestellt. Der
die Antikorper enthaltene Puffer selbst hat keine Fahigkeit die Bindung zu unterbinden.
V9 reduziert bereits in einer Konzentration von 0,463 pug/ml den Wert auf 66,7 % be-
zogen auf die Positivkontrolle. Mit zunehmender Konzentration wird dieser Wert auf
8,6 % bei 12,5 pyg/ml reduziert. P8C11 reduziert den Wert maximal auf 13,2 % bei
derselben Konzentration. Die IC50-Werte beider Antikorper betragen 1,13 ug/ml bei

P8C11 und 1,1 pg/ml bei V9 und unterschieden sich nur marginal.
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Abbildung 39: Blockade der IL-3-Bindung auf PBMCs durch V9.

Die Antikoérper wurden fir 30 min auf Eis mit biotinyliertem IL-3 préinkubiert. AnschlieRend wurde fri-
sches humanes Vollblut (60 pl/Probe, EDTA) zugegeben und erneut fir 1 h auf Eis inkubiert. Es ergaben
sich die angegebenen Endkonzentrationen fir die AK-Proben und 0,125 ng/ml fir IL-3. Anschliefend
erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern (inklusive Avidin-FITC) und die Er-
mittlung des Anteils der FITC+ Basophilen per FACS-Analyse. Einzelwerte.



Ergebnisse 109

5.3.8 Unspezifische Wirkung auf Blutleukozyten durch V9

Unspezifische Bindung auf Blutleukozyten

Mittels FACS-Analyse konnte, verglichen mit einer IgG1 Isotyp-Kontrolle, keine ver-

mehrte unspezifische Bindung von V9 an Blutleukozyten festgestellt werden.
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Abbildung 40: Unspezifische Bindung von V9 auf Blutleukozyten

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit den Antikdrpern in den angegebenen
Konzentrationen fir 1 h auf Eis. Anschlieend erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konjugierten
Antikdrpern (inklusive PE-F(ab)2 goat-anti-human) und die Ermittlung des Anteils an PE+ Zellen an den
dargestellten Zellpopulationen per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).

Die Detektion der Antikorper erfolgte Uber einen PE-konjugierten anti-human IgG1 An-
tikdrper. Innerhalb der Zellpopulationen von Lymphozyten und PMNs liegt der Anteil
an PE+-Zellen sowohl bei V9 als auch der Kontrolle, unabhangig von der eingesetzten
Konzentration, bei ca. 0,5 %. Die ermittelten Werte innerhalb der Monozyten schwan-
ken zwischen den untersuchten Konzentrationen und weisen eine teils hohe Stan-
dardabweichung auf (V9 0 uyg/ml 3,4 + 1,8 %, 0,16 pg/ml 1,3 + 0,5 %; AK-Iso 0 pg/ml
3,0 £ 1,5 %). Zwischen V9 und dem Isotyp werden keine Unterschiede festgestellt.
Nicht dargestellt sind die Ergebnisse der einzelnen Populationen wie B-Zellen, T-Zel-

len etc. Die Werte der PE+ Zellen unterscheiden sich zwar teils erheblich (B-Zellen ca.
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15 % PE+ Zellen, CD8+ T-Zellen ca. 0,4 %), jedoch kdnnen keine Unterschiede zwi-

schen V9 und dem Isotyp detektiert werden.
Rezeptorregulation und Einfluss auf Proliferation durch V9

Eine Inkubation mit V9 fuhrt bei beiden untersuchten Konzentrationen innerhalb der
Basophilen und pDCs zu geringen Erhéhungen und Erniedrigungen der Expression
des Aktivierungsmarkers CD11b.

Innerhalb der Neutrophilen fuhrt eine Inkubation mit V9 zu einer verringerten Expres-
sion (Medium 32.353 + 6048 zu 22.634 + 3129 MFI fur 1 ug/ml und 23.675 + 5253 MFI
bei 10 ug/ml). Innerhalb der Monozyten hingegen steigt die Expression von
59.453 £ 3559 auf 70520 £ 7375 MFI bei V9 10 pug/ml (Abbildung 41).
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Abbildung 41: CD11b-Expression nach V9-Inkubation

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit V9 (oder Medium) in den angegebenen
Konzentrationen fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank. Anschlielend erfolgte die Farbung mittels Flu-
orochrom-konjugierten Antikérpern und die Ermittlung der Expression des Oberflachenmarkers CD11b
auf den dargestellten Zellpopulationen per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte der Median-
werte + SD (n=4).

In Abbildung 42 sind die ermittelten Zellzahlen nach einer Inkubation mit V9 dargestelit.
In keiner der untersuchten Populationen kann eine Veranderung der Zellzahlen fest-
gestellt werden, welche Uber die Abweichung des SEM hinausgeht. Eine Inkubation
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mit V9 mit den verwendeten Konzentrationen hat keinen Einfluss auf die Proliferation

der Zellen.
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Abbildung 42: Zellzahlen nach Inkubation mit V9

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit V9 (oder Medium) in den angegebenen
Konzentrationen fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank. Anschlielend erfolgte die Farbung mittels Flu-
orochrom-konjugierten Antikérpern und die Ermittlung der Zellzahlen der dargestellten Zellpopulationen
per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=4).

In Abbildung 43 ist das Gating des Versuches dargestellt. Anhand des Forward- und
Side Scatters wurden die grofden Zellpopulationen Lymphozyten, Monozyten und
PMNs voneinander separiert (A).

Mittels der verschiedenen Oberflachenmarkern erfolgte dann aus den einzelnen Po-
pulationen das Gating in Subpopulationen.

Aus dem Monozyten-Gate wurden die Monozyten Uber HLA-DR und CD14 einge-
grenzt (B). Anhand der Expression von CD123 konnten Basophile und pDCs separiert
werden. Die Zellpopulation pDC verfugt hingegen tber mehr CD304 als Basophile (C).
B-Zellen wurden mit Hilfe der Expression der Marker CD11b und HLA-DR aus dem
Lymphozytengate bestimmt (D). Des Weiteren erfolgte die Unterteilung in CD123+ und
CD123- B-Zellen (E). Die Neutrophilen wurden aus dem Gate PMN durch die Marker
CD14 (-) und CD16 (+) abgegrenzt.
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Abbildung 43: Gating der Populationen zur Untersuchung der Rezeptorregulation und Einfluss auf
Proliferation durch V9
A: Gating mittels Forward- und Sidewardscatter; B: Monozyten; C: Basophile und pDCs; D: B-Zellen; E:

CD123+ B-Zellen; F: Neutrophile
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Ausschittung proinflammatorischer Zytokine

Abbildung 44 zeigt, dass es durch eine Inkubation uber 24 h mit V9 bei Konzentratio-
nen von 1 pg/ml und 10 pg/ml zu keiner vermehrten Ausschuttung der proinflammato-
rischen Zytokine IL-6, TNF-a oder IFN-y kommt.

Eine Ausschuttung von IFN-y ist weder in der Kontrolle noch bei V9 zu detektieren. Die
Konzentrationen von IL-6 und TNF-a befinden sich im niedrigen Picogramm-Bereich

und somit nahe der Quantifizierungsgrenze.
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Abbildung 44: Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine nach V9-Inkubation

Inkubation von frischem humanem Vollblut (Lithium-Heparin) mit V9 (oder Medium) in den angegebenen
Konzentrationen fiir 24 h bei 37 °C im Brutschrank. AnschlieBend erfolgte die Abnahme der Uberstande
und die Ermittlung der Konzentrationen der Zytokine IL-6, TNF-a und IFN-y mittels ELISA (siehe 4.1.3).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n=4).
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5.4 Charakterisierung von anti-idiotypischen Antikorpern

5.4.1 Bindung der anti-idiotypischen Antikorper

Nachdem V9 mit 3F9 prainkubiert worden ist, kann im ELISA weiterhin eine Bindung
von V9 an IL-3 durch den Detektionsantikorper goat-anti-human-HRP festgestellt wer-
den. Das Signal nimmt mit steigender Konzentration zu und ist vergleichbar zur Sig-
nalstarke der Kontrolle (Prainkubation mit 2 % BSA/PBS).

Die stattgefundene Bindung des murinen anti-idiotypischen Antikoérpers 3F9 an V9
kann durch die erfolgreiche Detektion mit dem Detektionsantikorper rabbit-anti-mouse-
HRP verifiziert werden (siehe Abbildung 45, rechte Seite).

Im Gegensatz zu 3F9, kann nach einer Prainkubation von V9 mit 5F11 im ELISA kein

Signal mehr detektiert werden.
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Abbildung 45: Bindung der anti-idiotypischen Antikérper an V9 — ELISA 1

Eine ELISA-Platte wurde mit 2 ug/ml IL-3 tGber Nacht bei 4 °C gecoatet und geblockt. V9 wurde in den
angegebenen Konzentrationen mit 3F9/5F11 (10 pg/ml) oder 2 % BSA/PBS 1 h bei RT prainkubiert. Die
Inkubation der Proben dauerte 2 h bei RT, die Detektion mit den Detektionsantikérpern 1 h bei RT. Als
Substrat wurde ABTS fur 20 min verwendet. Anschliefiend erfolgte die Bestimmung der OD bei 405 nm
(Referenz 490 nm). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).
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Die durch ELISA 2 erhaltenen Daten unterstitzen die Ergebnisse von ELISA 1. Die
Ergebnisse in Abbildung 46 zeigen, dass die durch 3F9 erzeugte OD einzig vom zur
Verfligung stehenden V9 abhangt. Die Signalstarke nimmt mit zunehmenden V9 zu
und weist eine vergleichbare OD zu ELISA 1 auf. Die Signalstarke bei 5F11 nimmt
ebenfalls zu, die Starke der Signale liegt allerdings deutlich unter denen von 3F9, da
nur die freien (d.h. nicht an IL-3 gebundenen) Bindungsstellen von V9 detektiert wer-
den. Mit zunehmenden IL-3 Konzentrationen im Verhaltnis zur V9-Konzentration ten-
diert die Signalstarke bei 5F11 gegen die Signalstarke der Kontrolle (0,1 zu 0,04 bei
V9 von 0,11 yg/ml).
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Abbildung 46: Bindung der anti-idiotypischen Antikérper an V9 — ELISA 2

Eine ELISA-Platte wurde mit 2 ug/ml IL-3 tGber Nacht bei 4 °C gecoatet und geblockt. V9 wurde in den
angegebenen Konzentrationen fir 1 h bei RT inkubiert. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit
3F9/5F11 (10 pg/ml) oder 2 % BSA/PBS fir 1 h bei RT und die Detektion mit dem Detektionsantikdrper
rabbit-anti-mouse-HRP (1:2000) fur 1 h bei RT. Als Substrat wurde ABTS fir 20 min verwendet. An-
schlieRend erfolgte die Bestimmung der OD bei 405 nm (Referenz 490 nm). Dargestellt sind die Mittel-
werte + SD (n=2).
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5.4.2 IL-3-Effekte der anti-idiotypischen Antikorper

Abbildung 47 zeigt, dass die anti-idiotypischen Antikdrper 3F9 und 5F11 selbst bei den
verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Regulation des Markers CD131
auf Basophilen haben. Die Expression des Markers bleibt auf dem Niveau der Nega-

tivkontrolle.
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Abbildung 47: IL-3-Effekte der anti-idiotypischen Antikérper

3F9 oder 5F11 (oder als Negativkontrolle (NK) nur Medium bzw. als Positivkontrolle nur IL-3) wurden
mit frischem humanem Vollblut (60 pl/Probe, EDTA) fir 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Es
ergaben sich die angegebenen Endkonzentrationen fir die AK-Proben und 0,2 ng/ml fur IL-3. Anschlie-
Rend erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom-konjugierten Antikérpern und die Ermittlung des Medi-
anwertes der CD131-Expression aller Basophilen per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Medianwerte + SD (n=2).

5.4.3 IL-3-Aktivitatsassay der anti-idiotypischen Antikorper

Der IL-3-Aktivitatsassay zeigt, dass 3F9 nicht die Aktivitat von V9 beeinflusst. In allen
verwendeten Konzentrationen von 3F9 fuhrt eine Prainkubation mit V9 nicht zu einer
Regulation der CD131-Expression auf Basophilen (Abbildung 48).

Der Antikorper 5F11 beeinflusst die inhibitorische Aktivitat von V9 (beide Konzentrati-
onen) in den Konzentrationen von 2,5 und 10 ug/ml und die CD131-Expression sinkt
mit IL-3 0,1 ng/ml auf den Wert der Positivkontrolle. Bei einer Konzentration von

0,625 pg/ml findet keine Beeinflussung der inhibitorischen Aktivitat von V9 durch 5F11



Ergebnisse 117

mehr statt (V9 1 ug/ml). Bei einer Konzentration von V9 mit 0,25 pg/ml hingegen, wird
CD131 nicht mehr herunterreguliert.
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Abbildung 48: IL-3-Aktivitdtsassay der anti-idiotypischen Antikdrper

V9-Proben wurden fir 1 h mit 3F9/5F11 in den angegebenen Konzentrationen fur 1 h bei 37 °C im
Brutschrank prainkubiert. Es folgte die Prainkubation der Proben (oder als Negativkontrolle (NK) nur
Medium) mit IL-3 fur 1 h bei 37 °C im Brutschrank. AnschlieBend wurde frisches humanes Vollblut (60
pI/Probe, EDTA) zugegeben und erneut fiir 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Es ergaben sich die
angegebenen Endkonzentrationen fiir die V9/AK-Ansatze und 0,2 ng/ml fir IL-3. Anschlief3end erfolgte
die Farbung mittels Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern und die Ermittlung des Medianwertes der
CD131-Expression aller Basophilen per FACS-Analyse. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).

5.5 Detektion von V9 aus humanem Blutplasma

5.5.1 Theoretische Verteilung der Bindung von IL-3 an V9

Jeder Antikérper besitzt zwei Bindungsstellen fiir sein Antigen. Uber einen statisti-
schen Ansatz Iasst sich unter Annahme bestimmter Voraussetzungen die Verteilung
von freiem/ungebundenem AK (0x), einarmig gebundenem AK (1x) und doppelt ge-
bundenem AK (2x) bestimmen.

In einem Eppendorf-Cup liegt eine bestimmte Anzahl (1/2*z) Antikérpermolekule vor,
die Uber z Arme verfigen. Gleichzeitig befindet sich in diesem Eppendorf-Cup eine
bestimmte Anzahl an Antigenen mit xz (0<=x<=1). Wirde der Antikdrper Uber eine
unendlich hohe Affinitat verfugen, so wurde sich fur die Arme im Gleichgewichtszu-
stand folgendes ergeben:



Ergebnisse 118

Freie Arme: z-xz = z(1-x) Gebundene Arme: xz Gesamte Arme: z

Zwar existiert keine unendlich hohe Affinitat, allerdings verfiigt V9 mit 1,4*10'° M (iber
eine extrem hohe Affinitat und sollte somit IL-3 komplett binden.

Fir die Berechnung der Verteilung von Antikorpern mit 0 / 1 / 2 Antigenen in Abhan-
gigkeit von x und z wird die Wahrscheinlichkeit fur das ,zufallige Ziehen zweier Arme*
herangezogen:

Wahrscheinlichkeit flr Antikdrper mit 0 Antigenen (Frei * Frei):

z(1—x)xz(1—x) (-9 (5)

zZZ

Wahrscheinlichkeit fur Antikdrper mit 1 Antigen (Frei * Gebunden + Gebunden * Frei):

2z(1—x) X xz 201 - x (6)

zZZ

Wahrscheinlichkeit fir Antikdrper mit 2 Antigenen (Gebunden * Gebunden):

XZ X X
Z V4 - (7)

A4

Mit den Formeln lasst sich fir jedes Verhaltnis von Antikdrperarmen und IL-3 ausrech-
nen, welcher Prozentsatz der Antikorper frei, 1x oder 2x gebunden ist.

V9 besitzt ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa und IL-3 von ca. 15 kDa. Da V9 uber
zwei Bindungsarme besitzt, wird davon ausgegangen, dass V9 vollstandig bei einer
IL-3-Konzentration beladen ist, welche 1/5 der eingesetzten V9-Konzentration ent-

spricht.
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5.5.2 Gemessene Werte der Konzentrationsbestimmung

In Tabelle 25 sind die tatsachlich detektierten Konzentrationen von V9 und IL-3 den
eingesetzten Konzentrationen gegenuibergestellt.

Bei einem der ELISA wurden durch Coating mit dem blockierenden Antikorper 5F11
(bendtigt IL-3-Bindungsstelle zum Binden an V9) und Detektion mit dem nichtblockie-
rendem 3F9 (Bindung an V9 unabhangig von IL-3-Bindungstelle) nur V9-Antikdrper
detektiert, die einen oder zwei freie Bindungsarme aufweisen, da nach Bindung an IL-3
keine Bindung mehr an 5F11 mdglich ist. Die Bindung von 3F9 wird hingegen nicht
beeinflusst (= ELISA fiir freie Bindungsarme).

Bei einem weiteren ELISA wurden durch Coating mit dem IL-3-Antikorper AK13 (bindet
IL-3 auch nach Bindung an V9) und Detektion Gber 3F9 und 5F11 nur V9 Antikorper
detektiert, welche an einem oder beiden Armen IL-3 gebunden haben. Andernfalls fin-
det eine Bindung an AK13 nicht statt (= ELISA gebundene Bindungsarme). Ebenfalls
lasst sich mit diesem ELISA die Menge des gebundenen IL-3 bestimmen.

Zur Detektion des gesamten V9 wurde mit 5F11 + K13 gecoatet und erneut mit 3F9
detektiert. 5F11 bindet die freien Arme und K13 die gebundenen Arme von V9 (=
ELISA gesamte Bindungsarme).

Subtrahiert man die detektierte Menge aus dem ELISA der freien Bindungsarme von
der detektierten Menge aus dem ELISA fur alle Bindungsarme, erhalt man die
Menge an doppelt gebundenem V9. Eine Subtraktion dieser Menge von der detek-
tierten Menge aus dem ELISA der gebundenen Bindungsarme ergibt wiederum die
Menge des einfach gebundenen V9. Den Anteil des ungebundenen V9 kann man
durch Subtraktion der detektierten Menge an einfach gebundenem V9 von der de-
tektierten Menge des ELISA fiir freie Bindungsarme ermitteln. Zur Uberpriifung der
Funktionalitat der entwickelten ELISA wurde mit Hilfe der Wahrscheinlichkeitsrech-
nung eine theoretische Verteilung der Bindungsverhaltnisse bestimmt und mit den de-
tektierten Werten verglichen.

Bei den hohen Konzentrationen von V9 werden sowohl V9 als auch IL-3 mit hoher
Genauigkeit entsprechend ihren eingesetzten Konzentrationen detektiert. Bei VO lie-
gen alle detektierten Werte hdher als urspriinglich eingesetzt, befinden sich allerdings
in derselben Grélenordnung und weichen maximal um 30,77 % ab (10.000 ng/ml zu
detektierten 13.077 ng/ml). IL-3 wird genauer detektiert und weicht maximal um 4,46 %
ab (100 ng/ml zu detektierten 95,54 ng/ml).



Ergebnisse 120

Ahnliches gilt fir V9 mit 100 ng/ml. Die maximal detektierte Abweichung betragt
19,41 % (100 ng/ml zu detektierten 119,41 ng/ml). IL-3 hingegen wird innerhalb der-
selben Groflenordnung detektiert, allerdings betragt die Abweichung 190 % (0,1 ng/ml
zu detektierten 0,29 ng/ml).

Bei einer Konzentration von 1:1, zwischen V9 und IL-3 (rot markiert), werden deutlich
fehlerbehaftete Werte detektiert, sowohl fur V9 und insbesondere fur IL-3 (0,64 ng/ml
detektiert anstatt der eingesetzten 10 ng/ml). Die weiteren detektierten Konzentratio-
nen bei einer V9-Konzentration von 10 ng/ml befinden sich ebenfalls in derselben Gro-
Renordnung, wie die eingesetzten Konzentrationen und ahneln in ihren Abweichungen

denen von 100 ng/ml.

Tabelle 25: Detektierte V9- (Bestimmung Uber ELISA gesamte Bindungsarme) und IL-3-Konzentratio-
nen (Bestimmung Uber ELISA gebundene Bindungsarme) (Mittelwerte)

V9 (ng/ml) + IL-3 (ng/ml) Det. V9 (ng/ml) Det. IL-3 (ng/ml)
10.000 + 100 12591 95,54

10.000 + 10 13077 10,12

10.000 + 1 11277 0,93

100 + 10 119,41 6,31

100 + 1 89,5 0,85

100 + 0,1 98,91 0,29

.

10 +1 8,53 0,75

10 + 0,1 9,04 0,28

Vergleicht man die theoretisch berechnete und tatsachliche Verteilung, wird deutlich,
dass die theoretischen Werte den reellen Werten, insbesondere bei den V9-Konzent-
rationen von 10.000 ng/ml und 100 ng/ml, nahekommen (vergleiche Tabelle 26).

Die Abweichungen bewegen sich bis maximal 23 % (1x geb. bei V9 10.000 ng/ml| +
IL-3 100 ng/ml) bei V9 10.000 ng/ml, wobei dort kein doppelt gebundener V9 detektiert
werden konnte, obwohl 0,3 % erwartet worden sind.

Bei kleiner werdenden V9-Konzentrationen werden die Unterschiede zwischen reellen
und theoretischen Werten groRer, sobald sich IL-3 in seiner Konzentration der Kon-

zentration von V9 annahert. Bei V9 100 ng/ml + IL-3 10 ng/ml werden keine doppelt
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gebundenen V9-Antikorper detektiert obwohl 25 % erwartet wurden. Hingegen wurden
deutlich mehr ungebundene Antikorper detektiert (47,17 statt 25 %). Bei sinkenden
IL-3-Konzentrationen stimmen die erwarteten und theoretischen ermittelten Werte fur
Ox und 1x gebunden gut Uberein. Doppelt gebundener V9 wird allerdings nicht detek-
tiert obwohl es erwartet wurde (V9 100 ng/ml + IL-3 1 ng/ml) oder detektiert obwohl es
nicht erwartet wurde (V9 100 ng/ml + IL-3 0,1 ng/ml)

Bei einer Konzentration von 1:1, zwischen V9 und IL-3 (rot markiert), kdnnen ebenfalls
keine verwertbaren Werte mehr erzielt werden. Insgesamt wird die Ubereinstimmung
der theoretischen und reell ermittelten Werte mit sinkender V9-Konzentration unzuver-
lassig und hohe Abweichungen werden detektiert (z.B. V9 10 ng/ml + IL-3 1 ng/ml Ox
gebunden werden anstatt 25 nur 12,13 % detektiert oder bei V9 10 ng/ml + IL-3
0,1 ng/ml 1x gebunden werden anstatt 9,5 sogar 25,9 % detektiert).

Tabelle 26: Erwartete und tatsachliche Verteilung der Bindungsverhaltnisse von V9 und IL-3

V9 (ng/ml) Oxgeb. Oxgeb. 1xgeb. 1x geb. 2x geb. 2x geb.

+IL-3 (%) erwartet (%) erwartet (%) erwartet
(ng/ml) (%) (%) (%)
10.000 + 92,41 90,3 7,59 9,50 0 0,3
100
10.000 + 99,23 99 0,77 1,00 0 0
10
10.000 +1 99,92 99,9 0,08 0,10 0 0
100 +10 47,17 25 52,83 50,00 0 25
100 + 1 90,51 90,3 9,49 9,50 0 0,3
100+0,1 97,0 99 1,74 1,00 1,25 0
10 +1 12,13 25 87,87 50,00 0 25

10 +0,1 68,6 90,3 25,90 9,50 5,5 0,3



Diskussion 122

6. Diskussion

6.1 Basophile reagieren hochst sensitiv auf IL-3

Die zellulare Reaktion auf IL-3 oder GM-CSF wurde gemessen anhand der Downre-
gulation der IL-3-Rezeptor ,8-common®“Untereinheit CD131, welche ebenfalls die
,B8-common“Untereinheit fur GM-CSF darstellt (vergleiche 1.5.2). Diese wird nach In-
kubation mit IL-3 oder GM-CSF internalisiert und proteolytisch abgebaut. Im Gegen-
satz dazu wird die IL-3-Rezeptor a-Kette CD123 und die GM-CSF-Rezeptor a-Kette
CD116 nicht internalisiert [116]. Die Untersuchungen von IL-3-Effekten auf Blutleuko-
zyten zeigten, dass Basophile und pDCs hdchst sensitiv auf IL-3 reagieren. Bei Baso-
philen zeigte sich nach einstindiger Inkubation mit IL-3 eine konzentrationsabhangige,
fast vollstandige Downmodulation von CD131, wahrend GM-CSF nur schwach aktiv
war. Die Expression sank mit IL-3 auf unter 10 % (6631 + 132 im Vergleich zu
509 = 23 MFI). GM-CSF und LPS flhrten zu einer deutlich geringeren Regulation von
CD131 und einem Absinken um ca. 25 %. Basophile waren die einzige Zellpopulation,
welche ein derartiges Verhalten aufwies, weitere untersuchte und nicht dargestellte
Populationen zeigten ein Verhalten, welches denen von pDCs oder Eosinophilen ah-
nelte. Bei Eosinophilen flhrte eine einstiundige Inkubation zur Herrunterregulation des
,8-common“-Rezeptors CD131 durch IL-3 und GM-CSF auf rund 50 %. Bei pDCs re-
gulierten IL-3 und GM-CSF den Rezeptor CD131 annahernd komplett herunter (ca.
40 MFI bei einer Kontrolle von 1400 £ 42 MFI).

Dies zeigt, dass Basophile stark auf IL-3 und nur sehr schwach auf GM-CSF reagieren,
wahrend pDCs sowohl auf IL-3 als auch GM-CSF reagieren. Interessanterweise wurde
die IL-3-Rezeptor a-Kette CD123 sowohl durch IL-3 als auch durch GM-CSF auf pDCs
um ca. 50 % erhoht. Auch durch LPS und TNF-a wurde eine Erhéhung von CD123
festgestellt. Basophile zeigten bei CD123 ein ahnliches Verhalten wie Eosinophile und
nur eine geringfugige Regulation.

Die Ergebnisse offenbarten ein sehr starkes Ansprechen von Basophilen auf IL-3-Sti-
mulation durch Regulation von CD131, allerdings ohne gleichzeitige Regulation vom
IL-3-Rezeptor CD123. Dies machte Basophile zum idealen Kandidaten zur Entwick-

lung eines IL-3-Aktivitatsassays. Hierflr wurden verschiedenlange Stimulationen und
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verschiedene Konzentrationen von IL-3 untersucht, um die beste Kombination zu er-
mitteln. Die Ergebnisse resultierten im |IL-3-Aktivitatsassay, welcher zur Charakterisie-
rung der inhibitorischen Aktivitat der humanisierten Varianten und zu deren Stabilitats-
charakterisierung nach physikalischen Einflissen in dieser Arbeit verwendet worden
ist (4.1.2).

Ein Screening von Zytokinen bei einer 24-stiindigen Inkubation offenbarte auch andere
Zytokine, welche eine Regulation von CD131 auf Basophilen hervorriefen. IFN-a und
LPS reduzierten die Expression von CD131 auf 2077 bzw. 1764 MFI im Vergleich zu
5046 MFI der Kontrolle. Eine starkere Regulation wurde sowohl durch IL-2 und IL-15
erreicht und eine Reduktion auf 1484 bzw. 1272 MFI. Gleichzeitig wurden die Uber-
stande mit einem ELISA auf eine Expression von IL-3 untersucht um festzustellen, ob
die Zytokine direkt oder indirekt die Regulation von CD131 auf Basophilen beeinflus-
sen. Im Falle von LPS und IFN-a konnte kein IL-3 detektiert werden, welches darauf
hindeutet, dass diese direkt die CD131-Expression beeinflussen oder tUber einen nicht
bekannten indirekten Effekt. Sowohl bei IL-2 als auch IL-15 hingegen konnte eine Ex-
pression von IL-3 im niedrigen Picogramm-Bereich festgestellt werden (15 bzw.
11,2 pg/ml), welches im Zuge des humanisierten IL-3-Antikérpers V9 von besonderem
Interesse gewesen ist.

Zur weiteren Verifikation wurde der Effekt von IL-2 untersucht. Aufgrund der hohen
Ahnlichkeit von IL-2 und IL-15 [117] wurde beschlossen, sich auf IL-2 alleine zu kon-
zentrieren.

Bei einer 24-stundigen Inkubation von Blutleukozyten mit IL-2 konnte der zuvor beo-
bachtete IL-2-Effekt verifiziert werden und die CD131-Expression auf Basophilen sank
von 4515 £ 105 auf 1274 + 21 MFI. Bendétigt wurden hierfur 20 ng/ml IL-2. Ein ahnlicher
Effekt wurde mit 50 pg/ml IL-3 als positiver Kontrolle erhalten und bereits mit 10 pg/ml
IL-3 wurde eine deutliche Reduktion auf 2909 MFI detektiert. Entsprechend der zuvor
ermittelten Werte fur die IL-3-Expression durch 20 ng/ml IL-2, entsprach das Ergebnis
den Erwartungen. Zudem konnte gezeigt werden, dass der durch IL-2 induzierte Effekt
auf einer indirekten Wirkung basiert. IL-2 regte die Zellen zur Ausschittung von IL-3
an, wodurch es zur Rezeptorregulation gekommen ist. Wurde die Bindung von IL-3 an
seinen Rezeptor CD123 durch einen neutralisierenden IL-3-Antikorper, wie V9 oder
einen blockierenden anti-CD123-Antikérper unterbunden, wurde auch der Effekt von

IL-2 deutlich abgemindert. Die Expressionsverringerung reduzierte sich auf 3254 + 36
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bzw. 3509 £+ 12 MFI. Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass der |IL-2-Effekt vor
allem auf einem indirekten Effekt, genauer der Induzierung der IL-3-Produktion, ba-

siert.

6.2 T-Zellen sind die Hauptproduzenten von IL-2 induzierter

IL-3-Produktion — NK-Zellen produzieren initial ebenfalls IL-3

Aufgrund der Ermittlung von IL-2 als indirekter Regulator der CD131-Expression auf
Basophilen (5.1.3), sollten in einem nachsten Schritt die durch IL-2 stimulierten
IL-3-Produzenten bestimmt werden. Der IL-2-Rezeptor ist aus drei Untereinheiten auf-
gebaut, der a-, B- und y-Untereinheit (Abbildung 49). Einen IL-2-Rezeptor mittlerer Af-
finitat besitzen CD8+ T-Zellen und NK-Zellen. Einen IL-2-Rezeptor hoher Affinitat hin-
gegen nur aktivierte Zellen [118]. T-Zellen bilden den IL-2-Rezeptor hoher Affinitat erst
nach erfolgter Aktivierung aus. Betrachtet man die Aktivierung von T-Zellen, ist ein
Aktivierungssignal uber ihnren TCR/CD3-Rezeptor fur eine vollstandige Aktivierung un-
erlasslich [119].

Mittlere Hohe
Affinitat Affinitat
(~1 pM) (~10 pM)
Cz) (2>
no N
motif éF o } ;
CD8+ T-Zellen Akt. T-Zellen
NK-Zellen Akt. NK-Zellen
Akt. B-Zellen

Akt. Makrophagen

Abbildung 49: Affinitdt des IL-2-Rezeptors. Modifiziert nach [118]
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In den durchgefuhrten Versuchen, bei welchen der IL-2-Effekt beobachtet werden
konnte, fehlte diese Aktivierung des TCR-Rezeptors, weswegen NK-Zellen mit ihrem
IL-2-Rezeptor mittlerer Affinitat als potentieller IL-3-Produzent erschienen. Zudem
konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen nach IL-2-Stimulation in der Lage sind
GM-CSF zu produzieren, welches mit IL-3 verwandt ist [120].

Eine 24-stindige Stimulation mit IL-2 in unterschiedlichen Konzentrationen und Kom-
binationen erhartete diese Vermutung. Bei einer IL-2-Konzentration von 100 ng/ml wa-
ren geringe Mengen von IL-3 zu detektieren (maximal 13,68 + 9,6 pg/ml bei IL-2
(100 ng/ml) + IL-18 (50 ng/ml). Gleichzeitig waren sowohl IL-3 als auch GM-CSF nach
einer Depletion von CD56+ Zellen kaum mehr zu detektieren. CD56 gilt als Marker fur
NK-Zellen [121]. Daher war die Schlussfolgerung, dass NK-Zellen die durch IL-2 sti-
mulierten IL-3-Produzenten sein mussten. In weiteren Versuchen wurden langere In-
kubationen mit Medium, IL-2 und IL-18 (fur 3 und 5 Tage durchgefuhrt). Nach Deple-
tion der CD3+ Zellen konnte nach 3 und 5 Tagen, trotz |L-2-Stimulation, kaum mehr
IL-3 nachgewiesen werden, wahrend es nach Depletion von CD56+ Zellen sogar zu
einer Steigerung der detektierten IL-3-Konzentration im Vergleich zur Scheindepletion
kam. Fur GM-CSF wurden deutlich unterschiedliche Ergebnisse beobachtet. Wurden
die CD56+ Zellen depletiert, sank die detektierte GM-CSF-Konzentration nach 1 oder
3 Tagen gegen null, wohingegen eine Depletion von CD3+ Zellen die Ausschuttung
von GM-CSF nicht beeintrachtigte.

Dieses Ergebnis lasst folgende Schlussfolgerung zu: Hauptproduzenten von GM-CSF
nach IL-2-Stimulation sind CD56+ Zellen und somit zumeist NK-Zellen. IL-3 hingegen
wird nur initial (bis Tag 1) durch IL-2-Stimulation von NK-Zellen produziert, zu spateren
Zeitpunkten (3 und 5 Tage) jedoch zu einem groRen Teil von T-Zellen, nachdem sie
durch IL-2 stimuliert worden sind.

T-Zellen scheinen in der Lage zu sein, auch ohne vollstandige Aktivierung und aus-
bleibender Aktivierung des TCR-Rezeptors, durch IL-2-Stimulation IL-3 zu produzie-
ren. Moglicherweise reicht der IL-2-Rezeptor mittlerer Affinitat auf CD8+ T-Zellen
(siehe Abbildung 49) aus, um die IL-3-Produktion zu initiieren. Unter den gegebenen
Kulturbedingungen scheinen die T-Zellen eine Art von Autoproliferation durchzuma-
chen, wie es z.B. bei multipler Sklerose schon beschrieben wurde [122].
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6.3 Die T-Zell-Subpopulationen Ttm und Tte CD28hi sind haupt-

verantwortlich fur die IL-3-Ausschittung

Nachdem die T-Zellen als hauptsachliche IL-3-Produzenten identifiziert wurden, sollte
eine genauere Bestimmung der T-Zell-Subpopulation, welche den groten Teil IL-3
produziert, durchgeflhrt werden. Die FACS-Analysen der T-Zellen zeigten, dass ins-
besondere die Zellpopulationen Ttm und Tte CD28 hi verantwortlich fur eine IL-3 Pro-
duktion sind.

Ohne Stimulation bewegte sich der Anteil der IL-3+ T-Zellen in einem niedrigen ein-
stelligen Prozentbereich (Maximum bei CD8+ T-Zellen lag bei 0,97 £+ 0,07 % und bei
CD4+ T-Zellen bei 2,3 £ 0,1 %). Die grofdten Populationen machten Ttm bei den CD8+
T-Zellen und CD45RA- bei den CD4+ T-Zellen aus. Zur genauen Bestimmung der Zell-
populationen erfolgte eine Aktivierung der T-Zellen mit Hilfe von IL-2 und anti-CD3 in
zwei unterschiedlichen Ansatzen. Entweder erfolgte eine Stimulation der Zellen flr
zwei Tage (IL-2 und anti-CD3 kombiniert) oder fur insgesamt funf Tage, wobei einer
dreitagigen IL-2 Stimulation eine zweitagige anti-CD3 Stimulation folgte. Unabhangig
vom gewahlten Ansatz machten sowohl bei den CD4+ als auch CD8+ T-Zellen die
Populationen Ttm und Tte CD28hi den grofdten Anteil an IL-3+ Zellen aus. Bei den
CD8+ T-Zellen betrug der kombinierte Anteil der beiden Populationen minimal 76,5 %
(IL-2 3 d + anti-CD3 2d) und maximal 90,6 % (Medium 3 d + anti-CD3 2d) aller IL-3+
T-Zellen. Eine Ausnahme war bei der zweitagigen Stimulation mit IL-2 zu beobachten,
bei welcher sich das Verhaltnis zu Gunsten der Tte CD28hi Population verschob. Bei
den CD4+ T-Zellen stellte die Ttm Subpopulation minimal 66,2 % und maximal 77,6 %
aller IL-3+ Zellen.

Betrachtet man die absoluten Zellzahlen nach einer zweitagigen kombinierten Stimu-
lation, fallt auf, dass sich die Zellzahl aller CD8+ T-Zellen und der Tte CD28hi deutlich
erhdhte (von 10,7 + 1,0 auf 41,0 £ 4,6 bzw. 3,5 £ 0,5 auf 26,8 + 3,9 Zellen/pl). Der
resultierende Anteil der Subpopulation Tte CD28 hi an allen CD8+ T-Zellen verschob
sich von rund 32,7 % auf fast 65,3 %. Bei der funftagigen Stimulation hingegen fand
eine derartige Verschiebung nicht statt. Auch die Zellzahlen waren vergleichbar zur

zweitagigen Stimulation mit Medium + anti-CD3.
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Die Tte CD28hi Population stellt eine weiterdifferenzierte und terminal ausdifferen-
zierte Subpopulation von T-Zellen dar. Werden T-Zellen aktiviert, kdnne sie sich wei-
terdifferenzieren hin zu terminal differenzierten T-Zellen. Somit erscheint es plausibel,
dass ein kombiniertes Aktivierungssignal aus IL-2 und anti-CD3 die gesteigerte Diffe-
renzierung hin zu Tte CD28hi anregt. Wie bereits zuvor beschrieben, bendtigen T-Zel-
len immer eine Aktivierung ihres T-Zell-Rezeptors CD3, z.B. Uber anti-CD3. Liegt nur
ein Signal vor, also IL-2 oder anti-CD3, wie bei der finftagigen Stimulation, reichte dies
nicht aus, um eine gesteigerte Differenzierung und resultierend signifikante Verschie-
bung der Verteilung innerhalb der Populationen zu erzielen.

Beide hauptsachlichen IL-3+ Subpopulationen verfigen Uber CD28. CD28 gilt als Ko-
stimulator bei der Aktivierung von T-Zellen. Daher zeigten insbesondere diese zusatz-
lich aktivierbaren T-Zellen ein hohes Mal} an einer Ausschuttung von IL-3.

Bei den zusatzlichen ELISA-Daten wurden Uberraschende Ergebnisse erhalten. Trotz
der deutlich erhohten Zellzahl bei einer zweitagigen Stimulation mit IL-2 und anti-CD3,
konnten dort keine erhdhten Ausschittungen von IL-3 detektiert werden. Im Gegen-
satz hierzu wurden erhohte IL-3 Werte bei einer dreitagigen Stimulation mit IL-2 und
folgender zweitagiger anti-CD3 Stimulation detektiert.

Verglichen mit einer zweitagigen kombinierten Stimulation mit IL-2 und anti-CD3, stie-
gen die detektierten Konzentrationen von IL-3 bei Spender 1 um das 19-fache und bei
Spender 2 sogar das 192-fache an. Dies kdnnte zwei Erklarungen haben. Die dreita-
gige Stimulation mit IL-2 erhdhte zwar die Zellzahl nicht signifikant und anderte auch
die Verteilung der Subpopulationen nicht wesentlich, fihrte aber zu einer Aktivierung
der T-Zellen und vor allem bei den Ttm und Tte CD28hi Subpopulationen zu einem
,Priming® hin zu einer gesteigerten IL-3 Produktion. Die nachfolgende Aktivierung der
T-Zellen uUber ihren CD3-Rezeptor mittels anti-CD3 startete eine massive IL-3-Aus-
schittung. Die IL-3-Ausschuttung hierbei war deutlich erhoht gegenuber der IL-3-Aus-
schittung nach einer zweitagigen Stimulation mit anti-CD3. Die grol3e Ausschuttung
konnte dazu gefuhrt haben, dass weniger IL-3+ Zellen im FACS bei intrazellularer Far-
bung von IL-3 detektiert werden konnten. Bei der zweitagigen Stimulation mit anti-CD3
konnte es auch zu gesteigerter IL-3-Produktion gekommen sein, allerdings noch zu
keiner Ausschuttung des IL-3. Hierdurch erschienen zwar deutlich mehr IL-3+ Zellen
bei der intrazellularen Farbung und FACS-Auswertung, eine Ausschuttung und somit

Detektion im ELISA war aber nicht mdglich.
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Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Erzielung einer moglichst hohen
IL-3-Produktion durch T-Zellen durch eine vorherige Stimulation mit IL-2 und nachfol-
gender anti-CD3-Stimulation ein sehr effektives Mittel zu sein scheint. Eine erhdhte
Anzahl an IL-3+ Zellen hingegen erhalt man durch eine kombinierte Stimulation mit
IL-2 und anti-CD3. Insgesamt sind sowohl die IL-3-Produktion durch NK-Zellen und
sehr ausgepragte Stimulation der IL-3-Sekretion durch T-Zellen bisher nicht beschrie-

ben.

6.4 Die Humanisierung von P8C11 generierte die wirksame V9

Ausgehend von dem murinen anti-human IL-3 Antikorper P8C11 fand die Humanisie-
rung hin zu V9 statt. Ein Problem bei der Humanisierung stellt immer die Vermeidung
von Immunogenitat dar. Selbst bei einem vollstandig humanen Antikdrper, welcher bei-
spielsweise mit Hilfe von transgenen Mausen erzeugt worden ist, war meist kein Aus-
bleiben von AAR zu erzielen. Die Immunogenitat der generierten monoklonalen Anti-
korper basiert dort grundlegend auf inren CDRs, welche hypermutiert sind und daher
potentiell immunogen fur das humane Immunsystem sind (vergleiche 1.3).

Neuste Computermodelle und Datenbanken erleichtern zwar die Generierung von pas-
senden FR beim CDR-Grafting, stellen aber trotzdem nur eine bedingt gultige Vorher-
sage dar, welche Aminosauren der FR an der Antigenbindung beteiligt sind (siehe 1.4).
Die Komplexitat der Vorhersage ist fur das SDR-Grafting nochmals erhoht, jedoch ist
der zusatzliche Nutzen des SDR-Graftings gegeniber dem CDR-Grafting zweifelhaft
und die Gefahr vorhanden, zwar die Immunogenitat zu verringern, aber zusatzlich an
Affinitat zu verlieren. Diese Abwagung fuhrte zu der Entscheidung, dass lediglich ein
CDR-Grafting und kein SDR-Grafting stattfinden sollte. Zudem wurde beschlossen,
zunachst Uber den Zwischenschritt der Chimarisierung zu gehen und somit einen Re-
ferenzantikorper fur den weiteren Entwicklungsprozess zu erhalten.

Mit den gewahlten konstanten Regionen wurde ein zufriedenstellender chimarer Anti-
koérper P8C11-Chim generiert, welcher eine 0,6x Referenzkonzentration von P8C11
bendtigte, um eine 50 % Inhibition des IL-3-Effekts auf die Regulation des Rezeptors
CD131 auf Basophile zu erzielen (IL-3-Aktivitatsassay).

Es konnte innerhalb der Entwicklung des IL-3-Aktivitatsassays ermittelt werden, dass

insbesondere Basophile innerhalb kirzester Zeit (1 h) aulerst sensitiv auf eine Stimu-
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lation mit IL-3 reagierten. Bereits 0,2 ng/ml IL-3 reichten aus, um eine eindeutig detek-
tierbare Herrunterregulation von CD131 zu bewirken. Zu beachten ist, dass der IL-
3-Aktivitatsassay vor allem dem schnellen Screening von Varianten und Stabilitat galt.
Die bendtigten 1C50-Werte schwankten spenderabhangig und bei selben Spendern
auch abhangig vom Experiment. Daher wurden zur Abschatzung der inhibitorischen
Effektivitat nicht die Absolutwerte, sondern das Vielfache der Referenzkonzentration
verwendet. Auch diese Werte unterlagen Schwankungen, welche auf die Art der Er-
mittlung der 1C50-Werte zurickzuflhren sind. Aus den gemessenen Werten der
CD131-Expression auf Basophilen wurde eine Regressionsgerade ermittelt und aus
der Geradengleichung die IC50-Werte bestimmt. Da die IC50-Werte teils im niedrigen
Nanogramm-Bereich lagen, konnten bereits geringe Abweichungen bei einem der
CD131-Expressionswerte zu deutlichen Abweichungen in der Regressionsgerade fuh-
ren. Aus diesem Grund wurden Abweichungen in einem Spektrum von 0,5x — 2,0 der
Referenzkonzentration nicht als signifikante Abweichungen gewertet.

Samtliche, zunachst erzeugten Varianten a — i, flUhrten zu einem nicht tolerierbaren
Verlust der inhibitorischen Aktivitat. Wie bereits unter anderem Foote und Winter sowie
Makabe et al. feststellten, ist ein einfaches Ubertragen der CDR-Regionen in ein hu-
manes FR-GerUst meist insuffizient, da Anteile der murinen FR direkt oder indirekt an
der Antigenbindung partizipieren [22, 23]. Daher wurde beschlossen, eine schrittweise
Humanisierung vorzunehmen, um die problematischen Bereiche einzugrenzen.

Nach Eingrenzung der Problematik auf die schwere Kette, erfolgte die schrittweise Hu-
manisierung der einzelnen FR. Ein besonderer Fokus lag auf der Identifizierung von
FR-Aminosauren, welche direkten oder indirekten Einfluss auf CDR3 hatten. Mehrere
Arbeiten konnten feststellen, dass insbesondere CDR3 der schweren Kette fur die An-
tikdrper-Antigen-Bindung verantwortlich ist und CDR3 Uber die meisten Mutationen,
meisten Kontakte mit dem Antigen und Uber die grote Variabilitat der Lange verfugt.
Zudem zeigt CDR3 die grofdte Variabilitat bei seiner Konformation auf. Dies fuhrt dazu,
dass es mit Hilfe von Computern bis jetzt nicht mdglich war, Modelle fir den
CDR-H3-Loop zu generieren [123-125].

V9 wies schlussendlich, nach schrittweiser Humanisierung, eine zufriedenstellende in-
hibitorische Aktivitat auf mit 1,38x (ungereinigt) bzw. 1,67x (gereinigt) der bendtigten
Referenzkonzentration auf. Dartber hinaus sind in V9 lediglich zwei murine Amino-

sauren innerhalb der FR des ursprunglichen P8C11-Antikdrpers enthalten. Der Aufbau
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der variablen Domane tragt unmittelbar zur Stabilitat des gesamten Antikdrpermole-
kuls bei [33]. Stabilitatsprobleme deuten deshalb auch immer auf Probleme innerhalb

der FR des Antikdrpers hin.

6.5 V9 verfugt Uber eine hohe Stabilitat

Uberpruft wurde V9 hinsichtlich klassischer zu erwartender physikalischer Einflisse.
Bei sich wiederholenden Freeze-Thaw-Cycles (FTC) im Bereich bis 10x zeigte V9
keine negativen Veranderungen hinsichtlich seiner inhibitorischen Aktivitat oder des
Monomergehalts.

Auch bei einer Ublichen Langzeitlagerung, bei 4 °C oder RT, war V9 stabil und die
Abweichungen lagen im tolerierten Bereich. Zur Uberpriifung physiologischer Bedin-
gungen erfolgte zudem die Lagerung in Plasma und Serum bei einer physiologischen
Temperatur von 37 °C. Bei diesen Bedingungen wurde erst nach 28 Tagen eine signi-
fikante Reduktion der inhibitorischen Aktivitat festgestellt. Sowohl bei EDTA-Plasma
als auch Serum steigerte sich die bendétigte Referenzkonzentration auf das ca. 2,5x,
Heparin-Plasma auf das 1,98x. Dies deutet auf eine hohe Plasmastabilitat des Anti-
korpers hin.

Ein Grolteil aller produzierten therapeutischen Antikorper wird in einer Umgebung von
pH 5-7 produziert [126]. Eine erste Analyse der pH-Stabilitat erfolgte deshalb im Be-
reich von pH 4-6 und als Vergleich im physiologischen pH von 7,4. Innerhalb dieses
Bereich verhielt sich der Antikorper stabil und verlor weder an inhibitorischer Aktivitat
noch an Monomeritat.

Problematisch waren die pH-Werte von 2 und 3. Diese wurden uUberprift, da einzelne
Schritte der Antikdrperherstellung, z.B. Elution aus einer Protein A-Saule unter Virusin-
aktivierung in diesem Bereich durchgefuhrt werden [126, 127]. Der Einfluss von pH 2
sorgte fur eine deutliche Ausflockung des Antikorpers, vermeintlich durch Aggregation.
Diese Problematik ist unter anderem von Mazzer et al. fur mehrere Antikdrper be-
schrieben [127]. Ahnliches war in geringerem Umfang fiir pH 3 zu beobachten. Die
gleichzeitige Analyse der inhibitorischen Aktivitat hingegen offenbarte, dass es bei pH
3 zu keiner signifikanten Verschlechterung kam, wohingegen eine Abnahme bei pH 2
deutlich zu erkennen war. Die dulerlich sichtbare geringe Ausflockung des Antikdrpers

konnte zur Folge haben, dass es zwar zu Aggregaten kam, die zur IL-3-Bindung be-
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notigten Antigenbindungsstellen der Antikorper allerdings noch weitestgehend frei wa-
ren und IL-3 inhibieren konnten. Bei pH 2 war dies eventuell aufgrund groRerer Aggre-
gate in diesem Umfang nicht mehr moglich. Des Weiteren kdnnte ein niedrigerer pH-
Wert auch zur teilweisen Fragmentierung und somit geringeren inhibitorischen Aktivitat
gefuhrt haben. Durch die Aggregatbildung kommt es zudem zu einer nicht mehr ein-
heitlichen Konzentrationsverteilung, wodurch es ebenfalls zu fehlerhaften Versuchs-
ansatzen gekommen sein kdnnte. Ein haufig eingesetzter Puffer zur Elution hat einen
pH-Wert von 3,3 [127].

Die meisten Antikorper verfugen Uber eine hohe Thermostabilitat von tber 70 °C [128].
Auch V9 zeigte eine gute Thermostabilitat fur kurzzeitige (3 h) Temperatureinflisse bis
65 °C. Bis zu dieser Temperatur kam es zu keinem Verlust der Stabilitat oder Aktivitat.
Eine Temperatur von 75 °C hingegen reduzierte deutlich den Anteil an monomeren
Antikorper. Bei der SEC sank die Peakhdhe von 258,7 auf 41,5 mAU, weil der aggre-
gierte und fragmentierte Antikorper durch Zentrifugation entfernt wurde. Beim verblei-
benden Anteil sank der Monomergehalt auf 65,7 % (Referenz 99,1 %). Die zusatzli-
chen Peaks bei 9,38 und 10,71 ml Retentionsvolumen zeigten eine temperaturindu-
zierte Aggregation von V9 an. Die benotigte Referenzkonzentration stieg unerwarte-
terweise jedoch nur auf 5,83x. Im Gegensatz zur SEC wurden bei der Ermittlung der
inhibitorischen Aktivitat die Aggregationen nicht durch eine vorhergehende Zentrifuga-
tion entfernt, sodass, ahnlich wie bei den pH-Proben, die Antigenbindungsstellen wei-
terhin vorhanden und aktiv gewesen sein kdnnten. Dies wird durch die Ermittlung der
Schmelzpunkte von V9 unterstitzt.

Mittels der VP-DSC wurde die thermische Verlaufskurve von V9 bestimmt. Klassi-
scherweise werden fur die thermischen Verlaufskurven von Antikdrpern zwei oder drei
Maxima erhalten. Der geringste Twm zeigt zumeist die CH2-Domane an. Der Twm, welcher
den hochsten Cp-Wert besitzt, stellt die Entfaltung der Fab-Domaéane dar. Ein moglicher
dritter Schmelzpunkt weist auf eine Entfaltung der Cn3-Domane hin. Allerdings sind
auch zwei oder vier Signale maoglich, oder einer der Schmelzpunkte liegt als Sattel-
punkt und nicht als Maximum vor. Die Entfaltung der Fab-Domane verlauft zudem
meist in Kombination mit der Cn2- oder Cxu3-Doméane [33, 101, 104]. Bei V9 lag der
Peak mit dem hochsten Twm bei ca. 90 °C und in unmittelbarer Nahe war ein Sattelpunkt
bei Tm2 = 85 °C. Dies zeigte die einsetzende Entfaltung der Ch3-Domane an. Vor Er-
reichen von Tm3 fiel das Signal rapide ab. Dies ist auf die Entfaltung der C13-Domane

zuruckzufuhren, wodurch schlagartig eine geringere Warmeaufnahme detektiert
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wurde. Die direkt folgende Entfaltung der Fab-Domane liel® das Signal schlie3lich
schnell wieder ansteigen. Bei einer Temperatur von 75 °C ist bei V9 lediglich die Cn2-
Domaéne entfaltet (Tm1 = 70 °C). Durch die Konformitatsanderung werden Bindungs-
partner frei und eine Ausbildung von Aggregaten wird ermdglicht [129]. Zwar wird ver-
mutet, dass bei thermischem Stress auch die Fab-Domane eine Rolle bei der Aggre-
gatbildung spielt, jedoch liegt bei V9 die Schmelztemperatur deutlich tber 75 °C [130].
Deshalb ist davon auszugehen, dass die antigenbindende Fab-Domane bei dieser
Temperatur intakt war, wodurch zu erklaren ist, dass die benétigte Referenzkonzent-
ration mit 5,83x nur moderat angestiegen ist, trotz Aggregatbildung.

Brader et al. ermittelten flr acht verschiedene Antikorper in optimierter Pufferumge-
bung fur Tu1 Werte fur 56,5 — 71,2 °C und fur Tm2/3 Werte zwischen 71,8 und 84,6 °C
[131]. lonescu et al. bestimmten flur drei verschiedene Antikdrper Werte von ca. 70 °C
und 80 °C fur Tm1 und Tm2/3 [33] und Heads et al. ermittelten eine durchschnittliche
Schmelztemperatur von 80,7 + 5,4 °C fur die Fab-Domane, bei einer Auswertung von
22 humanisierten 1gG1 Antikorpern in PBS [132]. Verglichen mit diesen Werten liegt
Tm1 von V9 mit ca. 70 °C je nach Analyse im Durchschnitt oder oberen Bereich der
Stabilitat. Tm2/3 hingegen liegt mit 85-90 °C am oberen Ende der betrachteten Antikor-
per oder sogar daruber, welches auf eine sehr gute Stabilitat des Antikdrpers hindeu-
tet. Einen sehr stabilen Antikorper generierten auch McConnell et al. Dieser weist eine
Twm2/3 von ca. 90 °C auf und durch zusatzliche Veranderungen wurde Tm1 ebenfalls
auf ca. 90 °C angehoben [133]. Insbesondere lonescu et al. stellten einen unmittelba-
ren Einfluss der variablen Domane auf die Stabilitat des Antikorpers fest [33]. Die wah-
rend der Entwicklung hin zu V9 gewahlte und veranderte FR scheint daher gut selek-

tiert worden zu sein.

6.6 V9 verfugt Uber eine hohe Affinitat, Spezifitat und Effektivitat

Neben einer ausreichenden Stabilitat ist die hochaffine und spezifische Bindung seines
Targets von elementarer Bedeutung. Die Affinitat des Antikdrpers wurde sowohl Gber
ein Kinetikfitting als auch ein Affinitatsfitting durchgefuhrt, wobei die Werte sich unter-
schieden haben. Der Wert fur das Affinitatsfitting lag mit 5,4 nM deutlich Uber den durch
das Kinetik-Fitting ermittelten 0,14 nM. Die Abweichungen sind vor allem in der Fitting-
methode begrindet. Beim Affinitatsfitting wird aus den fur jede einzelne eingesetzte

Antigenkonzentration ermittelten Ru-Werten ein Fittinggraph erstellt. Da dieser nur
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eine Annaherung darstellt, flacht der Graph auch bei einer Absattigung des Antikorpers
mit seinem Antigen nicht vollstandig ab und wird weiter verlangert. Hierdurch wird ein
héherer maximaler Ru-Wert ermittelt, wodurch sich der ermittelte Kno-Wert verschlech-
tert. Beim Kinetikfitting war der Antikérper bei der hdchsten eingesetzten Antigenkon-
zentration vollstandig abgesattigt. Der resultierende Ru-Wert ist gleichzeitig das Maxi-
mum, welches fur das Fitting verwendet wird. Dieser Ansatz entspricht am ehesten der
Realitat, weshalb dieser Wert als Affinitat des Antikdrpers angenommen wird.

Die Einordnung der Affinitatsstarke ist immer relativ. Generell gelten zumeist Affinitats-
werte von <1 nM als hochaffin [134], weshalb sich V9 mit 140 pM als hochaffiner Anti-
korper einordnen lasst. Sun et al. generierten Antikorper, deren Affinitat grofdtenteils
im niedrigen nanomolaren Bereich lagen (10°) [41]. Einer der am h&ufig eingesetzten
monoklonalen Antikdrper, Rituximab, besitzt ebenfalls eine Affinitat in diesem Bereich
5,2 nM [135]. Dies zeigt, dass die Affinitat alleine kein ausschlaggebendes Kriterium
bei der Betrachtung von potentiell zur Therapie einzusetzenden Antikorpern ist. V9
verfugt aulRerdem Uber eine hohere Affinitat, daher wurde die ermittelte Affinitat fur V9

als ausreichend angesehen.

IL-3 gehort zu derselben Zytokinfamilie wie IL-5 und GM-CSF. Mittels eines ELISA
konnte gezeigt werden, dass V9 keine Kreuzreaktivitat zu den verwandten Zytokinen
IL-5 und GM-CSF aufweist. Dartber hinaus wurde die Kreuzreaktivitat ebenfalls ge-

genuber IL-3 vom Rhesusaffen getestet und ebenfalls als nicht vorhanden detektiert.

Die Effektivitat von V9 bei der Inhibierung der IL-3-Wirkung wurde mit der IL-3 abhan-
gigen TF1-Zelllinie und einem MTT-Assay bestimmt, wodurch gezeigt werden konnte,
dass V9 die Aktivitat des IL-3 neutralisiert. V9 zeigte sich effektiver als P8C11-Chim.
Die notwendigen Konzentrationen fur eine 50 %ige Reduktion der TF1-Proliferation
betrugen 0,67 pg/ml far V9 und 0,85 pug/ml fur P8C1-Chim bei einer IL-3 Konzentration
von 5 ng/ml. Kommerziell erwerbliche IL-3- Antikdrper, welche auch in dieser Arbeit
verwendet wurden, sind Klon 4815 und Klon 4806 von R&D. Diese weisen laut Her-
stellerangabe 1C50-Werte von 0,1-0,3 pg/ml (Klon 4815) und 0,03-0,08 pg/ml (Klon
4806) bei einer IL-3 Konzentration von 1,25 ng/ml auf [136, 137]. Bezieht man die
IC50-Werte fur alle Antikérper auf 1 ng/ml IL-3 erhalt man Werte von 134 ng/ng IL-3
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fur V9, 80-240 ng/ng IL-3 fur Klon 4815 und 24-64 ng/ng IL-3 fur Klon 4806. Der beno-
tigte IC50-Wert von V9 liegt mit 134 ng/ng IL-3 somit fast genau beim Mittelwert der
betrachteten Antikdrper (132 ng/ng IL-3).

V9 neutralisiert nicht nur die Aktivitat von IL-3, sondern unterbindet gleichzeitig auch
die Bindung an seinen Rezeptor CD123 auf CD123+ Blutleukozyten effektiv und bei
geringen Konzentrationen, die deutlich niedriger sind als jene, die fur eine Proliferati-
onshemmung bei TF1-Zellen notwendig sind. Der IC50-Wert betrug 1,1 pg/ml V9 bei
einer |L-3 Konzentration von 0,125 pg/ml, um ein Absinken von als IL-3+ klassifizierten
Zellen zu erzielen. Dies resultiert in einer Menge von 8,8 ng/ng IL-3. Eine Erklarung
der geringer ausfallenden bendtigten V9-Konzentration, verglichen mit den TF1-Zel-
len, kénnte zum einen in den verschiedenen Zellpopulationen liegen. Die Ermittlung
der IL-3+ Zellen wurde im Vollblut mit verschiedenen Zelltypen durchgefuhrt, wahrend
es sich bei den TF1-Zellen um eine einheitliche Zellpopulation handelt. Zudem war der
generelle Aufbau der Versuche bezlglich Dauer der Stimulation und Auswertepara-

meter divergent, wodurch ein Vergleich der erhaltenen Werte schwer moglich ist.

Der humanisierte Antikdrper V9 bindet aulerdem an ein anderes Epitop als die kom-
merziell erwerblichen Antikorper Klon 4815 und Klon 4806 von R&D und BVD8-3G11
von Biolegend. Im ELISA konnte gezeigt werden, dass V9 die Aminosauresequenz
EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL bindet, welche von keinem der getesteten muri-

nen anti-human IL-3 Antikdrper erkannt wurde.

6.7 V9 besitzt keine unspezifischen Effekte auf Blutleukozyten

Nach dem Nachweis der Spezifitat und der erwlinschten Wirksamkeit mussten unspe-
zifische und moglicherweise zytotoxische Effekte auf Blutleukozyten ausgeschlossen
werden.

Im Vergleich mit einer Isotyp-Kontrolle (IgG1) fand keine vermehrte Bindung von V9
auf Blutleukozyten statt. Innerhalb der gro3en Populationen der Lymphozyten und der
PMNs lag der Anteil bei ca. 0,5 % der Zellen. Bei den Monozyten schwankte der Anteil
zwischen ca. 1-4 %. Ein eindeutiger Trend war allerdings nicht zu erkennen. Bei man-
chen Populationen, wie z.B. den B-Zellen, lag der Anteil der positiven Zellen (Bindung

auf den Zellen hat stattgefunden) bei bis zu 15 %, allerdings ohne Unterschied zur
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Isotyp-Kontrolle. Unter anderem B-Zellen besitzen Fcy-Rezeptoren zur Bindung von
IgG1-Antikdrpern, wodurch der vermehrte Anteil an positiven Zellen erklart werden
kann [138].

Neben der ausbleibenden unspezifischen Bindung von V9 an Blutleukozyten konnte
auch keine Regulation von Aktivierungsmarkern oder proinflammatorischen Zytokinen
detektiert werden, welches auf V9-Effekte hingewiesen hatte. Untersucht wurden die
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a und IFN-y, welche von NK- und T-Zel-
len ausgeschuttet werden und unter anderem Makrophagen aktivieren. Zudem werden
weitere Zellen bei der Differenzierung unterstitzt [139, 140]. Fur IL-6 und TNF-a wurde
im ELISA durch Stimulation mit V9 keine zusatzliche Ausschuttung im Vergleich zu
Kontrolle ermittelt und insgesamt nur niedrige Werte von 15 — 30 pg/ml. Fur IFN-y
wurde keine Ausschuttung detektiert. Eine Aktivierung der Zellen konnte ebenfalls
nicht ermittelt werden. Dargestellt wurde nur der Aktivierungsmarker CD11b [141], al-
lerdings konnten auch bei weiteren Markern keine Veranderungen detektiert werden.
Daruber hinaus hatte eine Stimulation mit V9 keinen Effekt auf die Zellzahlen der ein-

zelnen Populationen.

Insgesamt konnten bei den untersuchten Parametern keine unspezifischen und/oder

ungewollten Effekte von V9 bei Blutleukozyten festgestellt werden.

6.8 Die generierten anti-V9-Ak besitzen blockierende und nicht-

blockierende Bindungseigenschaften

Die beiden anti-V9-Antikorper 3F9 und 5F11 besitzen unterschiedliche Epitope fur die
Bindung an V9. Bei 3F9 handelt es sich um einen nichtblockierenden Antikdrper, was
durch die ELISA 1 und 2 deutlich gezeigt werden konnte. Eine Prainkubation von V9
mit 3F9 behinderte die Bindung von V9 an IL-3 nicht und die Signalstarke stieg mit
steigender V9-Konzentration. Die stattgefundene Bindung von 3F9 an V9 konnte durch
die Detektion mit rabbit-anti-mouse-IgG-HRP verifiziert werden (ELISA 1). Des Weite-
ren war eine Bindung von 3F9 an V9 maglich, auch wenn V9 zuvor bereits IL-3 gebun-
den hatte (ELISA 2). Die Bindungsstellen fur IL-3 und 3F9 an V9 kompetitieren dem-
nach nicht miteinander und die Bindung von 3F9 findet hochstwahrscheinlich in nicht

an der IL-3-Bindung beteiligten FR statt.
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Fur den Antikorper 5F11 war gegenteiliges festzustellen und es handelt sich um einen
anti-idiotypischen Antikorper mit neutralisierender Wirkung auf die Aktivitat von V9.
Fand eine Prainkubation von V9 mit 5F11 statt, wurde eine Bindung von V9 an IL-3 bei
den getesteten Konzentrationen komplett unterbunden (ELISA 1). Nach Bindung von
IL-3 an V9 war eine Bindung von 5F11 an V9 erst moglich, wenn die Konzentration
von V9 deutlich hoher als die von IL-3 gewesen ist. Erst bei dieser Konstellation stan-
den freie Antigenbindungsstellen von V9 fiur die Bindung von 5F11 zur Verfigung und
eine Steigerung der Signalstarke konnte detektiert werden (ELISA 2).

Verifiziert wurden die Ergebnisse durch den IL-3-Aktivitatsassay, bei welchem 3F9 die
inhibitorische Aktivitat von V9 nicht beeinflusste (Abbildung 48), 5F11 hingegen eine
Blockade der IL-3 Effekte durch V9 verhinderte. Erst ein Absinken der Konzentration
von 5F11 unter die Konzentration von V9 (0,625 ug/ml zu 1 pg/ml) fUhrte zu einem
Verlust der blockierenden Wirkung von 5F11 auf V9.

Mittels des IL-3-Aktivitatsassays wurde zudem gezeigt, dass sowohl 3F9 als auch
5F11 keine IL-3 ahnlichen Effekte aufweisen, da keine auffallige Herunterregulation
von CD131 auf Basophilen detektiert werden konnte (bei hochster Konzentration flr
3F9 3775 £ 42 und fur 5F11 3568 + 75 MFI bei einer negativen Kontrolle von
3648 + 0 MFI) (Abbildung 47).

6.9 Die Detektion von freiem und gesamtem V9 aus Plasma ist

reproduzierbar moglich

Die Generierung der anti-V9 Antikorper 3F9 und 5F11 erfolgte im Hinblick auf eine
mogliche Detektion von V9 aus humanem Blutplasma zur Feststellung der vorliegen-
den Plasmakonzentration. Notwendig ist dieses im Rahmen von klinischen Studien
und zur Entscheidung ob ein Einsatz als Therapeutikum potentiell mdglich ist. Relevant
ist die Pharmakokinetik, also die Verteilung, Abbau und Freisetzung im Organismus.
Nach Maoglichkeit soll bei Antikbrpern zudem die Unterscheidung zwischen gesamt
vorhandenem, gebundenem und teilweise gebundenem Antikdrpern umsetzbar sein
[142]. Mit Hilfe des nichtblockierenden Antikdrpers 3F9, des blockierenden Antikorpers
5F11 und des IL-3-Antikorpers AK13 wurden drei verschiedene ELISA entwickelt, um
diese Anforderungen abzudecken.
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Uber alle getesteten Konzentrationen hinweg, konnte V9 mit einer guten Genauigkeit
detektiert werden. Die maximale Abweichung von der tatsachlich eingesetzten Kon-
zentration betrug 30,77 %. Bei IL-3 konnten ebenfalls sehr gute Werte erreicht werden,
insbesondere bei der héchsten V9-Konzentration von 10.000 ng/ml. Hier betrug die
maximale Abweichung der ermittelten IL-3-Konzentration lediglich 4,46 %. Verringerte
sich die V9 Konzentration, verringerte sich auch die Genauigkeit der IL-3 Detektion.
Bei der geringsten IL-3-Konzentration von 0,1 ng/ml betrugen die Abweichungen 190
und 200 %, allerdings blieben die ermittelten Konzentrationen in derselben Grélien-
ordnung. Ubersteigt die IL-3 Konzentration die theoretisch berechnete maximale Kon-
zentration, die zur vollstandigen Beladung von V9 notwendig ist, werden keine ver-
wertbaren Ergebnisse mehr erzielt. Dies trifft fur 10 ng/ml V9 und 10 ng/ml IL-3 zu. In
der Realitat ist dieser Fall allerdings nahezu ausgeschlossen, weil therapeutische An-
tikorper Plasmakonzentrationen von mehreren ug/ml erreichen [143], wohingegen IL-3
meist in einer Konzentration von pg/ml vorliegt. Daher kann diese Problematik ver-
nachlassigt werden.

Insgesamt wird die Gesamtkonzentration von V9 genau und reproduzierbar detektiert.
Zwar liegen teilweise Abweichungen von uber 30 % vor, allerdings stimmt die detek-
tierte GroRenordnung mit der real eingesetzten Uberein. Darlber hinaus stellt dieser
Versuch lediglich eine Nachahmung einer tatsachlichen Applikation von V9 in einen

humanen Organismus dar.

Vergleicht man die theoretischen mit den tatsachlich detektierten Werten, wurden fur
10.000 ng/ml V9 naherungsweise die theoretischen Bindungsverteilungen erreicht, mit
einer maximalen Abweichung von 23 % (1x gebunden bei V9 10.000 ng/ml +
IL-3 100 ng/ml). Auch fur Konzentrationen von V9 mit 100 ng/ml wurden die theoreti-
schen Werte in Naherung erreicht und die prozentualen Abweichungen entsprechen
in etwa denen bei der Betrachtung der Gesamtmenge an V9. Bei einer Uberladung
von V9 konnten keine verwertbaren Ergebnisse ermittelt werden. Allgemein erhéhten
sich die Abweichungen von den theoretischen Werten erheblich bei absinkender V9
Konzentration, da man dort an die Sensitivitatsgrenze gelangt.

Insgesamt stimmen die mit den verschiedenen ELISAs gemessenen Werte bei hohen
V9 Konzentrationen und gleichzeitig niedrigen IL-3 Konzentrationen bzw. bei einem
grolRen Abstand der Konzentrationen und einer somit resultierenden geringen Bela-

dung von V9 sehr gut mit den berechneten Werten Uberein.
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Genau dies ist der wahrscheinlichste Fall bei einer Applikation des Antikorpers in einen
humanen Organismus, wie bereits zuvor beschrieben wurde. Ein weiteres Problem
beim Vergleich von theoretischen und detektierten Werten bei der genauen Ermittlung
der Bindungsverteilung existiert. Bei der Durchfuhrung des Versuchs in einem Reakti-
onsgefall konnen sich sowohl IL-3 als auch V9 ungehindert verteilen und eine gleich-
malfdige Konzentration liegt vor, wodurch die theoretische Verteilung erreicht werden
kann. Innerhalb eines Organismus jedoch kénnten lokal Konzentrationsunterschiede
von IL-3 und V9 vorliegen. Dies kdnnte zu einem extremen Effekt fuhren, bei welchem
lokal eine hohere IL-3 Konzentration als V9 Konzentration vorliegt. Folglich wirden an
diesem Ort prozentual mehr V9 Antikorper doppelt mit IL-3 beladen werden, als auf-
grund der auf den gesamten Organismus berechneten Konzentration, theoretisch er-
wartet werden wirden. Die Detektion des gesamten V9 ware hiervon unbeeinflusst,

aber die theoretisch ermittelten Werte wirden nicht mehr stimmen.
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7. Zusammenfassung und Fazit

Die Entwicklung neuartiger therapeutische Antikorper ist einer der sich am starksten
und schnellsten entwickelnden Teilbereiche der modernen Arzneimittelforschung. An-
tikdrper sind hochspezifisch fur ihr Antigen und kénnen aufgrund ihrer hohen Se-
quenzvariabilitat theoretisch gegen samtliche Strukturen (Oberflachenmarker, Zyto-
kine etc.) produziert werden.

Ein interessantes Zytokin ist das hamatopoetische Zytokin IL-3. Dieses wird von ver-
schiedenen Immunzellen gebildet und hat entscheidende Effekte auf eine Vielzahl von
Immunzellen zur Etablierung und Aufrechterhaltung einer Immunreaktion. In unter-
schiedlichen Tiermodellen und Untersuchungen bei Erkrankungen des Menschen
wurde ein deutlich stimulierender Einfluss von IL-3 auf die Entstehung von Autoimmu-
nitat und Entziindung gefunden. Allerdings scheint eine Blockade oder Depletion von
IL-3 keine negativen Effekte hervorzurufen. Diese Kombination macht IL-3 zu einem

vielversprechenden Kandidaten, um einen therapeutischen Antikorper zu entwickeln.

Fragestellungen die in dieser Arbeit beantwortet werden sollten, sind die Expression,
Wirkung und Hemmung von IL-3 mit humanen Leukozyten. Hierfur wurden die Effekte
mittels FACS analysiert und darauf basierend Assays zur Beurteilung entwickelt. Der
Schwerpunkt lag auf der Generierung eines humanisierten Antikérpers gegen IL-3, um
mit den zuvor entwickelten Assays die Wirksamkeit des Antikdrpers zu untersuchen.
Zudem musste der Antikorper hinsichtlich wichtiger Parameter wie Stabilitat, Affinitat
und Zytotoxizitat charakterisiert werden, um eine potentielle Moglichkeit des Einsatzes
als zukunftiges Therapeutikum beurteilen zu kdnnen. Hierfir wurden Protokolle fur
etablierte Methoden wie ELISA, FACS, SEC, SPR und DSC erarbeitet.

Bei den untersuchten Zellpopulationen zeigten sich insbesondere die Basophilen als
hochst sensitiv und nahezu exklusiv reagierend auf IL-3, bei Betrachtung des
CD131-Rezeptors. Daher konnte mit Hilfe der Basophilen ein geeigneter Assay zur
Charakterisierung der humanisierten Antikorpervarianten entwickelt werden. Als
Hauptproduzenten wurden die Ttm und Tte CD28hi Subpopulationen der CD4+ und
CD8+ T-Zellen identifiziert (CD3+(CD4+/CD8+)CCR7-(CXD45RA+/-)CD28+).
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Mit Hilfe des auf Basophilen basierenden IL-3-Aktivitatsassays konnte die humani-
sierte Variante V9 mit der hochsten inhibitorischen Aktivitat gegeniber IL-3 ermittelt
werden, welche im weiteren Verlauf charakterisiert wurde. V9 zeigte sich hinsichtlich
der inhibitorischen Aktivitat und Aggregatbildung stabil gegenuber Temperatur, Lage-
rung, pH (Ausnahme stark saure Bereiche) und ,freeze-thaw®. DarUber hinaus besitzt
V9 ein hochaffines Bindungsverhalten gegenuber seinem Antigen und verfugt tber ein
robustes Schmelzverhalten mit hohen Schmelzpunkten, welches die Stabilitat unter-
streicht.

Die ermittelten IC50-Werte fur V9 liegen auch in Assays mit der IL-3-abhangig wach-
senden TF1-Zelllinie in einem guten Bereich. AuRerdem zeigte V9 keine ungewunsch-
ten Nebeneffekte wie unspezifische Bindung auf Blutleukozyten, die Regulation von
Aktivierungsmarkern oder die Stimulation von Zellen zur Ausschuttung von proin-
flammatorischen Zytokinen. Fur einen potentiellen Einsatz als Therapeutikum konnten
daruber hinaus bereits anti-idiotypische Antikorper generiert werden, mit deren Hilfe
ein ELISA zur Konzentrationsbestimmung von V9 aus humanem Plasma etabliert wer-

den konnte.

Insgesamt etablieren die vorliegenden Daten aktivierte T-Zellen als Hauptproduzenten
von |L-3. Mit dem generierten Antikorper war in den durchgefuhrten Experimenten eine
komplette Inhibierung der Aktivitat von IL-3 moglich, ohne ungewinschte Nebeneffekte
zu erzeugen. Die Ergebnisse zeigen, dass V9 als moglicher Kandidat zur Therapie
bestimmter Autoimmunerkrankungen, wie Lupus nephritis, in Betracht gezogen wer-
den konnte. Hierfur waren allerdings weitergehende Untersuchungen und eine Pro-

duktion unter GMP-Bedingungen unabdingbar.
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